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VIANA, J.B.M. Analise de assinaturas de minicirculos do kDNA de Leishmania
spp. presentes em amostras clinicas de pacientes com leishmaniose
tegumentar Americana de Pernambuco. 2015. -Dissertacdo (Mestrado Académico
em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) - Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes,
Fundacao Oswaldo Cruz, Recife, 2015.

RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € uma doenca que apresenta
caracteristicas clinicas e epidemiologicas complexas, mediante a diversidade de
espécies envolvidas na sua transmissdo. Métodos de biologia molecular, baseados
em analise dos &cidos nucléicos, sdo aplicados na realizagdo de estudos sobre a
variabilidade genética dos parasitos, contudo a escolha do método e do marcador a
ser utilizado continua sendo um desafio. Os métodos convencionalmente utilizados
para estudos da variabilidade genética de Leishmania dependem do isolamento
prévio de parasitos em meios de cultura, o qual pode sofrer interferéncias de acordo
com as condicdes de coleta e armazenamento do material biolégico, além de ser
passivel de contaminacdes. Além disso, essas técnicas demandam o uso de
reagentes e equipamentos adicionais que aumentam a complexidade e o custo do
processo. Nesse contexto, a técnica molecular de LSSP-PCR (Low-Stringency
Single Primer-Polimerase Chain Reaction) produz perfis genéticos que refletem as
classes de minicirculos predominantes, sendo utilizada em estudos que visam
discriminar gendétipos de espécies de Leishmania. Diante disso, o propésito do
estudo foi a identificacdo de variantes genéticas de Leishmania presentes em
pacientes com diferentes manifestacdes clinicas da LTA. Foram incluidos no estudo
pacientes que apresentaram diagndsticos clinicos positivos para LTA. O diagndstico
laboratorial envolveu a abordagem molecular por meio da extracdo do DNA das
amostras de aspirado de lesdo e sangue, seguidas da PCR convencional. 71
pacientes foram analisados, havendo ocorréncia de DNA do parasito em 18
amostras de aspirado de lesdo e nenhuma positividade através das amostras de
sangue. O resultado da LSSP-PCR gerou perfis de assinaturas de kDNA,
mostrando, porém, que manifestacées clinicas de LTA, descritas de uma maneira
abrangente, aparentemente ndo podem ser diferenciadas através de padrdes de
assinaturas de KDNA de Leishmania (Viannia) braziliensis.

Palavras-chave: Leishmaniose Tegumentar Americana, Reacdo em cadeia da
polimerase, Técnicas de genotipagem, Leishmania.



VIANA, J.B.M. Minicircle signature kDNA analysis of Leishmania spp. present in
clinical samples from patients with cutaneous leishmaniasis American
Pernambuco. 2015. Dissertacdo (Mestrado Académico em Biociéncias e
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ABSTRACT

The American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) is a disease with complex clinical and
epidemiological characteristics, by the diversity of species involved in the
transmission. Molecular biology methods, based on analysis of nucleic acids, are
applied in studies of the genetic variability of parasites, but the choice of method and
the marker to be used remains a challenge. The methods conventionally used for
studies of genetic variability of Leishmania depend on prior isolation of parasites in
culture media which can be influenced according to the conditions of collection and
storage of biological material, and is subject to contamination. Moreover, these
techniques require the use of additional reagents and equipment which increase the
complexity and cost of the process. In this context, LSSP-PCR (Low-stringency
Single Primer Polymerase Chain Reaction) molecular technique produces genetic
profiles that reflect the predominant minicircle classes being used in studies aimed
discriminate genotypes Leishmania species. Thus, the purpose of the study was the
identification of genetic variants of Leishmania present in patients with different
clinical manifestations of LTA. The study included patients with positive clinical
diagnosis for LTA. Laboratory diagnosis involving molecular approach by DNA
extraction from samples drawn from injury and blood, followed by conventional PCR.
71 patients were analyzed, with occurrence of parasite DNA in samples 18 to
aspirate the lesion and no positive through blood samples. The result of LSSP-PCR
generated kDNA signature profiles showing, however, that clinical manifestations of
ACL described in a comprehensive manner, apparently cannot be differentiated by
standard kDNA signatures Leishmania (V.) braziliensis.

Keywords: American Cutaneous Leishmaniasis, Polymerase chain reaction,
Genotyping techniques, Leishmania.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo enfermidades causadas por varias espécies de
protozoarios digenéticos da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, do
género Leishmania. S&o doencas que apresentam caracteristicas clinicas e
epidemiologicas complexas, mediante a diversidade de espécies envolvidas. O
género Leishmania é constituido por aproximadamente 30 espécies, das quais mais
de 20 delas sao patogénicas para o ser humano.

Nas Américas, sdo conhecidas onze espécies dermotrépicas de Leishmania.
No Brasil foram identificadas sete dessas espécies, sendo uma do subgénero
Leishmania e seis do subgénero Viannia. A Leishmania (Viannia) braziliensis é
responsavel pela maioria dos casos de leishmaniose tegumentar Americana (LTA)
no pais, sendo largamente distribuida no territério brasileiro e considerada uma das
espécies mais importantes para saude publica. Na regido Nordeste, Pernambuco é
um dos estados que apresenta o maior nimero de casos notificados de LTA.

Para o diagnostico da LTA, o padrdo ouro, preconizado pelo Ministério da
Saude, implica na visualizacdo microscopica de formas amastigotas de Leishmania
spp., em fragmentos de tecido de uma lesdo. A probabilidade de encontro do
parasito € inversamente proporcional ao tempo de evolucao da lesédo cutanea, sendo
rara apos um ano e, além disso, infeccbes secundarias contribuem para diminuir a
sensibilidade do método. O cultivo de parasitos € uma técnica com baixa
sensibilidade devido a escassez desses organismos nas amostras clinicas, o que
dificulta a identificacdo de rotina do agente etiolégico.

Estudos epidemiolégicos tém utilizado métodos moleculares para a
investigacdo das leishmanioses, nos quais uma ampla variedade de ferramentas
moleculares esta disponivel para estas analises, mas a escolha de qual método e/ou
marcador a ser utilizado continua sendo um desafio.

Os métodos convencionais desenvolvidos a partir de anéalise de isoenzimas
por eletroforese e imunoflorescéncia indireta com anticorpos monoclonais dependem
do isolamento prévio de parasitos em meios de cultura, que é passivel de
contaminagdes. Além disso, essas técnicas requerem 0 uso de reagentes e
equipamentos adicionais que aumentam a complexidade e o custo do processo.

Com o avanco da biotecnologia, as técnicas de biologia molecular podem

representar uma alternativa valida para a melhor compreensédo da doenca. Nesse
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quadro, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) constitui uma poderosa técnica,
devido a sua alta sensibilidade e especificidade, podendo detectar o DNA do
parasito antes mesmo de surgirem sintomas ou sinais clinicos.

O uso deste marcador molecular tendo como alvo o minicirculo de kDNA para
discriminar diferentes variantes do parasita diretamente de material clinico € uma
ferramenta potencial para investigar assinaturas de kDNA das populagdes de
parasitas. Pois o KDNA €& organizado em uma rede de milhares de circulos
concatenados, que se apresentam de duas formas: os maxicirculos estdo presentes
em numero de 30 a 50 cépias, enquanto que os minicirculos estdo presentes em
cerca de 10.000 cépias/célula. Varios estudos tém demonstrado a importancia do
DNA do kinetoplasto (kDNA) como alvo para identificacdo e caracterizacdo de
espécies de Leishmania, também como objeto de investigacfes taxondmicas.

