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SILVA, Angélica Olivino. Avaliacdo de Protocolos de Extracdo e Purificacdo de DNA
alvo da Reacdo em Cadeia da Polimerase na deteccdo de Leishmania (Viannia) spp.
2017. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2017.

RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma parasitose, de grande importancia para
salde publica e que acomete pele e mucosas, causada por espécies distintas de protozoarios
do género Leishmania. A técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR), com sua elevada
sensibilidade, constitui uma ferramenta valiosa para estudos clinicos e epidemioldgicos em
leishmanioses. Em ensaios de PCR ¢é crucial que o DNA alvo esteja bem purificado, a fim de
que o resultado seja fidedigno. A comparacgdo entre protocolos para extracéo e purificacdo de
DNA assegura uma analise mais aprofundada da eficiéncia de cada um, e pode levar ao
desenvolvimento de técnicas mais especificas e sensiveis que complementadas com
abordagens ndo invasivas de coleta constituiriam um relevante avanco para o diagnostico
molecular e para a pesquisa da leishmaniose. Neste estudo comparativo, inicialmente
utilizamos como substratos a extracdo e purificacdo de DNA o material genético de
promastigotas resultantes de cultura de Leishmania (V.) braziliensis e de swabs embebidos em
diferentes diluicdes da referida cultura. Durante o estudo, avaliamos os protocolos testados
(kit comercial, precipitacéo por cloreto de sddio, extracdo e purificagdo por fenol/cloroférmio
e adsorcdo a silica em suspensdo) sob diferentes pardmetros. Entre eles podemos citar:
rendimento da extracdo, grau de pureza do DNA extraido, reprodutibilidade, praticidade e
relacdo custo/beneficio do processo. Mesmo sendo um dos protocolos mais conhecidos, o
protocolo de extracédo e purificagcdo por fenol/clorofémio sé obteve vantagem no pardmetro de
grau de pureza do DNA extraido. Nos outros parametros analisados o protocolo que mais se
destacou foi o de adsorcdo a silica em suspensdo, obtendo resultados estatisticamente
significativos (p<0,05), gerando também os melhores resultados visuais no que diz respeito
aos produtos de PCR. Recomendamos, portanto, que o protocolo de adsorcdo a silica em
suspensdo venha a ser utilizado para o diagnostico e pesquisa da LTA, em conjun¢do com 0
método de coleta por swab, usado como um método alternativo e/ou complementar as
diversas técnicas ja estabelecidas de coleta de amostras dos pacientes com suspeita da doenca.

Palavras-Chave: Leishmaniose Tegumentar Americana. DNA. Reacdo em Cadeia da

Polimerase. Diagnostico.
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DNA of Polymerase Chain Reaction in the Leishmania (Viannia) spp. detection. 2017.
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ABSTRACT

American cutaneous leishmaniasis (LTA) is a parasitic disease of great importance to public
health. Affecting the skin and mucous membranes, it’s caused by different species of
Leishmania protozoa. The polymerase chain reaction (PCR), with its high sensitivity, it’s a
valuable tool for clinical and epidemiological studies on leishmaniasis. In PCR assays it’s
crucial that the target DNA is properly purified, so that the result is reliable. At the same time,
the comparison between protocols for DNA extraction and purification ensures a more in-
depth analysis of their efficiency and may lead to the development of more specific and
sensitive techniques that complemented with non-invasive collection approaches would
constitute a relevant advance for molecular diagnosis and research of leishmaniasis. In this
comparative study, initially we used as substrates for DNA extraction and purification
material from promastigotes resulting from culture of Leishmania (V.) braziliensis and swabs
soaked in different dilutions of that culture. During the study, we evaluated the protocols
tested (commercial kit, sodium chloride precipitation, extraction and purification by
phenol/chloroform and adsorption to suspended silica) under different parameters. These
include: performance of the extraction and purity of the extracted DNA, reproducibility,
practicality and cost / benefit rate of the process. Even one of the most known protocols, the
extraction and purification phenol/chloroform protocol only got advantage in the purity grade
parameter. In the other analyzed parameters the most outstanding protocol was that of
adsorption to suspended silica, obtaining statistically significant results (p <0.05), which also
generated the best visual results with respect to PCR products. We recommend, therefore, that
the silica adsorption protocol be used for the diagnosis and research of the LTA, in
conjunction with the swab collection method, used as an alternative and/or complementary
method to the several established techniques of collection of samples of the patients with
suspected disease.

Keywords: American cutaneous leishmaniasis. DNA. Polymerase Chain Reaction. Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias causadas por varias espécies de
protozoarios do género Leishmania (REY, 2001). O respectivo género compreende
protozoarios parasitos, com um ciclo de vida digenético, vivendo alternadamente em
hospedeiros vertebrados e insetos vetores (flebotomineos), estes Gltimos sendo responsaveis
pela transmissao desses agentes etiologicos de um mamifero a outro (GONTIJO, 2003).

As leishmanioses sdo endémicas em 98 paises, com mais de 350 milhdes de pessoas
em situacdo de risco (ALVAR et al., 2012). A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é a
forma mais comum, que acomete pele e mucosas. No Brasil, assim como em outros paises do
Novo Mundo, a LTA constitui problema de Saude Publica, segundo estimativa da
Organizacdo Mundial da Saude (2014).

O diagndstico da LTA é formado pelos aspectos clinico-epidemioldgicos e achados
laboratoriais, podendo ser dificil, dada a similaridade com outras doencas que podem
acometer a pele e também a mucosa. O diagnostico de certeza pelos testes parasitoldgicos
somente é dado quando se identifica o parasito nos tecidos, casos contrarios as alteracdes
histopatoldgicas sdo no maximo sugestivas do diagnostico o que € explicado pela escassez de
parasitos nas bidpsias, comum principalmente em amostras de mucosa.

Nos casos duvidosos é importante a realizacdo de exames especificos para o
isolamento e, se possivel, caracterizacdo do parasito. Para tal temos as técnicas moleculares,
como: Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), que possui altas sensibilidade e
especificidade, através da analise molecular de minicirculos do KDNA (COSTA, 2009;
RODRIGUES, 2002, 2013).

Em vista dos métodos de coleta serem considerados invasivos, alguns estudos vém
propondo a utilizacdo de uma técnica ndo invasiva como o método de coleta com swab
bacterioldgico para o diagnostico molecular da LTA através de PCR (CORVALAN et al.,
2011; MIMORI et al., 2002). Para a realizacdo da técnica de PCR torna-se necesséria a
obtencdo de DNA purificado, o que se consegue rotineiramente utilizando Kits comerciais ou
artesanais desenvolvidos em laboratorio (in house) (SILVA et al., 2012).

Tendo em vista a complexidade diagndstica da LTA justifica-se o enfoque dado a
avaliacdo de diferentes protocolos de extragéo e purificacdo de DNA, a fim de eleger a técnica
mais apropriada para o diagnostico molecular da doenca, refletindo em um diagndstico mais

rapido e preciso.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Etiologia e Ciclo biologico de Leishmania sp.

Os protozodrios do género Leishmania, familia Trypanosomatidae (ordem
Kinetoplastida) (MARZOCHI, 1992; ROSS, 1903). S&o os causadores das leishmanioses,
doencas tropicais, consideradas como negligenciadas e de grande importancia para a saude
plblica (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2014).

As diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania, que infectam o hospedeiro
vertebrado apresentam-se sob duas formas principais: amastigota ou aflagelada, que é
observada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados, e promastigota ou flagelada, sendo esta
ultima a forma infectante, que é encontrada no tubo digestério do inseto vetor e, quando
cultivadas, em alguns meios de cultura artificiais (Figura 1) (BRANDAO-FILHO et al., 2003;
REY, 2001).

Figura 1 - Formas evolutivas de Leishmania spp.

A 2t g% x N <

Fonte: Brasil (2010).
Legenda: A) forma amastigota; B) forma promastigota;

De transmissdo indireta, a doenca pode se apresentar sob diferentes formas clinicas,
devido a fatores inerentes as espécies parasitarias e a natureza do processo imunopatol6gico
desenvolvido pelos seres humanos em resposta a infeccdo. As formas clinicas podem
apresentar desde simples lesdes cutaneas que tendem para autocura até graves lesdes

mucocutaneas mutilantes ou infecgdes viscerais (Figura 2) (RODRIGUES, 2002).
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Figura 2- Formas clinicas da Leishmaniose

Fonte: Brasil (2007).
Legenda: A) forma cutinea localizada; B) forma
mucocutanea; C) infecgéo visceral.

O ciclo biologico do parasito inicia-se pela picada de insetos fémeas, da subfamilia
Phlebotominae, conhecidos como flebotomineos que, durante o repasto sanguineo, libera as
formas promastigotas as quais acabam por ser fagocitadas pelos macréfagos.

No interior dessas células do sistema imune, as formas promastigotas sofrem
alteracdes morfoldgicas, culminando em formas amastigotas que se multiplicam rompem o
macrofago e sao liberadas para serem ingeridas pelo inseto vetor.

No trato digestivo do inseto as formas amastigotas sofrerem novas alteracdes e dao
origem a promastigotas, sendo estas Ultimas, inoculadas por ocasido de um novo repasto
sanguineo (Figura 3) (GOMES; GALATI, 1989; KILLICK-KENDRICK, 1990;
MARZOCHI, 1992; RASO; GENARO, 1994; WRIGHT, 1903).
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Figura 3- Ciclo biolégico da Leishmania sp.
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Fonte: Adaptado do Centers for Disease Control and Prevention (2015).

Legenda: Durante o repasto sanguineo as formas amastigotas sdo ingeridas, sofrendo alteracBes
morfoldgicas no trato digestivo do inseto vetor culminando em formas promastigotas infectantes, estas
formas promastigotas infectantes serdo inoculadas em um hospedeiro vertebrado em um préximo repasto,
perpetuando a doenga

Atualmente sdo conhecidas cerca de trinta espécies de Leishmania que infectam
mamiferos, agrupadas e classificadas em dois subgéneros: Leishmania e Viannia (LAINSON;
SHAW, 1987).

Nas Américas a forma clinica mais comum é a Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA), parasitose de grande importancia a satde publica que acomete pele e mucosas. Dentre
as espécies mais frequentes encontradas no Brasil, que causam a LTA, destacam-se a
Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis e a Leishmania
(Viannia) guyanensis (BRASIL, 2007). Destas a Leishmania (V.) braziliensis é a espécie mais
prevalente no Brasil, sendo amplamente distribuida no territério brasileiro e considerada uma
das espécies mais importantes para saude publica (BRASIL, 2007; BRITO et al., 2009).

2.1.1 Epidemiologiada LTA

A Leishmaniose Tegumentar Americana ou LTA, como é conhecida nas Américas, esta
presente em 18 paises deste continente. Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS)
foram registrados, no ano de 2014, 51.098 casos da doenca, distribuidos em 16 paises da
regido, contudo Venezuela e Guyana Francesa ndo reportaram os dados, possivelmente pela
deficiéncia no registro de notificagdo de casos. Do total, 75% (38.235) estdo concentrados no
Brasil e nos paises da sub-regido Andina (OMS, 2016) (Figura 4).
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Figura 4- NUmero de casos de Leishmaniose Tegumentar Americana no continente Americano, em 2014.
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Fonte: Organizacdo Mundial de Salde (2016).

Registrando cerca de 20 mil novos casos por ano no Brasil, a LTA se afirma como um
problema de grande magnitude a satde puablica, resaltando que neste mesmo pais, sé no ano
de 2014, foram notificados cerca de 20.296 casos (BRASIL, 2016). A regido Nordeste
contribuiu com 29% dos casos registrados em 2014, sendo a segunda regido com maior
namero de casos (BRASIL, 2016) (Figura 5).

Sua incidéncia é verificada tanto nas areas com predominancia de mata e diversos
tipos de plantacdes, propicias a colonizacdo por flebotomineos, como em é&reas com
resquicios de floresta de Mata Atlantica, nas quais se verifica vegetacdo abundante, além de
regibes desmatadas, demonstrando adaptacdo de vetores e reservatorios a ambientes
modificados, consequentemente favorecendo a transmissao extra, peri e intradomiciliar
(MARINHO JUNIOR, 2010; MARZOCH]I, 1992).
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Figura 5- Distribuigdo por regido dos casos de Leishmaniose Tegumentar Americana notificados no Brasil, em
2014.
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Fonte: Brasil (2016).

Destacamos Pernambuco, com maior numero de casos ao longo dos anos, dentre 0s
estados do Nordeste, onde a LTA é apontada como uma das maiores endemias para essa
regido (Figura 6). A doenga incide em todas as regides do estado de Pernambuco, destacando-
se a regido da Zona da Mata que responde por 60% do total dos casos registrados
(BRANDAO-FILHO et al., 1999; BRANDAO-FILHO et al., 2003).

Figura 6- Casos de LTA notificados em Pernambuco durante o periodo de 1990-2014.
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Fonte: Brasil (2016).

2.2 Métodos de coleta para o diagndstico da LTA

Os métodos principais de coleta preconizados pelo Ministério da Saude para o
diagndstico da LTA sdo: a escarificacdo, a puncdo aspirativa, a captura de biopsia cuténea
através de punch e o sangue (BRASIL, 2007; COSTA et al., 2009).
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A escarificacdo é a raspagem da borda interna da Ulcera ou da superficie da leséo
fechada, utilizando 1dmina de bisturi estéril. A puncgdo aspirativa é realizada apos injecdo de
solucdo salina estéril na borda da lesdo, em seguida, utilizando-se de uma seringa aspira-se 0
conteddo injetado. Na captura de biopsia cutanea através de punch, um pequeno fragmento de
tecido é extraido da borda da lesdo, mas também essa captura pode ser realizada com o uso de
lamina de bisturi (PASSOS, 2012).

