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RESUMO

As leishmanioses caracterizam-se por um espectro de doencas distribuidas endemicamente em
regides tropicais e subtropicais do mundo. A obtencdo de material bioldgico para analise
diagnostica apresenta cuidados cruciais ao paciente, por se tratar de um processo invasivo,
passivel de inflamacédo, e podendo haver reativacdo da doenga, em alguns casos. Diante do
avanco das técnicas moleculares e da utilizacdo de alguns fluidos biologicos para o
diagndstico da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), cogitou-se a possibilidade da
identificacdo de DNA de Leishmania spp. em saliva através do método de coleta de swab,
sendo contribuinte para o avan¢o no diagndstico laboratorial. Assim, o proposito do estudo foi
a identificacdo de DNA de Leishmania spp. a partir do diagnostico molecular. Foram
incluidos no estudo os pacientes que apresentaram lesfes ativas, diagndsticos clinicos para
LTA, antecedentes epidemiologicos compativeis e ndo possuiam lesdes cutaneo mucosas. O
diagndstico laboratorial envolveu a abordagem parasitologica através da pesquisa direta do
parasito em amostras escarificadas de lesGes, enquanto que o molecular compreendeu a
extracdo do DNA das amostras de bidpsia e swab salivar, seguidas da reacdo de PCR
convencional (cPCR) e PCR em tempo real (qQPCR). Foram investigados 40 pacientes com
LTA havendo ocorréncia de DNA do parasito em 10 amostras de saliva com cPCR, e 36
amostras utilizando qPCR. Em 28 amostras de bidpsias também foi possivel a detec¢cdo do
DNA de Leishmania spp. e em 35 amostras de escarificado de lesdo foram encontradas
formas amastigotas do parasito, através de pesquisa direta. Na comparacdo entre 0s métodos
propostos, a bidpsia apresentou uma média de 50% de compatibilidade em relacdo a cPCR e
67,5% para a gPCR. A andlise comparativa observou entre o diagnéstico parasitologico e 0s
diagndsticos moleculares uma concordancia de 32,5% (14/40) em relacdo a cPCR, enquanto
gue a gPCR obteve 75,5% (31/40) de concordancia. Considerando a sensibilidade das técnicas
de PCR utilizadas e o procedimento de coleta, através de swab advindo de fluidos salivares,
os resultados demonstram a viabilidade do método de coleta de Leishmania spp. como uma
nova abordagem diagndstica auxiliar para a LTA, com beneficios a saude do paciente.

Palavras- chave: Leishmaniose Cutanea — diagnostico. Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real. Saliva. Leishmania.
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ABSTRACT

Leishmaniasis are characterized by a spectrum of diseases distributed endemic in tropical and
subtropical regions of the world. Obtaining biological material for diagnostic analysis
provides critical care to the patient, because it is an invasive procedure, subject to
inflammation, and may be reactivation of the disease in some cases. Given the advances in
molecular techniques and the use of some biological fluids for the diagnosis of American
cutaneous leishmaniasis (ACL), has considered the possibility of Leishmania spp. DNA
identification in saliva through the swab collection method, and contributor to the advance in
laboratory diagnosis. Thus, the purpose of the study was to identify the DNA of Leishmania
spp. from the molecular diagnosis. The study included patients who had active lesions,
clinical diagnostics for LTA, compatible epidemiological history and not had mucous skin
lesions. Laboratory diagnosis involved parasitological approach by direct detection of the
parasite in samples scarified lesions, whereas the molecular understood extraction of DNA
from biopsy samples and saliva swab, followed by conventional PCR (cPCR) and real-time
PCR (qPCR). 40 patients were investigated with LTA there occurrence of parasite DNA in 10
cPCR saliva samples, and 36 samples using gPCR. In 28 samples biopsies was also possible
to detect the DNA of Leishmania spp. and 35 samples of injury chiseled amastigote forms of
the parasite were found by direct search. Comparing the proposed methods, the biopsy
showed an average of 50% compatibility for cPCR and 67.5% for gPCR. The comparative
analysis between the observed parasitological and molecular diagnostic concordance of 32.5%
(14/40) for cPCR, while gPCR obtained 75.5% (31/40) agreement. Considering the sensitivity
of PCR techniques used and the collection procedure through swab arising salivary fluid, the
results demonstrate the viability of Leishmania spp. collection method as a new diagnostic
approach to assist the ACL, with benefits to the health of the patient.

Key words: Cutaneous leishmaniasis - diagnosis. Polymerase Chain Reaction in Real Time.
Saliva. Leishmania.
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1 INTRODUC}AO E JUSTIFICATIVA

A Leishamniose Tegumentar Americana (LTA) trata-se de um importante agravo a
salde publica incluidas nas prioridades da Organizacdo Mundial de Salde, uma vez que
acomete 0s seres humanos e 0s animais através de diferentes espécies de protozoarios do
género Leishmania. E uma doenca endémica no estado de Pernambuco, assumindo crescentes
focos epidémicos em muitos municipios. O seu controle depende da disponibilidade de
métodos acurados com alta sensibilidade e especificidade para deteccdo do parasito, que
podem fornecer informacgdes epidemioldgicas relevantes para o planejamento de medidas
adequadas.

Contribuindo com este quadro, o diagnéstico da doenca enfrenta limitacGes, a
obtencdo de material para analise diagndstica apresenta cuidados cruciais ao paciente, haja
vista tratar-se de processos invasivos, passivel de inflamacéo, infeccdo por outros organismos,
podendo haver reativacdo da doenca, em alguns casos. Em relacdo as técnicas utilizadas as
limitagdes se referem ao lento crescimento de organismos em meios de cultivos artificiais,
além de baixas sensibilidades e especificidades apresentadas em algumas abordagens. Para a
OMS, é recomendavel que as pesquisas se concentrem na geracdo de novos conhecimentos e,
sobretudo na aplicacdo de novos paradigmas diagndsticos para a leishmaniose tegumentar,
uma vez que a doenca é considerada emergente e prioritaria (REMME et al., 2002). Torna-se
evidente o desenvolvimento, padronizacao e validacdo de testes diagnosticos mais sensiveis e
com maior acuracia (PAIVA-CAVALCANTI, 2008; RODRIGUES, 2000).

Diante desses entraves, este projeto prop06s estudar de forma mais explicita o elo entre
trés pontos fundamentais: a) a utilizacdo do método de swab como instrumento ndo invasivo
para a coleta de Leishmania spp., cujo procedimento assegura ao paciente conforto e
seguranca durante a rotina diagndstica, b) o fluido salivar utilizado como substrato para a
manutencdo desses parasitos, até entdo raramente conhecido como fonte de escape de
Leishmania proporciona um novo achado parasitologico, exclusivamente em individuos
portadores de lesdes cutaneas, e ¢) a aplicabilidade da PCR em tempo real como ferramenta
sensivel, indispensavel para a analise quantitativa dos minicirculos do KDNA.

Portanto, 0 método proposto acarretara ao paciente simplicidade e conforto na coleta
da amostra, sem riscos a saude pela praticidade quanto a maneira e ao local de coleta de
parasitos. Por outro lado, promoverd uma nova discussdo quanto a natureza desses achados

acerca de questdes pertinentes ao tropismo da Leishmania spp. em substrato salivar.
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2 MARCO TEORICO CONCEITUAL

2.1 Aspectos gerais

As leishmanioses sdo enfermidades causadas por varias espécies do género
Leishmania, que pertencem a ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae
(MARZOCHI, 1992). Nas Américas, a leishmaniose humana apresenta duas formas clinicas:
a Leishmaniose Visceral americana (LVA), que é causada por Leishmania infantum (LUKES
et al., 2007; MAURICIO et al., 2000), e a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), que é
causada por varias espécies de Leishmania que parasitam principalmente células macrofagicas
da pele (BASANO; CAMARGO, 2004).

A doenca apresenta uma ampla variedade de agentes etioldgicos, o que dificulta o
controle nas popula¢des humanas, associado a precariedade socioambiental. Devido a
diferencas ecoepidemioldgicas é importante a caracterizacdo molecular e o estudo da
adaptacdo destes parasitos em areas endémicas (LIMA, 2010). No Brasil, ja foram verificadas
sete espécies que causam doenga no homem, sendo duas do subgénero Leishmania e cinco do
subgénero Viannia, a saber: Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (L.)
infantum, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (V.)
shawi, Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania (V.) naiffi (LAINSON; SHAW, 1998).

A Leishmania (Viannia) braziliensis é a espécie mais prevalente nas Américas, sendo
no Brasil a Unica espécie que ocorre em todas as unidades federativas (BRASIL, 2007). Em
Pernambuco, ha evidéncias que esta seja a Unica espécie envolvida na transmissdo da LTA
com diversas variantes circulantes (BRITO et al., 2009).

O género Leishmania compreende protozoarios parasitos, com um ciclo de vida
digenético e unico nuacleo, sendo encontrados sob duas formas: amastigotas e promastigotas.
As formas amastigotas apresentam morfologia ovalada e flagelo ndo exteriorizado, com
multiplicacdo no interior dos macrofagos, sendo esta forma intracelular obrigatoria do sistema
fagocitico mononuclear (SFM) de hospedeiros vertebrados, enquanto que as promastigotas,
que sdo as infectantes, sdo encontradas nos hospedeiros invertebrados, multiplicando-se por
divisdo binaria dentro do tubo digestivo do inseto vetor. Possuem estrutura alongada e flagelo

livre, 0 que permite sua mobilidade intercelular (Figura 1) (SIMPSON, 1987).
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Figural- Formas evolutivas de Leishmania spp.
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Legenda-A: Forma amastigota da Leishmania spp.; B: Forma flagelada ou promastigota Leishmania
spp.

A LTA se propaga através da infeccdo do parasito em vetores e reservatorios silvestres
e sinantrépicos, sendo o homem um hospedeiro acidental (SILVA et al., 2005), cuja principal
forma de transmissdo é através da picada de fémeas hematdfagas de pequenos dipteros da
familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, dos géneros Phlebotomus. No Velho Mundo
0s vetores sdo Lutzomyia, no Novo Mundo (KILLICK-KENDRICK, 1990), conhecidos
genericamente como flebotomineos (GONTIJO; MELO 2004), que ingerem 0s parasitos
durante o repasto sanguineo a partir de um reservatorio vertebrado, quando infectado.

Vaérias espécies de flebotomineos sdo descritas na transmissdo da LTA no Brasil,
ressaltando-se como principais transmissoras: Lutzomyia intermedia, Lutzomyia migonei,
Lutzomyia whitmani, Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia wellcomei, e Lutzomyia flaviscutellata
(RANGEL; LAINSON, 2003), além de registros de infeccdes naturais de outras espécies,
como Lutzomyia neivai e Lutzomyia fischeri (PITA-PEREIRA et al., 2009; ROCHA et al.,
2010). Em Pernambuco, 37 espécies ja foram identificadas, e ha predominancia de Lutzomyia
whitmani no intra e peridomicilio e Lutzomyia complexa em éareas de floresta remanescentes
de focos de LTA (ANDRADE; DANTAS-TORRES, 2010; BRITO et al., 2012). Os
reservatorios de LTA variam de acordo com a espécie de Leishmania envolvida na
transmissao. Infeccdes por espécies de Leishmania foram descritas em animais silvestres,

sinantropicos e domésticos, como canideos, felideos e equideos (MARINHO-JUNIOR 2010).