Diferentes marcadores moleculares tém sido aplicados em estudos de
variabilidade genética de Leishmania. Recentemente, a técnica de LSSP-PCR (Low-
Stringency Single Primer - Polimerase Chain Reaction) foi aplicada com o intuito de
investigar polimorfismo intra-especifico da regido variavel de minicirculos de kKDNA
de L. (V.) braziliensis a partir de pacientes com LTA. Contudo, no presente estudo o
objetivo foi avaliar a variabilidade genética de Leishmania em amostras de aspirado

de lesé@o e sangue de pacientes com LTA nas diferentes manifestacdes clinicas.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Distribuicdo geografica da leishmaniose tegumentar

Mais de um milhdo de casos de leishmaniose tegumentar (LT) foram
relatados entre os anos de 2005 a 2010 (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2014a). Estima-se que 0,7 a 1,3 milhdes de novos casos ocorrem anualmente em
todo o mundo (ALVAR et al., 2012). Cerca de 95% dos casos de LT ocorrem nas
Ameéricas, bacia do Mediterraneo, Asia Central e Oriente Médio. (ALVAR et al., 2012;
ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2014c)

Os dez paises com a maior estimativa de casos sdo Afeganistdo, Argélia,
Colémbia, Brasil, Ird, Siria, Etiopia, Suddo do Norte, Costa Rica e Peru, juntos
representam 70 a 75% da incidéncia global estimada (Figura 1) (ALVAR et al., 2012;
ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2014b). Alguns paises estdo listados aqui
como endémicos, apesar da falta de casos humanos relatados, geralmente refletindo
uma auséncia de vigilancia ou de outras investigagdes (ALVAR et al.,, 2012; LE
FICHOUX et al., 1999).

Figura 1 - Distribuicao geografica da leishmaniose tegumentar no mundo, 2013.

Fonte: Organizagcdo Mundial de Saude (2014d, traducéo nossa).
Legenda: B Endémico I Casos anteriormente relatados ' Sem casos autdctones relatados
Sem casos.

A epidemiologia da leishmaniose tegumentar na regido das Américas é
complexa, com variagdo intra e interespecifica, em ciclos de transmisséo,
hospedeiros, vetores, manifestacbes clinicas e resposta a terapia, devido a
circulacdo de varias espécies de Leishmania na mesma area geografica
(ORGANIZA(}AO MUNDIAL DE SAUDE, 2014b).
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A real prevaléncia da leishmaniose tegumentar Americana (LTA) nao se
encontra estabelecida, em virtude de alguns fatores, como: subnotificacdo de dados;
diagndsticos incorretos, infec¢des inaparentes; variagdes de resposta do hospedeiro
e multiplicidade de agentes etioldgicos envolvidos (ALVAR et al., 2012; COSTA,
2005). Porém, mesmo levando em consideracdo esses fatores na falha de
notificacdes, o crescimento no numero de casos é evidente (MARZOCHI, 1992;
NEGRAO; FERREIRA, 2014).

No Brasil, a LTA representa um importante problema de saude publica, com
cerca de 30 mil novos casos relatados anualmente, o que representa uma incidéncia
de 18,5 casos por 100.000 habitantes (CASTELLUCCI et al., 2014). Sendo
considerada uma importante doenca dermatolégica, devido ao risco de ocorréncia
de deformidades que pode produzir no ser humano (BRASIL, 2010).

Devido a alteracdes ecolégicas no habitat do vetor, novos focos de
leishmaniose vém surgindo. Esse aumento decorre, principalmente, de processos de
desmatamento, praticas agricolas e urbanizacdo (DESJEUX, 2004; ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2014b; REITHINGER et al., 2007).

Apesar da subnotificacdo, no ano de 2012 no Brasil, foram confirmados 987
casos de LTA e em Pernambuco 284 casos notificados, demonstrando elevada
prevaléncia na regido (SISTEMA DE INFORMACAO DE AGRAVOS DE
NOTIFICACAO, 2013). Em todas as regides do estado de Pernambuco, a LTA esta
presente, com destaque para a regido da Zona da Mata que responde por 60% do
total dos casos registrados (ANDRADE, 2005; BRANDAO-FILHO et al., 1999;
BRITO, 2012; PERNAMBUCO, 2006).

2.2 Etiologia e transmissé&o leishmaniose tegumentar

A LT é uma doenca causada por um protozoario flagelado do género
Leishmania, transmitida através da picada de fémeas infectadas de dipteros da sub-
familia Phlebotominae pertencentes aos géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e
Lutzomyia (Novo Mundo) (BRASIL, 2010; GONTIJO; CARVALHO, 2003; PESSOA,
1982). Tais parasitos apresentam duas formas principais: amastigota, que é
observada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados, e promastigota, encontrada no
tubo digestivo do inseto vetor (Figura 2) (BRANDAO-FILHO et al., 2003; BRASIL,
2010).



18

Figura 2 - Formas amastigotas e promastigotas de Leishmania spp.
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Fonte: Brasil (2010).

A doenca € causada por uma variedade de espécies de Leishmania,
responsaveis por um pleomorfismo clinico significativo, com diferentes vetores e
reservatorios, além de ampla distribuicdo geogréafica. Essas caracteristicas dificultam
0 monitoramento epidemiolégico e, eventualmente, a conduta clinica (ALVAR;
CROFT; OLLIARO, 2006; AREVALO et al., 2007).

O perfil de transmissdo da LT pode ser zoonética ou antropozoondtica, a
depender do principal reservatério, seja ele animal silvestre/doméstico ou seres
humanos, respectivamente (DESJEUX, 1996; READY, 2008). Flebotomineos, em
geral, fazem o repasto sanguineo em varios hospedeiros, porém, devido a
progressiva diminuicdo do nuamero de reservatorios silvestres e sinantropicos
aumenta a concentracdo de transmissdo de Leishmania spp. entre seres humanos,
dos quais os insetos passam a se alimentar (CAMPBELL-LENDRUM, 2000;
REITHINGER et al., 2007).

O padrdo antropozoondético, onde os seres humanos sdo o reservatorio
primério do parasito, € predominantemente urbano e peri-urbano (DESJEUX, 2001,
ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2014b) e as principais espécies envolvidas
nessa transmissao sao Leishmania (Leishmania) tropica e L. (L.) donovani
(REITHINGER et al., 2007).

O ciclo de transmissdo da doenca (Figura 3) tem inicio quando, durante o
repasto sanguineo, os vetores ingerem as formas amastigotas de um reservatorio
vertebrado infectado. No intestino do vetor, essas formas transformam-se em
promastigotas, multiplicam-se por divisdo simples e assexuada e migram para a
proboscide do inseto. A infeccdo por Leishmania ocorre quando a fémea infectada,

ao realizar o repasto sanguineo necesséario para maturacdo dos ovos, inocula o
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parasito no hospedeiro vertebrado, incluindo o homem (MARZOCHI, 1992; WILSON
et al., 2010).

Figura 3 - Ciclo bioldgico de Leishmania.
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Fonte: Adaptado do Centers for Disease Control and Prevention (2012).

Nota: Ao picar seus hospedeiros, flebotomineos infectados regurgitam promastigotas
de Leishmania na pele (1) que invadem ou sdo fagocitados, principalmente, por
macréfagos (2). Essas formas multiplicam-se e seguem infectando outras células
fagociticas (3). Amastigotas formadas replicam-se e podem infectar outros
macréfagos, tanto no mesmo local como em tecidos distantes (4). Quando os
flebotomineos alimentam-se de sangue em um hospedeiro infectado (5), células
infectadas com amastigotas (6) sdo também inoculadas e estas formas se
transformam novamente em promastigotas no intestino do vetor e, dependendo da
espécie de Leishmania envolvida, as diferentes regides do intestino serdo parasitadas
(7). Os parasitos migram para as glandulas salivares dos flebotomineos (8),
completando assim o ciclo de vida de Leishmania spp.

Onze espécies de Leishmania de dois subgéneros diferentes séo relatadas
como responsaveis por causar LTA em seres humanos no Novo Mundo. L. (Viannia)
braziliensis é a espécie mais prevalente no Brasil, seguida por L. (Leishmania)
amazonensis e L. (V.) guyanensis (GOTO; LINDOSO, 2010; BRASIL, 2010).