Para os exames imunologicos é utilizado o sangue, que também pode ser destinado aos
testes moleculares (BRASIL, 2007). O principal método de coleta utilizado para analise
diagndstica molecular é o de bidpsia cutdnea através de punch da borda da lesdo do paciente
infectado (BRASIL, 2007).

Contudo, alguns cuidados durante a coleta de bidpsia cutanea sdo cruciais, tendo em
vista ser um procedimento microcirargico e invasivo, onde pode haver o risco de
desenvolvimento de infec¢do secundéria com organismos bacterianos. Em alguns casos a
coleta tecidual da lesdo ndo pode ser realizada, como por exemplo, quando a lesdo apresentar
uma evolucao prolongada, pigmentos pos-inflamatérios, e quando acontece em locais como a
face ou areas sensiveis do corpo (ALVES et al., 2011).

Para o diagndstico da LTA e LV canina, alguns estudos vém propondo a utilizacdo da
técnica ndo invasiva que utiliza 0 método de coleta com swab bacteriologico (FIGUEROA et
al, 2009; FERREIRA, 2012; LOMBARDOA et al, 2012). Em se tratando de LTA, a
viabilidade da técnica foi confirmada pela presenca do parasito nos fluidos de lesdo cutanea,
demonstrando que o método de coleta utilizando swab é um instrumento Util para o
diagndstico da LTA através de PCR, em éareas endémicas e preferencial por ser esse um
método pratico e seguro (ARAUJO, 2013; ALEXANDRE, 2013; BRITO et al, 2012;
CORVALAN etal., 2011; MIMORI et al. 2002; VIANA, 2013).

A técnica de PCR foi incorporada ao diagnostico de varias doencas devido a sua alta
capacidade de deteccdo de moléculas de DNA, sendo uma técnica eficiente para a avaliacdo
molecular de Leishmania spp. (SCHONIAN et al., 2003; RODRIGUES et al., 2013). Contudo
suas derivacbes [nested-PCR, PCR em tempo real (QPCR), reverse transcriptase chain
reaction (RT-PCR)] também vem obtendo resultados promissores (MARINHO JUNIOR,
2010).
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2.3 Diagnostico

O diagnostico da LTA ¢ feito a partir de um conjunto de critérios que envolvem 0s
aspectos clinicos, epidemioldgicos e testes laboratoriais (BRASIL, 2007). Os aspectos
clinicos séo realizados pelo profissional médico, que caracteriza as lesdes encontradas na pele
do paciente, sendo isto dificil, dada a similaridade com outras doencas dérmicas que podem

acometer a pele e também a mucosa (ANDRADE et al., 2005).

Os dados epidemioldgicos sdo confrontados com o historico do paciente e buscam a
existéncia de casos de LTA na regido, onde o individuo pode ter adquirido a doenca, através
da sua eventual procedéncia de area endémica (viagem de trabalho ou lazer e residéncia

anterior), onde poderia entrar em contato com o inseto transmissor (BRASIL, 2007).

Os testes laboratoriais sdo essenciais para confirmar o diagnéstico de LTA (Figura 7),
sendo estes, 0 parasitolégico (pesquisa direta, histopatologia, cultivo de Leishmania in vitro e
in vivo), o imunoldgico [intradermorreacdo de Montenegro (IDRM), reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (IFI), Teste Imunoenzimatico (ELISA)] e o molecular [técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e suas variantes] (PASSOS, 2012). Todos utilizados
na rotina laboratorial, em hospitais e centros de pesquisas.

Figura 7- Esquema dos testes laboratoriais.

Imunolégico

Diagnostico
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v
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Fonte: A autora

2.3.1 Testes Parasitoldgicos

O teste parasitolégico, de pesquisa direta, pode ser realizado mediante métodos de

escarificacdo, puncdo aspirativa e bidpsia de pele com impressdo por sobreposicdo, em que

apos coloracdo pelo Giemsa verifica-se a forma amastigota na lamina (NEVES, 2005).
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A pesquisa direta € o exame mais simples e de custo mais baixo (CUBA CUBA et al.,
1986), porém a sensibilidade do teste é inversamente proporcional ao tempo de evolucdo da
lesdo (SILVEIRA et al., 2004). Os achados histopatoldgicos podem ser indicativos, mas
raramente sdo especificos o suficiente como métodos confirmatdrios da doenca (GONTHO;
CARVALHO, 2003; LOUREIRO et al., 1998).

A bidpsia, quando conservada em formol a 10%, possibilita tanto a pesquisa de
antigenos de Leishmania, por meio de técnicas de imunohistoquimica, como a pesquisa de
amastigotas coradas com hematoxilina-eosina (GOMES et al., 2014).

A cultura do parasito € realizada para o isolamento do mesmo, sendo 0 meio mais
empregado o agar-sangue de Novy e Neal modificado por Nicolle — NNN. Este meio bifésico
é composto por uma fase agar-sangue (base) e a outra por um meio liquido. Agar-sangue é
altamente nutritivo e permite o0 crescimento de organismos bastante exigentes
metabolicamente.

Esse procedimento, contudo, exige pessoal treinado e equipamentos dispendiosos,
porém muitas vezes ndo héa disponibilidade de tais facilidades nos servicos de salde publica, o
que torna o cultivo inadequado para inquéritos epidemiologicos em larga escala (GONTIJO;
CARVALHO, 2003).

O cultivo in vitro é um método que apresenta limitagcGes do ponto de vista temporal,
além do alto risco de contaminacgdo por fungos e/ou bactérias. Por outro lado, o isolamento de
Leishmania in vivo € um método com baixa sensibilidade, pois apresenta crescimento lento do

protozoario para iniciar a infeccdo no animal (DE BRUJIN et al.,1993).

2.3.2 Testes Imunolégicos

Os exames imunoldgicos tém como base a reacdo de ligacdo antigeno-anticorpo e a
resposta imune inata do hospedeiro infectado, ou seja, depende da patogenicidade dos
parasitos e do sistema imunoldgico do paciente (BRITO et al., 2000).

O teste intradérmico de Montenegro utiliza um antigeno de Leishmania, sendo
amplamente empregado em estudos epidemioldgicos para a identificacdo de individuos
expostos e sem a doenca, contudo pode obter positividade em individuos curados de infeccao
causada pela Leishmania (JOSE et al., 2001). A reagdo intradérmica é caracterizada por uma
forte resposta celular mediada por células T e normalmente é positiva em lesbes cutaneas ou
mucocutaneas, o teste é regularmente negativo em casos de leishmaniose difusa anérgica
(LAINSON et al., 1994).
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E importante ressaltar a dificuldade de interpretagdo dos resultados da IDRM, pois
esta ndo diferencia a doenca atual da pregressa (JOSE et al., 2001). Nos pacientes com lesdes
recentes (um a seis meses de evolucéo) é frequente a negatividade soroldgica e sédo relatadas
reacOes cruzadas com outros organismos da familia Trypanosomatidae (BRASIL, 2007).
Embora com limita¢cBes do ponto de vista técnico, a IDRM é um bom sinalizador em areas
supostamente endémicas a serem estudadas para a LTA.

O diagndstico sorologico também pode ser realizado por imunofluorescéncia indireta
e pelo teste imunoenzimatico, que expressam os niveis de anticorpos circulantes (SKRABA et
al. 2014). As reacgdes IFI e ELISA sdo Uteis principalmente nos casos com lesfes extensas e
maltiplas ou de lesdes mucosas (ELMAHALLAWY et al. 2014). Em pacientes com a forma
cutanea observam-se anticorpos da classe IgM em casos com evolucdo inferior a 4 meses.
Titulos elevados de 1gG sdo encontrados em pacientes com mais de uma leséo.

A IFI apresenta reacdo cruzada com Leishmania infantum e com Trypanosoma cruzi,
entre outros (SKRABA et al. 2014). Outras técnicas como a citometria de fluxo estdo sendo
estudas para serem auxiliares neste tipo diagnostico visando diferenciar recidiva da forma
ativa (OLIVEIRA, 2011; GOMES et al., 2014). Apds o tratamento e cura clinica em ambas as

formas de doenca, os titulos podem cair ou desaparecer em alguns meses (BRASIL, 2007).

2.3.3. Teste Molecular

Técnicas Uteis para o diagnostico e estudos epidemioldgicos vém sendo desenvolvidas
desde os dltimos 24 anos, e obtiveram um progresso significativo (BANULS et al., 1999;
DEGRAVE et al., 1994; MORGAN; THOMPSON, 1998; RODRIGUES et al., 2013). A
técnica de Reacdo em cadeia da polimerase, com sua grande sensibilidade e especificidade,
oferece alternativas para estudos clinicos e epidemioldgicos em leishmanioses (DE BRUIJN;
BARKER, 1992; DE BRUIJN et al., 1993; LIMA-JUNIOR et al., 2013; RODRIGUES et al.,
2002; WILSON, 1995).

A técnica de PCR é um procedimento que permite a amplificacdo de segmentos de
DNA em até 1.000.000 de vezes, o que aumenta a sensibilidade da técnica (RODRIGUES,
2000, 2006). S&o observados dois alvos moleculares (nuclear e mitocondrial) utilizados na
rotina diagnostica para caracterizagdo de Leishmania spp. (BRUWJIN; BARKER, 1992;
RODRIGUES et al., 2002; SCHONIAN, 2003).

Os tripanossomatideos apresentam um DNA mitocondrial diferenciado, conhecido

como DNA do cinetoplasto (kDNA), situado na base do flagelo, compreende uma rede ou
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cadeia de DNA com milhares de circulos entrelacados de dois tipos: os minicirculos e 0s

maxicirculos (Figura 8).

Figura 8- Micrografia eletrdnica do KDNA de Leishmania sp.

Legenda: Os maxicirculos indicados por seta estdo conectados
a duas redes formadas por minicirculos. A barra horizontal
representa 1mm.

Existem milhares de pequenos circulos (10.000 copias/célula) e poucas duzias de
maxicirculos (30-50 cdpias). Uma comparacdo das sequéncias dos minicirculos de diferentes
espécies de Leishmania revelou que existe uma regido de aproximadamente 100-200 pb que é
conservada, enquanto que as regifes restantes (650-550 pb) variam entre espécies
(FERNANDES et al, 1999, RAY, 1987). Essas propriedades fazem do KDNA um alvo
excelente para o diagnostico de subgéneros e espécies de Leishmania (RODRIGUES et al.,
2002, 2013).

Portanto, através da PCR, a amplificacdo de moléculas de minicirculos, permite a
deteccdo da infeccdo por Leishmania spp. com alta sensibilidade e especificidade
(RODRIGUES et al., 2002, 2013; MOUTTAKI et al. 2014).

2.4 Extracéo de DNA

Para a realizagdo da PCR, torna-se fundamental que o DNA esteja muito bem
purificado, livre de organelas celulares que possam comprometer o resultado final, tanto para

analise diagndstica quanto para genotipagem. Miescher em 1869, no intuito de caracterizar
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proteinas, veio a identificar uma substancia até entdo desconhecida, denominando-a de
nucleina. Segundo Mayr (2003), a nucleina era uma nucleoproteina, uma mistura de proteina
com DNA, e para provar que esta nucleoproteina de fato era diferente das proteinas, foi
necessario elaborar novos métodos para purifica-la.

Este feito realizado por Altmann, que nominou a por¢do da substancia nuclear de
proteina &cido nucleico, contribuiu, para a comunidade cientifica da época, compreender o
DNA como elemento responsavel pela hereditariedade. Tambeém foi necessario o
desenvolvimento de novos métodos como ultracentrifugacéo, e ultrafiltragem, para se obter as
reais dimensfes da molécula de DNA (MAYR, 2003).

A extracdo de DNA pode ser realizada por métodos que variam tanto quanto aos seus
principios norteadores, como no rendimento, tempo de execucéo, relacdo custo / beneficio e
na qualidade dos &cidos nucleicos obtidos. Este processo possui basicamente duas etapas: a
lise e a purificacdo do DNA (WATSON, 2005).

A lise consiste no rompimento das membranas celulares e liberacdo do seu contetdo, e
a purificacdo que abrange a separacdo do DNA das organelas e dos compostos utilizados no
processo (detergentes, proteases, fendis, quelantes, sais, etc.) que podem danificar o DNA
e/ou inibir a agdo de enzimas como a Taq Polimerase nas reacées de PCR (ROMANO, 1999).

Um dos problemas enfrentados pelos métodos de extracdo estd relacionado com a
etapa de lise, pois 0 DNA encontra-se protegido por muitas estruturas bioldgicas (proteinas,
lipideos de membrana), levando as dificuldades na liberacdo de grandes quantidades deste
material. Neste caso, a quebra deve ser feita vigorosamente e utilizando agentes quimicos
(OLIVEIRA et al., 2007).

Entre os agentes quimicos podemos citar os detergentes como o SDS, e agentes
caotrépicos como o Nal entre outros. Uma etapa importante € impedir que as DNAses, atuem,
0 que pode ser alcancado empregando tampdes de extracdo que deixam o pH em torno do pH
8.0, pois o pH ideal para acdo dessas enzimas é cerca de 7.0 (BOYLE; LEW, 1995;
DEGRAVE et al., 1994).