2.2 Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar Americana

A LTA esté incluida na lista de prioridades para a Organizacdo Mundial de Saude

(OMS) e no seu programa especial de pesquisa e treinamento em doengas tropicais (TDR),
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que recomendam que as pesquisas se concentrem na geracdo de novos conhecimentos e,
sobretudo na aplicacdo de novas abordagens para seu controle (ORGNIZACAO MUNDIAL
DE SAUDE, 2010; REMME et al., 2002). Nas Américas, sua distribui¢do tem sido registrada
em quase todos os paises, do sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina (Figura 2)
(LAINSON, 1983).

Figura 2- Distribuicdo geografica da Leishmaniose Tegumentar no mundo
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Fonte: Organizagdo Mundial de Salde (2010, traducao nossa).
Nota: Figura ilustrativa demonstrando a média de nimero de casos reportados no mundo entre 2005 e 2009.
Em cinza casos previamente relatados e em branco néo ha casos relatados.

No Brasil, a LTA é um dos maiores problemas de saide publica, devido sua ampla
distribuicdo pelo territorio nacional, ocorréncia de formas clinicas graves e dificuldades
referentes tanto ao diagndstico como ao tratamento (DORVAL et al., 2006). Cerca de 35.000
casos ocorrem a cada ano (BRASIL, 2010), sendo este niUmero sempre ascendente em todas
as unidades federativas, embora a subnotificacdo represente um problema constante nas areas
de transmissdo da enfermidade, de 2004 a 2013 foram registrados 219.441 casos de LTA no
pais. Em 2013, na regido Nordeste, o nimero de casos registrados é significativo, constituindo
28,08% do total notificado, sendo a segunda regido com maior incidéncia no pais (Figura 3)
(BRASIL, 2014).
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Figura 3. Distribuicdo de Leishmaniose Tegumentar Americana nas regides do Brasil nos anos de 2012
e 2013.
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Fonte: Brasil (2014).
Legenda: N- Norte; NE- Nordeste; SU- Sudeste; S- Sul e CO- Centro oeste.

Em Pernambuco, a LTA incide em todas as regides do Estado, com predominancia na
Zona da Mata, que concentra mais de 60% do total de casos notificados (BRANDAO-FILHO
et al., 1999, 2001). No ano de 2011 o namero de casos registrados foi de 456, em 2012 esse
numero foi de 369 casos, em 2013 este numero foi de 240, de demonstrando a importancia da
doenca no estado de Pernambuco (Figura 4) (SISTEMA DE AGRAVOS E NOTIFICACOES,
2014).

Figura 4- Distribui¢do dos casos de Leishmaniose Tegumentar Americana notificados em Pernambuco,
durante o periodo de 2004 a 2013.
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Do ponto de vista epidemiolégico da LTA, sdo descritos alguns padrdes de
transmissao: silvestre, ocupacional, rural e periurbano. O padréo silvestre ocorre em areas de
vegetacdo primaria e esta relacionado, fundamentalmente, ao ambiente silvestre, onde
acomete animais, podendo o homem ser infectado quando entra em contato com este
ambiente. O padréo ocupacional esta relacionado com a exploracdo desordenada da floresta,
derrubada de matas e atividades de ecoturismo. Os processos migratorios, a ocupagdo de
encostas, aglomerados em centros urbanos associados a matas secundarias ou residuais
correspondem ao padrdo rural e periurbano em areas de colonizacdo (BRASIL, 2007).

Nas Ultimas décadas, mudancas nos padrfes de transmissdo estdo ocorrendo de acordo
com analises epidemiolégicas (BRASIL, 2007). A populacdo rural € a principal acometida
(BRACHO et al., 2007), sendo os individuos do sexo masculino na faixa etaria jovens e
adultos infectados em maior proporgdo por exposi¢do ocupacional. Entretanto, a doenca vem
ganhando importancia no contexto doméstico, afetando crescente ndmero de mulheres e
criancas (BRASIL, 2007; CINFUENTES et al., 2007).

2.3 Manifestacdes Clinicas da Leishmaniose Tegumentar Americana

A interacdo entre o parasito e a resposta imune do hospedeiro pode desencadear uma
série de eventos responsaveis pela ocorréncia de diferentes manifestacdes clinicas. Devido a
esta complexidade, as formas clinicas da LTA tém permitido diversas classificacbes, e
segundo Silveira et al. (2004) elas podem se manifestar como leishmaniose cutanea localizada
(LCL), leishmaniose cutaneo-mucosa (LCM), leishmaniose cutanea difusa (LCD) e
leishmaniose recidivante (LR). Dados experimentais e observagdes epidemioldgicas tém
também enfatizado a importancia do estado imunologico do hospedeiro sobre as infeccdes,
deixando claro que os desfechos das leishmanioses tém origens multifatoriais complexas
(SCHRIEFER et al., 2005).

2.3.1 Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL)

Dependendo da espécie de Leishmania ela pode se apresentar das diferentes formas:
Leishmania (Viannia) braziliensis- € a espécie presente em todas as regides do Brasil e
causa lesdes conhecidas como Ulcera de Bauru, lesdes Gnicas ou em pequeno namero, em

forma de cratera, que tendem a cura espontanea. Seu curso € irregular e cronico; esta forma é
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a responsavel pela forma cutanea mais destrutiva (ANDRADE et al.,1999; JONES et al.,
1987; TALHARAI et al., 1998)

Leishmania (Viannia) guyanensis- esta espécie esta prevalente na Bacia Amazonica e
é prevalente nos estados do Amazonas e Acre. Apresenta-se geralmente sobre a forma de
ulcera tnica tipo “cratera de lua” e dissemina-se pelo corpo (GONTIJO; CARVALHO, 2003;
MILES et al.,1981;SILVEIRA et al.,2004).

Leishmania (Leishmania) amazonensis- espécie identificada em varias regifes do
Brasil, ndo é um parasito comum do homem, devido aos habitos noturnos do vetor. Provoca
lesbes ulceradas e simples (BARRAL et al.,1991, 1993; MILES et al.,1981. TALHARAI et
al., 1998) .

Em geral a LCL é caracterizada pela formacdo de Ulceras Unicas ou mudltiplas
confinadas na derme, com epiderme ulcerada. Uma variacdo da leishmaniose cutanea
localizada é a forma disseminada e geralmente esta relacionada com pacientes
imunocomprometidos (BRASIL, 2007; COSTA et al.,2009; NEVES, 2005).

2.3.2 Leishmaniose Cutaneo-Mucosa (LCM)

Estima-se que de 2% a 5% dos casos de lesdes cutaneas desenvolvam lesdo mucosa.
Um dos aspectos mais tipicos da doenca causada pela Leishmania (Viannia) braziliensis sdo
lesBes destrutivas localizadas nas mucosas das vias aéreas superiores (ALMEIDA et al.,1995;
MARDSEN et al.,1986; 1994). A forma classica é secundéria a lesdo cutanea. Acredita-se que
a lesdo mucosa metastatica ocorra por disseminacdo hematogénica ou linfatica. Geralmente,
surge apo6s a cura clinica da lesdo cutanea, com inicio insidioso e pouca sintomatologia. Na
maioria dos casos, a doenca resulta de lesdo cutanea de evolucdo crbnica e curada sem
tratamento ou com tratamento inadequado. Pacientes com lesdes cutdneas mdltiplas, lesdes
extensas e com mais de um ano de evolucdo, localizadas acima da cintura, sdo 0 grupo com
maior risco de desenvolver metastases para a mucosa (MARDSEN et al., 1986, 1994,
RIBEIRO; LOPES, 1994). A espécie Leishmania guayanensis também pode provocar lesdes
cutaneomucosas, embora sejam raros 0s casos relatados na Amazonia (BRASIL, 2007;
NEVES, 2005).
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2.3.3 Leishmaniose Cutaneo Difusa (LCD)

Esta forma clinica é provocada por parasitos do complexo mexicana, cujo agente
etioldgico € Leishmania pifanoi, na Venezuela, e Leishmania amazonensis, no Brasil. A LCD
constitui uma forma clinica rara, porém grave, que ocorre em pacientes com anergia e
deficiéncia especifica na resposta imune celular a antigenos de Leishmania (BRASIL, 2007;
NEVES, 2005). Inicia de maneira insidiosa, com lesdo Unica e ma resposta ao tratamento;
evolui de forma lenta, com formacdo de placas e multiplas nodulagdes ndo ulceradas
recobrindo grandes extensGes cutaneas. A resposta a terapéutica é pobre ou ausente e
geralmente a Intradermoreacdo de Montenegro (IDRM) apresenta-se negativa. O diagnostico
diferencial com outras doencas sempre deve ser considerado, principalmente com: sifilis,
hanseniase, tuberculose, paracoccidioidomicose, histoplasmose, lobomicose e esporotricose
(BRYCESON, 1969; CONVIT et al.,1962; MORIEARTY, 1978)

2.3.4 Leishmaniose Recidivante (LR)

Caracteriza-se por evoluir com cicatrizagdo espontanea ou medicamentosa da ulcera,
com reativacdo localizada geralmente na borda da lesdo. A resposta terapéutica é pobre ou
ausente e geralmente a IDRM apresenta-se positiva. Lesdes apresentando cicatrizagao central
com bordas infiltradas em algumas areas e lesdes satélites ao redor (BRASIL, 2007; CONVIT
et al.,1962; NEVES, 2005).

No Novo Mundo, enquanto existem cepas que induzem alteracbes cutaneas néo
complicadas, h& outras que sdo capazes de induzir lesGes evolutivas, disseminando-se por
todo o corpo ou comprometer secundariamente a regido nasofaringea. Portanto, a
identificacdo parasitaria € importante para a abordagem terapéutica, envolvendo esquemas

especificos e 0 acompanhamento do doente (CORVALAN et al, 2011).
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Figura 5- Formas Clinicas de Leishmaniose Tegumentar Americana
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Fonte: Neves (2005).
Legenda- A: Caso de LCL; B: Caso de LCM; C: Caso de LCD e D: Caso de LR

2.4 Diagnostico da Leishmaniose Tegumentar Americana

O diagnostico da leishmaniose deve ser feito a partir de um conjunto de critérios (KAR,
1995): (a) manifestacGes clinicas associadas a procedéncia de uma area endémica; (b) exames
parasitologicos, onde se incluem a pesquisa microscopica do parasito, o cultivo in vitro e/ou
in vivo e 0 exame histopatoldgico; (c) imunodiagnostico; (d) diagnosticos moleculares, onde
ha deteccdo do DNA do parasito; (e) testes terapéuticos (RODRIGUES, 2000).

2.4.1 Diagndstico clinico-epidemioldgico

O diagnostico clinico nem sempre se da de forma simples e imediata, devido ndo
somente as diversas formas clinicas da LTA, mas também por apresentarem similaridade com
outras patologias, entre elas furinculos, piodermites, paracoccidioidomicose, esporotricose,
lGpus vulgaris, sifilis, tuberculose cutanea, entre outras (GONTIJO; CARVALHO, 2003). A
partir dessas caracteristicas faz-se necessaria a associacdo de dados epidemioldgicos e da

demonstracdo do parasito em exames laboratoriais.
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O diagnostico clinico-epidemioldgico deve ser realizado com base nas caracteristicas
das lesdes cutdneas e tambem na mucosa nasal e/ou oral, associadas a anamnese, onde 0s
dados epidemioldgicos sdo de grande importancia. O diagndstico clinico da LTA pode ser
dificil, pois os sinais e sintomas podem ser confundidos com outras doencas ou afeccBes que
podem acometer a pele e também a mucosa (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Portanto, torna-se importante a adocdo de critérios diferenciais para o diagnostico com
outras doencas, tais como: impetigo causado por bactérias, ectima, cromoblastomicose,
Ulceras/traumaticas e de estase, paracococidioidomicose, hanseniase, sifilis tercidria e
rinosporidiose (BRACHO et al., 2007;COSTA et al., 2009; SING, 2006).