2.3 Apresentacoes clinicas da LTA

Diferentes espécies do género Leishmania e variagdes individuais na resposta

imunologica do hospedeiro podem ser responsaveis pela ocorréncia de diferentes
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manifestacdes clinicas da leishmaniose tegumentar (GONTIJO; CARVALHO, 2003;
GUERBOUJ et al., 2001; MARTINS et al., 2014; REITHINGER et al., 2007).

A infeccdo humana por L. (V.) braziliensis produz um amplo espectro de
manifestacdes clinicas que podem ser atribuidas a variabilidade intra-especifica do
parasito. A contribuicdo do parasito a diversidade das condi¢des clinicas do paciente
com LTA tem sido examinada em estudos com o objetivo de investigar se
determinadas espécies e/ou populagdes clonais de Leishmania sao correlacionados
com quaisquer manifestacdes clinicas da doenca (OLIVEIRA, 2013).

No Brasil, essas manifestacdes clinicas se apresentam sob a forma de leséo
de pele e/ou mucosa, Unica ou multipla, abrangendo desde formas inaparentes,
lesbes de pele discreta com evolugdo para cura espontanea, até formas com
ulceracdes multiplas e comprometimento de mucosas, havendo possibilidade de

metéstase e surgimento de recidiva cutis (COSTA et al., 2009).

2.3.1 Forma cutanea localizada

A forma localizada € a manifestacdo mais prevalente da LTA e apresenta-se
por acometimento primario da pele. A lesdo se inicia no ponto de inoculacdo das
promastigotas infectantes. Geralmente do tipo Ulcera, embora mdultiplas picadas do
flebotomineos ou a disseminacéao local possam gerar um numero elevado de lesbes
(GONTIJO; CARVALHO, 2003). Todas as espécies de Leishmania, relacionadas ao
comprometimento tegumentar, podem ocasionar a lesdo cutaneo localizada (Figura
4) (AMEEM; 2010; COSTA et al., 2009).

ica da LTA.

——

Fonte: Brasil (2010).
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2.3.2 Forma cutanea difusa

Constitui uma forma rara, porém grave, que ocorre em pacientes com
deficiéncia especifica na resposta imune celular a antigenos de Leishmania
(SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004). Progride de maneira lenta, com lesbes
nodulares e infiltracbes cutdneas que recobrem grandes extensdées do corpo. A
resposta a terapéutica € pobre ou ausente e, em geral, as lesdes ndo cicatrizam
espontaneamente (Figura 5) (BRASIL, 2010; AMEEN, 2010).

Figura 5 - Forma cutanea difusa da LTA.

Fonte: Brasil (2010).

2.3.3 Forma cutanea disseminada

E uma expresséo clinica relativamente rara. Esta forma é caracterizada por
aparecimento de multiplas lesbes, geralmente ulceradas, que acometem varios
segmentos corporais, distantes do sitio de inoculacdo primario (Figura 6) (GONTIJO;
CARVALHO, 2003; MARZOCHI; MARZOCHI, 1994). O numero de lesbes € variavel,
mas também numeroso. Essa forma de lesdo responde ao tratamento habitual
(CARVALHO et al, 1994; GONTIJO; CARVALHO, 2003)

Figura 6 - Forma cuténea disseminada da LTA.

j
) [

Fonte: Brasil (2010).
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2.3.4 Forma mucosa

A forma acomete as mucosas do nariz, boca e garganta, caracterizando-se
por apresentar aspectos de cronicidade, laténcia e por desenvolver metastases em
mucosas causando inflamacdo com riscos de necrose e destruicdo da cartilagem
(Figura 7). Normalmente estéa associada ao tratamento inicial inadequado e demora
na cicatrizacdo da lesdo priméaria (AMEEN, 2010; ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2014c).

Figura 7 - Forma mucosa da LTA.

Fonte: Ameen (2010); Brasil (2010).

2.3.5 Forma recidiva cutis

A forma recidiva cutis (LRC) caracteriza-se pelo aparecimento de lesdes
nodulares em torno ou no interior da cicatriz da ferida curada depois de um periodo
de tempo variavel de meses a anos apos a cura clinica (Figura 8). E mais frequente
em criancas, apresentando focos satélites no centro ou nas margens da area
cicatrizada (COSTA, 2009; MAROVICH et al, 2001). No Novo Mundo, a maioria dos
parasitos identificados é do subgénero Viannia (GOTO; LINDOSO., 2010).

Figura 8 - Forma recidiva cutis da LTA.

Fonte: Calvopina (2006); Calvopina (2013).
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A incidéncia de LRC em pacientes com LTA permanece desconhecida, 0s
fatores de risco para o seu desenvolvimento também, tornando-se dificil realizar
estudos longitudinais, devido a raridade da doenca (GOMES et al., 2015;
SERAFINELLA et al., 2000).

2.4 Diagnostico da leishmaniose

O diagnostico da LTA é realizado a partir da associacdo de trés
caracteristicas essenciais: a clinica, a epidemiologia e os testes laboratoriais
(GONTIJO; CARVALHO, 2003; MANSON-BAHR, 1987). Embora o diagndstico
possa, as vezes, ser realizado com base apenas em critérios clinico-
epidemioldgicos, exames laboratoriais sdo essenciais para a diferenciacdo entre
LTA e outras dermatoses infecciosas, para assim confirmar o diagnostico antes que
as drogas utilizadas no tratamento (que apresentam efeitos colaterais potenciais)
sejam administradas (HEPBURN, 2003; SCHUBACH et al., 2005; MARTINS et al.,
2014).

A combinacéo de diferentes técnicas laboratoriais se faz necessario, a fim de
obter resultados com maior precisdo. Dentre os testes laboratoriais utilizados
pesquisa direta do parasito, culturas in vitro, intradermorreacdo de Montenegro
(IDRM), imunofluorescéncia indireta (IFIl), ELISA (ensaio imunoenziméatico) e reacao
em cadeia de polimerase (PCR) (KAR, 1995; REIS et al, 2008; VEGA-LOPEZ,
2003).

2.4.1 Diagndstico parasitoldgico

2.4.1.1 Exame parasitolégico

A visualizacdo microscopica do parasito Leishmania é considerado por muitos
autores como o padrao-ouro para diagnostico em todas as formas de leishmaniose
(BRASIL, 2010; GONTIJO; CARVALHO, 2003). No entanto, a presenca de
amastigotas depende da duracao das lesdes, sendo esta associacao inversamente
proporcional ao tempo de evolucdo. Para a forma difusa da doenca h& excecéo, no

gue diz respeito aos pacientes, pois neste caso 0s nédulos presentes na pele sao
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ricos em parasitos (ANDRADE-NARVAEZ et al., 2005; CUBA CUBA et al., 1981;
1986).

2.4.1.2 Cultivo de Leishmania spp.

Permite a confirmacdo etiolégica e posterior identificacdo da espécie de
Leishmania envolvida (BRASIL, 2010). Contudo, é uma técnica que tende a ser de
baixa sensibilidade e pode ser altamente variavel devido a escassez desses
organismos nas amostras clinicas, o que dificulta a identificacdo de rotina do agente
etioldgico (REITHINGER; DUJARDIN, 2007; RODRIGUES et al., 2002).

2.4.2 Diagndstico imunolégico e sorologico

2.4.2.1 Intradermorreagao de Montenegro (IDRM)

Empregado como método diagndstico de rotina na confirmagcdo de doenca
ativa, no diagnéstico retrospectivo e em inquéritos epidemiolégicos de LT
(MAGALHAES et al., 1986). A IDRM avalia a reacdo de hipersensibilidade tardia e
consiste tecnicamente na inoculacdo de Leishmania spp. mortas (antigeno
padronizado) na face anterior do antebrago, com leitura apds 48 horas (MELLO et
al., 1997; BRASIL, 2010).

