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WANDERLEY, Leandro Batista. Avaliacdo da espedifcie dos primers RV1 e RV2 para o
diagnostico molecular da Leishmaniose ViscePdl1ll. Dissertacdo (Mestrado em Saude
Publica) — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaesla€éo Oswaldo Cruz, Recife, 2011.

RESUMO

A Leishmaniose Visceral (LV) € uma endemia de geaexppansdo geografica e, na maioria
das areas endémicas, co-existe com outras doeNga®rasil ha descricdo, em varios
municipios, de co-endemias tais como esquistossmmniaberculose, doenca de chagas e
leishmaniose tegumentar americana, e estas apesemnifestacdes clinicas semelhantes a
LV, o que pode interferir na especificidade dos adés diagnosticos convencionai.
minicirculo do kDNA é o alvo mais estudado e aplcanas pesquisas da leishmaniose
humana. Dentre oggrimers que tem o kDNA como alvo estdo o RV1 e RV2, quéjam
aplicados com sucesso em diversas amostras biatditste trabalho teve como objetivo
estudar a especificidade dos primers RV1 e RVayé# da técnica de PCR, utilizando DNA
de diferentes organismos. Para isto, utilizou-dereamenta Primer-BLAST (NCBI), para
observar, teoricamente, quais 0s organismos qusueus regides para o anelamento dos
primers; e, em laboratorio, foram testados DNA geind purificado de diversos organismos.
A sensibilidade dos primers foi testada atravésrda curva de diluicdo seriada utilizando o
DNA gendmico deleishmania (Leishmania) chagagiara dois sistemas de volumes
diferentes. O Sistema de PCR 2, com 50 pL, apresemha sensibilidade de 0,1fg, enquanto
que o Sistema de PCR 1, com 25 puL, alcancou adepgsTestando os primers dos sistemas
de forma teodrica (Primer-BLAST), estes mostraramespecificos paralLeishmania
(Leishmania) major, Leishmania (Leishmania) donaovan Leishmania. (Leishmania)
infantum.Porém ao testar, em laboratério, 0 DNA dos orgamésaom o sistema de PCR 2,
observou-se inespecificidade dosmers que se anelaram frente ao DNA $8ehistosoma
mansoni e Trypanosoma cruzipara as mesmas condigcbes de ciclagem. Os ressultad
encontrados demonstram queéners RV1 e RV2 ndo devem ser utilizados em regides
onde estes parasitos estdo presentes, pois podanaleesultados falso-positivos.

Palavras chavesleishmaniose visceral, Reacdo em Cadeia da PoleeEspecificidade;
Primersdo DNA



WANDERLEY, Leandro Batista._ Evaluation of the sifieity of primers RV1 e RV2 for
molecular diagnosis of Visceral Leishmania@11. Dissertation (Master's Degree in Public
Health) — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdesa€édndOswaldo Cruz, Recife, 2011.

ABSTRACT

The Visceral Leishmaniasis (VL) is endemic to agéameographic spread and, in most
endemic areas, co-exist with other diseases. IrziBthere are descriptions, in various
municipalities, of co-endemic diseases such asss@umiasis, tuberculosis, chagas disease
and american tegumentary leishmaniasis, and thatechnical symptoms similar to VL,
which can interfere with the specificity of conviemial diagnostic methods.The minicircle
KDNA is the target most studied and applied in @ede of human leishmaniasis. Among the
primers that target the kDNA, are RV1 and RV2, whias already been successfully applied
in various biological samples. This work aimed tady the specificity of the primers RV1
and RV2, by PCR, using DNA from different organisnk®r this, we used the Primer-
BLAST tool (NCBI), to observe, theoretically, whicihhganisms have regions for annealing of
primers, and in the laboratory were tested purifiedomic DNA of various organisms. The
sensitivity of primers was tested by a serial ddlinit curve using genomic DNA from
Leishmania (Leishmania) chagdeir two systems with different volumes. The PCRst8gn

2, with 50uL, showed a sensitivity of 0.1 fg, whereas the F&Rtem 1, with 25L, reached
only 1 pg. Testing primers in a theoretical wayir(ler-BLAST), they showed specificity for
Leishmania (Leishmania) majgr Leishmania (Leishmania) donovarand Leishmania
(Leishmania) infantumBut when testing, in laboratory, the DNA of thganisms using the
PCR system 2, was observed inspecificity of thenprs, which showed amplification against
the DNA of Schistosoma mansoandTrypanosoma cruzising the same cycling conditions.
The results show that the primers RV1 and RV2 nmastbe used in regions where these
parasites are present, because they may leadstodasitive results.