Outra opcdo tem sido adicionar, na solucdo tampéo, quelantes de cations divalentes
como o EDTA. O EDTA age quelando cations como Mg+2 e Ca+2, que sdo co-fatores das
DNAses (SAMBROOK et al., 1989).

A etapa seguinte, apds a lise celular, é a separacdo do DNA dos componentes celulares
liberados (purificagdo), que na maior parte dos casos sdo as proteinas. Essa separacdo pode
ser realizada por vérios procedimentos; entre o mais difundidos esta a utilizagdo de

fenol/cloroférmio e da enzima Proteinase K (RAMOS et al., 2015).
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O fenol desnatura as proteinas tornado-as insolGveis na camada aquosa, onde ficam os
acidos nucléicos extraidos. No entanto, recomenda-se a adicdo de agentes antioxidantes como
0 B-mercaptoetanol entre outros, ao tampédo de extracdo, para evitar o efeito oxidativo dos
residuos dos polifendis, que possam vir a ficar na mesma camada de DNA (AUSUBEL et al.,
2009; MORGAN; THOMPSON, 1998).

A proteinase K, assim como o EDTA, inativa DNases. No entanto, sua agdo consiste
na digestdo completa das proteinas, impedindo a acao bioldgica destas. Além das proteinas, 0s
DNAs devem ser separados dos polissacarideos e de compostos secundarios que estejam
presentes na amostra, pois eles podem inibir a atividade da Taqg polimerase.

A etapa final do processo de extracdo consiste na precipitacdo do DNA liberado. A
precipitacdo é efetuada adicionando-se alcool etilico e/ou isopropanol ao sobrenadante final
rico em DNA. Esses alcoois agem desidratando o DNA, e na presenca de sais como NaCl
(carreador de &cidos nucléicos) a precipitacdo é potencializada. Aliada a esta etapa, esta a
centrifugacdo, a fim de acelerar o processo de precipitacio (ABRAO et al, 2005; BANULS et.
al., 1999).

Seguindo essas etapas basicas e outras complementares, que promovam a extracdo do
DNA de uma amostra bioldgica, varios protocolos in house estdo disponiveis na literatura
cientifica. Fica claro, porém, que, o emprego de um determinado protocolo ndo segue um
critéerio de escolha claramente definido, nem que parametros tenham sido avaliados
previamente de modo a justificar técnica e cientificamente a sua escolha na préatica
laboratorial (ZORZETTO et al., 2015).

De um modo geral isso se repete na elaboracdo de novos protocolos ou na modificacdo
dos ja existentes. No entanto, esse perfil € parcialmente distinto no que se refere aos Kits
comercializados, onde na maioria das vezes o fabricante fornece indica¢fes da amostra
biol6gica para o qual ele € recomendado (PEREIRA; MONTEIRO, 2015)

Na rotina laboratorial dos dias de hoje, kits comerciais para extracdo do DNA séo
amplamente empregados, principalmente por sua maior praticidade e rapidez. Porém, nem
sempre apresentam completa eficiéncia e precisdo, alem de implicarem em maiores custos.

Por isso as metodologias de extracdo e purificacdo tradicionais (in house) ainda sao
bastante utilizadas e consistem na preparacdo dos reagentes, que em parte diferem dos usados
nos kits comerciais, e na realizacdo de vérias etapas que envolvem a separacdo do DNA da
célula a partir da lise celular e terminam com a purificagéo do acido nucléico.

A comparacgdo de protocolos com caracteristicas diferentes prop6e uma otimizacao

desses processos de extracao e purificacdo, ou seja, busca um protocolo de extracdo que possa
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ser usado sem prejuizos a amplificacdo por PCR, e que seja a0 mesmo tempo réapido e
eficiente. A obtengdo de uma molécula de DNA integra e purificada € requisito primordial,
sendo assim a utilizagdo de um kit pratico de extracdo e purificacdo, seja comercial ou
desenvolvido no laboratério (in house), apresenta-se como elemento providencial aos varios
propositos (SILVA et al., 2012).
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3 JUSTIFICATIVA

O caréater crénico e a complexidade diagnostica da LTA justifica o enfoque dado a
analise de diferentes protocolos de extracdo e purificacdo de DNA, a fim de escolher a técnica
mais apropriada para o diagnéstico molecular da doenga.

Ao se comparar diversos protocolos comerciais e in house de extracéo e purificacdo de
DNA, principalmente quando consideramos que as moléculas assim obtidas serdo utilizadas
em processos downstream de propositos analiticos e/ou preparativos, encontram-se diferencas
(muitas vezes relevantes), em termos de rendimento, reprodutibilidade, praticidade, pureza do
produto final e custos.

Um desses processamentos técnicos subsequentes envolve a aplicacdo desses produtos
purificados a técnica de PCR, atualmente bastante utilizada na rotina laboratorial de
diagnostico molecular da LTA. Contudo, a efetividade final da amplificacdo de DNA por
técnicas convencionais de PCR (utilizadas rotineiramente no diagnéstico da LTA) depende da
eficiéncia dos protocolos empregados nas etapas precedentes de extracdo e purificacdo da
biomolécula alvo.

Além disso, também no caso do diagnéstico molecular da LTA serd de grande
importancia que sejam comparados 0s desempenhos desses mesmos protocolos,
considerando-se a natureza dos processos upstream utilizados na coleta (bidpsia, sangue,
aspirado de lesdo, swab) das amostras bioldgicas. Assim, estudos comparativos acerca desses
diferentes protocolos podem ser decisivos para se escolher a melhor técnica de extracdo e
purificacdo de DNA frente aos processos upstream e downstream a serem empregados no
caso do diagndéstico molecular de doengas e, em particular da LTA.

Um estudo recente (VIANA, 2013) do grupo de pesquisa em LTA do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM) demonstrou a possibilidade de implantacdo de um
protocolo de extracdo, desenvolvido, in house de adsorcdo a silica em suspensdo para
deteccdo de Leishmania (Viannia) spp. por PCR, contudo mais estudos se fazem necessarios
para que este método possa ser implementado na rotina laboratorial para o diagndstico
molecular da LTA, e que reflita em uma analise mais rapida e precisa, diminuindo assim a

evolucéo desta enfermidade.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar diferentes protocolos de extracdo e purificacdo de DNA alvo da Reacdo em
Cadeia da Polimerase na deteccdo de Leishmania (Viannia) spp.

4.2 Obijetivos especificos

a) Comparar a eficiéncia de diferentes protocolos de extracdo/purificacdo de DNA, frente

a varias diluicdes de cultura de Leishmania (V.) braziliensis.

b) Analisar a eficiéncia de diferentes protocolos de extracao/purificacdo de DNA, frente a
amostras de swab embebidas em varias diluigdes de cultura de Leishmania (V.)

braziliensis.

c) Comparar por PCR o0s resultados dos protocolos estudados, frente as amostras de
sangue de pacientes com LTA.

d) Avaliar o protocolo de melhor desempenho com cultura e sangue, frente a diferentes

amostras de pacientes com LTA.
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5 METODOLOGIA

5.1 Desenho experimental e aspectos éticos

Este trabalho € um estudo observacional descritivo, que busca avaliar o desempenho
de diferentes protocolos de extracdo e purificagdo de DNA gendmico para a pesquisa e 0
diagnostico molecular da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). Foram analisadas,
através de PCR, amostras de cultura de Leishmania (V.) braziliensis e amostras biologicas de
pacientes.

Todos os pacientes foram selecionados no Setor de Dermatologia do Hospital
Oswaldo Cruz da Universidade de Pernambuco (HUOC/UPE) onde ocorreram as coletas de
amostras clinicas, sangue de um voluntario saudavel foi coletado no CPgAM e cada individuo
participante foi informado sobre a natureza do estudo, assinando um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

O projeto segue 0s preceitos éticos que norteiam as pesquisas com seres humanos,
estando aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do CPgAM de CAAE:
43876215.6.0000.5190 (ANEXO A).

5.2 Selecéo de pacientes

Foram selecionados 30 individuos provenientes de areas endémicas de LTA do estado
de Pernambuco (Zona da Mata e a regido Metropolitana do Recife), que apresentaram lesoes
cuténeas sugestivas de leishmaniose tegumentar nas formas ativa e recidiva cutis e com
diagnostico (clinico e/ou parasitologico) positivo paraa LTA.
5.3 Coleta de amostras
5.3.1 Escarificacdo

As lesdes cutaneas foram tratadas assepticamente e realizada a raspagem da borda da

lesdo utilizando lamina de bisturi estéril, sendo o material coletado depositado em lamina de

microscopia.
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5.3.2 Exsudatos cutaneos

Os exsudatos foram coletados com swab obtidos sob condigdes estéreis em toda a area
da lesdo ativa, inclusive no centro da borda caracteristicamente bem inflamada. A coleta de
parasitos em lesdes ressecadas foi realizada com o swab embebido em soro fisioldgico. Os
swabs foram estocados individualmente em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL e
transportados para o Laboratdrio de Imunoparasitologia do CPgAM, onde foram armazenados

a-20° C, até a utilizagéo.

5.3.3 Aspirado da borda da leséo

A aspiracdo do material foi realizada, utilizando-se de uma seringa de 5 mL e agulha

25x8, apo6s inoculacdo de 3 mL de solucdo salina estéril na borda da les&o.

5.3.4 Biopsias cutaneas

A coleta foi realizada com o auxilio do instrumento punch de 4-5 mm de didmetro,
apos assepsia com alcool iodado e aplicacdo de anestesia local (lidocaina a 2% sem vaso
constritor). Apds este procedimento foi realizada uma incisdo e retirado um pequeno
fragmento que foi acondicionado em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL e transportado para
0 Laboratério de Imunoparasitologia do CPgAM/FIOCFRUZ, estocados a -80°C. Todo
procedimento foi realizado pelo dermatologista do HUOC/UPE.

5.3.5 Sangue periférico

Trata-se assepticamente o local da coleta, posteriormente, realiza-se a pungéo de 4 mi
de sangue total em tubo contendo k3EDTA, sem separagéo, para cada paciente, e 0 material
bioldgico foi armazenado em freezer a - 20°C.
5.3.6 Saliva

A saliva do paciente foi depositada pelo proprio, sobre supervisdo do coletador

responsavel, em tubo de coleta estério, apds chegada ao laboratorio, a amostra foi transferida

para microtubo estéril de 1,5ml.
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5.3.7 Swab oral

Foi utilizado swab de algodéo estéril, introduzido no vestibulo bucal, girado em 360

graus por 5 vezes, com leve pressdo contra as bochechas.
5.4 Cultura de Leishmania (V.) braziliensis

Culturas de parasitos a partir da cepa de referéncia (IOC-L-566-
MHOM/BR/75/M2903) foram fornecidas pelo Servico de Referéncia em Leishmaniose do
Centro de Pesquisa Aggeu Magalhé&es- Fiocruz, Pernambuco.

As cepas foram descongeladas e mantidas em meio NNN/Schneider suplementado
com soro fetal bovino (SFB) a 15% e antibidtico (ampicilina 100-200yg/ml), a 25°C + 1°C.
Os tubos foram mantidos, em repouso, em estufa incubadora, durante um periodo de
aproximadamente sete dias, quando as culturas eram examinadas e repicadas para tubos
contendo meio novo. Os parasitos foram expandidos para serem utilizados nas diferentes
técnicas moleculares.

Quando os parasitos se encontravam na fase exponencial ou estacionaria de
crescimento, a massa celular foi preparada transferindo-se o contetdo das garrafas de cultura
para tubos FALCON de 15 ml. O meio Schneider contendo cerca de 10° parasitos foi
centrifugado, a 1500g, durante 10 minutos a 4°C, desprezando o sobrenadante. O sedimento
foi ressuspendido em solucdo tampéo fosfato salino (PBS) estéril pH 7,2. Os parasitos foram
lavados por 3 vezes com PBS 1x, a 1500g, 4°C por 10 minutos. O sedimento foi
ressuspendido em 1,5 ml de PBS foi transferido para tubos de microcentrifuga e lavado como
anteriormente. Parte do sobrenadante foi desprezada e o restante foi deixado em quantidade
suficiente para cobrir o sedimento. Os tubos foram estocados a -20°C até o uso.

Antes da lavagem foi realizada a contagem do nimero de promastigotas para cada
amostra. Dez microlitros das culturas foram retirados com pipeta automatica e transferidos
para a cAmara de Neubauer, onde foi feita a contagem dos parasitos por quadrante. O nimero
final de parasitos por mililitro de cultura foi calculado de acordo com a férmula: n° de
parasitos/ml = média aritmética de quatro contagens x 10* (fator de correcdo da cAmara de
Neubauer e transformacdo para ml) x diluicdo utilizada (quando houver). Os valores
utilizados para as técnicas moleculares foram da ordem de no minimo 10° parasitos.

O método de diluicdo seriada (1/10) da quantidade de DNA inicial de 30 pg foi

estipulado seguindo a orientacdo do kit comercial para cultura de Leishmania (V.)
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braziliensis, a fim de identificar a menor concentragdo detectavel através da PCR utilizando
os diferentes protocolos de extragdo de DNA. Também sdo analisados os resultados de
extracdo por swab embebidos nas diferentes concentracdes de cultura de Leishmania (V.)
braziliensis, todos os experimentos foram realizados com 0os mesmos volumes de amostra
inicial (200yl).