E importante referir a dificuldade de interpretacdo dos resultados deste
método, pois a IDRM ndo diferencia doenca atual de pregressa, visto que em
pacientes que ja foram diagnosticados e tratados de LT, este teste pode permanecer
positivo a vida toda, assim como, em individuos sem doenca, moradores de &reas
endémicas com exposicdo ao parasito (LLANOS-CUENTAS et al., 1984; VEGA-
LOPEZ, 2003).

2.4.2.2 IFI, ELISA e Western Blot

Os testes sorologicos apresentam limitagdes como ndo correlacionam o0s
niveis de anticorpos circulantes com o estagio da doenca e por apresentar limitagdes
no gque se refere a reacdes cruzadas com outros patdgenos pertencentes a familia
Trypanosomatidae (BRITO et al.,, 2000; ROCHA et al.,, 2002, 2006). Além de
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apresentar sensibilidade e especificidade variavel (KAR, 1995; REITHINGER et al,
2007).

2.4.3 Diagnostico molecular

Com o avanco da biotecnologia, as técnicas de biologia molecular
representam uma alternativa valida para a melhor compreensdo da doenca. Neste
quadro, a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido bastante utilizada, devido
a sua alta sensibilidade e especificidade, e poder de detectar o DNA do parasito
antes do aparecimento de sintomas ou sinais clinicos (SINGH; SIVAKUMAR, 2003;
FIGUEROA et al., 2009).

A PCR apresenta alta sensibilidade e especificidade, oferecendo alternativas
para estudos clinicos e epidemiologicos em leishmanioses (DE BRUIJN; BARKER,
1992; RODRIGUES et al., 2002). Seus indicadores de validacao diagnéstica variam
de 92% a 99% de sensibilidade e 100% de especificidade (AVILES et al., 1999;
NEITZKE-ABREU et al., 2013; RODRIGUES et al., 2002; SHAHBAZI et al, 2008).

2.5 Epidemiologia Molecular

2.5.1 Identificacdo de regides polimérficas

Diferentes marcadores moleculares tém sido aplicados em epidemiologia
molecular de doencas infecto parasitarias, além de estudos sobre a variabilidade
genética de Leishmania, porém ainda néo existe consenso sobre qual a técnica mais
adequada para estudar as populacdes genéticas dessas espeécies (BAPTISTA et al.,
2009; RODRIGUES et al., 2013; SCHONIAN et al., 2008; SCHONIAN, KUHLS,
MAURICIO, 2011).

Duas técnicas comumente utilizadas sdo as Multi Locus Enzyme
Electrophoresis (MLEE) e a Restriction Fragment Length Polymorphism -
Polymerase Chain Reaction (RFLP-PCR). A primeira € amplamente utilizada para a
caracterizacdo taxon6mica das espécies de Leishmania (CUPOLILLO; GRIMALDI;
MOMEN, 1994; MOMEN et al., 1985), mas é limitado porque além de prescindir de

isolamento de parasitos, o qual é passivel de contaminacgdes, é uma técnica onerosa
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(SCHONIAN et al., 2003). J4 a técnica de RFLP-PCR mesmo sendo de simples
execucado, apresenta a desvantagem de estar relacionada a existéncia de mutacdes
para o sitio de restricdo enzimatica. Estas mutacdes podem levar a obtencdo de
falsos resultados devido ao ganho ou perda nos fragmentos de restricdo (PEREIRA,
CARNEIRO; AMORIM, 2008).

2.5.2 Alvo para identificacao de Leishmania spp.

Para a analise molecular da LTA utilizam-se rotineiramente dois alvos, de
acordo com os objetivos gendmicos: o DNA nuclear e o DNA mitocondrial. Este
altimo, apresentado como DNA do Kinetoplasto (KDNA), comumente conhecido
como DNA do cinetoplasto € encontrado em todos os tripanosomatideos, incluindo
Leishmania spp., sendo amplamente utilizado como alvo para o diagndstico das
leishmanioses. O kDNA consiste em um tipo incomum de DNA mitocondrial que
compreende dois componentes: os maxicirculos e os minicirculos (Figura 9)
(POVELONES, 2014; STUART, 1983).

Figura 9 - Micrografia eletrdnica do KDNA de Leishmania spp. composto por uma

rede compacta de maxicirculos e minicirculos.
e

; Brst;‘ Hdéijmakers (1979).

Os maxicirculos tém 20-40 kb, estéo presentes em 30-50 cdpias no genoma e
apresentam genes que codificam enzimas mitocondriais, importantes para a cadeia
respiratoria do parasito. Os minicirculos podem variar de 650 pb a 900 pb e estdo
presentes em cerca de 10.000 copias/célula (BARKER; BUTCHER, 1983;
RODRIGUES et al., 2013). Neles, existe uma regido de aproximadamente 200 pb
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que é conservada, enquanto que a regido restante € considerada variavel, sendo
heterogénea mesmo entre cepas de uma mesma espécie. Os minicirculos totalizam
95% de todo kDNA (FERNANDES et al.,, 1999, RAY, 1987; RODRIGUES et al.,
2013).

2.5.3 LSSP-PCR (Low-Stringence Single Primer-Polimerase Chain Reaction).

A LSSP-PCR é uma técnica baseada na PCR, utilizada em estudos de
epidemiologia molecular e de variabilidade genética. Em que fragmentos de DNA
purificados sdo submetidos a uma PCR utilizando altas concentra¢cdes de um unico
oligonucleotideo iniciador especifico e uma baixa temperatura de anelamento (baixa
estringéncia). Sob estas condic¢des, o iniciador hibridiza especificamente sua regido
complementar e ndo especificamente os multiplos sitios dentro dos fragmentos de
DNA de um modo sequéncia dependente, produzindo um conjunto heterogéneo de
produtos de reacdo que constitui um perfil molecular de assinaturas do KDNA
(OLIVEIRA et al., 2010; PENA et al., 1994; SEGATTO et al., 2013).

O grande numero de SNPs (polimorfismo de nucleotideo Unico) presentes na
sequéncia de KDNA, juntamente com a variacdo observada no nimero de classes
de minicirculos em tripanossomatideos, sao responsaveis por gerar, em cada
assinatura de kDNA, fragmentos de DNA de tamanhos diferentes, que podem ser
considerados marcadores de kKDNA gerados por LSSP-PCR (FERREIRA, 2007,
VAGO et al., 1996; 2000).

Esta técnica tem sido eficientemente aplicada para avaliar a variabilidade
genética em protozoarios parasitos, tais como Entamoeba histolytica (GOMES,
1998), Trypanosoma cruzi (ALKMIM-OLIVEIRA et al., 2014; LAGES-SILVA et al.,
2006; SEGATTO et al., 2013; VAGO et al.,, 1996; 2000; ZAFRA et al., 2011),
Trypanosoma rangeli (MARQUEZ et al., 2007) e Leishmania (BAPTISTA et al., 2009;
FERREIRA, 2007; OLIVEIRA et al., 2010, 2012, 2013).
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3 JUSTIFICATIVA

O estudo da evolugédo de formas clinicas da LTA, principalmente envolvendo
a cura espontanea ou terapéutica, suscita questdbes como a persisténcia parasitaria
e a selecdo clonal. A técnica de LSSP-PCR apresenta-se como uma ferramenta
efetiva para melhor compreensdo sobre os fatores que levam a persisténcia
parasitaria. Também contribuem para uma melhor elucidacdo do desenvolvimento
de diferentes formas clinicas. Até o momento nao se dispde de informacdes precisas
em relacdo a natureza composicional nucleotidica de minicirculos obtidos de
amostras de LTA.

Essa avaliacdo contribuira para conhecer caracteristicas moleculares de
variantes de Leishmania spp., principalmente no que se refere a diversidade
genética. Também buscara a identificacdo de possiveis marcadores para estudos

clinico-epidemioldgicos.



29

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Analisar assinaturas dos minicirculos do kDNA de Leishmania spp. presentes
em amostras clinicas de pacientes com leishmaniose tegumentar Americana de

Pernambuco.