Keywords: Visceral Leishmaniasis; Polymerase Chain ReacBmecificity; DNA primers
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da Leishmaniose Visceral

A Leishmaniose Visceral (LV) ou Calazar é uma endende grande expansao
geogréafica, no velho e no novo mundo, que ocorre paises das regides tropicais,
subtropicais e no Mediterraneo (Figura 1) (BRASRQ09; CHAPPUIS etal., 2007,
SRIVASTAVA et al., 2011). Devido a sua incidéncia, alta mortalidade individuos nao
tratados, em criancas desnutridas e em infectaglosviirus do HIV, a LV foi considerada
uma das seis doencas mais importantes do mundadzsupor protozoarios (BRASIL, 2009;
SINGH; PANDEY; SUNDAR, 2006).

Figura 1 —Distribuicdo geografica da Leishmaniose VisceraVetho e no Novo Mundo.
Fonte: Organizagdo Mundial de Saude (2010a).

A doenca afeta, anualmente, aproximadamente 50Q868oas (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2010b) em 69 paises em todos astinentes, causando cerca de 50
mil mortes por ano, sendo cinco paises responspeei90% dos casos: Bangladesh, Brasil,
india, Nepal e Suddo (FAUCHER; PIARROUX, 2010).
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No Brasil, inicialmente, sua ocorréncia estavathai a areas rurais e a pequenas
localidades urbanas, mas, hoje, encontra-se emaf@pansao para grandes centros, estando
distribuida em 21 unidades da Federacao, atingasduinco regides brasileiras. Nos ultimos
dez anos, o pais apresentou uma média anual d@ &3ds e uma incidéncia de 1,9 casos
por 100.000 habitantes, com uma letalidade méd& 3% (BRASIL, 2009).

A LV é mais frequente em criancas menores de 10s gBRASIL, 2009),
principalmente na faixa etaria de um a quatro ama@ssexo masculino € proporcionalmente o
mais afetado (BRASIL, 2009; LUZ; AGUIAR-SANTOS, Z)0 Seu espectro clinico pode se
apresentar desde a forma assintomética, até seessgppor episodios febris associados a
hepatoesplenomegalia grave, emagrecimento, anem@ppoliadenia, podendo ocorrer
manifestacdes intestinais e fendbmenos hemorra@BRASIL, 2009). A evolucao da doenca
é lenta, podendo levar os pacientes a complicag@ess (GONTIJO; MELO, 2004).

Os agentes etioldégicos da doenca sdo protozoarnpsndssomatideos, parasitos
intracelulares obrigatérios das células do sistéagacitico mononuclear, que possuem uma
forma flagelada ou promastigota (Figura 2A), encdd no tubo digestivo do inseto vetor e
outra aflagelada ou amastigota (Figura 2B), enados parasitando macréfagos nos tecidos
dos hospedeiros vertebrados (BRASIL, 2006).

- A

Figura 2 - Formas evolutivas daeishmania
Fonte: Brasil (2006).
Nota: (A) Formas promastigotas encontradas no didgstivo do hospedeiro invertebrado. (B) Formas
amastigotas encontradas parasitando os macréfagusspedeiro vertebrado.

Estes protozoarios pertencem ao géneetsshmaniae fazem parte do complexo
Leishmania donovaniestando inclusas trés espéciesishmania (Leishmania) donovani,
Leishmania (Leishmania) chagasieishmanigLeishmania) infantunfLUKES etal., 2007),
sendoL. (L.) chagasia espécie responsavel pela doenca nas Américas SRRAR009;
DOURADO etal., 2007).
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Existem varias hipéteses acerca da taxonomia doteagmusal desta endemia nas
Américas. Alguns autores acreditam que as espéciés.) infantume L. (L.) chagasisao
idénticas, sendo provenientes da Europa durantel@izacdo portuguesa e espanhola
(KILLICK-KENDRICK, 1985; RIOUX et al.,, 1990). Em contrapartida, outros autores
afirmam que alL. (L.) chagasija estava presente no Continente Americano antes da
colonizacéao pelos europeus (LAINSON; RANGEL, 2005).