5.5 Abordagem parasitologica

5.5.1 Pesquisa direta

O material para a Pesquisa Direta (PD) foi obtido por meio de escarificacdo da borda
da lesdo utilizando lamina de bisturi estéril. Em seguida, os esfregacos confeccionados em
ld&mina de microscopia foram fixados com alcool metilico e corados pelo Giemsa. A PD de
formas amastigotas de Leishmania spp. foi realizada através de microscopia Optica em

aumento de 100x.

5.6 Abordagens moleculares

5.6.1 Protocolo de extracéo e purificacdo de DNA comercial

O DNA gendmico proveniente das amostras de cultura e swab embebido em cultura
foram extraidos e purificados através do kit Qlamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Valencia, USA),
seguindo as instrucdes do fornecedor.

5.6.2 Protocolos para extracdo e purificacdo de DNA in house

5.6.2.1 Protocolo de precipitacéo pelo NaCl

Aos tubos contendo cultura e posteriormente swab embebido em cultura foram
adicionados 200 puL de TES (Tris HCI 10 mM pH 7,6; EDTA 1 mM; SDS 0,6 %) ¢ 5 uL de
proteinase K (10 mg/mL) e incubados por 2 horas a 42 °C. Apds a incubacdo, adiciona-se 42
uL de solucdo saturada de NaCl (6 M), agitando-se o tubo com vigor. Centrifuga-se por 1
minuto a 15.000 x g. O sobrenadante € transferido para um novo tubo, ao qual adiciona- se

etanol absoluto (2 vezes o volume do sobrenadante) a esse tubo.



SILVA, A. O. 33

Os tubos foram agitados e centrifugados por 1 minuto a 15.000 x g. O etanol absoluto
é descartado e adiciona-se 1 mL de etanol 70 %, invertendo-se os tubos diversas vezes para
lavar o sedimento. Os tubos foram centrifugados por 1 minuto a 15.000 x g e o sobrenadante
desprezado. Repete-se a lavagem com etanol a 70 % e, ap0s desprezar o sobrenadante, 0s
tubos permanecem abertos por 30 minutos para evaporacdo do etanol residual. O DNA ¢é
reidratado em 60 uL de TE 10:0,1 (Tris HCl 10mM; EDTA 0,1mM) pH 8,0 (ABRAO et al,
2005).

5.6.2.2 Protocolo de extragdo e purificacdo por fenol-cloroférmio

Foram adicionadas as amostras (cultura/swab) igual volume de mistura a amostra de
fenol tamponado/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1 v/vlv), sendo esta solucdo
homogeneizada de forma vigorosa por 10 segundos. Centrifuga-se durante 15 segundos na
velocidade méxima e cuidadosamente é removida a fase aquosa (superior) e transferida para
um novo tubo. Adiciona-se acetato de s6dio 3M pH 5,2 numa quantidade correspondente a
1/10 do volume da fase aquosa. Na sequéncia, o tubo € agitado vigorosamente e acrescentado
etanol absoluto gelado (2,5 x 0 volume).

Essa mistura é rapidamente agitada em vortex e incubada a -70 °C por 15 minutos.
Centrifuga-se novamente por 5 minuto a 15.800 x g e descartado o sobrenadante. O
precipitado € reconstituido em 1 mL de etanol, seguindo uma nova centrifugacdo de 15.800 x
g por 5 minutos. Apoés esse processo, o pellet é colocado em concentrador a vacuo. Ao final, o
sedimento é reidratado em 50 pL de tampdo TE (Tris HCI 10mM; EDTA 0,1mM) pH 8,0
(AUSUBEL et al., 2009).

5.6.2.3 Protocolo de adsorcéo a silica em suspensao

Em cada 30 pL da amostra contendo até¢ Sug de DNA sdo acrescentados 75 pL. de Nal
6M. Adiciona-se-a solugdo SpL de suspensdo de silica. O tubo entdo e agitado em vortex
durante um minuto e deixado em repouso no gelo por 4 minutos. Posteriormente, centrifuga-
se a 15.800 x g por 30 segundos e na sequéncia o sobrenadante é removido. Adiciona-se 700
uL da solugdo de lavagem gelada (etanol 50%, NaCl 100mM, Tris-HCI 10mM pH 7,5, EDTA
1 mM pH 7,5), sendo repetida trés vezes.

O sedimento € ressuspenso em 10 pL de agua tipo I autoclavada. A solugédo

envolvendo o DNA é incubada durante 5 minutos a 45 °C e ap0s centrifugado a 15.800 x g
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por 30 segundos. ApoOs esta etapa, 0 sobrenadante contendo DNA é transferido para outro
tubo e guardado a -20 °C (BOYLE;LEW, 1995).

5.6.3 Desempenho dos protocolos de extracdo
Os protocolos de extragdo e purificagdo foram avaliados através dos seguintes

parametros: rendimento e grau de pureza do DNA extraido, reprodutibilidade, praticidade,

custo/beneficio e visualmente pela PCR (Figura 9).

Figura 9 — Fluxograma dos parametros analisados nos 4 protocolos de extracao.
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Fonte: A autora.

5.6.3.1 Rendimento e grau de pureza do DNA extraido

As amostras de DNA devidamente purificadas foram quantificadas utilizando o
espectrofotdmetro NanoDrop (ThermoScientific®, modelo 2000c) e checadas quanto ao grau
de pureza e concentracao, este ultimo utilizado para calcular o rendimento de DNA extraido.

A estimativa da concentracdo de DNA das amostras extraidas foi efetuada a uma
absorbancia de 260 nm. Essa quantificacdo foi rigorosamente efetuada antes de realizarmos a
PCR, sendo o equipamento calibrado automaticamente seguindo as orienta¢des do fornecedor.

Existem outros métodos de quantificagdo, como métodos que empregam a
caracteristica da fluorescéncia em ultravioleta induzida pela intercalacdo de brometo de etideo
na dupla fita de DNA. A fluorescéncia é proporcional a concentracdo de DNA, e pode-se
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determinar a quantidade de DNA numa mostra por padrées conhecidos em gel de agarose
(BONACCORSO, 2005).

Para a dosagem por fluorescéncia em gel utilizamos 2ul do peso molecular Low DNA
Mass Ladder- Invitrogen de dosagem conhecida de DNA (Figura 10).

Figura 10- Peso molecular quantitativo.

Volume of Low DNA Mass Ladder
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400 bp 20 ng 40 ng 80 ng

4 pl./lane: 200 bp 10 ng 20 ng 40 ng

. it

e 100 bp 5 ng 10 ng 20 ng

Fonte: Invitrogen (2016).

Optamos por utilizar esse método complementar a espectrofotometria, pois mesmo
esta sendo um método simples, rapido e com certa precisdo. Ja é sabido que o alto nivel de
contaminacdo por proteinas, polissacarideos, fendis, &lcool, ou outros acidos nucléicos (ndo
pertencentes ao DNA), na quantificacdo por espectofotometria ndo permite uma determinacéo
acurada da concentracdo de DNA e para 0 modelo do equipamento em questdo, o limite de
deteccdo é de 2ng de DNA total.

Para o grau de pureza, a relacdo de absorbancia A260/A280 foi determinada para
verificar a contaminacdo por proteinas. Amostras puras de DNA apresentam valores de
D0260/D0280 de 1,8 a 2.0. Se existe contaminacdo, razdes menores indicam que Sdo por

proteinas e maiores indicam que sao por fenois.

5.6.3.2 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade reflete a propriedade de um teste de gerar resultados consistentes
quando repetidos nas mesmas amostras ou em amostras diferentes, desde que estas amostras
sejam similares em termos de produto a ser identificado. Neste estudo, o coeficiente de

variacdo foi utilizado para avaliar a reprodutibilidade dos resultados de grau de pureza
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(relacdo 260/280), para cada protocolo aplicado em amostras nas mesmas dilui¢es, em 5

repeticdes de dias alternados.
5.6.3.3 Praticidade

Neste parametro construimos uma tabela e ponderamos 0s seguintes itens:
a) NUmero de etapas;

b) Tempo despendido na execucéo de todo o processo de extragéo;

c) Tempo gasto na preparacao dos reagentes;

d) Numero e tipo de equipamentos necessarios.

5.6.3.4 Custo/beneficio

Neste parametro construimos uma segunda tabela e ponderamos os seguintes itens:

a) Custo dos insumos por reacdo: preco dos reagentes, ponteiras e tubos;

b) Custo com profissional: com relacdo ao calculo dos gastos com recursos humanos,
sera considerado o salario pago (no mercado nacional) a um profissional de nivel
superior pelo tempo despendido na execucdo de todo o processo de
extracao/purificacdo e obtencéo dos reagentes;

c) Além do custo total em kW/h do consumo energético dos equipamentos utilizados
em cada protocolo

d) Relagdo custo/beneficio: foi a soma dos itens anteriores dividida pelo rendimento
de DNA purificado ao final de cada procedimento.

Na avaliacao do custo/beneficio de cada protocolo, os valores foram contabilizados em

ddlares americanos, cujo cambio foi o estimado no ano de realizacdo do experimento.
5.6.3.5 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR foi utilizada para gerar parametros visuais em géis de agarose de forma a se
estabelecer a eficiéncia de cada protocolo de extragdo/purificagdo avaliado. Uma vez
purificado, o DNA genémico € submetido a amplificacdo por PCR, utilizando um
termociclador automatico (Eppendorf®, modelo Master Cyclergradient), que permite a
amplificacdo do DNA do cinetoplasto (KkDNA) de parasitos (no presente caso, pertencentes ao

subgénero Viannia).
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O mix de PCR consiste em 23 pL de uma solucdo contendo Tris-HCI 10 mM, pH 8,3;
MgCI2 1,5 mM, gelatina 0,01 %; 0,2 mM de cada dANTP; 100 pmoles de cada
oligonucleotideo iniciador, 0,5 U de Tag DNA polimerase e &gua tipo | autoclavada. A essa
mistura serdo adicionados 2 pL da amostra de DNA extraido. A PCR é realizada em 35 ciclos
(94 °C, 1 min; 65 °C, 1 min; 72 °C, 1 min), precedidos de uma desnaturacgdo inicial de 5
minutos a 94°C. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados sdo: LEIB1(5’-
GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3’) e LEIB2(5’-CTAATTGTGCACGGGGAGG-3”),
tendo como alvo todo minicirculo do kKDNA de Leishmania (Viannia) spp., equivalente a
aproximadamente 750 pares de base (RODRIGUES et al., 2013). O iniciador LEIB1 é
especifico para cinetoplastideos (hibridiza na possivel origem de replicacdo), enquanto que o

iniciador LEIB2 é especifico para o subgénero Viannia.

5.6.3.5.1 Anéalises do produto de PCR

Apbs amplificagdo, 10uL do produto de PCR foram analisados através de eletroforese
em gel de agarose a 1% com tampéo TAE (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1mM) corados por
solucdo de brometo de etidio a 10ug/mL. As bandas de DNA separadas por eletroforese
foram visualizadas em um transiluminador de luz ultravioleta e digitalizadas através de um

sistema de documentacdo Kodak®, modelo Gel Logic 100 Imagem System.

5.6.4 Analises de dados

Os dados foram armazenados e processados preliminarmente em Excel. O desempenho
dos protocolos testados foi avaliado em termos de média, mediana e proporcdes referentes a
cada um dos parametros analisados (p.ex., rendimento médio de DNA extraido, grau de
pureza médio etc.). Para as média e proporcdes estimaram-se intervalos de confianca de 95%
para avaliar a precisdo das estimativas.

A Reprodutibilidade foi avaliada por meio do coeficiente de variacdo, valores
desejaveis serdo aqueles < 0.2, acima de 0.3 indicardo ma reprodutibilidade e valores entre 0.2
e 0.3 foram considerados limitrofes.

Posteriormente foi utilizado o programa Bio Estat 5.4 para as analises estatisticas,
comparando os resultados entre os protocolos pelo teste t de student e considerado como

significativo p< 0,05.
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6 RESULTADOS

Os parametros avaliados foram estabelecidos de acordo com as caracteristicas de
maior importancia na escolha de um método de extracdo, de modo que os resultados obtidos
sejam satisfatorios, confiaveis e reprodutiveis.

Esses pardmetros sdo: o rendimento de DNA extraido, grau de pureza do DNA obtido
e amplificacdo da regido do minicirculo de KDNA de Leishmania (Viannia) spp. pela PCR,
reprodutibilidade, praticidade e custo-beneficio foram avaliados, dentro de cada protocolo

testado, com o intuito de identificar o método de extracdo mais eficiente na busca do DNA.

6.1 Rendimentos de DNA

Para uma melhor avaliacdo do rendimento de DNA extraido de cada protocolo pela
quantificacdo da concentragdo, através de espectrofotdmetro, foi estipulada a quantidade de
DNA obtido ao fim de cada protocolo.

A Tabela 1a apresenta a média e a mediana da quantidade aproximada de DNA
resultante das amostras extraidas por cada protocolo, além da porcentagem do rendimento de
cada amostra, de acordo com as diluicdes de 30ug, 10ug, 1ug, 100ng e 10ng de DNA de
promastigotas.

A vantagem da mediana em relacdo a média € que enquanto os valores de média
podem variar muito entre os protocolos, dependendo do tipo de distribuicdo dos dados a
mediana ndo é influenciada pelos valores extremos dessa distribuicdo, ja que considera o

valor central.
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Tabela 1a - Andlise do rendimento de DNA proveniente de amostras de cultura.