4.2 Objetivos especificos

a) Comparar duas diferentes condicdes de LSSP-PCR ja descritas e testadas para
Leishmania;

b) Estabelecer, por meio de LSSP-PCR, um painel de assinaturas do kDNA de
minicirculos de Leishmania capaz de discriminar amostras oriundas de diversas
manifestacdes clinicas de LTA;

c) Elaborar um dendrograma a partir de perfis de bandeamento gerados por LSSP-
PCR de minicirculos de kDNA obtidos de amostras originarias de diferentes
manifestacdes clinicas da LTA.
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5 METODOLOGIA

5.1 Desenho experimental

Foi realizado um estudo descritivo, tipo série de casos, como forma de avaliar
o desempenho da LSSP-PCR na descri¢cao da variabilidade genética e de possiveis
marcadores para o estudo clinico epidemiolégico da LTA. Foram analisados, através
de PCR, LSSP-PCR, amostras de aspirado de lesédo e sangue, obtidos de pacientes

com diagnaostico positivo para a LTA (Figura 10).

Figura 10 - Fluxograma esquematico
das etapas do estudo.
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Fonte: A autora; 2015.

5.2 Selecao de pacientes

No periodo entre julho de 2014 e junho de 2015, pacientes atendidos no Setor
de Dermatologia do Hospital Oswaldo Cruz da Universidade de Pernambuco
(HUOC/UPE) com o diagnaéstico clinico-epidemiolégico positivo para LTA foram

convidados a participar do estudo.
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5.3 Critérios de inclusao

Foram incluidos neste estudo os individuos com diagnéstico clinico e

epidemioldgico para a LTA.

5.4 Coleta de amostras

5.4.1 Aspirado de leséo

A aspiracdo do material foi realizada apds inoculacdo de 3 mL de solucdo
salina estéril na borda da leséo, utilizando-se de uma seringa de 5 mL e agulha 13 x
0,45 mm (Figura 11).

Figura 11 - Procedimento de coleta de aspirado de
lesdo.

Fonte: Brito (2014); Viana (2012).

5.4.2 Sangue

Tratou-se assepticamente o local da coleta e, posteriormente, realizou-se a
puncéo de 4 mL de sangue total para cada paciente, em tubo contendo ksEDTA, e o

material biolégico obtido foi armazenado em freezer.

5.5 Abordagens moleculares

5.5.1 Extracéo e purificacao

O DNA genbmico das amostras de aspirado de lesdo e sangue foram
extraidos e purificados através do kit Qlamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Valencia, USA),



32

seguindo as instrucdes do fornecedor. As amostras purificadas foram quantificadas
através de espectrofotdbmetro Nano Drop (Thermo Scientific®, modelo 2000 c).

5.5.2 PCR convencional

O DNA de Leishmania foi detectado pela amplificacdo de 750 pares de bases
presentes na regido variavel do minicirculos de KDNA de Leishmania do complexo L.
brasiliensis, utilizando os iniciadores B1 (5 GGGGTTGGTGTAATATAGTGG3") E B2
(5" CTAATTGTGCACGGGGAGG 3"). A mistura de PCR foi preparada em 50 uL de
uma solucéo contendo 10X PCR buffer (200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI), 1,5
mmol/L MgClz2, 0.2 mmol/L de cada dNTP, 15 pmoles de cada oligonucleotideo
iniciador e 2,5 U de Taq DNA Polimerase recombinante. A essa mistura foi
adicionado 1,5 pL com aproximadamente 2,6 a 17,2 ng de DNA extraido. A PCR foi
realizada em 35 ciclos (94°C com duracédo de 30s., 65°C e 72°C com duracédo de 1
minuto), precedidos de uma desnaturacéo inicial de 5 minutos a 94°C e extenséo de
final de 5 minutos a 72°C.

Além disso, um controle negativo (sem DNA) foi adicionado a reacéo,
juntamente a um controle positivo de 1 pg/uL de DNA genbmico de L. (V.)
braziliensis oriundo da cepa de referéncia (I0C-L-566-MHOM/BR/75/M2903).

5.5.3 Andlise dos produtos da PCR

Apo6s a amplificag@o, 100 pL dos produtos da PCR foram analisados através
de eletroforese em gel de agarose a 1,0 % para o alvo de 750 pb e corados pelo
brometo de etideo a 0,05 pg/mL (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). As
bandas de DNA separadas por eletroforese foram visualizadas em um
transiluminador de luz ultravioleta, sistema Kodak®, modelo Gel Logic 100 Imagem
System. As bandas com peso molecular de aproximadamente 750 pb foram

recortadas com lamina de bisturi estéril e acondicionadas em microtubos de 1,5mL.
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5.5.4 Purificacdo de DNA

As bandas de aproximadamente 750 pb foram purificadas com o kit illustra
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit, seguindo as instru¢cées do
fabricante.

Ao final da purificacdo, 20uL do tampéo de eluicéo foi adicionado ao pellet e o
sobrenadante contendo DNA foi armazenado. 2 pL da amostra purificada foram
utiizados para quantificar o DNA. Essa quantificacdo foi realizada no
espectrofotdometro Nano Drop (Thermo Scientific®, modelo 2000 c).

Em amplificagBes otimizadas, possivelmente, resultado em banda unica, a
purificacdo de banda do gel pode ser omitida e a purificacdo do DNA ser realizada

diretamente da reacao de PCR.

5.5.5 LSSP-PCR

Os produtos de PCR positivos foram submetidos a ensaios de LSSP-PCR,
consistindo de nova amplificacdo dos produtos purificados com um Unico iniciador, o
Bl (5 GGGGTTGGTGTAATATAGTGG 3).

5.5.5.1 LSSP-PCR (OLIVEIRA et al., 2010)

Foi realizada, como descrita anteriormente por Oliveira (2010), a reacao de
25uL conteve 10X PCR buffer (200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI), 1,5 mM de
MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 40 pmoles de um dos iniciadores utilizados na
amplificacdo convencional, 4 U de Taq DNA polimerase, e 50ng de DNA. Com
condi¢cbes da ciclagem de 95°C durante 5 min, seguido por 45 ciclos (95°C por 1
min., 36°C por 30s e 72°C por 2 minutos), por fim uma extenséo final a 72°C durante

10 minutos.

5.5.5.2 LSSP-PCR (FERREIRA et al., 2007)

Seguindo as condi¢fes descritas em Ferreira (2007) a reacdo de 25 pL
conteve 10X PCR buffer (200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI), 1,5 mM de MgCI?,

0,2 mM de dNTPs, 100 pmoles de um dos iniciadores utilizados na amplificacéo
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convencional, 2,5 U de Tag DNA polimerase, e 50ng de DNA. A amplificacao foi feita
de acordo com o sistema proposto em Pena e Simpson (1996) no qual estabelece
95°C durante 5 min, seguido por 40 ciclos (95°C depois 30°C e por fim 72°C todos

com duracao de 1 minuto), e uma extensao final a 72°C durante 5 minutos.

5.5.6 Andlise dos produtos da LSSP-PCR

Apos a amplificagdo, 10 pL dos produtos da LSSP-PCR foram analisados
através de eletroforese em gel de agarose (High Resolution, Sigma) a 1,8% e
corados pelo brometo de etideo a 0,05 pg/mL (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS,
1989).

5.6 Processamento e analise de dados

Bandas que variam em tamanho de 250 a 700 pb foram selecionados para
analise fenética. Os perfis de LSSP-PCR foram comparados por meio do coeficiente
de similaridade para determinar a propor¢cdo do compartilhamento de banda entre
todos os pares possiveis. A matriz de similaridade foi transformada em um
dendrograma por meio do algoritmo UPGMA (SOKAL; SNEATH, 1962) presente no
software TFPGA (Tools for Population Genetic Analysis).
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6 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto seguira os preceitos éticos que norteiam as pesquisas com seres
humanos através da sua aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CEP - CPgAM) (Anexo A).