Existem duas linhas de pensamento em relacdo adaxa do génerdeishmania
Através de dados genéticos e enzimaticos, a paniieina de pensamento considera fue
(L.) infantume L. (L.) chagasirepresentam a mesma espécie (LUKESalet 2007;
MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000) e, por isso, devesar utilizadas como sinénimas.
A segunda linha considera que esses parasitosspaoies diferentes, e decidiram separa-los
em duas subespécies, atribuindo os noimefl..) infantum infantume L. (L.) infantum
chagasi (LAINSON; RANGEL, 2005; 2006), estando esta nontinca correta (SHAW,
2006).

Esta separacéo de (L.) chagaseL. (L.) infantumem duas subespécies é - em parte -
aceitavel, contudo, estas devem ser consideradasisias até que uma nova classificacao
para o génerd.eishmaniaseja proposta (DANTAS-TORRES, 2006a; LUKESakt 2007;
MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000). Por isso, no perde trabalho adotaremos a
nomenclaturd.. (L.) chagastomo o agente causador da LV nas Américas.

A transmissdo da LV pode dar-se de humano para iynoai de um reservatorio
animal, principalmente canideo, para humanos a&rad@ picada de insetos vetores
pertencentes ao génetatzomyia (GONTIJO; MELO, 2004). Outras vias potenciais de
transmissao relatadas s&o: congénita, transfus{aNalINORI et al., 2007; PAGLIANO et
al., 2005) através de transplantes de o6rgdos (ANTINGRIal.,, 2008) e pelo
compartilhamento de agulhas/seringas contamin&da.Ultima vem sendo a principal forma
de transmissédo de LV em paises do Mediterraneo R ¥étal., 2008; CRUZ e#l., 2006).
Recentemente tem-se especulado a hip6tese degyumeaa pulgas (COLOMBO et., 2011)
e carrapatos da espédrthipicephalus sanguineU®ANTAS-TORRES, 2011) serviriam
como vetores déeishmaniapara cdes, porém ainda sdo necessarios algunegiach
entender melhor a participacdo destes na epidegiotta doenca (COLOMBO ai., 2011;
DANTAS-TORRES, 2011).

A principal forma de transmissado do parasito parfaomem e outros hospedeiros

vertebrados é através da picada de fémeas deadiplar familia Psychodidae, subfamilia



17

Phlebotominae, mais conhecidos por flebotomineoBY(R2001), sendo d_.utzomyia

longipalpisa principal espécie transmissora no Brasil (FI@QIrdBRASIL, 2009).

N

[

Figura 3 — Fémea de Lutzomyia Ibngipalpis, principal vetarLV.
Fonte: Brasil (2006).

A infeccdo do vetor ocorre quando este, ao realaepasto sanguineo em um
hospedeiro infectado, ingere macréfagos parasitpdo$ormas amastigotas da&ishmania
No interior do inseto, estas se diferenciam em &srrpromastigotas, e se reproduzem por
processos sucessivos de divisdo binaria (BRASIIQ6R0A0 realizar um novo repasto
sanguineo em um hospedeiro vertebrado, o insetw leéra as formas promastigotas, que
serdo fagocitadas pelos macrofagos do hospedewmointdrior dos macréfagos ocorre a
diferenciacdo das promastigotas em amastigotasirgoiese multiplicar intensamente até o
rompimento dos macréfagos, levando a liberacdcadesstigotas que poderdo se disseminar
para outros tecidos ricos em células do sistemaomarear fagocitario, como linfonodos,
figado, baco e medula O6ssea ou ser ingeridas pwosninsetos vetores (Figura 4)

(MICHALICK; GENARO, 2005).
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Intracellular amastigote
o L

\ Procyclic

ﬂ/ﬁmmiﬁamf_
Figura 4 — Ciclo de vida do génetceeishmania
Fonte: Chappuis etl. (2007).
Nota: A forma promastigota do parasito é transmipdr uma fémea de fleb6tomo. Apés a transmissao, o
parasitas sdo internalizados pelos macréfagosdepeseu flagelo, mudando para a forma amastigata. A
amastigotas se multiplicam, destroem a célula lsspee infectam outras células fagociticas, sseditnando
nos sistemas linfatico e vascular ou re-infectamdtseto vetor.