Quanto ao inquérito epidemioldgico, as informacdes sobre a procedéncia do paciente,
envolvimento com atividades ocupacionais como a agricultura ou atividades de lazer na
floresta sdo cruciais para o diagnostico da LTA (BRASIL, 2010).

2.4.2 Meétodos de coleta e substratos utilizados para o diagndstico

Os principais procedimentos utilizados para o diagnéstico da LTA sdo escarificacao,
bidpsia cutnea e puncédo aspirativa. A primeira é realizada na borda interna da Ulcera ou da
superficie de lesdo fechada, utilizando-se laminas de bisturi estéreis ou estilete, a puncao
aspirativa é realizada apds injecdo de solucdo salina estéril na borda da lesdo ou linfonodo,
utilizando-se uma seringa. A biopsia cutanea € realizada com o uso de lamina de bisturi, ou
com o auxilio de punch, e pode ser utilizada para confeccdo de esfregaco em lamina, cortes
histologicos, inoculagbes em animais ou em meios de cultura, e ainda em técnicas
moleculares (Figura 6). Para os exames imunoldgicos e soroldgicos é utilizado o sangue, que

também é destinado ao desenvolvimento de testes moleculares (BRASIL, 2007).

Figura 6 - Procedimento de bidpsia, auxiliado por um punch

Fonte: Wheeland (1994).
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O modelo de obtencdo dos materiais para analise diagnéstica apresentam cuidados
cruciais ao paciente, haja vista tratar de processos invasivos, passivel de inflamacao,
infeccdo por outros organismos, podendo haver reativacao da doenca, em alguns casos.

A busca por métodos de coleta de material biolégico, que sejam mais praticos e menos
invasivos e agressivos vem crescendo nos Ultimos anos. A utilizagdo de swab bacterioldgico
tem sido relatada na literatura como material de coleta ndo invasivo para o diagnostico de
alguns doencas como tuberculose (SALEM et al., 2007), coqueluche (ALMEIDA et al., 2011)
e leishmaniose visceral canina, a partir da coleta de material da conjuntiva ocular dos animais
e posterior analise molecular por PCR (FERREIRA et al., 2008; LEITE et al., 2011). Em se
tratando de Leishmaniose Tegumentar, Mimori et al. colaboradores (2002) e Aradjo (2013)
obtiveram sucesso no diagndstico ao coletar amostras utilizando swab combinados a técnica
de PCR, confirmando a eficiéncia do método.

O avango das técnicas moleculares tem permitido o uso de diversos substratos para
fins de diagndstico. Por exemplo, a saliva tem sido utilizada por ser uma amostra de facil
obtencdo, de baixo custo e risco de contaminacao, cuja coleta é um procedimento simples e,
principalmente, ndo invasivo (KAUFMA; LAMSTER, 2002). Corvalan et al. (2011)
utilizaram amostras de saliva para deteccdo de Leishmania (L.) infantum, L. (L.)
amazonensis e L. (V.) braziliensis em quatro pacientes com lesdes mucocutaneas. Apesar do
namero limitado de pacientes, os resultados do referido estudo sugerem o potencial uso da
saliva como amostra para o diagnéstico da LTA por L. (V.) braziliensis. Por outro lado, o
substrato salivar abre as portas para uma investigacdo sobre a possivel permanéncia do

parasito numa regido, ainda ndo abordada como centro de deteccao diagnostica.

2.4.3 Diagnostico Laboratorial

Os métodos laboratoriais aplicados rotineiramente para o diagnostico da LTA variam
de paciente para paciente, além de apresentarem sensibilidade variavel (FERREIRA et al.,
2006). Devido a escassez dos protozoarios, que geralmente estdo presentes nas amostras
clinicas, a confirmacdo diagndstica nem sempre é possivel (LOUREIRO et al., 1998).

Tém-se observado nas Ultimas décadas um grande progresso no desenvolvimento de
técnicas Uteis para o diagndstico e estudos epidemioldgicos (BANULS, HIDE; TIBAYRENC,
1999). A técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), com sua elevada sensibilidade,

oferece alternativas para estudos clinicos e epidemioldgicos em leishmanioses (DE BRUIJN;
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BARKER, 1992; RODRIGUES et al., 2002), inclusive em estudos genotipicos
(RODRIGUES et al., 2013).

2.4.3.1 Diagnostico parasitolégico

O atual método de rotina, onde tradicionalmente se define o diagnéstico, é a
demonstracdo do parasito em amostras bioldgicas. A pesquisa direta € 0 exame mais simples e
de baixo custo, onde é possivel a visualizacdo de formas amastigotas ao microscépio éptico
(CUBA CUBA et al., 1981). A identificacdo de Leishmania spp. por este método é rapida e
facil, entretanto ndo discrimina espécies e sua sensibilidade, € inversamente proporcional ao
tempo de evolucdo da lesdo, e varia entre 60% e 65% (SINGH, 2006).

A histopatologia é empregada na pesquisa de formas amastigotas de Leishmania spp.,
porém é muito mais Gtil para o diagnéstico diferencial, pois € utilizado rotineiramente como
técnica diagndstica para o estudo de processo ulcerativo desconhecido, estabelecendo, assim,
outras etiologias (WEIGLE et al., 1987). A sensibilidade dos exames histopatoldgicos é baixa
devido a escassez de parasitos, por isso é indicativa, mas raramente especifica o suficiente
para poder fazer a confirmacdo, que s6 pode ser feita mediante achado dos parasitos
(GONTIO; CARVALHO, 2003; LOUREIRO et al., 1998).

Além dos métodos citados pode ser feito o cultivo do parasito in vivo ou in vitro,
inoculando o material obtido em animais susceptiveis como o hamster (Mesocricetus auratus)
ou em meio de cultura, respectivamente (BRASIL, 2003; GONTIJO; CARVALHO, 2003). O
meio mais empregado para o isolamento in vitro de Leishmania, a partir de pacientes com
lesbes caracteristicas, é o &gar sangue de Novy e McNeal modificado por Nicolle (NNN
modificado) (GONTHO; CARVALHO, 2003; NAVIN et al.,, 1990). Por outro lado, o
desenvolvimento parasitario na cultura in vivo apresenta-se mais lento para iniciar a infeccédo
no animal (BRUJIN et al.,1993; UEZATO et al., 1998).

2.4.3.2 Imunodiagnoéstico

O diagnostico imunolégico pode ser feito por teste cutdneo através da
Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) que traduz a resposta de hipersensibilidade celular
retardada, por sorologia pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFI) e testes
imunoenzimaticos “enzyme linked imunosorbent assay” (ELISA), que expressam 0s niveis de
anticorpos circulantes (BRASIL, 2007; GONTHO ; CARVALHO, 2003).
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A IDRM é empregada amplamente como método diagnostico de rotina na confirmagéo
de doenga ativa, no diagndstico retrospectivo e em inquéritos epidemioldgicos
(MAGALHAES et al., 1986). Este exame consiste tecnicamente na inoculagdo de 0,1 mL de
cultura de Leishmania (antigeno padronizado) na face anterior do antebrago direito ou
esquerdo com leitura apos 48 horas, (MELLO et al., 1997). O método apresenta limitacGes
especialmente na interpretacdo de seus resultados que ndo diferencia doenca atual de recidiva,
visto que em individuos que ja foram diagnosticados com LTA e tratados este teste pode
permanecer positivo ao longo da vida, assim como em individuos assintomaticos, moradores
de areas endémicas com exposi¢do ao parasito (LOPEZ et al, 1993).

As reacdes sorologicas de imunofluorescéncia indireta (IFI) e o teste imunoenzimatico
(ELISA) séo de utilidade no diagnéstico de forma clinica de lesdes extensas, multiplas e nas
lesbes mucosas primarias e secundarias (MENDONCA et al., 1988). No entanto, apresentam
baixos niveis de anticorpos circulantes (BRYCESON, 1970) e reagBes cruzadas com
leishmaniose visceral e doenca de Chagas, causadas por organismos proximos

filogeneticamente.

2.4.3.3 Diagndstico molecular

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) esta entre as mais avangadas técnicas de
biologia molecular que tem evoluido consideravelmente nos Gltimos anos. E um teste de base
molecular utilizado na identificacdo de género e espécie de Leishmania (YANG,;
ROTHMAN, 2004), além de estudos sobre diversidade genética e evolucdo parasitaria. O
diagndstico molecular torna-se Util em casos de baixa carga parasitaria e monitoracdo de
terapias, contribuindo, desta forma, para o avanco da epidemiologia molecular de doencas
infecto-parasitarias (REITHINGER et al., 2007; ROSELINO, 2008).

Esta técnica molecular permite a amplificacdo de segmentos especificos de DNA a
partir de oligonucleotideos iniciadores anelados especificamente nas margens da regido alvo.
A reacdo é dependente da enzima Taqg polimerase e se realiza ao longo de varios ciclos,
consistindo tipicamente de desnaturagio do DNA, anelamento (hibridizagdo) dos
oligonucleotideos iniciadores ou primers as sequéncias alvos complementares e extensdo (DE
BRUIJN; BARKER, 1992).

Além da grande sensibilidade diagnostica da PCR, outras vantagens deste método
s8o a rapidez com que pode ser realizado e a variedade de amostras que podem ser utilizadas

para andlise, que no caso da LTA, podem ser biopsia congelada ou fresca, amostras fixadas
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em formol ou etanol, incluidas em blocos de parafina, aspirado de linfonodos, bago, medula
0ssea, saliva e sangue periférico (COSTA et al, 2009; REITHINGER et al., 2000;UEZATO
etal., 1998).

Para a LTA esse método apresenta grande valor diagnostico devido a sua capacidade
de detectar resultados positivos em lesGes, onde ha escassez de parasitos. Essa vantagem é
superior aos outros métodos parasitologicos convencionais. Além disso, técnicas que utilizam
0 isolamento de parasitos em cultura e inoculagdo em animais de laboratorio requer
infraestrutura especializada, encontradas basicamente em centros de referéncia. Todavia, 0s
métodos convencionais sao laboriosos, onerosos e poucos sensiveis para boa parte das lesdes
observadas em pacientes (LOPEZ et al.,1993; WEIGLE et al., 2002).

A PCR convencional apresenta algumas variacdes, como a RT-PCR (reverse
transcriptase-PCR) que polimeriza 0 RNA mensageiro (MRNA) maduro realizando uma
transcricdo inversa em DNA complementar (cDNA), através da enzima transcripitase reversa
(NICOLAS et al., 2002). E possivel também a utilizagdo, em uma mesma reagdo, com mais
de um par de primers, ocasionando a amplificacio de multiplas sequéncias de um
determinado alvo de DNA, caracterizando a multiplex-PCR (BEJ et al.,1990;
CHAMBERLAIN et al.,1988; GEHA et al.,1994; REA et al.,2001). A nested-PCR é uma
outra variagdo da PCR convencional que utiliza para a amplificacdo do alvo desejado dois
pares de oligonucleotideos iniciadores ou primers, em duas reagdes distintas, no caso ocorre
uma reamplificacdo de uma regido interna ao alvo, aumentando assim a sensibilidade e
especificidade da técnica (TAO et al., 2004).