Cada individuo portador de LTA participou como voluntario da pesquisa apés
leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Apéndices A e B), segundo resolucédo n° 466/12 do Conselho Nacional de Saude
que apresenta as normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres

humanos.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1 Perfil clinico e epidemiolégico dos pacientes

Foram selecionados 71 pacientes com caracteristicas clinicas e
epidemiologicas da LTA, sendo a maioria destes (45/63,38%) do sexo masculino. O
municipio de Moreno foi o local onde procedeu a maioria dos pacientes selecionados
(44/61,97%). Entretanto, também foram observados pacientes oriundos de outros
municipios de Pernambuco: Amaraji, Cabo, Escada, Jaboatdo dos Guararapes,
Vicéncia e Vitoria de Santo Antdo.

A faixa etaria entre 15 e 30 anos foi a predominante entre os individuos do
estudo, com média de idade de 31 anos. Estudos anteriores relatam a maior nimero
de casos da doenca em individuos do sexo masculino (MARLOW et al., 2013; REIS
et al., 2008; VALENCIA et al., 2012), com idade média de idade de 30 anos
(BENICIO et al., 2011; BRITO et al., 2008).

O acometimento dos membros inferiores apresentou a maior prevaléncia no
nosso estudo (44/6, 98%), assim como € relatado na literatura (ANDRADE et al.,
2005; GOMES et al.,, 2008; VALENCIA et al., 2012). De acordo com as
apresentacdes clinicas, foi observada predominancia das lesdes ulceradas em 59
individuos. Estudos clinicos e epidemiolégicos para LTA demonstraram a
prevaléncia da forma localizada com lesfes ulceradas (MARTINS et al., 2014; REIS
et al., 2008).

Na populacdo estudada pacientes que residem em area rural foram maioria
(53/74,65%). Devido ao fato da LTA ser uma doenca com caracteristicas rurais, 0
indice de infeccdo em individuos que desempenham atividades agricolas €
predominante (BRACHO et al., 2007; BRANDAO-FILHO et al., 1999:). Estas
caracteristicas séo apresentadas comumente em areas endémicas para LTA, onde
os individuos estdo constantemente expostos ao risco de transmissdo, sejam pelas
atividades que desempenham ou local que residem. Os dados de distribuicdo das
caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos pacientes selecionados no estudo

estao sumarizados na tabela 1.
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Tabela 1 - DistribuicAo das caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos pacientes
selecionados no estudo.

Caracteristicas Populacéo estudada %
Sexo
Masculino 45 63,38
Feminino 26 36,62
Idade
<15 4 5,63
16 - 30 35 49,30
31-50 22 30,99
51-60 7 9,86
261 3 4,22
Habitacéo
Rural 53 74,65
Urbana 18 25,35
Lesdes
Local
Membros inferiores 44 61,98
Membros superiores 23 32,39
Cabeca 1 1,41
Todo o corpo 3 4,22
Tipo
Ulcerada 59 83,1
Disseminada 3 4,22
Recidiva cutis 3 4,22
Verrucosa 4 5,64
Crostosa 1 1,41
Mucosa 1 1,41

Fonte: A autora

7.2 Coleta de amostras

Foram coletadas 71 amostras pareadas de aspirado de lesdo e sangue.
Porém, apenas 18 amostras de aspirado de lesdo foram positivas para LTA e todas
negativas em amostras de sangue.

A escolha dos substratos para o estudo se justificam pela caracteristica da
forma recidiva cutis da LTA, pois séo lesées nodulares, ndo sendo indicada a coleta
de fragmentos por bidpsia, cujo substrato € mais frequentemente utilizado. A coleta

de sangue foi adicionada a fim de se obter mais uma opcéo de amostra para analise.
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Estudos anteriores tém apresentado o aspirado de lesdo como método de
coleta alternativo para o diagnostico da LTA (KASSI; KASI, 2005; KASSI et al., 2004;
KHAN; YASMIN, 2007). CALVOPINA e colaboradores em 2005 utilizaram o aspirado

de lesdo para o estudo da forma recidiva cutis.

7.3 Abordagem molecular

7.3.1 Extracéo e purificacao

Todas as amostras coletadas foram extraidas e purificadas de acordo com o
item 5.5.1. Contudo, apenas as amostras (de aspirado de leséo) positivas pela PCR
serdo aqui descritas. Foram realizadas quantificacbes do DNA e avaliacGes do grau
de pureza das 18 amostras positivas de aspirado de lesdo (Tabela 2).

Tabela 2 - Dosagem de DNA e grau de pureza das amostras de
aspirado de lesdo, extraidas de acordo com o item 5.5.1.

ID da amostra  Concentracdo de DNA (ng/ul)  260/280

P9 LSSP 9,8 1,7
P16 LSSP 4,6 1,54
P19 LSSP 6 1,77
P20 LSSP 4,7 1,79
P25 LSSP 7,4 1,7
P27 LSSP 8,8 1,71
P35 LSSP 17,2 1,82
P36 LSSP 2,6 1,41
P37 LSSP 5,1 0,54
P38 LSSP 2,6 0,94
P39 LSSP 6 1,53
P42 LSSP 11 1,66
P45 LSSP 3,8 1,73
P48 LSSP 5,5 1,05
P58 LSSP 3,3 1,46
P63 LSSP 7,3 19
P64 LSSP 13,5 1,88
P66 LSSP 5,9 19

Fonte: Autora
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7.3.2 Purificagdo de DNA

As amostras de DNA purificadas a partir do gel de agarose, de acordo com o
item 5.5.4 da metodologia foram quantificadas, além de avaliadas o grau de pureza.

As concentragfes obtidas variaram entre 4,7 a 26,7 ng, de acordo com a tabela 3.

Tabela 3 - Dosagem de DNA e grau de pureza das amostras de
aspirado de leséo, extraidas de acordo com o item 5.5.4.

ID da amostra  Concentracéo de DNA (ng/ul)  260/280

P9 LSSP 20,8 1,81
P16 LSSP 24,2 1,8
P19 LSSP 10,5 2,38
P20 LSSP 4,7 1,79
P25 LSSP 7,4 1,7
P27 LSSP 8,8 1,71
P35 LSSP 16,2 1,76
P36 LSSP 16,2 1,85
P37 LSSP 16,2 1,81
P38 LSSP 19,4 1,82
P39 LSSP 14,2 1,87
P42 LSSP 26,7 2,01
P45 LSSP 18,3 1,92
P48 LSSP 14,8 1,94
P58 LSSP 10,5 1,94
P63 LSSP 8,6 1,87
P64 LSSP 16,3 1,9
P66 LSSP 151 1,88

Fonte: Autora

7.3.3 LSSP-PCR

Seguindo as condi¢cbes descritas nos tépicos 5551 e 5552 da
metodologia, testamos diferentes concentra¢gdes (50, 60, 70, 80, 90 e 100ng/uL) do
template dentro do sistema de reacdes. Na avaliacdo dos dois protocolos
(FERREIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010) a concentragcdo que apresentou
melhor perfil de assinaturas do kDNA foi 50 ng/uL.
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7.3.3.1 LSSP-PCR (Oliveira et al., 2010)

As condi¢bes de reacdo e visualizacdo dos produtos foram realizadas tal
como descritas por Oliveira (2010) (Figura 12). Embora ndo se tenha obtido uma boa
definicdo das bandas no gel de agarose, é possivel perceber a formacéo de padrées
distintos entre as varias amostras analisadas.

Das 18 amostras, seis ndo foram amplificadas. Houve divergéncia dos
achados descritos por Oliveira et al. (2010; 2012; 2013), que consistem em perfis de
assinaturas de KkDNA similares quando comparadas amostras de mesma
caracteristica clinica. Todavia, as manifestacdes clinicas estudadas nesses

trabalhos ndo sdo exatamente as mesmas avaliadas no presente estudo.