1.2 Co-endemicidade

A maioria das infeccbes por LV ocorre em areas tasmou de dificil acesso — nas
quais as unidades de saude existentes sdo inadsqaadescassas — e onde existem co-
infeccbes com outras parasitoses debilitantes. &sths circunstancias, essa endemia
geralmente apresenta um dilema quanto ao seu diggm@HAILU et al., 2005) que, em
muitas situacdes, s6 pode ser concluido por meipradeas laboratoriais, ja que as areas
endémicas de diversas doencas se sobrepdem emegréaidas do territorio brasileiro
(BRASIL, 2009).

Hassan eal. (2006) relatam que ha um potencial de sobreposigadistribuicdes do

parasita protozoaribeishmania (L.) donovareé o helmintaSchistosoma mansoam muitos
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paises; e que a probabilidade de ocorrer uma ecgéb entre estes dois parasitos no homem
€ aumentada pela sua cronicidade, a propagac&dest®ssomose através da irrigacdo, e o
deslocamento de pessoas entre as areas endémicas.

Segundo dados do Sistema de Informacdes de Agdevbetificacdo (SINAN), entre
2007 e 2009 o Brasil notificou casos de LV, esgssbmose, tuberculose e Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) em diversos estadosetiefacio. E importante atentar que,
em regides onde mais de uma endemia predominaazseetessario o uso de técnicas
especificas para diagnostica-las de forma maisgarec

Ha relato de dispersao tle (L.) chagasiem areas endémicas para(V.) braziliensis
e paralrypanosoma cruzio Brasil (GOMES eal., 2007). Brito e outros (2009), mostraram
que existe uma diversidade de espéciesaihmania (Vianniagm uma area endémica para
a leishmaniose tegumentar americana demonstrandoisive, a co-existéncia de duas ou
mais espécies numa mesma area. Pereira-Chiocaula20€9, relata que a diversidade
endémica encontrada nas regides brasileiras € ton dae corrobora para interferir na

especificidade dos métodos laboratoriais conveatson

1.3 Diagnostico laboratorial

1.3.1 Diagnéstico parasitologico

A busca microscopica daeishmaniapermanece como o padrdo ouro no diagnostico
da leishmaniose visceral devido a sua alta espelgtie (SRIVASTAVA efal., 2011). Esta
técnica demonstra as formas amastigotas do pargsitmimente observados dentro de células
fagociticas (FAUCHER; PIARROUX, 2010) em esfregaggadizados a partir de puncdes de
linfonodos, medula 6ssea e baco. Os esfregacosacio fpossuem a melhor sensibilidade,
variando entre 93,1 a 98,7%, ja os de medula @&s$efonodo tém menor sensibilidade com
52-85% e 52-58%, respectivamente (SRIVASTAVAlt2011).

Contudo, essas puncdes sao consideradas invapossjindo contra-indicacgoes, e
exigem ambientes e profissionais habilitados paraleta. Desta forma, esses procedimentos
nao sao adequados para estudos epidemiologicliumas vezes, também para diagnosticos
individuais (SUNDAR; RAI, 2002; SILVA; STEWART,; CO®\, 2005).
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A cultura sofre as mesmas dificuldades da micrda¢cqmor utilizar uma amostra
obtida através de um procedimento invasivo, aptasewvariagcbes na sensibilidade e
necessitar de um profissional experiente, aléemedeisa técnica demorada e de alto custo.
Isso torna a técnica pouco requisitada para o dgmo clinico, sendo utilizada apenas em
laboratorios de pesquisa (SRIVASTAVAadt, 2011).

1.3.2 Diagnéstico soroldgico

Uma ampla gama de métodos sorologicos, variandsessibilidade e especificidade,
estdo disponiveis para o diagnostico da LV. Deglgs estdo o teste de Imunofluorescéncia
Indireta (IFI), o Ensaio imunoenzimético (ELISA),Teste de Aglutinacdo Direta (DAT) e 0
teste Imunocromatografico Rapido rk39 (rK39-ICTA{R.I; MALTEZOU, 2010).