Um importante avanco tecnoldgico no diagnéstico das doengas infecto parasitarias é
representado pela PCR em tempo real (qgPCR), outra variagdo da PCR convencional
(CAVALCANTI et al.,2008; HOLLAND et al.,1991; PAIVA-CAVALCANTI, 2008). Esta
técnica é baseada no uso de sondas ou corantes fluorescentes, que permitem a monitoracdo em
tempo real da amplificacdo do alvo desejado. O SYBER GREEN é um dos corantes mais
utilizados, ele se liga de forma inespecifica a fitas duplas de DNA, formadas durante a
amplificacdo. No momento que se liga a molécula de DNA a cianina (substancia presente no

corante) emite fluorescéncia (Figura 7).
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Figura 7- Corante SYBR GREEN

Fonte: Paiva-Cavalcanti (2008).
Legenda: Corante SYBR Green | intercalando uma fita dupla de
DNA formada durante a reacdo de PCR em tempo real.

Em relacéo as sondas, a TagMan® é dirigida especificamente a uma regido interna da
sequéncia alvo. Durante a amplificagdo a extremidade 5’ da sonda (contendo o reporter) é
deslocado pela Taq polimerase, fazendo com que seja emitida fluorescéncia, ja que o reporter
é liberado e ndo permanece préximo ao queencher (MONTORINO et al., 2004, YANG,
ROTHMAN, 2004) (Figura 8). A fluorescéncia emitida é captada por um detector de sinal
luminoso e um amplificador de sinal e a cada ciclo da PCR é tracado um grafico com a
absorcdo obtida, a quantidade de produto formado é proporcional a intensidade do sinal

gerado (KUBISTA et al., 2006).
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Figura 8- Sonda TagMan®
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Fonte: Adaptado de Applied Biosystems® (2015).

Legenda: Sonda TagMan® sendo degradada e emitindo
fluorescéncia apds a adicdo de nucleotideos por acdo da Taq
polimerase durante a reacdo de PCR em tempo real.

Nota: R: reporter; Q: quencher.

A analise dos resultados de um ensaio de qPCR é feita por meio dos graficos gerados
no computador interligado ao termociclador através de quatro andlises: 1) Curva de
amplificacdo, 2) Curva de dissociacdo, 3) Espectro e 4) Componente (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2005).

Em se tratando da leishmaniose esta técnica tem sido utilizada na realizacao de estudos
relacionados a carga parasitaria, a interacdo hospedeiro-parasito e ao monitoramento da
terapia em cdes e pacientes humanos no diagnéstico da LV (FRANCINO et al., 2006; MARY
et al., 2004; MORTARINO et al., 2004; NICOLAS et al., 2002; ROLAO et al., 2004;
ROURA; SANCHEZ; FERRER, 1999; VITALE et al., 2004; WORTMANN et al., 2004). Em
2013, Paiva et al. detectaram, através da gPCR em tempo real, Leishmania (Viannia)
braziliensis em amostras de sangue de cdes, representando uma nova ferramenta para a
identificacdo especifica, associacbes hospedeiro-parasito e dindmica da infeccdo no

hospedeiro e populagdes de vetores.
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Um dos caminhos para estudos em biologia molecular de tripanosomatideos é o
genoma mitocondrial, onde concentram-se estruturas apropriadas para analises nucleotidicas.
A estrutura caracteristica do kDNA permite sua utilizacdo em diagnostico molecular,
genotipagem, além de estudos taxondmicos (RODRIGUES, 2006, RODRIGUES et al., 2013).
O kDNA de Leishmania spp. é constituido de dois componentes: os maxicirculos e 0s
minicirculos (Figura 9) (STUART, 1983; SIMPSON, 1987). Os maxicirculos tém 20-40 kb,
estdo presentes em 30-50 copias e representam genes codificando enzimas mitocondriais. Os
minicirculos tém aproximadamente 850 pb e estdo presentes em cerca de 10.000 cdpias/
celula (BARKER et al., 1983; SIMPSON, 1987). Existe uma regido de aproximadamente 200
pb nos minicirculos que é conservada, enquanto que a regido restante é considerada variavel,
sendo heterogénea mesmo entre cepas de uma mesma espécie (FERNANDES et al., 1999).
Essas caracteristicas sdo utilizadas em diagnéstico molecular por PCR e hibridizacéo
utilizando sondas moleculares (BARKER; BUTCHER, 1983; GRAMICCIA et al., 1992;
RODRIGUES et al., 2002).

Estudos abordam a deteccdo do DNA de Leishmania em diferentes amostras clinicas
de pacientes com leishmaniose (LASKAY et al., 1995; MOMENI et al., 1996; RAVEL et al.,
1995; SMYTH et al., 1992). Portanto, a amplificagdo por PCR deste alvo mitocondrial,
presente em mdaltiplas copias permite a deteccdo de infeccdo por Leishmania spp. com alta
sensibilidade.

Figura 9- Micrografia eletronica do KDNA de Leishmania spp.

Fonte: Barker (1989).
Legenda: kDNA de Leishmania sp composto por uma rede compacta de
maxicirculos e minicirculos. Os maxicirculos podem ser visualizados na periferia
da rede do kDNA.



ALEXANDRE, J.L.A 31

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a identificagcdo de Leishmania (Viannia) spp. em amostras de saliva, coletadas

com swab, a partir da técnica de PCR em tempo real.

3.2 Especificos

a)

b)

d)

Avaliar o limite de detecgdo do DNA de Leishmania a partir da PCR convencional e

PCR em tempo real;

Avaliar a viabilidade de deteccdo de Leishmania (Viannia) spp. por cPCR e gPCR em

fluido salivar, utilizando swab como método de coleta em pacientes com LTA;

Comparar o desempenho entre substratos (bidpsia e saliva) no diagndstico molecular
daLTA;

Comparar o diagnoéstico parasitoldgico da LTA, através da pesquisa direta, com o

diagnostico molecular, por gPCR;

Comparar o diagndstico molecular da LTA, através da cPCR e gPCR em amostras de

saliva, coletadas a partir de swab.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho experimental

Foi realizado um estudo descritivo, tipo série de casos, como forma de avaliar o
substrato salivar humano coletado com swab, sendo estes essenciais para o desenvolvimento
do diagndstico molecular da LTA, em regides endémicas do estado de Pernambuco.

Com o intuito de comparar o desempenho do método de coleta proposto com o método
de rotina, em cada paciente selecionado realizou-se a coleta de trés amostras paralelamente:
saliva através do swab e bidpsia, para o diagnostico molecular; e escarificacdo da lesdo para a
pesquisa direta de amastigotas (Figura 10).

Os casos de LTA incluidos no estudo basearam-se em um conjunto de critérios:

1) Presenca de lesGes tegumentares tipicas e antecedentes epidemioldgicos
compativeis.

2) Presenca adicional de positividade em pelo menos um dos testes diagndsticos
seguintes: pesquisa direta do protozoario na lesdo e exame molecular através de biopsia.

Os casos de LTA excluidos do estudo foram o0s pacientes portadores de lesdes

cutineos mucosas.

Figura 10-Fluxograma representando todas as etapas do estudo

. PCR em tempo
lecdo d leta d PCR
Selegdo de  —— Coleta aas Biopsia cutédnea Convencional
pacientes amostras
Escarificagéo
cutinea

Diagnostico

Parasitologico

Fonte: A Autora
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4.2 Aspectos éticos

Este trabalho apresenta parecer do comité de ética que norteia pesquisas com seres
humanos do CPqAM/FIOCRUZ (n° 44/2011) e cada individuo participante foi informado
sobre a natureza do estudo, assinando um Termo de consentimento livre e esclarecido -
TCLE.

4.3 Selecdo de pacientes

Os pacientes suspeitos de apresentarem LTA foram atendidos no Servico de
Dermatologia do Hospital Oswaldo Cruz da Universidade de Pernambuco — UPE, e
selecionados desde janeiro a dezembro de 2014, seguindo a rotina ambulatorial
quinzenalmente. Os pacientes incluidos no estudo eram provenientes de areas endémicas de
Pernambuco, a maioria pertencente a regido de Zona da Mata do estado, onde se concentram
areas de florestas secundarias.

O diagnostico clinico foi realizado pelo profissional médico através da anamnese, e
baseou-se nas caracteristicas da lesdo associada aos dados epidemiolégicos do paciente
(procedéncia, faixa etaria, ocupacao e localizagdo de residéncia).

4.3.1 Critérios de inclusao e exclusdo do estudo

Ao todo foram selecionados 64 pacientes, que atenderam ao critério 1, descrito no item
4.1. Ao fazer as analises laboratoriais foram excluidos 24 pacientes, que ndo atenderam ao
critério 2, descrito no item 4.1.

Portanto, a populacdo estudada foi de 40 pacientes constituida de 65% de individuos
do sexo masculino (n=26) e de 35% do sexo feminino (n=14), com idade média de 34,6 anos.
A faixa etaria variou de 0-15 anos (13,3%), 16-29 anos (40%), 30-59 anos (35,5%) e acima de
60 anos (12,5%). Dos individuos portadores de LTA incluidos no estudo 42,5% foram
constituidos de trabalhadores rurais, sendo provavelmente infectados por exposicdo
ocupacional. Os membros inferiores foi o local mais acometido por lesdes, perfazendo 55%
(22/40) (Tabela 1).
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Tabela 1- Caracteristicas epidemiologicas da populagdo selecionada durante o

estudo
Caracteristicas Populacgéo estudada %
Faixa etaria (anos)
0-15 7 175
16-29 12 30
30-59 16 40
Acima de 60 5 12,5
Sexo
Masculino 26 65
Feminino 14 35
Ocupacéao
Agricultor 17 42,5
Estudante 9 22,5
Domética 7 17,5
Outros 7 17,5
Local das lesdes
Membros inferiores 22 55
Membros superiores 8 20
Membros superiores e 4 10
inferiores
Outros 6 15
TOTAL 40 100

Fonte: A autora

4.4 Coleta de amostras

As biopsias cutaneas foram realizadas com auxilio de punch de 5 mm de diametro, na
borda da lesdo, apds antissepsia com alcool iodado a 0,01% e infiltracdo anestésica local com

cloridrato de prilocaina a 3% e felipressina (Figura 11).

Figura 11- Coleta de bidpsia cutanea

Fonte: A autora
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Os fluidos salivares foram coletados com o auxilio de swabs bacterioldégicos em
condigdes estéreis. Inicialmente os pacientes foram estimulados para a produgdo de saliva e
entdo, cuidadosamente, o swab foi movimentado de maneira circular em toda regido da boca,

principalmente na regido do hipoglosso (abaixo da lingua) e da mucosa oral (Figura 12).

Figura 12- Coleta da amostra de saliva através de swab

I3

Fonte: A autora.
Legenda: A- Coleta de swab salivar da regido do hipoglosso; B- Coleta de swab salivar da regido da

mucosa bucal.

As bidpsias e os swabs embebidos foram estocados individualmente em tubos de 1,5
mL e transportados para o Laboratério de Imunoparasitologia do CPgAM, onde
permaneceram estocados a -70° C e - 4° C, respectivamente, até sua utilizagdo. Além disso,
foi realizada raspagem com lamina de bisturi estéril na borda da lesdo, com o material

coletado fixado e corado em lamina de microscopia (Figura 13).