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose de alta resolucdo a 1,8% corado pelo
brometo de etidio. Demonstrando o padrdo de bandeamento obtido apés LSSP-
PCR em amostras de DNA positivas provenientes de aspirado de lesao.
\F‘M 0+' ‘P9 P16 P19 P20 P25 P27 P35 P36 P37 P38 P39 P42 P66 P63 P64 P45 P48 P58 PM

Fonte: Autora.
Nota: (PM) Marcador de peso molecular DNA Ladder 100 pb. (C+, P9, P16, P19,
P20, P25, P27, P35, P36, P37, P38, P39, P42, P66, P63, P64, P45, P48 e P58).

7.2.3.2 LSSP-PCR (FERREIRA et al., 2007)

A técnica escolhida para analise das amostras de aspirado de lesdo foi a
LSSP-PCR descrita em Ferreira e colaboradores (2007) uma vez que essa formou
padroes de bandeamento mais descritivos que aqueles gerados segundo as

condi¢Oes descritas em Oliveira e colaboradores (2010).
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Figura 13 - Eletroforese em gel de agarose de alta resolucédo a 1,8% corado pelo brometo de etidio.
Demonstrando o padrdo de bandeamento obtido apds LSSP-PCR em amostras de DNA positivas
provenientes de aspirado de leséo.

S s . » %
P9 P16 P35 P36 P37 P38 P39 P42 P45 P48 P58 P63 P64 P66 C+

’ . . . . 5 N . . vin e
A P16 P19 P35 P36 P37 P38 P39 P42 P45 P48 P58 P63 P64 P66 C+ PM

Fonte: Autora.

Nota: Gel 1 - P9, P16, P19, P35, P36, P37, P38, P39, P42, P45, P48, P58, P63, P64, P66, C+ e PM*,
Gel 2 - P9, P16, P35, P36, P37, P38, P39, P42, P45, P48, P58, P63, P64, P66, C+, C- e PM*.

(*) Marcador de peso molecular DNA Ladder 100 pb - DNA Express Biotecnologia (1500, 1000, 900,
800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 e 100 pb).

Das 18 amostras de aspirado positivas, 12 formaram perfil de bandeamento
(Figura 13). Um total de nove bandas foi formado, no entanto, o niumero de bandas
presentes em cada amostra variou apenas entre 2 e 4 (Tabela 4). Sendo definido
gue a banda de niumero um corresponde a 700 pb e a banda nove a 250 pb.

A banda seis esta presente em 87,5% das amostras da forma ulcerada e em
75% de todas as amostras das cinco apresentagdes clinicas analisadas. As bandas
namero 1 e 4 aparecem exclusivamente nas amostras representadas pelas formas

crostosa e recidiva cutis, respectivamente.

Tabela 4 - Dados das apresentacdes clinicas e perfil de bandeamento entre cada amostra analisada
através da LSSP-PCR.

Apresentacéo Bandas por Bandas Bandas néao
Amostras L . .
clinica amostra compartilhadas compartilhadas
P9 Ulcerada 3,6,7,8 6,7,8 3
P16 Ulcerada 2,6 2,6 -
P35 Ulcerada 6,8,9 6,8,9 -
P36 Ulcerada 2,6 2,6 -
P37 Ulcerada 2,6 2,6 -
P38 Ulcerada 7,8 7,8 -
P39 Ulcerada 6,7,8,9 6,7,8,9 -
P42 Ulcerada 5,6,8 5,6,8 -
P45 Verrucosa 7,8 7,8 -
P48 Disseminada 2,7 2,7 -
P58 Crostosa 1,2,5,6 2,5,6 1
P64 Recidiva cutis 4.6 6 4

Fonte: Autora.
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A andlise através da LSSP-PCR néo gerou perfis genéticos capazes de
distinguir diferentes manifestacdes clinicas de LTA.

7.4 Processamento e analise de dados

Os valores da matriz de similaridade foram calculados a partir dos dados de
presenca e auséncia das bandas em cada amostra (Tabela 5) e através do calculo
do coeficiente de similaridade pela técnica Simple Matching (SOKAL; MICHENER,
1958). Os perfis de LSSP-PCR de acordo com os seus coeficientes de similaridade
(SM) variaram entre 0,22-0,44 gerando uma matriz com apenas 3 valores muito
baixos (0,22 — 0,33 — 0,44), o que demonstra uma baixa similaridade entre todos os

perfis gerados (Tabela 6).

Tabela 5 - Dados de presenca e auséncia de bandas formadas através da LSSP-
PCR com amostras de aspirado de lesdo.

Bandas P9 P16 P35 P36 P37 P38 P39 P42 P45 P48 P58 P64

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
2 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0
3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
5 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0
6 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1
7 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0
8 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0
9 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0

Fonte: Autora.
Nota: (0) Auséncia da banda; (1) Presenca da banda.

Tabela 6 - Matriz de similaridade genética estimada pelo indice de Simple Macthing (1958).

P9 P16 P35 P36 P37 P38 P39 P42 P45 P48 P58 P64
P9 1
P16 0,22 1
P35 0,33 0,33 1
P36 0,22 0,22 0,22 1
P37 0,22 0,22 0,22 0,22 1
P38 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22 1
P39 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44 1
P42 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33 0,22 1
P45 0,22 0,22 0,22 0,22 0,33 0,22 0,22 0,22 1
P48 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22 1
P58 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44 1
P64 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22 1
Fonte: Autora.
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Os resultados de coeficientes de similaridade (SM) tiveram uma variacao distinta
dos achados na literatura. Em Oliveira et al (2010, 2013) os valores ficaram entre a
faixa de 0,53 e 0,94 com 14 diferentes valores de coeficiente, em Baptista et al.,
(2012) variou entre 0,63-0,91 e entre 0,49-1 em Oliveira (2012).

A partir grau de similaridade entre os diversos padrdes gerados por LSSP-PCRs
aplicadas ao kDNA de minicirculos, construimos um dendrograma (Figura 14).

Figura 14 - Dendrograma mostrando os perfis genéticos
obtidos pelo LSSP-PCR.

— 1 Ulcerada

2 Verrucosa

3 Disseminada

5 Recidivacutis

4 Crostosa

Fonte: A autora
Nota: Resultados gerados através do algoritimo UPGMA
(NEI, 1978).

Sendo assim podemos concluir, por exemplo, as populagdes que apresentam
padrées mais semelhantes em termos de perfil de bandeamento sdo as de formas
ulcerada e verrucosa e as que apresentam padrées mais distintos sao as de formas

ulcerada e recidiva cutis e ulcerada e crostosa.
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8 CONCLUSOES

a)

b)

d)

O protocolo de LSSP-PCR, descrito em Ferreira (2007), associado ao emprego
do aspirado de lesdo como espécime clinico, foi aquele que apresentou os perfis

de bandeamento mais definidos e descritivos;

A partir do uso do protocolo selecionado e da analise das assinaturas de kDNA
geradas foi observado um baixo grau de similaridade entre as amostras de
portadores de uma mesma forma clinica o que implica na impossibilidade da
técnica originar perfis de bandeamento capazes de diferenciar as formas clinicas
distintas;

A LSSP pode vir a ser util para revelar marcadores diagndsticos para algumas
manifestacdes clinicas mais raras da LTA, como € o caso das formas crostosa e
recidiva cutis da doenca.

O emprego da LSSP-PCR como ferramenta capaz de gerar assinaturas
genéticas capazes de distinguir diferentes manifestacdes clinicas da LTA segue
sendo promissor, ainda que isso dependa de uma melhor descricdo das formas
clinicas investigadas e de um aprimoramento das técnicas de visualizacado dos

padrées de bandeamento gerados.
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9 PERSPECTIVAS

As perspectivas desse estudo envolvem aumentar o nimero de amostras e
de melhor se descrever e ordenar as manifestacdes clinicas da LTA, o que implicaria
na coleta de mais dados sobre a localizacdo da lesdo, tempo de evolucéo,
concomitancia de outras doencas de sintomatologia semelhante e/ou de doencas
imunossupressoras como a AIDS. Outra analise importante que ira contribuir para o
estudo é a utilizacdo de géis de poliacrilamida corados pela prata, que acreditasse
(FERREIRA et al., 2007) aumentar a sensibilidade da visualizacdo das bandas
geradas por LSSP-PCR.
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Amare, Recife-PE. Fone: (B1) 3413-1300.