A IFI se baseia na deteccédo de anticorpos, quenpaege demonstrados em estagios
iniciais da infeccdo e sdo indetectaveis do sertm@no més apos a cura. E um método
sensivel (96%) e especifico (98%), mas sua neeelsidle condicbes laboratoriais
apropriadas nédo permite o seu uso no campo (SRI¥ANATet al., 2011). Esse método
possui limitagbes em termo de especificidade eodrpiibilidade, podendo apresentar reagbes
cruzadas com agentes causadores de outras doemmas mor exemplo, LTA, doenca de
chagas, esquistossomose e tuberculose (GONTIJOQVIEQO4). No Brasil, esta é a técnica
disponibilizada e mais utilizada pelos laboratédesreferéncia no Sistema Unicos de Salde
(BRASIL, 20086).

O ELISA é outra técnica de deteccdo de anticorgwa p diagnostico da LV. Sua
sensibilidade e especificidade dependem do tipantiggeno utilizado (bruto ou purificado).
Apesar do grande niamero de antigenos ja estudaohm® ndo existe um antigeno padrdo
para esta técnica. Devido a necessidade de tédnétoados e equipamentos, esta técnica nao
€ aplicada para o diagnostico de rotina em regé&e®micas para a LV em humanos
(SRIVASTAVA et al, 2011), sendo utilizada na rotina apenas paraagndstico da LV
canina (BRASIL, 2006).

O DAT é uma técnica simples, sensivel e altamespedfica (SILVA; STEWART,;
COSTA, 2005). Em um estudo de meta-analise utidi@an DAT, sua sensibilidade e

especificidade foram estimadas em 94,8% e 85,98peotivamente. Contudo, suas maiores
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desvantagens sdo a necessidade de mdultipla pipetagspo de incubacado relativamente
longo e o alto custo do antigeno (CHAPPUI&1gt2006).

Na Ameérica Latina o teste rapido rK39-ICT é amplataautilizado para o diagnéstico
em humanos, e possui diversas vantagens sobre aulleim testes baseados no ELISA
(DESJEUX, 2004). O rK39-ICT tornou-se popular réearente e tem sido considerada uma
técnica altamente sensivel, além de um indicaddfizcel de calazar (SRIVASTAVA «ll.,
2011). Em um estudo de meta-analise, sua sensithditbi de 98,4-100% e a especificidade
foi de 81,2-96,4% (BOELAERT et., 2008).

O rK39-ICT e o DAT possuem algumas desvantagenscemum, dentre elas a
incapacidade de diferenciar entre uma infecca@ atiassintomatica e a permanéncia de um
resultado positivo apos a cura (SRIVASTAVAaet 2011).

1.3.3 Diagnéstico molecular baseado em PCR

A Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) é uma &éefitaz até quando realizada a
partir de uma unica molécula de DNA (MELO, 200&ynando possivel detectar baixas
cargas parasitarias (FAUCHER; PIARROUX, 2010). Hsétnica baseia-se em ciclos que
ocorrem em diferentes temperaturas de incubacdourammesmo tubo, na presenca de
reagentes termoestaveis e sequéncias especififddAla serem amplificadas. Os reagentes
sdo: (1) dois pequenos iniciadorgwirhery, sintetizados para serem complementar as
sequéncias desejadas do DNA alvo e dar inicio alifisapdo enzimética, (2) quatro
desoxirribonucleotideos trifosfatados (dATP, dCE@BTP, dTTP), formando uma solucéo
chamada dNTP, (3) a enzima termoesta DNA polimerase, (4) ions magnésio e (5)
tamp&o (BASTIEN; PROCOP; REISCHL, 2008).

E realizada em trés etapas, repetidas, em médi25pa 35 ciclos. Cada etapa possui
uma temperatura 6tima para sua maior eficiénciaetApas séo: (1) Desnaturacédo do DNA,
tipicamente realizada a uma temperatura proxim@ 8C9 (2) Anelamento dogrimers ao
DNA-molde, que ocorre a uma temperatura em geraé etd a 70 °C; e (3) extensdo dos
primers que corresponde a sintese de DNA pela enzima pdli&erase, usualmente a 72 °C
(RODRIGUES; SILVA ;SIQUEIRA, 2006).