Figura 13- Coleta de raspado da lesdo

Fonte: A autora

4.5 Diagnéstico Parasitoldgico
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A técnica realizada para o diagnostico parasitologico foi a pesquisa direta do parasito
em lamina. Os esfregacos confeccionados em laminas de microscopia com o material da
raspagem foram fixados com alcool metilico e corados pelo Giemsa. O exame de pesquisa
direta foi realizado através de microscopia Optica (MO), objetiva 100x utilizando 6leo de

imersdo para a pesquisa da forma amastigota de Leishmania spp.
4.6 Diagnostico Molecular

O diagndstico molecular foi realizado através de extracéo e purificagdo das amostras,
seguida pela PCR convencional e PCR quantitativa em tempo real e anélises dos produtos de
PCR, por eletroforese em gel de agarose e softwares ABI PRISM 7500 SDS (versdo 1.4)

respectivamente.

4.6.1 Extracgéo e purificacdo de DNA

O DNA gendmico presente nos swabs foi extraido e purificado através do kit Qlamp®
DNA Mini Kit (QIAGEN, Valencia, USA), seguindo as instruc¢des do fornecedor.

As amostras devidamente purificadas foram quantificadas utilizando o
espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Scientific®, modelo 2000c) para afericdo do grau de

pureza e concentracdo do DNA gendmico adequados ao método de PCR.
4.6.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A partir da reacdo em cadeia da polimerase foi possivel detectar o limite de deteccédo
tanto da PCR convencional (cPCR) quanto da PCR em tempo real (qPCR), além da

amplificagéo de determinados alvos moleculares e identificagdo do parasito.

4.6.2.1 Limite de deteccdo dos métodos moleculares

Foi realizado um experimento em condi¢des determinadas por De Bruijn e Barker
(1992) para avaliar desempenho do sistema LEIB1 e LEIB2 em amostras de Leishmania. Este
experimento foi composto por amostras contendo DNA genémico de L. braziliesnsis oriundos
da cepa de referéncia (I0C-L-566-MHOM/BR/75/M2903) nas quantidades de 10 ng/uL, 1
ng/uL, 10 pg/uL, 1 pg/ul, 100 fg/ul, 10 fg/ul e 1 fg/uLl e controles negativos (sem DNA).
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Outro experimento foi realizado em condi¢des determinadas por Paiva-Cavalcanti
(2013) para avaliar o sistema do KDNA 1 em amostras de Leishmania. Este experimento foi
composto por amostras contendo DNA gendmico de L. braziliesnsis oriundos da cepa de
referéncia (I0C-L-566-MHOM/BR/75/M2903) nas quantidades de 10 ng/uL, 1 ng/uL, 10
pg/uL, 1 pg/uL, 100 fg/uL, 10 fg/uL e 1 fg/uL, e controles negativos (sem DNA).

4.6.2.2 PCR Convencional (cPCR)

O DNA gendmico purificado foi submetido a amplificacdo por PCR utilizando um
termociclador automéatico (Eppendorf®, modelo Master Cycler gradient), que permite a
amplificacdo do kDNA do parasito pertencentes ao subgénero Viannia. Para tanto, sdo
utilizados os oligonucleotideos iniciadores: LEIB1 (5’-GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-
3’) e LEIB2 (5’-CTAATTGTGCACGGGGAGG-3’), tendo como alvo de deteccdo todo
minicirculo do kDNA de Leishmania (Viannia) spp., equivalente a 750 pares de base, de
acordo com as condicGes descritas por DE BRUIIN ; BARKER (1992). O oligonucleotideo
iniciador B1 é especifico para cinetoplastideos (hibridiza na possivel origem de replicacao),
enquanto que o oligonucleotideo iniciador B2 é especifico para o subgénero Viannia.

A mistura de PCR consiste em 23uL de uma solucdo contendo Tris-HCI 10 mM, pH
8.3, MgCl, 1.5 mM, gelatina 0.01%, 0.2 mM de cada dNTP, 100 pmoles de cada
oligonucleotideo iniciador (DE BRUIIN ; BARKER, 1992) e 0.5 U de Tag DNA polimerase.
A essa mistura foram adicionados 2uL de cada amostra de DNA. A PCR foi realizada em 35
ciclos (94 °C, 1 min; 65 °C, 1 min; 72 °C, 1 min) (ERESH, McCALLUM ; BARKER, 1994),
precedidos de uma desnaturacdo inicial de 5 minutos a 94°C. Além disso, um controle
negativo (sem DNA) foi adicionado a reacdo, juntamente com dois controles positivos (1 ng e
100 fg) de DNA gendomico de Leishmania (Viannia) braziliensis oriundos da cepa de
referéncia (10C-L-566-MHOM/BR/75/M2903).

Apo6s amplificacdo, 10uL do produto de PCR convencional foram analisados atraves
de eletroforese em gel de agarose a 1% com tampdo TAE (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1mM)
corados por solugdo de brometo de etidio 10 pg/mL (SAMBROOK et al, 1989). Séo
visualizadas as bandas de DNA separadas por eletroforese em um transiluminador de luz
ultravioleta e digitalizadas através de um sistema de documentacdo Kodak®, modelo Gel

Logic 100 Imagem System.
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4.6.2.3 PCR guantitativa em tempo real (QPCR)

A amplificacdo do DNA devidamente extraido e purificado foi realizada no aparelho
ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, CA, USA), utilizando os oligonucleotideos iniciadores
para KDNA, em condig¢Ges determinadas por Paiva-Cavalcanti et al. (2013).

O experimento foi composto por amostras contendo controle negativo (sem DNA)
adicionado a reacdo, juntamente com controles positivos (100 pg, 10 pg,1 pg, 100 fg, 10 fg e
1 fg) de DNA gendmico de Leishmania (Viannia) braziliensis oriundos da cepa de referéncia
(I0C-L-566-MHOM/BR/75/M2903), além das amostras dos pacientes.

O volume final da reagdo foi de 50 uL, sendo 25 uL de SYBR Green Master Mix
(Applied Biosystems®, CA, USA) e 2 ul das amostras extraidas . A reacdo continha 3 pmoles
de cada oligonucleotideo iniciador. Todas as amostras foram produzidas em duplicata. A
reacao foi efetuada com 40 ciclos.

A anélise, interpretacdo e registro dos resultados dos testes foram efetuados com o
auxilio dos softwares ABI PRISM 7500 SDS (verséo 1.4).

4.7 Andlise de resultados
As analises de concordancia entre os testes laboratoriais: Pesquisa direta do parasito,

analise molecular de bidpsias e saliva foram realizadas por meio de estatistica descritiva, com

distribuictes absolutas e percentuais.
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5 RESULTADOS

Substratos salivares de individuos acometidos pela LTA foram analisados a fim de
detectar Leishmania subgénero Viannia como proposta de avaliacdo da aplicabilidade do
método ao diagndstico molecular para identificacdo do parasito. A anélise foi dirigida para as
caracteristicas epidemioldgicas dos individuos estudados, observacdes comparativas entre

substratos distintos e técnicas diagndsticas distintas.

5.1 Limite de deteccdo dos métodos moleculares

Ao avaliar a sensibilidade da deteccdo de DNA de Leishmania (Viannia) spp. em
cPCR foi obtido no presente estudo o limite de 10 fg/ uL (Figura 14).
Figura 14- Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de

etidio, mostrando bandas especificas para Leishmania (Viannia)
braziliensis com limite de detec¢do de 10 fg de DNA padréo.

Fonte: A autora

JLegenda: PM (Marcador de peso molecular DNA Ladder 100 pb,
Invitrogen) (2072, 1500, 600, 100 pb), linhas 1 a 7 (concentracdes de
DNA: 10 ng/uL, 1 ng/uL, 10 pg/pL, 1 pg/uL, 100 fg/uL, 10 fg/uL e 1
fg/uL).

Ao avaliar a sensibilidade da deteccdo de DNA de Leishmania (Viannia) spp. em

gPCR foi obtido no presente estudo o limite de 1 fg/ uL (Figura 15) .
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Figura 15- Curva-padrdo de L. braziliensis (I0C-L-566-MHOM/BR/75/M2903) com limite de
deteccdo de 1 fg. A eficiéncia analitica da reacdo () = 92,74%. Slope: -3,509; coeficiente de
determinacdo (R%): 0,99.

Amplification Plot

10
1

0.1

- 0.01 &
0,001
0.0001
0,00001

12 14 16 18 20 2 M4 X 22 N 1 U ¥ ¥ w0

L.229144

—y—- ———

Cycle

Fonte: A autora.
Nota: Amplification plot — Mapa de amplificagéo; Cycle- ciclo;
Legenda: 1 a 7 - concentragdes de DNA: 10 ng/uL, 1 ng/uL, 10 pg/uL, 1 pg/uL, 100 fg/uL, 10
fg/uL e 1 fg/uL respectivamente.
5.2 Deteccdo do DNA de Leishmania (V.) spp por cPCR e gPCR, em fluidos salivares em

pacientes com LTA

Em se tratando das amostras dos pacientes incluidos no estudo foi possivel a deteccdo
de Leishmania (V.) spp. em 10 (25%) amostras de fluidos salivares, a partir da técnica de
cPCR (Figura 16).

Figura 16- Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etidio, mostrando

produtos amplificados a partir de oligonucleotideos iniciadores especificos para o subgénero
Viannia

PM -1 28pdaid e 86867978 .9 .10

Fonte: A autora.

Legenda: Controle negativo (1), controles positivos 1ng e 100 pg (2 e 3, respectivamente).
Amostras de swab salivar (4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10). O produto de amplificacdo de 750 pb encontra-se
indicado por seta. M, marcador de peso molecular & + Hind Ill (23,1, 9,4, 6,6, 4,4, 2,3, 2,0 ¢
0,56 kb).
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Em amostras analisadas através da PCR em tempo real foram positivas 36 amostras,
representando 90% do total estudado (Figura 17).

Figura 17- Analise da deteccdo de Leishmania (V.) em saliva a partir da curva de amplificagdo. A eficiéncia
analitica da reacéo (g) = 92,74%. Slope: -3,509; coeficiente de determinagéo (R?): 0,99
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Fonte: A autora.

Legenda- Na imagem estdo representadas as 40 amostras de pacientes. O experimento foi realizado juntamente
com a curva de diluicdo (Figura 15). As amostras positivas obtiveram amplificacdo até o ciclo 33 (36
amostras), as amostras negativas amplificaram apds o ciclo 33 (4 amostras).

Estes resultados também foram confirmados através de outros testes como a pesquisa
direta e teste molecular em bidpsia. Os achados demonstram a viabilidade do substrato salivar
como local de ocorréncia do parasito e ao mesmo tempo do método de coleta, a partir de
amostras de swab associadas a técnica de PCR convencional em tempo real.

5.3 Comparacao do desempenho dos substratos (saliva e bidpsia) através do cPCR

O diagnostico molecular foi realizado nos dois substratos (saliva e bidpsia) através da
CPCR, descrita no item 4.6.2.2.
Na analise das amostras em saliva verificou-se a presencga de Leishmania (V.) spp. em
25% (10/40) das amostras. A figura 18 mostra os resultados de positividade em saliva para
LTA.
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Figura 18- Eletroforese em gel de agarose 1% corado pelo brometo de
etidio, mostrando produtos amplificados a partir de oligonucleotideos
iniciadores especificos para o subgénero Viannia.