Protocolos

Kit Qlamp® Precipitacéo
DNA Mini Kit. pelo NaCl.
Quantidade Quantidade

Adsorgdo a silica
em suspensao.
Quantidade final

Extracao e purificacdo
por fenol-cloroférmio.
Quantidade final de

final de DNA  final de DNA DNA purificado de DNA
Quantidade purificado purificado ( erréentual) purificado
de DNA Anélise (percentual) (percentual) P (percentual)
Mediana 2,35ug (7,8%) 18ug (60%) 10ug (33%) 15,4ug (51,3%)
30 ug*
Média 3ug (10%) 15,9ug (53%) 13,2ug (44%) 14,5ug (48,3%)
Mediana 0,74ug (7,4%) 1,8ug (18%) 3,3ug (33%) 6,2ug (62%)
10 ug*
Média 1,01ug (10,1%) 2,96ug (29,6%) 4,64ug (46,4%) 4,46ug (44,6%)
Mediana 0,5ug (50%) 0,3ug (30%) 0,35ug (35%) 0,59ug (59%)
1 ug*
’ Média 0,4ug (40%) 0,3ug (30%) 0,19ug (19%) 0,31ug (31%)
Mediana 43ng (43%) 52ng (52%) 20ng (20%) 53ng (53%)
100 ng*
Média 32,8ng (32,8%) 51,6ng (51,6%) 16,3ng (16,3%) 54,8ng (54,8%)
Mediana 3,7ng (37%) 2,8ng (28%) 5,5ng (55%) 6,04ng (60,4%)
10 ng*
Média 3,4ng (34%) 3,3ng (33%) 4,84ng (48,4%) 5,32ng (53,2%)

Fonte: A autora.
Nota: Média, mediana e porcentagem, obtidas a partir da estimativa, em espectrofotdmetro, da concentracdo de
DNA. *Quantidade inicial de DNA de promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis.

O protocolo de Adsorcdo a silica obteve, numa visdo geral, as maiores médias e
medianas, refletindo num melhor rendimento de DNA, sendo seus dados estatisticamente

significativos quando comparados com o0s outros protocolos (Figura 11a).
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Figura 11a - Andlise estatistica do rendimento de DNA proveniente de amostras de cultura.
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Fonte: A autora.
Nota: *p<0,05 na comparagdo do rendimento de DNA entre os protocolos, utilizando o teste t de Student.

Resultado semelhante a andlise anterior ocorreu quando analisamos a tabela de

rendimento de DNA apds a extracdo de swab embebido em cultura (Tabela 1b).

Tabela 1b - Andlise do rendimento de DNA proveniente de swab embebido em cultura.

Protocolos
Kit Qlamp® Precipitacéo pelo E_x_tragi?lo € Aon_orgéo a
Quar&g%ﬂi\fmal Quar&gcgﬂi\fmal Quantidade final  Quantidade
o o de DNA final de DNA
Quantidade purificado purificado purificado purificado
de DNA  Andlise (percentual) (percentual) (percentual) (percentual)
30 ug* Mediana 12,5ug (41,6%) 14ug (46,6%) 3,5ug (11,7%) 9,35ug (31,2%)
Média 12ug (40%) 12ug (40%) 3,9ug (13%) 7,75ug (25,8%)
10 ug* Mediana lug (10%) 1,5ug (15%) 2ug (20%) 2,91ug (29,1%)
Média 1,6ug (16%) 1,8ug (18%) 1,06ug (10,6%) 2,5ug (25%)
1 ug* Mediana 0,03ug (3%) 0,05ug (5%) 0,03ug (3%) 0,09ug (9%)
Média 0,021ug(2,1%) 0,06ug (6%) 0,026ug (2,6%) 0,08ug (8%)
100 ng* Mediana 15ng (15%) 26ng (26%) 9,4ng (9,4%) 36,8ng (36,8%)
Média 16ng (16%) 13ng (13%) 21,4ng (21,4%)  51,2ng (51,2%)
10 ng* Mediana 2,9ng (29%) 5,1ng (51%) 3ng (30%) 7,5ng (75%)
Média 3,8ng (38%) 6ng (60%) 2,5ng (25%) 6,1ng (61%)

Fonte: A autora.
Nota: Média, mediana e porcentagem, obtidas a partir da estimativa, em espectrofotdmetro, da concentracdo de
DNA. *Quantidade inicial de DNA de promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis.

Contudo na anélise estatistica observamos que tanto o protocolo de precipitacdo pelo

NaCl, quanto o de adsorgdo a silica em suspensdo tem rendimentos estatisticamente maiores
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que o protocolo de extracdo e purificacdo por fenol-cloroformio, mas seus resustados ndo sao
estatisticamente significativos entre si e quando comparados com o kit comercial ( Figura
11b).

Figura 11b- Analise estatistica do rendimento de DNA proveniente de swab embebido em cultura.
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it fenol-clorofdirmio.

Fonte: A autora.
Nota: *p<0,05 na comparagdo do rendimento de DNA entre os protocolos utilizando o teste t de Student.

A fim de mimetizar o diagnostico molecular da LTA, foi adicionado aos tubos contendo
cultura e swab embebido em cultura 100ul de sangue de voluntario saudavel, apos a extracdo

as amostras foram quantificadas uma Unica vez para afericdo da concentracdo (Tabela 2).

Tabela 2- Anélise da concentragdo de DNA.

Protocolos
Kit Qlamp® Precipitacéo pelo E};_traggo € Aqls_or(;ao a
. DNA Mini Kit NaCl puriticagao por stiica em
Quantidade Concentra éol Concentr.a %0 fenol-cloroférmio. suspensao.
de DNA Andlise ¢ ¢ Concentracao Concentracao
Sg+Cultura** 35,6ng/ul 43,7ng/ul 44,3nglul 136,9ng/ul
30 ug* Sg+ Sw +
Cultura *** 16,1ng/ul 18,8ng/ul - 9,4ng/ul
Sg+Cultura 8,6ng/ul 23ng/ul 12,7ng/ul 64ng/ul
10 ug* Sg+ Sw +
Cultura 26ng/ul 9ng/ul - 11,4ng/ul
Sg+Cultura 10,6ng/ul 28,4ng/ul 107ng/ul 26,3ng/ul
1 ug* Sg+ Sw +
Cultura 4,9ng/ul 2,1ng/ul 8,1ng/ul 9,6ng/ul
Sg+Cultura 6,8ng/ul 11,7ng/ul 23,3ng/ul 19,8ng/ul
100 ng* Sg+ Sw +
Cultura 7,3ng/ul 7,8ng/ul 7,9ng/ul 14,9ng/ul
Sg+Cultura 3,9ng/ul 4,7ng/ul 8,5ng/ul 17,9ng/ul
10 ng* Sg+ Sw +
Cultura 4,7ng/ul 1,6ng/ul 2,2ng/ul 7,9ng/ul

Fonte: A autora.

Nota: Concentragdes de DNA, obtidas a partir da estimativa, em espectrofotdmetro. *Quantidade inicial de
DNA de promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis;**Sg+Cultura: sangue mais cultura; *** Sg+ Sw +
Cultura: sangue mais swab embebido em cultura.
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Novamente, o protocolo de Adsorcdo a silica obteve, numa visdo geral, as maiores
concentracgdes, estando em maior concentracdo em 3 das cinco amostras analisadas, tanto para
sangue mais cultura, quanto para sangue mais swab embebido em cultura, refletindo assim
num melhor rendimento de DNA ao fim de sua extracdo. Contudo ndo houve diferenca
estatisticamente significativa comparando os resultados de concentracdo dos protocolos.

Em duas amostras (30ug e 10ug) ndo foi possivel a deteccdo por espectrofotometria
quando extraido pelo método de extracdo e purificacdo por fenol-cloroformio, este resultado
pode esta relacionado ao limite de deteccdo do equipamento, por este motivo e para se ter uma
maior confiabilidade nas concentracbes de DNA, optamos por utilizar complementariamente a
espectrofotometria & dosagem por fluorescéncia em gel.

Nas relacdes de eletroforese foram utilizados 2ul de peso molecular quantitativo.
Analisando o gel das amostras extraidas com o kit comercial percebemos que as amostras
tanto provenientes da extracdo de sangue com cultura e de sangue com swab embebido em
cultura apresentaram uma quantidade de DNA variando de 60 a 40ng, contudo observa-se um
intenso rastro de DNA (Figuras 12a).

Observando o gel das amostras extraidas com o protocolo de precipitacdo pelo NaCl,
percebemos que as amostras tanto provenientes da extragcdo de sangue com cultura e de
sangue com swab embebido em cultura apresentaram uma quantidade de DNA variando de 40
a 20ng, contudo novamente observa-se um intenso rastro de DNA (Figuras 12b).

Avaliando o gel das amostras extraidas com o protocolo de extracdo e purificacdo por
fenol-cloroférmio, percebemos que as amostras tanto provenientes da extracdo de sangue com
cultura e de sangue com swab embebido em cultura apresentaram boa quantidade de DNA
variando de 100 a 20ng e sem muita visualizagéo de rastros de DNA (Figuras 12c).

Analisando o gel das amostras extraidas com o protocolo de adsorcdo a silica em
suspensao, percebemos que as amostras tanto provenientes da extragdo de sangue com cultura
e de sangue com swab embebido em cultura apresentaram a melhor quantidade de DNA
variando de mais que 100 a 60ng, com as bandas mais nitidas e sem visualizacdo de rastros de
DNA (Figuras 12d).
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Figura 12- Eletroforeses em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etideo, mostrando produtos
amplificados, originarios de amostras de sangue com cultura e de sangue com swab embebido em cultura de
Leishmania (V.) braziliensis, a partir de oligonucleotideos iniciadores especificos para o subgénero Viannia.

C+ 30ug 10ug 1ug-100ng 10ng 30ugS 10ugS lugS 100ngS 10ngS PM

750ph
a

C+ 30ug 10ug 1ug 100ng 10ng “30ugS 10ugS 1ugS 100ngS 10ngS

750ph

C+ 30ug 10ug 1lug 100ng 10ng 30ugS 10ugS 1ugS 100ngS 10ngS

»

I Sp— w—

d
Fonte: A autora.
Legenda: (a) Gel do Protocolo Kit Qlamp® DNA Mini Kit; (b) Gel do Protocolo de Precipitacdo pelo NaCl; (c)
Gel do Protocolo de Extracdo e purificacdo por fenol-cloroférmio; (d) Gel do Protocolo de Adsorcéo a silica em
suspensdo; Controle negativo (C-); Controle positivo (C+); amostras de sangue com cultura com quantidade de
DNA inicial de: 30ug, 10ug, lug, 100ng,10ng; amostras de sangue com swab embebido em cultura: 30ugs,
10ug$S, 1ugs, 100ngS,10ngS. O produto de amplificagdo de 750pb encontra-se indicado por seta. PM: marcador
de peso molecular: Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) (2000, 1200, 800, 400, 200 e 100 bp).

6.2 Grau de pureza e Reprodutibilidade

O grau de pureza das amostras foi estimado por uma medida espectrofotomeétrica, que
consistiu no valor fornecido, pelo equipamento, através do calculo da relagdo entre os valores
obtidos para DNA (260 nm) e proteina (280 nm). Neste caso, amostras cujos valores
encontram-se entre 1,8 e 2,0 sdo consideradas puras (CHIARI et al., 2009).

A média, a mediana, o intervalo de confianca de 95% (IC95%) e o coeficiente de

variacdo (CV) estdo descritos na Tabela 3a. Além dos valores citados anteriormente, para este
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parametro foi calculada a porcentagem de valores entre 1,8 e 2,0.
A Reprodutibilidade foi avaliada por meio do coeficiente de variacao, valores desejaveis
serdo aqueles < 0,2, acima de 0,3 indicam ma reprodutibilidade e valores entre 0,2 e 0,3 sdo

considerados limitrofes.

Tabela 3a - Andlise do grau de pureza do DNA proveniente de cultura e Reprodutibilidade dos protocolos.

Protocolos
Quantidade  Analise Kit Qlamp® Precipitacéo Extracdo e purificacdo Adsorcdo a silica
de DNA (260/280) DNA Mini Kit pelo NaCl por fenol-cloroférmio em suspensao
Z/r‘fri 'f';“;af) 20% 60% 60% 20%
30 ug* Mediana 1,77 1,81 1,86 2,03
ug Média 1,85 1,8 1,9 2,5
1C95%** 1,65-2,05 1,2-2,0 1,86-1,94 2,0-3,0
CV*** 0,24 0,06 0,04 0,15
Z/r:(tjri 'f'gf;"’,‘g 20% 20% 60% 40%
10 ug* Media.ma 1,62 1,75 1,82 2,01
Média 1,83 1,64 2,11 2,7
1C95% 1,63-2,03 1,34-1,94 1,81-1,21 2,1-3,3
CcVv 0,2 0,4 0,2 0,2
Z/r:(tjri 'f'gf;"’,‘g 0% 0% 20% 20%
1ug* Mediana 1,2 1,52 1,57 2,3
Média 1,86 1,46 1,37 2,6
1C95% 1,26-2,46 1,26-1,66 1,17-1,57 2,2-3,0
CcVv 0,69 0,28 0,4 0,3
iergs0 0% 0% 0% 0%
100 na* Mediana 1,16 1,18 1,55 1,73
g Média 1,38 1,19 2,4 2,17
1C95% 1,18-1,58 1,11-1,27 1,4-3,4 1,87-2,47
(®Y) 0,31 0,14 0,7 0,11
Z/f]‘tjri 'f';“;ag 0% 20% 20% 0%
Mediana 1,32 1,22 1,57 1,69
10 ng* g
Média 1,3 1,32 1,82 1,64
1C95% 1,23-1,37 1,2-1,44 1,52-2,12 1,54-1,74
CcVv 0,11 0,18 0,4 0,1

Fonte: A autora.