Departaments de Imunclogia. Centro de Pesquisas Aggeu Magalhies, FIDCRUZ. Tel.: (81) 2101 2841 ou 2101 2566.

Av. Professor Moraes Rego, sin - Cidade Universitaria — Campus da UFPE
Recife - PE - CEP: 50.870-420
Telefone: (81) 2101-2500/2101-2800 Fax (B1) 3453-1911
wrvnw.cpgam fiscruz br
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APENDICE B - Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

Miriglerie da Sodds

FIDERUZT
Fundagio Dywaldo Gruz

Cenlro de Pesnuisa Aggen Magalhiss

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

Convidamos o (a) menor, apds autorizac3o dos responsaveis legais, para participar do projeto
de pesquisa intitulado “Andlise de assinaturas dos minicirculos do kKDNA de [eishmania spp.
presentes em amaosfras clinicas de pacientes com leishmaniose tegumentar americana nas formas
ativa e recidivante (recidiva cltis) de areas endémicas do estado de Pernambuco™ que sera
desenvolvido no Centro de Pesguisas Aggeu Magalhdes da Fundaco Oswaldo Cruz
(CPgAM/FIOCRUZ). O objetivo principal desta pesguisa € contribuir para um melhor conhecimento da
leishmaniose tegumentar humana.

O (A) menor fara parte do grupo de pacientes, realizaremos a coleta de parasitos, através da
raspagem superficial da borda da lesdo, aspirado da borda da les3o e coleta de 4 mL (equivalente a 1
colher de cha) de sangue venoso. Todo o procedimento sera realizado com material livre de
contaminantes, descartavel e por profissionais de salde com capacidade para executd-lo. Quanto
ans riscos, apesar de fodo cuidado tomado no sentido de protegé-lo, o menor podera sentir algum
desconforto ou ardéncia. A identidade dele (a) ndo sera revelada em nenhum momento da pesquisa.

Antes de sua parficipacdo no projeto citade, o (a) menor, tem fofal liberdade de pedir
esclarecimentos adicionais que julguem necessarios. Tais informagdes serdo prestadas por quaisquer
dos responsaveis pelo estudo. O (A) menor tem a liberdade de desistir ou de interromper a
colaboragdo neste estudo no momento em que desejar, sem prejuizo de qualquer tipo.

Solicitamos sua autorizacdo para que a Fundacdo Oswaldo Cruz (CPgAMFIOCRUZ) possa
utilizar as informacgdes obtidas em reunides, congressos e publicacdes cientificas (preservando a
identidade do voluntario); e para que possamos estocar as suas amostras biologicas, a fim de ufiliza-
las em estudo posterior. Neste caso, sera solicitado um novo consentimento, caso tenhamos que
utilizar sua amastra em ouftra pesquisa.

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

Em caso de dividas ou de outras informagdes o (a) senhor (a) podera, a qualguer momento,
enfrar em contato com a equipe responsavel (Edileuza Brito e Juliana Viana - CPgaAM e ﬁ\ngela
Rapela - HUOC-UPE), através dos telefones abaixo. Caso exista a necessidade de apresentar
recursos ou reclamagdes em relagdo & pesguisa isso podera ser feito através do contafo com o
Comité de Etica do Centro de Pesquisas Aggeu Magalh3ss (telefone (81) 2101-2639) o qual tomara
as medidas cabiveis.

Nome do menor

Assinatura do paciente e enderego data
Assinatura de testemunha data
Assinatura do medico responsavel — HUQC-UPE data

Ambulatoric de Dematolegia do Hospital Universitario Oswaldo Cruz (HUDC-UPE), Rua Amalde Margues, s/n - Santo Amaro,
Recife-PE. Fone: (81) 3413-1300.

Departaments de Imunclogia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalh3es, FIDCRUZ. Tel: (81) 2101 2841 ou 2101 2566

Av. Professar Moraes Rego, sin - Cidade Universitiria — Campus da UFPE
Recife - PE - CEP: 50.670-420
Telefone: (81) 2101-2500/2101-2800 Fax {81) 3453-1911
wrerw.cpgam fiocrnez br

58



ANEXO A - Parecer consubstanciado do CEP
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise de assinaturas dos minicirculos do kDMA de Leishmania spp. presentes em
amostras clinicas de pacientes com leishmaniose tegumentar americana nas formas
ativa e recidivante (recidiva citis) de dreas endémicas do estado de Perfmambuco.

Pesquisador: Juliana Bezerra Medeiros Viana

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 31324314.0.0000.5190

Instituigdo Proponente: Centro de Pesquisas Aggeu Magalh&es/ FIOCRUZ
Patrocinador Principal: Centro de Pesquisas Aggeu Magalh&es/ FIOCRUZ

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 799,253
Data da Relatoria: 17/07/2014

Apresentagéo do Projeto:

O projeto esta bem escrito, com referéncias que subsidiam a hipotese e o método. As mesmas também
estéo atualizadas. Tem linguagem clara, cientifica e de facil compreenséo.

A pesquisa propde analisar a assinatura de alve molecular da Leishmania para identificagfo de
polimorfismos nas diferentes apresentagdes clinicas da LTA.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario;

Analisar assinaturas dos minicirculos do kDNA de Leishmania spp. presentes em amostras dinicas de
pacientes com leishmaniose tegumentar americana nas formas ativa e recidivante (recidiva citis),
Ohbjetive Secundaric:

a)Estabelecer um painel de assinaturas do kDNA de minicirculos atravées de LSSP-PCR em amostras de
lesdes ativas e recidiva cutis;

byAnalisar polimorfismos do kDNA através de sequenciamento de minicirculos;

Enderego:  Av. Prof. Moraes Regao, sih®

Bairro: Cidade Unversitana CEP: s0&T70-420
UF: PE Municiplo: RECIFE
Telefone: (81)2101-2839 Fax: (61)2101-2639 E-mail: comitastica@epgam.fiocnuz br
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Continuagdo do Parecer: 799.253

c)Fazer alinhamentos multiplos de sequéncias;

d)Comparar os resultados obtidos pelas técnicas de LSSP-PCR e sequenciamento; e)Elaborar um
cladegrama de minicirculos obtido das amostras clinicas.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

A pesquisadora descreve o0s riscos e beneficios referentes a pesquisa,

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesguisa tem importancia para o melhor conhecimento molecular da LTA, podendo auxiliar no
desenvolvimento de novas ferramentas para diagnéstico.em anterior

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Termos adequados.

Recomendagbes:
Mao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

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

O projeto estd aprovado para ser realizado em sua Ultima formatagio apresentada ao CEP e este parecer
tem validade até 03 de setembro de 2017. Em caso de necessidade de renovagio do Parecer, encaminhar
relatério e atualizagio do projeto.

Situagio do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
MNao

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Enderego: Av. Prof. Moraes Rego, sin®

Bairro: Cidade Univarsitana CEP: 50&70-420
UF: FE Municiple: RECIFE
Telefone:  (81)2101-2638 Fac:  (51)2101-2658 E-mail: comitestica@cpgam fiocruz br
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Continuagdo do Parecer: 799,253

RECIFE, 22 de Setembro de 2014

Assinado por:
Janaina Campos de Miranda
(Coordenador)

Enderego: Av. Prof. Moraes Rego, sin®
Bairro: Cidade Unvarsitana

UF: PE Municiplo: RECIFE
Telefone:  (81)2101-2639 Fax: (51)2101-2639 E-mail:

CEP: 50&70-420

comitasatica@cpgam. ooz br
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