750 pb

d

Fonte: A autora.

Legenda: Controle negativo (1), controles positivos 1ng e 100 pg (2 e 3,
respectivamente). Pacientes positivos em swab salivar (4, 5, 7, 8 ¢ 9). O
produto de amplificacdo de 750 pb encontra-se indicado por seta. M,
marcador de peso molecular A + Hind 111 (23,1, 9,4, 6,6, 4,4, 2,3, 2,0 ¢ 0,56
kb).

Verificando-se o resultado de bidpsia foi possivel detectar o parasito em 28 das 40

amostras analisadas (70%). A figura 19 retrata alguns destes resultados.

Figura 19 - Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etidio,
mostrando produtos de PCR de amostras de bidpsia amplificados a partir de
iniciadores especificos para o subgénero Viannia.

Fonte: A autora.

Legenda: Controles positivos 1ng e 100 pg (1 e 2 respectivamente); Controle
negativo (3).4-9: Amostras provenientes de bidpsia. O produto de
amplificacdo de 750 pb encontra-se indicado por seta. M, marcador de peso
molecular A + Hind 111 (23,1, 9,4, 6,6, 4,4, 2,3, 2,0 e 0,56 kb).
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Comparando as amostras de substratos de bidpsia e saliva, através de cPCR podemos
observar que 20 amostras (50%) foram concordantes em seus resultados. Entre as 20 amostras

divergentes, 19 foram positivas em biopsia e apenas uma em saliva (Tabela 2).

Tabela 2- Comparacdo do desempenho dos substratos de bidpsia e saliva
através de cPCR.

Amostras
CcPCR estudadas
Biopsia Swab salivar %
+ + 9
- - 11 50
+ - 19
- + 1 50
TOTAL 40 100

Fonte: A autora
Legenda: cPCR — PCR Convencional.

5.4 Comparacdo do desempenho dos substratos saliva (QPCR) com amostras de bidpsia
(cPCR)

Na analise das amostras em saliva através de gPCR verificou-se a presenca de
Leishmania (V.) spp. em 90% (36/40) das amostras. Verificando-se o resultado de bidpsia foi
possivel detectar o parasito em 28 das 40 amostras analisadas (70%).

Ao compararmos as amostras de bidpsia (amostras analisadas através da cPCR) com
as amostras de saliva (analisadas através de gPCR) podemos observar uma compatibilidade de
27 amostras (67,5%), e entre as amostras que divergiram, 2 amostras foram positivas em

bidpsias e negativas em saliva, e 11 positivas em saliva e negativas em bidpsias (Tabela 3).

Tabela 3- Comparacéo do desempenho dos substratos de bidpsia (cCPCR)
e saliva através de qPCR.

Amostras
estudadas
Bidpsia Swab salivar %
(cPCR) (gPCR)
+ + 26
- - 1 67,5
+ - 2
- + 11 225
TOTAL 40 100

Fonte: A autora.
Legenda: cPCR — PCR Convencional;gPCR- PCR em tempo real.
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5.5 Comparacédo do diagndstico parasitoldgico da LTA, através da pesquisa direta, com

o diagndstico molecular, por cPCR em fluidos salivares

Com a utilizacdo do método parasitoldgico de pesquisa direta, observou-se que 35
amostras (87,7%) apresentaram resultados positivos para Leishmania (V.) spp.

Na comparagéo entre o diagnostico parasitologico e o diagnostico molecular, realizado
em amostras de saliva, através da cPCR obtivemos 32,5% (13/40) de concordancia e 67,5%
(27/40) de divergéncia. Vinte e sete amostras foram positivas somente em pesquisa direta e

uma amostra positiva somente na saliva (Tabela 4).

Tabela 4- Resultados de diagnosticos parasitolégicos e moleculares
(cPCR) dos doentes que se enquadravam na definicdo de caso de

LTA.
, Amostras
Métodos estudadas
PD Swab salivar (cPCR) %

+ + 9

. - 4 32,5

+ - 27

- + 0 67,5
TOTAL 40 100

Legenda: PD — pesquisa direta

5.6 Comparacédo do diagndstico parasitolégico da LTA, através da pesquisa direta, com

o diagndstico molecular, por qPCR em fluidos salivares

Na comparacéo entre o diagndstico parasitologico e o diagnostico molecular, realizado
em amostras de saliva, através da qPCR obtivemos uma maior concordancia perfazendo
77,5% (31/40) e 22,5% (9/40) de divergéncia. Quatro amostras foram positivas somente em

pesquisa direta e cinco amostras positivas somente na saliva (Tabela 5).
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Tabela 5- Resultados de diagnosticos parasitolégicos e
moleculares (QPCR) dos doentes que se enquadravam na defini¢do
de caso de LTA.

, Amostras
Metodos estudadas
Swab salivar o
PD gPCR &
+ + 31
- - 0 77,5
+ - 4
- + 5 22,5
TOTAL 40 100

Fonte: A autora.
Legenda: PD — pesquisa direta; g°PCR- PCR quantitativa em tempo
real

5.7 Comparacao do diagndstico molecular da LTA, através da cPCR e gPCR

A partir dos resultados obtidos em PCR convencional e PCR em tempo real foi
possivel a comparacgdo entre as duas técnicas moleculares que obtiveram 14 (35%) amostras
convergentes e 26 (65%) amostras divergentes, sendo 26 positivas apenas na gPCR (Tabela
6).

Tabela 6- Comparacdo do diagnéstico molecular da LTA em saliva,
através da PCR convencional e gPCR

Métodos ?S?;%S;crjzz
cPCR gPCR %
+ + 10
- - 4 35
- + 26
+ - 0 65
TOTAL 40 100

Fonte: A autora.
Legenda: cPCR — Reacdo em cadeia da polimerase convencional;
gPCR- PCR quantitativa em tempo real.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, a fim de avaliarmos o emprego de swab em saliva para o diagnostico da
Leishmaniose Tegumentar Americana em pacientes de area endémica de Pernambuco, foram
utilizados métodos laboratoriais classicos como parasitologicos e moleculares. H& uma
escassez na literatura acerca do substrato salivar para LTA, por ndo fazer parte como alvo de
coleta de Leishmania (V) spp. Foram evidenciados aspectos técnicos na utilizacdo do swab em
saliva e a ocorréncia desses parasitos no substrato, até entdo ndo bem discutidos. Houve um
particular interesse em focar caracteristicas epidemioldgicas que envolvem os individuos
estudados e observacbes comparativas entre substratos distintos: bidpsia cutanea,
escarificacdo cutanea e saliva. Houve também a necessidade de comparacdo entre técnicas
diagnosticas distintas: pesquisa direta do parasito, PCR convencional e PCR em tempo real.
As implicagdes dos resultados alcangados seréo discutidas no presente estudo.

Os critérios utilizados para inclusdo dos pacientes no estudo compreenderam
individuos que além de atenderem a aspectos clinico-epidemioldgicos, apresentavam lesdes
cutaneas tipicas e presenca adicional de positividade em pelo menos um dos testes
diagndsticos seguintes: pesquisa direta do protozoario na lesdo e teste molecular em bidpsia.
Em relacdo aos critérios de exclusdo do estudo, foram observados pacientes com lesdes
cutaneo mucosas. Procedendo dessa forma, 40 pacientes foram enquadrados como portadores
de LTA com base na clinica e epidemiologia, sendo sujeitos do estudo portadores que nédo
apresentavam quaisquer lesdes oronasais.

O crescente nimero de casos autoctones da LTA e o aumento da notificacdo
compulsdria reforcam a necessidade da utilizacdo de métodos combinados para o melhor

entendimento da incidéncia da doenca em localidades endémicas.

6.1 Analise do perfil epidemioldgico

Quando foram analisadas as caracteristicas epidemioldgicas que envolvem o0s
acometidos pela LTA, em nosso estudo, houve predominancia de individuos do sexo
masculino (65%) com idade média de 34,6 anos, infectados por exposi¢do ocupacional
durante o trabalho agricola. A populacgdo de estudo residia na zona rural das cidades. Nossos
resultados corroboram com o estudo realizado por Rodrigues et al. (2002) quando foi

analisada a distribuicdo de portadores de LTA no municipio de Amaraji, Pernambuco,
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confirmado uma predominéncia de casos do sexo masculino na faixa etéria de 10 a 29 anos
(57,5%), seguidos dos mesmos resultados acima.

Isso sugere que esses individuos estejam mais expostos ao risco de infeccédo, através
de uma maior proximidade do vetor, possiveis reservatorios sinantrépicos e silvestres,
contribuindo para a manutencio da endemia na regido (BRANDAO-FILHO et al., 2003,
GUIMARAES et al., 2012). Variacdes encontradas em faixas etarias mais acometidas em
individuos com LTA parecem ser peculiares a cada area endémica, demonstrando uma

caracteristica socioeconoémica.

6.2 Analise da deteccdo de Leishmania (V.) spp, em fluidos salivares

Em outra etapa de andlise, foi avaliada a sensibilidade da deteccdo de DNA de
Leishmania (Viannia) spp., e foi obtido no presente estudo o limite de 10 fg/ pL através da
técnica de PCR convencional.

O sistema de PCR convencional baseado em de Bruijn e Barker (1992) é especifico
para o subgénero Viannia e amplifica um produto de 750 pb. No presente estudo, foram
amplificados minicirculos inteiros do KDNA de bidpsias cutdneas e fluidos salivares. A
escolha por este alvo molecular é devido a sua abundancia no genoma mitocondrial de
tripanosomatideos e, além disso, deve-se ao fato do sistema diagndstico ter sido validado para
a LTA em Pernambuco (RODRIGUES et al, 2002). Do total de amostras analisadas (n=40),
10 (25%) foram positivas em substrato salivar, como observado na Figura 14. Os individuos
que participaram do estudo ndo apresentaram quaisquer lesées mucocutaneas.

Na busca de estudos que possam corroborar com 0s nossos achados, Corvalan et al.
(2011) propuseram a saliva humana como um novo tipo de amostra para ser utilizada na
identificacdo de parasitos causadores da leishmaniose, como Leishmania (L.) chagasi, L. (V.)
amazonensis e L. (V.) brazilienzis. Esse estudo foi composto por quatro pacientes que
possuiam lesdes exclusivamente mucocutaneas. Os seus resultados identificaram apenas a
espécie L. (V.) braziliensis envolvida na saliva. Apesar de identificar apenas uma das espécies
de Leishmania (CORVALAN, 2012), este tema serviu de base para a nossa pesquisa. E
pertinente mencionar que, até o presente, as evidéncias incriminam a L. (V.) braziliensis como
unico agente causador de LTA nas areas endémicas de Pernambuco (BRITO et al. 1993;
RODRIGUES et al. 2002).

A busca por métodos de coleta de material para PCR, que sejam mais praticos e menos

invasivos e agressivos, tem sido o objetivo de alguns autores. Mimori et al. (2002), coletando
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exsudato da lesdo com uma haste de algoddo obtiveram uma sensibilidade de 93,8%,
utilizando oligonucleotideos iniciadores V1 e V2 para os parasitos do subgénero Viannia e L1
e L2 para o subgénero Leishmania, e especie especifica bl e b2 para L. (V.) braziliensis, pl e
p2 para L. (V.) panamensis, g1 e g2 para L. (V.) guyanensis, m1 e m2 para L. (L.) mexicana e
al e a2 para L. (L.) amazonensis, demonstrando em seus achados a possibilidade de detecgéo
de Leishmania a partir da coleta feita através de saliva, como método ndo invasivo. Em 2012,
Brito et al., em estudo que abordou acidente ocupacional, obtiveram sucesso no diagndstico
da LTA ao coletar amostras utilizando swab combinados a técnica de PCR convencional,
confirmando a eficiéncia do método.