Nota: *Quantidade inicial de DNA de promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis. **Intervalo de confianca
de 95% (1C95%) - faixa de variacdo dos valores esperados num experimento com um determinado protocolo e
diluicdo. ***Coeficiente de variacdo (CV) - mede o grau de reprodutibilidade. VValores desejaveis seriam aqueles
<0.2; acima de 0.3 indicam m4 reprodutibilidade.

Verificamos que o protocolo de Extracdo e purificacdo por fenol-cloroférmio
apresenta as maiores porcentagens de valores entre 1,8 e 2,0, indicando ser o protocolo que
gera um maior numero de amostras livres de proteinas.

O protocolo de Adsorcdo a silica em suspensdo também demonstrou bons resultados,
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sendo o segundo melhor para esse parametro. Resultados semelhantes ocorreram quando
analisamos a tabela de grau de pureza do DNA apds a extracdo de swab embebida em cultura
(Tabela 3b).

Tabela 3b - Andlise do grau de pureza do DNA proveniente de swab embebido em cultura e
Reprodutibilidade dos protocolos.

Protocolos
. Kit Qlamp® Precipitacdo Extragdo e Adsorgao a
Quantidade Analise DNA _M|n| elo NaCl purlflca(;aq por silica em
de DNA (260/280) Kit b fenol-cloroférmio suspensao
Z/f]‘tjree 'f'é“;ag 20% 40% 40% 20%
Mediana 1,82 1,97 1,96 1,81
30 ug* Média 1,84 1,91 2 1,21
1C95%%6** 1,68-2,0 1,84-1,98 1,7-2,3 0,65-1,75
CV*** 0,12 0,05 0.2 0,13
Z‘fri 'f'é“;aé 0% 0% 40% 20%
Mediana 1,51 1,79 1,91 1,99
10 ug* s
Média 1,57 1,43 1,77 2,7
1C95% 1,49-1,65 0,9-1,93 1,58-1,96 23-3,1
cVv 07 05 0,15 0,15
Z‘free 'f'é”;ag 0% 20% 20% 20%
. Mediana 1,22 1,82 1,94 2,55
Lug Média 1,31 216 1,85 26
1C95% 1,22-1,4 1,76-1,56 1,68-2,02 2,2-3,0
cVv 02 0.2 0,13 0,2
Z‘;‘fri 'f'é”;ag 0% 0% 0% 0%
100 ng* Mediana 1,39 0,87 1,47 3,45
9 Média 1,34 0,86 1,35 3.2
1C95% 1,28-1,4 0,56-1,1 1,16-1,54 2,4-3,0
cV 06 05 02 03
Z/r‘;?ri 'f'é“;ag 0% 0% 0% 0%
Mediana 1,25 1,1 1,49 1,53
10 ng* s
Média 1,39 1,15 1,13 1,48
1C95% 1,14-1,54 1,07-1,23 0,73-1,53 1,4-1,56
cV 05 0.1 05 0,11

Fonte: A autora.

Nota: *Quantidade inicial de DNA de promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis. **Intervalo de confianca
de 95% (1C95%) - faixa de variacdo dos valores esperados num experimento com um determinado protocolo e
diluicdo.***Coeficiente de variagdo (CV) - mede o grau de reprodutibilidade. Valores desejaveis seriam aqueles
<0.2; acima de 0.3 indicam ma reprodutibilidade.

Em relacdo a Reprodutibilidade, os protocolos obtiveram os melhores resultados quando

a amostra provinha de swab embebido em cultura de promastigotas de Leishmania (V.)
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braziliensis, do que quando a extragdo era realizada diretamente da cultura, novamente o

protocolo de Adsorcdo a silica se destacou neste parametro nos dois casos.

6.3 Praticidade

A praticidade de cada método foi avaliada por meio dos seguintes itens: nimero de

etapas, tempo gasto na preparacdo dos reagentes, tempo despendido na execucdo de todo o

processo de extracdo e nimero de equipamentos necessarios (Tabela 4).

Para conhecimento do material adicional necessario para a realizacdo do processo de

extracdo, 0s equipamentos exigidos por cada protocolo também foram listados.

Tabela 4 - Avaliacdo da praticidade dos protocolos.

Protocolos

Kit Qlamp® DNA Precipitacéo pelo

Extracéo e
purificagdo por

Adsorcéo a silica

Mini Kit NaCl o em suspensao
fenol-cloroférmio
N° de etapas
para execucao 15 12 15 11
do protocolo
Tempo
despendido na . 32 minutos 47 10horas 02minutos  2horas 31minutos
~ 04 minutos
preparacéo dos segegundos 27segundos 33segundos
reagentes
Tempo de
execucgdo do 3horas 54minutos  3horas 20minutos  2horas 56minutos  1hora 35minutos
processo de 14segundos 13segundos 45segundos 24segundos
extracéo
N° de
equipamentos 3 3 6 4
necessarios
Capela de exaustéo .
. Agitador Agitador magnético Aglta/d_o r
Equipamentos Banho-maria magnético Freezer magnetico
quip: Centrifuga g - . . Banho-maria
utilizados Banho-maria Centrifuga; Vortex .
Vortex . Centrifuga
Centrifuga Concentrador a Vortex

VAcuo

Fonte: A autora.

Nota: Descricdo do nimero de etapas, tempo gasto na preparacdo dos reagentes, tempo despendido na execugao
de todo o processo de extracdo, nimero de equipamentos necessarios e equipamentos exigidos por cada
protocolo.
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Em relacdo a praticidade, mais uma vez, o protocolo de Adsor¢do a silica em suspenséao
se destaca, por ter o menor nimero de etapas, consequentemente também tem o menor tempo
de execucdo do processo de extracdo. Contudo em uma visdo geral, tanto o protocolo de
Adsorcao a silica, quanto o de Precipitacdo pelo NaCl, pontuaram como equivalentes no
parametro de praticidade.

O protocolo com maior tempo de execucdo foi o kit comercial, porém se somarmos o
tempo despendido na preparacao dos reagentes com o tempo de execugdo, observamos que o

protocolo com o maior tempo é o de Extracéo e purificacdo por fenol-cloroformio.

6.4 Custo/beneficio

A soma dos custos por reacao de extracdo (gastos com reagentes, ponteiras e tubos) e
0 custo total de trabalho humano (valor pago a um profissional de nivel superior com
especializacdo pelo total de tempo gasto em cada protocolo), além do custo total em kW/h do
consumo energético dos equipamentos utilizados em cada protocolo e da relacdo
custo/beneficio, sendo este ultimo o resultado do rendimento de DNA extraido ao fim de cada

protocolo, esta descrito na Tabela 5.

Tabela 5 - Avaliacdo do custo-beneficio dos protocolos. Descrigdo dos valores de custo por reagdo de
extragdo, custo total de trabalho, custo total de energia, gastos em cada protocolo. Todos os valores foram
convertidos em dolar.

Protocolos
Kit Qlamp® T Extracéo e s a ar
DNA Mini Precipitacéo purificacio por Adsorcéo a S|J|ca
. pelo NacCl o em suspensao
Kit fenol-cloroformio

Custo por reacéo de
extracdo™ (reagentes, $3,43 $0,23 $0,28 $0,25
ponteiras e tubos)
Custo total de trabalho**
(proficional de nivel $28,03 $28,03 $91,19 $28,03
superior com
especializacdo)
Custo total de energia***

(KW/h) $0,04 $0,04 $0,12 $0,009
Custo (soma dos itens
anteriores) $31,50 $28,30 $91,59 $28,28
Custo/Beneficio 2,21 0,43 1,01 0,40

Fonte: A autora.

Nota: *Custo calculado para uma Unica amostra. ** Custo de hora de trabalho calculado a partir de
salario + encargos sociais pago pela Unido a um tecnologista de nivel 1 com especializacdo da Fundacéao
Oswaldo Cruz: R$ 28,41 = US$ 7,01 (Cotacdo em 07/01/2016: US$ 1,00 = R$ 4,052) (Fonte: Fundagdo
Oswaldo Cruz, 2016). *** Custo total em kW/h do consumo energético dos equipamentos utilizados em
cada protocolo (Cotacdo em 07/01/2016: US$ 1,00 = R$ 4,052).
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O protocolo de Precipitacdo pelo NaCl apresentou o custo mais baixo em relacdo aos
insumos. J& o maior custo por reagdo é relatado para o protocolo comercial, enquanto o
protocolo que utilizou fenol-cloroférmio demandou o maior gasto com mao de obra. Contudo
0 protocolo de Adsorcéo a silica em suspensao foi 0 que obteve o menor custo total de energia

e a melhor relacdo custo/beneficio.

6.5 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Como resultado desta avaliagdo, as amostras extraidas e amplificadas foram aplicadas
em géis de agarose, para verificagdo da presenca/auséncia de bandas.

As fotografias dos géis contendo os perfis eletroforéticos dos protocolos podem ser
visualizadas nas Figuras 13, para extracdo diretamente de cultura e nas Figuras de 14, para as

amostras de swab previamente embebidos nas culturas.

Figura 13- Géis dos protocolos de extracdo de DNA de amostras de cultura.

PM -Ct _C- 30ug- 10ug- -lug- 100ng-.10ng. -1ng--100pg.-10pg 1pg 100fg

C- 30ug 10ug 1ug 100ng 10ng 1ng

C- 30ug 10ug 1ug 100ng 10ng 1ng

(G

Fonte: A autora.

Legenda: (a) Gel do Protocolo Kit Qlamp® DNA Mini Kit; (b) Gel do Protocolo de Precipitacao pelo NaCl; (c)
Gel do Protocolo de Extracdo e purificacdo por fenol-cloroférmio; (d) Gel do Protocolo de Adsorcéo a silica em
suspensdo; Controle positivo (C+); Controle negativo (C-), amostras de cultura com quantidade de DNA inicial
de: 30ug, 10ug, lug, 100ng,10ng, 1ng, 100pg, 10pg, 1pg, 100fg. O produto de amplificacdo de 750pb encontra-
se indicado por seta. PM: Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) (2000, 1200, 800, 400, 200 e 100 bp).
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igura 14- Géis dos protocolos de extracdo de DNA de swabh embebido em cultura. -
PM 30ug 10ug 1lug 100ng 10ng 1ng 100pg 10pg 1lpg 100fg C-

100pg 10pg 1pg - 100fg

Fonte: A autora.

Legenda: (a) Gel do Protocolo Kit Qlamp® DNA Mini Kit; (b) Gel do Protocolo de Precipitacdo pelo NaCl; (c)
Gel do Protocolo de Extragdo e purificacdo por fenol-cloroférmio; (d) Gel do Protocolo de Adsorcéo a silica em
suspensdo; Controle positivo (C+); Controle negativo (C-), amostras de swab embebidos em cultura com
quantidade de DNA inicial de: 30ug, 10ug, lug, 100ng,10ng, 1ng, 100pg, 10pg, 1pg, 100fg. O produto de
amplificacdo de 750pb encontra-se indicado por seta. PM: Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) (2000, 1200,
800, 400, 200 e 100 bp).

De todos os protocolos testados o Protocolo de Adsorcao a silica em suspensédo obteve
as bandas mais nitidas e homogéneas com o minimo de rastro e bandas inespecificas. Estes
resultados corroboram com o trabalho de Viana (2013), que ao analisar 0S mesmos
protocolos, utilizando apenas amostras de cultura de Leishmania (V.) braziliensis, observou as
mesmas caracteristicas apresentadas neste estudo.

Além da concentracdo e pureza, a integridade do DNA extraido também interfere na
PCR, um DNA integro proporciona um melhor anelamento dos primers e consequentimente

uma melhor amplificacdo. Através de uma corrida eletroforética do DNA apds a extracao,
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podemos observar a integridade do genoma inteiro do parasito, 0o que equivale a
aproximadamente 32Mb (Figura 15).

Figura 15- Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etideo, mostrando DNA total de
parasita extraido de cultura de Leishmania (V.) braziliensis, a partir dos protocolos selecionados.

30ug(a) 30ug(b) 30ug(c) 30ug(d)

A = = 4 — p—

-
-

Fonte: A autora.

Legenda: Amostras de DNA de cultura, ap6s extracdo, com quantidade inicial de: 30ug(a) referente ao
Protocolo Kit Qlamp® DNA Mini Kit; 30ug(b) referente ao Protocolo de Precipitagéo pelo NaCl; 30ug (c) referente
ao Protocolo de Adsorcdo a silica em suspensdo e 30ug(d) referente ao Protocolo de Extracdo e purificagdo por
fenol-cloroférmio. O tamanho aproximado do genoma de 32Mb encontra-se indicado por seta. PM: marcador de
peso molecular + Low DNA Mass Ladder e 100bp DNA Ladder (DNA Express) (30.000, 12000, 8000, 4000,
2000 e 100 bp).

E possivel observar, no gel acima, que o Protocolo de Adsorco a silica em suspenséo
obteve a banda mais nitida de DNA genémico do parasita. Os protocolos de NaCl e
fenol/cloroférmio apresentaram um intenso a moderado rastro de DNA, respectivamente. J& 0

DNA proveniente do kit comercial aparece visualmente em baixa quantidade.