Avaliando a sensibilidade da deteccdo de DNA de Leishmania (Viannia) spp. através
da PCR em tempo real foi obtido no presente estudo o limite de 1 fg/ uL, demostrando uma
maior sensibilidade.

A deteccdo de DNA Leishmania (V.) spp. em saliva, coletadas com o swab, através da
PCR em tempo real, podemos observar positividade em 90% (36/40) das amostras do estudo.
Os resultados ratificam a utilizacdo da saliva como alvo diagnostico para LTA e demonstram
a alta sensibilidade e especificidade da técnica molecular usada (QPCR) aliada a um sistema
de oligonucleotideos especificos para KDNA, contribuindo para uma acurada deteccdo do
material genético do parasito na saliva, até entdo pouco descrito na literatura.

A PCR em tempo real vem sendo empregada nos ultimos anos como uma ferramenta
eficaz e importante nos estudos diagnosticos e acompanhamento de algumas doencas, como
HIV, hepatite C (RAOULT et. al., 2004) e algumas parasitoses, como a toxoplasmose e
leishmaniose visceral.

Um estudo realizado por Kompalic-Cristo et al. em 2007 examinou o valor
diagnostico da PCR em tempo real para detectar e quantificar Toxoplasma gondii em sangue
humano e pode se concluir que o sistema é capaz de quantificar, acuradamente, leituras
parasitarias em baixas concentracdes, podendo assim verificar um aumento no numero de
parasitos em individuos sorologicamente identificados com toxoplasmose aguda, contribuindo
para um rapido tratamento. Em se tratando da utilizacdo da PCR em tempo real para LV,
alguns autores propde a técnica como padrdo ouro (MARY et al., 2004), e aplicam esta
ferramenta com sucesso em estudos sobre a interacdo parasito-hospedeiro, carga parasitaria, e
no monitoramento da terapia em cées e pacientes humanos (FRANCINO et al., 2006; MARY
et al., 2004; MORTARINO et al., 2004; NICOLAS et al., 2002; ROLAO et al., 2004;
ROURA; SANCHEZ; FERRER, 1999; VITALE et al., 2004; WORTMANN et al., 2004).
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Lombardo et al. (2012) utilizaram a técnica de gPCR para detec¢do de Leishmania (L.)
infantum em amostras coletadas a partir de swab oral e conjuntivas de cées, e a comparou com
métodos classicos (Imunofluorescéncia indireta e teste de hipersensibilidade cutanea), os seu
resultados demonstraram a aplicabilidade da associacdo de métodos ndo invasivos com a
técnica de PCR em tempo real, corroborando com 0s nossos estudos.

Mais recentemente foi possivel a deteccdo de Leishmania (V.) spp. através de PCR em
tempo real, em amostras de sangue de caes. Nesse estudo foram desenvolvidos e testados
alguns alvos moleculares como a regido do KDNA, ITS1 e SSU rDNA, especificos para o
parasito, e pode se identificar como o melhor o alvo, pela sua maior especificidade o KDNA,
contendo 138 pb, sendo género especifico (PAIVA-CAVALCANTI et al.,2013). De fato, essa
molécula minicircular apresenta-se bastante abundante no genoma mitocondrial em todos os
tripanosomatideos, o que permite o aumento da sensibilidade em métodos diagndsticos
moleculares.

Assim, a avaliagdo do método de coleta de swab através do substrato salivar, em
pacientes com LTA tem sido proposta como uma alternativa interessante e auxiliar a pratica
laboratorial, para esta endemia. A simplificacdo dos procedimentos de coleta e processamento
das amostras, a preparacdo dos reagentes em laboratérios de referéncia e a utilizacdo da PCR
convencional contribuem para uma adequada metodologia a saude publica, aplicadas em
municipios com poucos recursos. A obtencdo de bidpsias em &reas endémicas ndo é tarefa
simples, devido aos inconvenientes inerentes a esse procedimento. Torna-se evidente que a
utilizacdo de amostras clinicas alternativas seria mais adequada, desde que associadas a
técnica de PCR simples (MICHALSKI et al., 2002; MINODIER et al., 1997; MULLER et al.,
2003; WEIGLE et al., 2002;). Matsumoto et al. (1999) compararam os resultados de PCR
utilizando como amostras exsudato/raspado cutaneo, fluido aspirado por seringa e bidpsias da
lesdo, concluindo que a coleta de exsudato/raspado das lesdes cutaneas era facil e indolor para
os doentes em compara¢do com 0s outros procedimentos. Além disso, os resultados eram
similares aqueles obtidos com bidpsias, opinido compartilhada por Belli et al. (1998).

A coleta realizada a partir de swab salivar facilita a obtencdo, a estocagem e o
processamento das amostras, principalmente em recém-nascidos, criangas e idosos que vivem
em locais onde 0s postos de salde sdo carentes de infraestrutura, como € o0 caso dos pacientes
portadores de LTA que vivem em areas rurais. Além das vantagens supracitadas, este metodo
de coleta pode ser realizado por um profissional de salde, desde que qualificado para tal
procedimento. N&o h& necessidade de utilizagdo de anestesia, alem de possibilitar um menor

risco de contaminacdo da amostra ao ser manuseada.
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Além disso, a proposta objetiva a utilizacdo da coleta salivar como método totalmente
n&o invasivo, ndo proporcionando desconforto ao paciente.

Os resultados obtidos neste estudo comprovam a viabilidade do método de coleta
através do substrato salivar, conforme discutido ao longo desta secdo. O trabalho ndo objetiva
substituir a coleta de saliva pela coleta de parasitos em lesdo cutanea, mas que compartilhe
como método e auxiliar ao diagndstico da LTA, associado a técnica de PCR, neste caso, como

instrumento de alta sensibilidade e especificidade.

6.3 Comparacdo do desempenho dos substratos (biopsia e saliva) através do diagndstico

molecular

Um foco abordado no presente trabalho foi comparar o desempenho dos substratos
(biopsia e saliva) através das técnicas de cPCR e gPCR. Em nossos achados detectamos 70%
de positividade utilizando bidpsia cutanea e compatibilidade de 50% em relacdo as amostras
de saliva detectadas por cPCR. Em relacdo a gPCR obtivemos uma concordancia de 67,5% e
nos 33,5% de amostras divergentes 2 foram positivas em bidpsia e negativas em saliva e 11
amostras foram positivas em saliva, demonstrando uma melhor sensibilidade da técnica de
PCR em tempo real, corroborando com dados da literatura (FRANCINO et al., 2006). Nos
estudos que dao sustentabilidade a nossa pesquisa (CORVALAN, 2012; LOMBARDO et
al.,2012; MIMORI et al., 2002; PAIVA-CAVALCANTI et al., 2013; SARAVIA et al., 2009;
WONG, 2006) ndo € mencionada analise comparativa entre esses substratos destacados
acima.

A divergéncia dos resultados, no caso da comparacao dos substratos saliva e biopsias
analisadas através da PCR convencional, onde 19 amostras foram positivas somente em
bidpsia, pode ser explicada pela sensibilidade da técnica em relacdo as amostras utilizadas.
Esses achados sdo confirmados ao analisarmos a comparacdo das amostras de bidpsia
(analisadas por cPCR) e saliva através de PCR em tempo real, onde a técnica de qPCR
alcancou uma maior sensibilidade e 11 amostras foram positivas em saliva e negativas em
biopsia. A saliva até entdo ndo é descrita na literatura como um local de ocorréncia do
parasito, e acredita-se que devido a caracteristicas do substrato a quantidade de DNA de
parasitos seja bastante reduzida, necessitando de uma técnica bastante sensivel, como a qPCR,
para ser detectado.

Os resultados alcangados pelo nosso grupo apontam para algumas vantagens e

questionamentos: i) a possibilidade de coleta de saliva através de swab bacteriolégico, devido
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a dificuldade de coleta de material tegumentar na borda de lesdes cutaneas em locais, onde a
precariedade prevalece principalmente em ambulatorios de areas endémicas; ii) o substrato
salivar podera ser um meio auxiliar para deteccdo de parasitos juntamente com a biopsia
cutanea durante a rotina laboratorial para LTA; iii) a detec¢cdo de Leishmania spp. em veiculo

salivar abre questdes quanto ao tropismo do parasito em local, até entdo, desconhecido

6.4 Comparacgdes entre os diagndsticos parasitolégico e molecular, realizado com o

substrato salivar

Dentre os casos de LTA estudados no presente trabalho, houve comparagéo entre os
diagnosticos parasitologico (realizado através do escarificado da lesdo) e molecular, realizado
com o substrato saliva. Obtivemos 32,5% (n=13) de concordancia e 67,5% (n=27) de
divergéncia quando compararmos com a cPCR. Na comparacdo entre o diagndstico
parasitolégico e molecular realizado atraves da qPCR obtivemos uma compatibilidade de
resultados em 77,5% das amostras e 22,5% de divergéncia.Torna-se compreensivel comentar
gue a técnica de pesquisa direta (PD) definiu a maioria dos casos estudados, haja vista, tratar-
se de uma abordagem parasitolégica, onde a predominancia de formas amastigotas é
claramente evidente. Em amostras consideradas concordantes positivamente o resultado
podera apontar para caracteristicas intrinsecas em cada caso (Tabela 4 e 5). E possivel que
alguns individuos acometidos pela LTA apresentem mecanismos de escape de parasitos para
outros locais, sendo estes mais suscetiveis a metastase.

Alguns estudos mostram que o0s aspectos relacionados ao status imunoldgico do
hospedeiro tém sido associados com a persisténcia parasitaria em leishmanioses
(AEBISCHER, 1994; BOGDAN et al. 1996; CUERVO, 2004; MENDONCA, 2004;
OSORIO et al. 1998; WEIGLE; SARAVIA, 1996;). Um desequilibrio imunoldgico pode

levar a disseminacédo do parasito por via linfatica ou vascular (BARRAL et al. 1995).

6.5 Analise comparativa entre as técnicas de PCR convencional e PCR em tempo real

para o diagndstico molecular da LTA

A partir da anélise comparativa entre as técnicas de cPCR e qPCR para a detecgédo de
Leishmania subgénero Viannia em saliva foram observadas concordancias entre os resultados

apresentados em 14 amostras de um total de 40, perfazendo 35%. Por outro lado, 65%
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apresentou divergéncia (14/40), sendo consideradas amostras positivas apenas com a
utilizacdo da qPCR.

Francino et al. em 2006 realizaram um estudo em 25 cdes com LT, onde foram
comparadas as técnicas de PCR convencional e PCR em tempo real, e observou uma maior
eficiéncia da técnica de gPCR. O estudo tambeém avaliou a parasitemia pés-tratamento
propondo a validacdo da qPCR tanto para o diagndstico da leishmaniose como para o controle
da doenca. Estes dados corroboram com nosso estudo, onde a eficiéncia da PCR em tempo
real foi superior a PCR convencional para a deteccdo de DNA do parasito em saliva humana,
para diagnostico da LTA.