6.6 Comparacdo dos protocolos por PCR, frente as amostras de sangue de pacientes com
LTA.

Ao compararmos amostras de sangue de 13 pacientes com diagnostico clinico e
parasitolégico positivos para LTA, 2/13 (15%) foram positivos com o kit comercial (Figura
16), 4/13 (31%) positivaram com o protocolo de precipitacdo por NaCl (Figura 17), 10/13
(77%) foram positivos utilizando o protocolo de adsorcdo a silica em suspensdo (Figura 18) e
7/13 (54%) positivaram com o protocolo de extragdo por fenol/cloroférmio (Figura 19).

A reacdo de PCR das amostras extraidas pelo kit comercial e pelo protocolo de
precipitagdo pelo NaCl foi realizada em conjunto, portanto, na corrida eletroforética, um

evidencia o controle positivo o0 outro evidencia controle negativo.
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Figura 16- Gel do Protocolo Kit Qlamp® DNA Mini Kit.

=Y/ . - -

Legenda: Controle positivo (C+), amostras de sangue de pacientes com LTA (1-13). O produto de amplificacdo
de 750pb encontra-se indicado por seta. PM: marcador de peso molecular: Low DNA Mass Ladder (2000, 1200,
800, 400, 200 e 100 bp).

Figura 17- Gel do Protocolo de Precipitacdo pelo NaCl.
11 = -

Legenda: Controle negativo (C-), amostras de sangue de pacientes com LTA (1-13). O produto de amplificacéo
de 750pb encontra-se indicado por seta. PM: marcador de peso molecular: Low DNA Mass Ladder (2000, 1200,
800, 400, 200 e 100 bp).

Figura 18- Gel do Protocolo de Adsorg¢do a silica em suspenséo.

—

T40ph

Legenda: Controle positivo (C+), controle negativo (C-), amostras de sangue de pacientes com LTA (1-13). O
produto de amplificacdo de 750pb encontra-se indicado por seta. PM: marcador de peso molecular: Low DNA
Mass Ladder (2000, 1200, 800, 400, 200 e 100 bp).

Figura 19- Gel do Protocolo de Extragdo e purificagdo por fenol-cloroférmio.
) e o g -3
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Legenda: Controle negativo (C+), amostras de sangue de pacientes com LTA (1-13). O produto de amplificacéo
de 750pb encontra-se indicado por seta. PM: marcador de peso molecular: Low DNA Mass Ladder (2000, 1200,
800, 400, 200 e 100 bp).
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A reacdo de PCR, das amostras extraidas pelo Protocolo de adsor¢do a silica em
suspensdo e o protocolo de extracdo por fenol/cloroférmio, foram realizadas em conjunto, por
tanto na corrida eletroforética, o controle negativo encontra-se evidenciado apenas no gel com
as amostras extraidas pelo Protocolo de adsorcéo a silica em suspensao.

Utilizando um sistema de pontuagdo de 1 a 5, onde: 1= péssimo; 2= ruim; 3= regular;
4= bom, 5= étimo, construimos uma tabela (Tabela 6) para, através do somatorio dos pontos,
selecionar o protocolo de melhor desempenho com cultura e sangue, a ser testado frente as

diferentes amostras de pacientes com LTA.

Tabela 6- Avaliacdo do desempenho dos Protocolos.

Protocolo

Kit Qlamp® Precipitacdo  Extracdo e purificacdo  Adsorcao a silica

DNA Mini Kit pelo NaCl por fenol-cloroférmio em suspensao
Analise

Rendimento 1 2 2 4
Grau de Pureza 2 2 4 3
Reprodutibilidade 1 2 1 4
Praticidade 2 4 1 4
Custo/beneficio 2 3 1 5
PCR 2 2 3 4
Total 10 15 12 24

Fonte: A autora.
Legenda: Sistema de pontuacéo de 1 a 5, onde 1= péssimo; 2= ruim; 3= regular; 4= bom, 5= ¢timo.

Analisado a tabela de pontuacdo, como ja esperado, observamos que o Protocolo de
adsorcéo a silica em suspenséo obteve a pontuacdo mais alta, portanto, este protocolo foi
selecionado para ser testado com outras amostras bioldgicas de pacientes com LTA. Afim de

comprovar sua eficiéncia em outros tipos de amostras.
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6.7 Avaliagdo do protocolo de melhor desempenho com cultura e sangue, frente as

amostras de pacientes com LTA.

Foram selecionados 30 pacientes com diagnostico clinico e/ou parasitologicos
positivos para a LTA. Utilizando o Protocolo de adsor¢do a silica em suspensdo, foram
extraidos 0 DNA de amostras de sangue, saliva, aspirado de lesdo, swab oral, swab leséo e
biopsia, de cada paciente segundo tenham se disponibilizado a coleta e/ou as condi¢cfes eram

favoraveis (Quadro 1).

Quadro 1 - Avaliacao do protocolo de adsorgéo a silica em suspenséo frente as amostras de pacientes com
LTA.

Paciente Pgﬁ?:t';a Bidpsia ?g:;g %Allfaatl) Saliva | Aspirado | Sangue
1 + + NR + + + +
2 + + + + + + +
3 + + + + + + +
4 + + + + + + +
5 - + + + + - +
6 NR NR + + NR NR +
7 NR + + + + - +
8 + + + + - +
9 - + + + + - +
10 NR + + + + - +
11 NR NR + + NR NR -
12 + NR + + + + -
13 - NR + - - + +
14 - NR + + + + +
15 - NR NR + + + +
16 + NR + + + +
17 - NR + + + + -
18 NR NR - + - +
19 NR + + + + -
20 NR - - - + -
21 NR NR NR + + + NR
22 NR NR + + + NR +
23 NR + + + + NR +
24 + + + + + + +
25 NR NR NR + + NR -
26 + + + + NR +
27 NR NR + + + NR -
28 NR NR NR - + NR -
29 NR NR + + + NR +
30 NR NR + - - NR -

Fonte: A autora.
Legenda: NR: ndo realizado, (+): positivo, (-): negativo.
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Todos os pacientes foram positivos em pelo menos uma amostra. Sendo a bidpsia a
amostra com maior percentual de positividade 12/12 (100%), seguido do swab leséo 22/25
(88%), swab oral e saliva com o mesmo percentual 26/30 (86%) e 24/28 (86%)
respectivamente, aspirado com 15/20 (75%) e sangue com 19/29 (65%) obteve o0 menor

percentual.
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7 DISCUSSAO

Nas ultimas décadas técnicas Uteis para o diagndstico e estudos epidemioldgicos vém
sendo desenvolvidos e obtendo um progresso significativo (DEGRAVE et al., 1994,
RODRIGUES et al., 2013). Dentre elas a técnica de Reacdo em cadeia da polimerase,
procedimento que permite a amplificacdo de segmentos de DNA em milhares de vezes, o que
aumenta a sensibilidade da técnica, oferece alternativas para estudos clinicos e
epidemioldgicos em distintas parasitoses como as leishmanioses (DE BRUIJN; BARKER,
1992; DE BRUIIN et al., 1993)

Para a técnica de PCR, como para outras técnicas moleculares, € fundamental que o
DNA esteja muito bem purificado, integro e em concentracdo compativel com a sensibilidade
da técnica (RODGERS et al., 1990; RODRIGUES et al., 2002; PALMA et al., 2016;
WILSON, 1995). Portanto escolher o melhor método de extracdo e purificacdo de DNA pode
determinar o sucesso da reacéo.

Neste trabalho, procurou-se avaliar por comparacao protocolos que utilizam diferentes
critérios fisico-quimicos de extragdo como: precipitacdo com auxilio de sais (Precipitacdo
pelo NaCl), separacdo em fases (extracdo e purificacdo por fenol-cloroformio),
hidrofobicidade (adsorcdo a silica em suspencéo). Nesses estudos, também foi utilizado um
kit comercial amplamente utilizado nas rotinas laboratoriais (QiAamp® DNA mini kit, da
Qiagen) por laboratorios de todo o mundo.

Foram estipulados parametros de avaliagdo que englobassem as principais
caracteristicas de um bom método de extracdo: rendimento de DNA, grau de pureza,
reprodutibilidade, praticidade e custo/beneficio. Adicionalmente foi avaliado também como
um parametro essencial o desempenho da PCR aplicada ao DNAs alvos obtidos dos prcessos
de extracdo e purificacdo testados (NEVES, 2010).

Em relacdo ao rendimento de DNA extraido, o protocolo de adsorcdo a silica obteve,
em geral, as maiores médias e medianas, refletindo num melhor rendimento de DNA. Este
resultado corrobora com os trabalhos de Ferreira (2011) e Caldart et. al. (2011).

Os referidos autores, ao comparem um protocolo de silica, semelhante ao abordado
neste trabalho, com um kit comercial verificaram que o procedimento in house obteve 0 DNA
de boa qualidade e quantidade.

Mesmo apds a adicdo de sangue as amostras de cultura e de swab embebido em

cultura o protocolo de adsor¢do a silica em suspensdo continuou obtendo as melhores
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concentracdes de DNA considerando cinco dilui¢des iniciais de DNA (30ug, 10ug, lug,
100ng e 10ng).

Dosagens semelhantes foram observadas tanto pelo método de espectrofotometria
como pelo método de quantificacdo da fluorescéncia em gel.

Ainda segundo os autores, esses resultados (rendimento) se justificam pelo principio
da técnica, que baseia-se nas ligacdes que ocorrem entre a superficie das particulas de silica e
do DNA na presenca de sais sob determinado pH. Esse processo aliado a adicdo de um sal
caotrépico (Nal) possibilita uma melhor ligacdo ao DNA, aumentando assim seu rendimento
final.

Ao compararmos o grau de pureza do DNA extraido, verificamos que o protocolo de
Extracdo e purificacdo por fenol-cloroférmio apresentou um maior nimero de amostras livres
de proteinas. Resultado semelhante dos trabalhos de Parpinelli; Ribeiro (2009) e Barrero et.
al. (2008).

J& o protocolo de Adsorcéo a silica em suspensdo foi o segundo melhor para esse
parametro, corroborando com resultados obtidos no trabalho de Caldart et. al. (2011).

Em relacdo a reprodutibilidade dos protocolos, mais uma vez o protocolo de adsor¢édo
a silica em suspensdo obteve os melhores resultados, através do coeficiente de variacdo o
protocolo em questdo obteve os resultados mais reprodutiveis.

Neste mesmo pardmetro, observamos que tanto o protocolo comercial como o de
extracdo e purificacdo por fenol-cloroformio obtiveram os piores desempenhos em termo de
reprodutibilidade, este resultado pode estar relacionado ao niumero maior de etapas que 0s
mesmos possuem, quanto maior o nimero de etapas, mais chance de contaminacdo e pior a
reprodutibilidade.

Analisando a praticidade, percebemos que o protocolo de adsorcdo a silica em
suspensdo se destaca, mais uma vez, por ter 0 menor nimero de etapas, com um menor tempo
de execucéo do processo de extracdo, resultado semelhante ao trabalho de Viana (2013).

Contudo o protocolo de precipitacdo pelo NaCl obteve resultados equivalentes em
termos de praticidade aqueles encontrados através do protocolo de adsorcdo a silica em
suspensao.

Tambéem em relacéo a praticidade, vale ressaltar que para a realizagdo do protocolo de
extracdo e purificagdo por fenol-cloroformio se faz necessario a utilizagdo da Capela de
exaustdo para o processo de tamponagdo do Fenol, etapa dispendiosa que além de demorar
cerca de 10 horas para ser realizada exige um profissional extremamente atento e cuidadoso,

pois o fenol é um agente toxico que se inalado provoca irritacdo nas vias aéreas.
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Assim, embora neste estudo o protocolo com maior tempo de execucdo tenha sido o
kit comercial, se somarmos o tempo despendido na preparagdo dos reagentes com o tempo de
execucdo, observamos que o protocolo que consumiu mais tempo foi 0 de extracdo e
purificacdo por fenol-cloroférmio, este Gltimo em trabalhos como o de Vieira et. al. (2010)
demorou de 2 a 3 dias para ser realizado.

Em trabalhos como de Abré&o et. al. (2005), Caldart et. al. (2011) e Weber et al. (2010),
que comparam protocolos comerciais e in house, é citado que o baixo custo destes ultimos,
em relacdo aos kits comerciais, € um ponto relevante a ser levado em consideracdo na escolha
de um protocolo de extracéo.

Contudo ndo somente o custo foi levado em conta nos trabalhos ja citados, mas se 0s
protocolos citados apresentavam um resultado satisfatério ao se analisar posteriormente o
DNA purificado em termos de quantidade e qualidade do material obtido. Assim sendo, este
trabalho buscou analisar a relagéo custo/beneficio dos diversos protocolos.

O protocolo que obteve a melhor relacdo custo/beneficio foi mais uma vez o de
adsorcdo a silica em suspensdo, pois apesar de apresentar um baixo custo em relacdo aos
reagentes, ao valor e a quantidade das horas homens trabalhadas e ao custo energético,
também foi capaz de produzir um bom rendimento de DNA purificado. Por outro lado, o
protocolo que utilizou fenol-cloroférmio apresentou o maior gasto com mé&o de obra, devido
ao tempo que é despendido na fabricacdo dos reagentes, da necessidade de passar pelo
processo de tamponamento do Fenol.

Ja em relacdo ao custo com o0s reagentes o protocolo comercial é o mais caro, além de
ter a pior relagcdo custo/beneficio por ter o pior rendimento de DNA ap6s a extracdo. O
protocolo de precipitacdo pelo NaCl possui 0 menor custo em relagdo aos insumos, o que lhe
fornece a segunda melhor relacéo custo/beneficio.

Comparando os resultados obtidos na PCR para amostras de cultura e de swab
embebido em cultura e diluindo estes até a quantidade de 100fg de DNA alvo, observamos
que mais uma vez o protocolo de adsor¢do a silica em suspensdo obteve os melhores
resultados visualizados em géis de agarose como bandas mais nitidas, sem rastro de DNA.
Também apresentaram os resultados mais homogéneos.

Estes resultados podem estar relacionados a capacidade do método de extracédo
supracitado de fornecer um DNA integro (BAREA et. al., 2004; PALMA et al., 2016) o que
foi observado na reagdo de eletroforese do DNA ap0s extracao.

Em relacdo ao parametro integridade, ap6s a extracdo com fenol/clorofémio, o artigo

de Silva et al. (2012), ao comparar biopsias caninas para o diagnostico da LTA, observa um
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rastro de DNA maior nas amostras extraidas com fenol/clorofémio do que com o protocolo de
acetato de potassio.

Ao compararmos amostras de pacientes com resultados positivos para LTA, podemos
observar que novamente o protocolo de adsorcédo a silica em suspensdo obteve a maior
porcentagem de positividade (77%) assim sendo, podemos inferir que a técnica de adsorcédo a
silica em suspensdo, é o método de melhor desempenho também para extragdo de DNA a
partir de sangue de pacientes com suspeita de LTA.

Com o auxilio de uma tabela de pontuacdo, para organizar e pontuar adequadamente
cada protocolo segundo seu desempenho nos parametros testados foi possivel determinar que
0 método de adsorcao a silica em suspensdo obteve a maior pontuagéo (24 pontos).

As amostras bioldgicas de pacientes com suspeita de LTA sdo amostras de
conveniéncia, ou seja, nem sempre € possivel obter todas as amostras bioldgicas do mesmo
paciente (amostras pareadas), por impossibilidades referentes a saide do paciente ou 0 mesmo
se negar a certos tipos de coletas.

Para o diagnostico molecular da LTA, o Ministério da Salde preconiza a biopsia e 0
aspirado de lesdo, ja 0 sangue é reputado como ndo sendo uma fonte ideal de amostras no
caso da leishmaniose tegumentar americana por possuir uma baixa positividade e isso pode
ser observado neste estudo.

Neste trabalho amostras de swab leséo e swab oral possuem uma alta percentagem de
positividade, o que corrobora os trabalhos de Alexandre (2013), Aradjo (2013), Brito (2012),
Mimori et al. (2002) e Silva (2015).

J& para o diagndstico molecular da LTA, utilizando amostras de saliva, Gomes (2014)
observou uma positividade mais baixa em seu estudo, utilizando um kit comercial para
extracdo do DNA, do que ocorreu no presente trabalho quando utilizamos o método in house
de extracdo por adsorc¢éo a silica em suspensao.

Nessa pesquisa, 0 protocolo de adsor¢do a silica em suspensdo demonstrou que essa
metodologia foi eficaz, simples, rapida, de baixo custo e com boa amplificacdo do DNA. A
técnica ainda obtém outra vantagem sobre os outros protocolos por ser muito facil de
implementar, pois utiliza equipamentos padrbes de laboratério e poucos produtos quimicos.

Além de possuir eficiente remogéo de inibidores da PCR.
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8 CONCLUSAO

O protocolo in house de “adsorc¢éo a silica em suspensdo” € o indicado como método
de escolha, para extracdo e purificacdo de DNA total de Leishmania (V.) braziliensis, a partir
de cultura e de amostras de pacientes com suspeita de LTA, visando o diagnostico molecular
da doenca através do emprego de PCR;

O método de coleta por swab pode ser utilizado sem prejuizo de eficiéncia e até com

vantagem, frente aos quatro métodos de extracdo e purificacdo testados.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacéo de protocolos de extracéo e purificacdo de DNA empregados na deteccéo de
Leishmania (Viannia) spp. por PCR.

Pesquisador: Angélica Olivino da Silva

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 43876215.6.0000.5190

Instituigcao Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ
Patrocinador Principal: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.140.782
Data da Relatoria: 01/07/2015

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um estudo comparativo acerca de diferentes protocolos para extracéo e purificacdo de DNA
para a realizacdo da PCR, que assegure uma analise mais aprofundada, culminando para o
desenvolvimento de um protocolo especifico e sensivel. Neste estudo comparativo sera utilizado como
substratos a purificacdo de DNA o cultivo de Leishmania (Viannia) braziliensis e swab embebido em
diferentes diluicbes, como parametros necessarios a analise desses protocolos de extracéo e purificacéo de
DNA. De acordo com os resultados apresentados sera selecionado o protocolo mais adequado, e que possa
ser incorporado a pesquisa em leishmaniose tegumentar americana junio aos pacientes de areas endémicas
de Pernambuco.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo primario:

Avaliar diferentes protocolos de extracéao e purificacdo de DNA empregados na deteccao deleishmania

(Viannia) spp. por PCR.

Objetivo Secundario:
a) Analisar protocolos de extracéo, a partir das diferentes diluices de cultura de Leishmania (V_)braziliensis.

Enderego: Av. Prof. Moraes Rego, sin®

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-420
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2101-2639 Fax: (81)2101-2639 E-mail: comiteetica@cpgam fiocruz. br
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b) Avaliar protocolos de extracéo, a

partir das amostras de swab em diferentes diluictes de culiura delLeishmania (V.) braziliensis.
c) Avaliar o protocolo mais adequado frente as amostras de pacientes com LTA.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os Riscos e Beneficios estdo de acordo com RESOLUCAO CNS N° 466/12

Riscos:

Apesar de todas as medidas preventivas e cuidados tomados no sentido de proteger os pacientes, ha
possibilidade de sentir algum desconforto ou

ardéncia apos a utilizacéo da seringa e raspagem da pele, ou mesmo no procedimento de bidpsia, apos a
anestesia, este ultimo realizado por

profissional médico.

Beneficios:
Beneficios:
Este estudo contribuird para uma melhor deteccéo da doenca através de uma observacéo minuciosa acerca

da comparacéio analitica de diferentes
protocolos, corrobora para eleger a mais indicada técnica de extrac&o e purificacdo de DNA, em particular,

paraa LTA.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa com relevancia cientifica, bem estruturada e com clareza metodolégica.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:
Termos e documentacdes exigidas apresentadas.
Recomendagdes:

N&o ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Todas as pendéncias foram atendidas.

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
N&o

Enderego: Av. Prof. Moraes Rego, sin®

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50670-420
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2101-2639 Fax: (81)2101-2639 E-mail: comiteetica@cpgam.fiocruz.br
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Consideracoes Finais a critério do CEP:

O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodoldgicos do Projeto em questao estao
condizentes com a conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o
Cadigo de Etica, Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Satde, de 12 de dezembro de 2012 e

complementares.
QO projeto esta aprovado para ser realizado em sua Ultima formatacéo apresentada ao CEP.

RECIFE, 07 de Julho de 2015

Assinado por:
Janaina Campos de Miranda

(Coordenader)
Enderego:  Av. Prof. Moraes Rego, s/in®
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50670-420
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone:  (81)2101-2639 Fax: (81)2101-2639 E-mail: comitestica@cpqam.fiocruz.br
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ANEXO B — RELAGAO DE SUBSTANCIAS E MARCAS UTILIZADAS NA
FABRICACAO DOS REAGENTES

Produto Fabricante Cddigo do Fabricante | Lote
Alcool Absoluto (P.A) Alphatec® 21789
Alcool Isoamilico (P.A) Vetec® 358
Cloroférmio (P.A) Isofar® 213
EDTA (P.A) Dindmica® 10016
Fenol (P.A) Sigma-Aldrich® P1037
HCL (P.A) Proquimios® 11/0314
NaCl (P.A) Vetec® 106
Nal (P.A) Vetec® 644
: Affymetrix-
Proteinase K (P.A) USB® 76230Y
SDS (Molecular
Biology Grade) Promega®© H5114
Silica (P.A) Sigma-Aldrich® S5631
Tris (P.A) Invitrogen™ 15504-020
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ANEXO C - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Grupo de Paciente Menor de 18 anos

Convidamos o (a) menor, apos autorizagcao dos responsaveis legais, para participar do projeto
de pesquisa “Avaliacao de protocolos de extragao e purificagdo de DNA empregados na detecgao de
Leishmania (Viannia) spp. por PCR” que sera desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes da Fundacdo Oswaldo Cruz (CPqAM/FIOCRUZ). O objetivo principal desta pesquisa é
contribuir para um melhor conhecimento da leishmaniose tegumentar humana.

O (A) menor fara parte do grupo de pacientes, realizaremos a coleta de pele através da
raspagem superficial da borda do ferimento, aspirado da borda, utilizando uma seringa, e/ou bidpsia
da borda do ferimento, coletado apds anestesia por profissional médico e coleta de exsudatos
cutaneos (liquido expelido do ferimento), através swab (cotonete) em toda a &rea da lesdo, de modo
superficial e sem dor. Todo procedimento sera realizado com material estéril (sem contaminantes)
descartavel e por profissionais de salde com capacidade para executa-lo. Quanto aos riscos, apesar
de todo cuidado tomado no sentido de protegé-lo, 0 menor podera sentir algum desconforto ou
ardéncia. A identidade dele (a) ndo seréa revelada em nenhum momento da pesquisa.

Antes de sua participagdo no projeto citado, o (a) menor, tem total liberdade de pedir
esclarecimentos adicionais que julguem necessarios. Tais informagfes seréo prestadas por quaisquer
dos responsaveis pelo estudo. O (A) menor tem a liberdade de desistir ou de interromper a
colaboragéo neste estudo no momento em que desejar, sem prejuizo de qualquer tipo.

Solicitamos sua autorizagdo para que a Fundagédo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ) possa
utilizar as informagfes obtidas em reunifes, congressos e publicagbes cientificas (preservando a
identidade do voluntario); e para que possamos estocar as suas amostras bioldgicas, a fim de utiliza-
las em estudo posterior. Neste caso, sera solicitado um novo consentimento, caso tenhamos que
utilizar sua amostra em outra pesquisa.

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

Em caso de duvidas ou de outras informacgdes o (a) senhor (a) podera, a qualquer momento,
entrar em contato com a equipe responsavel (Edileuza Brito e Angélica Olivino - CPgAM e Angela
Rapela - HUOC-UPE), através dos telefones abaixo. Caso exista a necessidade de apresentar
recursos ou reclamacdes em relagdo a pesquisa isso podera ser feito através do contato com o
Comité de Etica do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes (telefone (81) 2101-2639) o qual tomara
as medidas cabiveis.

Nome do menor

Assinatura do paciente e endere¢o data

Assinatura de testemunha data
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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. Tel.: (81) 2101 2641 ou 2101 2566.
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ANEXO D - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Grupo Paciente

O (A) Sr. (a) esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa intitulado “Avaliacao
de protocolos de extracdo e purificacdo de DNA empregados na deteccdo de Leishmania (Viannia)
spp. por PCR” que sera desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes da Fundacgéo
Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ). O objetivo principal desta pesquisa é contribuir para um melhor
conhecimento da leishmaniose tegumentar humana.

O (A) Sr. (a) fara parte do grupo de pacientes, que serd submetido a coleta de pele através da
raspagem superficial da borda do ferimento, aspirado da borda, utilizando uma seringa, e/ou biépsia
da borda do ferimento, coletado apds anestesia por profissional médico e coleta de exsudatos
cutaneos (liquido expelido do ferimento), através swab (cotonete) em toda a &rea da lesdo, de modo
superficial e sem dor. Todo procedimento sera realizado com material estéril (sem contaminantes)
descartavel e por profissionais de salde com capacidade para executa-lo. Quanto aos riscos, apesar
de todas as medidas preventivas e cuidados tomados no sentido de proteger os voluntarios, o (a)
senhor (a) podera sentir algum desconforto ou ardéncia. Sua identidade ndo serad revelada em
nenhum momento da pesquisa.

Antes de sua participagdo no referido projeto, o senhor tem total liberdade de pedir
esclarecimentos adicionais que julguem necessarios. Tais informag8es seréo prestadas por quaisquer
dos responsaveis pelo estudo. O (A) Sr. (a) poderd recusar ou retirar 0 seu consentimento, em
qualquer momento da investigacdo, sem prejuizo de qualquer tipo.

Solicitamos sua autorizagédo para que a Fundagéo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ) possa
utilizar as informacgdes obtidas em reunides, congressos e publicacdes cientificas (preservando a sua
identidade); e para que possamos estocar a suas amostras bioldgicas, a fim de utiliza-las em estudo
posterior. Neste caso, ao (a) senhor (a) sera solicitado um novo consentimento, 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 duvidas ou de informagBes adicionais o (a) senhor (a) podera, a qualquer
momento, entrar em contato com a equipe responséavel (Edileuza Brito e Angélica Olivino — CPgAM-
Fiocruz e Angela Rapela - HUOC-UPE), através dos telefones abaixo. Caso exista a necessidade de
apresentar recursos ou reclamacgdes em relagdo a pesquisa isso podera ser feito através do contato
com o Comité de Etica do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes (telefone (81) 2101-2639) o qual
tomara as medidas cabiveis.

Assinatura do paciente e enderego data
Assinatura de testemunha data
Assinatura do médico responséavel - 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 Magalhédes, FIOCRUZ. Tel.: (81) 2101 2641 ou 2101 2566.