Recentemente em estudo duplo-cego, entre laboratérios do mesmo continente, foram
comparados diferentes protocolos e alvos moleculares utilizando tanto a técnica de cPCR
guanto a técnica de qPCR, para LTA. A pesquisa apontou alta sensibilidade com a gPCR,
utilizando o kDNA como alvo, em amostras humanas (CRUZ et al.,2013). Os dados
apresentados neste estudo ratificam a especificidade do KDNA em associagdo a qPCR,
corroborando com o0s nossos achados. Assim a técnica de PCR em tempo real é uma
ferramenta essencial para a deteccdo de DNA de Leishmania spp. em amostra de saliva, sendo

até 0 momento um tema pouco discutido na literatura.
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7 CONCLUSOES

1) A demonstracdo da existéncia de DNA de Leishmania (Viannia) spp. em substrato
salivar humano constitui um novo campo de investigacdo diagnostica, corroborando

para elucidar questdes de natureza parasitologica e epidemioldgica;

2) Os fluidos salivares aliados as técnicas moleculares demonstram praticidade como

método auxiliar ao diagnostico da LTA,;

3) Os achados permitem o desenvolvimento do método de coleta totalmente ndo invasivo

em localidades endémicas para a LTA, auxiliando na triagem de pacientes;

4) O estudo aponta para um melhor conhecimento acerca do tropismo de Leishmania
(Viannia) spp. em humanos, manifestando-se classicamente em tecido epitelial, e ndo

em saliva.
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8 PERSPECTIVAS

A aplicacdo da técnica de sequenciamento tem gerado um campo especifico na area
genbmica contribuindo bastante para estudos genotipicos, principalmente através da
caracterizacdo de sequéncias de DNA, de interesse a salde publica, tornando-se assim uma
das nossas perspectivas para o estudo: a caracterizagdo molecular das amostras de saliva,
coletadas a partir de swab, para que possamos identificar as espécies presentes nessas
amostras. Associado a isto, pretendemos realizar o cultivo de Leishmania em meio apropriado
para que possamos ratificar com todos 0s ensaios acerca da caracterizagdo desse protozoario.

Portanto, no que tange a caracterizacdo de parasitos circulantes em saliva humana, a
proposta permitira uma investigacdo de maneira mais particular quanto ao repertério de
Leishmania spp. na mucosa bucal. Espécies distintas ou com capacidade de resisténcia
superior a terapéutica convencional podem gerar vieses epidemioldgicos, o que compromete 0
tratamento individual, além de permitir um planejamento integrado e adequado quanto as
medidas de controle empregadas atualmente.

Outra perspectiva tdo importante quanto o rastreamento atraves de sequenciamento, trata-
se dado cultivo in vitro das amostras de saliva, sendo mais uma alternativa para a
caracterizacdo de Leishmania spp., onde serd possivel o isolamento do parasito para o
desenvolvimento de estudos que permitam ampliar o enfoque dessa enfermidade.

Desta forma, vale ressaltar que essa pesquisa apresenta uma importancia impar e
contribuira de forma substancial para o estudo da LTA. A partir de nossos estudos poderemos
esclarecer questionamentos referentes ao tropismo e mecanismos de escape do parasito, que
se comporta de maneira peculiar no hospedeiro.
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APENDICE A- Termo de consentimento livre e esclarecido

‘ 1.1.1 Fundagao Oswaldo Cruz, Ministério da Satide

S

Centro de Pesquisas FIOCRUZ

1.1 AGGEU MAGALHAES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Grupo de Paciente Menor de 18 anos (ANEXO 1)

Senhor (a) Responsével pelo individuo menor de idade, convidamos o (a) menor a participar do projeto de
pesquisa intitulado “Validagdo do método de Swabsalivar para o diagnoéstico da leishmaniose tegumentar
americana em pacientes de area endémica de Pernambuco, Brasil, que sera desenvolvido no Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhdes da Fundacdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ). O objetivo principal desta pesquisa é
melhorar a detec¢do da doenca leishmaniose tegumentar americana a partir de um método que ndo utiliza
material que corte a pele, para identificacdo de espécies de Leishmania.

O (A) menor fard parte do grupo de pacientes, que serd submetido a coleta de parasitos com a utilizacdo
de hastes flexiveis (cotonetes), em toda a &rea da lesdo em pele e saliva, retirada de pequeno pedaco de pele da
beira da ferida e coleta de 15mL de sangue venoso (que equivale a 1 colher de sopa). Todo procedimento serd
realizado com material estéril descartivel e por profissionais de salde de reconhecida capacidade para executa-
lo. Quanto aos riscos, apesar de todas as medidas preventivas e cuidados tomados no sentido de proteger 0s
voluntérios, o menor poderd sentir algum desconforto ou ardéncia. A privacidade dele (a) serd preservada e 0s
dados pessoais serdo confidenciais e mantidos sob sigilo, ndo sendo divulgados em nenhuma hipdtese.

O estudo contribuira para um melhor conhecimento da doenca e detecgdo da leishmaniose tegumentar
humana. Esse projeto levara a um tratamento mais rapido, com beneficios para o paciente, sendo considerado
uma novidade, no que diz respeito ao procedimento de coleta de Leishmania. Antes da participagcdo do menor no
referido projeto, o senhor tem a total liberdade de pedir qualquer esclarecimento adicional que julgue necessario,
que serd esclarecido por um participante do estudo. O (A) Sr. (a) podera recusar ou retirar o seu consentimento,
em qualquer momento da investigagdo, sem qualquer punicdo ou prejuizo.

Solicitamos sua autorizacdo para que a Fundacdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ) possa utilizar as
informagdes obtidas neste estudo em reunides, congressos e publica¢des cientificas preservando, neste caso, a
identidade do (a) menor, assim como estocar a amostra bioldgica para posterior estudo. Neste caso, o senhor (a)
sera informado, caso tenhamos que utilizar sua amostra em outra pesquisa.

Este documento serd feito em duas vias, ficando uma em posse do participante e a outra com o
coordenador da pesquisa.

Em caso de dividas ou outras informacgdes posteriores o (a) Sr.(a) poderad entrar em contato com a
equipe responsavel (Eduardo Rodrigues e Edileuza Brito - CPgAM e Angela Rapela — HUOC-UPE), através dos
telefones abaixo e caso exista a necessidade de apresentar recursos ou reclamagdes em relacdo a pesquisa podera
entrar em contato com o Comité de Etica do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, através do telefone (81)
2101-2639, o qual tomara as medidas cabiveis.
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Nome do menor

Assinatura do responsavel pelo menor e endereco data
Assinatura do responsavel pela pesquisa data
Assinatura do médico responsavel - HUOC-UPE data

Ambulatério de Dermatologia do Hospital Universitario Oswaldo Cruz (HUOC-UPE), Rua Arnaldo Marques, s/n -
Santo Amaro, Recife-PE. Fone: (81) 3413-1300.

Departamento de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego, s/n, Cidade
Universitaria, CEP: 50.670-420. Recife - PE, Brasil. Tel.: (81) 2101 2566, Fax: (81) 2101 2640.
http://www.cpgam.fiocruz.br
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APENDICE B- Tabela de pacientes analisados
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Tabela - Relacdo dos pacientes analisados, com suas caracteristicas clinicas e epidemiolégicas, incluindo os
resultados dos exames laboratoriais.

SWS SWS
Sexo | Idade | Localidade/PE Ocupacéo Lesdo (cPCR) | Bp |P.D |(qPCR)
M 59 Moreno Agricultor MI/Cabeca + + + +
F 44 Moreno Agricultor MS/MI e tronco + + + +
F 50 Moreno Do lar Mi + + - +
F 48 Moreno Agricultor Ml - + + +
M 7 Moreno Estudante MI + + + +
F 12 Moreno Estudante Face + + +
F 66 Moreno Do lar Ml - + +
M 22 Moreno Agricultor MS - + + +
M 22 Guabiraba Estudante Ml + + + +
F 17 Moreno Do lar Ml + + + +
M 80 Recife-Aldeia Aposentado Ml - + + -
M 56 Recife Professor MS 3 + + +
F 68 Moreno Do lar Ml - - + +
M 23 Moreno Auxiliar Mi - + + +
M 15 Moreno Estudante MS/MI - + - +
F 43 Moreno Do lar MI + + + +
F 69 Moreno Agricultor MI - + - +
M 74 Moreno Agricultor MI - + + +
F 59 Amaraji Agricultor Ml - - + +
F 31 Amaraji Do lar MS - + + +
M 42 Moreno Agricultor MI - + + -
M 32 Bonito Agricultor MS + + + +
M 43 Moreno Agricultor MS - + + +
M 19 Moreno Agricultor Orelha - + + +
M 13 Moreno Estudante MI/MS - + + -
F 11 Moreno Estudante MS - + + +
M 27 Moreno Agricultor MI - - + +
F 58 Moreno Agricultor MI - + + +
M 53 Moreno Agricultor MI - + - +
M 21 Moreno Agricultor MS - + + +
M 12 Palmares Estudante Fronte - - + +
M 56 Amaraji Agricultor Mi - - + +
M 45 Aldeia Técnico MI - + + +
M 17 Moreno Estudante MS - - + +
M 19 CIMINC Militar MS - + - +
M 19 CIMINC Militar Ml - - + +
F 24 Paudalho Do lar MI/MS - - + +
M 19 CIMINC Militar Pescoco - - + +
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M 41 Moreno Agricultor Regido inguinal - - + +

M 11 Amaraji Estudante Ml - - + -

Legenda: SWS (cPCR) - Diagnoéstico molecular por PCR convencioanl em swab salivar; BP-Diagnostico
molecular por PCR em biodpsia; PD-Diagndstico parasitolégico por pesquisa direta e SWS (qPCR)-

Diagndstico molecular por PCR quantitativa em tempo real.
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ANEXO A- Parecer do Comité de Etica

R
CED

Comité de Etica
em Pesquisa

Titulo do Projeto: “Validagdo do método de Swab salivar para o diagnéstico
da leishmaniose tegumentar americana em pacientes de area endémica de
Pernambuco, Brasil”.

Pesquisador responsavel: Eduardo Henrigue Gomes Rodrigues.

Instituicdao onde sera realizado o projeto: CPgAM/FIOCRUZ

Data de apresentacdo ao CEP: 21/10/2011

Registro no CEP/CPqAM/FIOCRUZ: 42/11

Registro no CAAE: 0042.0.095.000 -11

PARECER N° 44/2011

O Comité avaliou as modificagdes introduzidas e considera que os
procedimentos metodolégicos do Projeto em questéo estdo condizentes com a
conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de
acordo com o Cédigo de Etica, Resolugdo CNS 196/96, e complementares.

O projeto esta4 aprovado para ser realizado em sua Ultima formatagao
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 25 de novembro de 2014.
Em caso de necessidade de renovagdo do Parecer, encaminhar relatério e
atualizagdo do projeto.

Recife, 25 de novembro de 2011.

Coordengdora
Mat SIAPE 0483476
CPgAm / FICCRUZ
Observagéo:
Anexos:
e Orientagdes ao pesquisador para projetos aprovados;

e Modelo de relatério anual com 1° prazo de entrega para 25/11/2012.

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n
CEP 50.670-420 Fone: (81) 2101.2639 Q‘:
Fax: (81) 3453.1911 | 2101.2639 m

A Contro de Pevguiess
Recife - PE - Brasil AGGEU oAUz
comitedeetica@cpgam.fiocruz.br MAGALHAES Ministério da Sadde
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