O produto final da reacdo de PCR é chamado de emnplique consiste em um

fragmento de DNA fita dupla, cujas extremidades d&finidas pela extremidade 5 de cada
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um dosprimerse cujo tamanho é dado pela distancia entre os ogesinvisualizagdo mais
aplicada do amplicon é através da realizacédo dealetr@forese em gel de agarose, contendo
brometo de etidio e posterior visualizacdo em i@ngador de luz ultravioleta
(RODRIGUES; SILVA; SIQUEIRA, 2006).

E importante observar as condi¢cbes ideais de ctrag@io dos componentes da
reacao, pois nao existe um protocolo padréo queapes usado para todas as amplificagoes.
O numero de ciclos, a concentracdo dos ions maygrasienzima e do DNA molde, assim
como a temperatura de anelamento e a concentragdwichers devem ser cuidadosamente
ajustadas para cada tipo de reacao que se prda@@8d [EN; PROCOP; REISCHL, 2008).

Outro fator fundamental no preparo das reacfetaéioaado a fonte da qual o DNA
sera extraido. Deve-se considerar a introducdo qgoreaenca de inibidores da DNA
polimerase durante o processo de extracdo do DM#&eEds inibidores estdo substancias
como o grupo heme da hemoglobina, assim como ogyeueEmente séo introduzidos no
processo de coleta ou extracdo do material biaddgmmo o fenol e o cloroférmio (que
podem inibir a acdo enzimatica); a proteinase-Ki¢pdegradar a DNA polimerase); o EDTA
e a heparina (quelantes dos ions magnésio) (SAMBR&al., 1989).

Devido a sua elevada sensibilidade e especificidadécnica de PCR se torna muito
adequada para procedimentos de diagnéstico. Eatesed estdo diretamente ligados ao
conjunto deprimers utilizados para a amplificacdo do DNA alvo, ao eémnde copias do
DNA alvo a ser amplificado, ao método de extragdddlA utilizado, ao tipo de material a
ser analisado e ao protocolo de PCR (CORTE# ,2004; SALAM etal., 2010).

Somente na Ultima década as técnicas moleculaoesarfn mais acessiveis e
eficientes. Além de sua rapidez, a PCR apresentai@agem de requerer quantidades muito
pequenas de DNA. Quando disponivel, a PCR é unelemte ferramenta para o diagnostico
e monitoramento da LV (MARY «l., 2006), e tem sido vista como uma técnica altemat
guando o paciente apresenta suspeita clinica, ierastopia e/ou a sorologia sdo negativas
ou indeterminadas (ALAM edl., 2009).

Em 2007, Antinori e colaboradores realizaram unudestclinico comparativo entre
técnicas microbiolégicas convencionais e um sistelmaPCR espécie-especifiqarifners
R223 e R333) parheishmania utilizando amostras de sangue periférico e dé@aakp de
medula 6ssea, e encontraram, para a PCR, serailg@iidde 95,7% para as amostras de
aspirado e 98.5% para as amostras de sangue, émauan para o isolamento da medula
0ssea, teste sorolégico e microscopia utilizandtenah da biopsia de medula Ossea, as

sensibilidades encontradas foram de 76,2%, 85,986286, respectivamente.
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1.3.3.1 Alvos utilizados em PCR

a) DNA do cinetoplasto (kDNA)

Os membros da familia Trypanosomatidae possuem ripdaples biologicas
incomuns, dentre elas a presenca de uma Unica cexddpacta de DNA mitocondrial
conhecida como DNA do cinetoplasto (kDNA), presatecada célula do tripanossomatideo
(KLINGBEIL; ENGLUND, 2004).

O cinetoplasto possui arranjos de dezenas de maxms$ e milhares de minicirculos
que juntos formam o kDNA, correspondendo entre 16985% do DNA celular total
(BREWSTER; BARKER, 2002; LAMBSON; BARKER, 2002; KNIGBEIL; ENGLUND,
2004).

Figura 5 - Micrografia eletrénica do kKDNA deeishmania spcomposto por uma rede compacta de
maxicirculos e minicirculos.
Fonte- Barker (1989).
Nota: Os maxicirculos podem ser visualizados na periftaiaede do kDNA.
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Os maxicirculos possuem cerca de 20 a 40kb de ampmio e estdo presentes em 30
a 50 copias. Ja os minicirculos representam 95DMNA (RAY, 1987) e estao presentes em
cerca de 10.000 copias, apresentando um tamanh0.5dea 10 kb de comprimento
dependendo da espécie (DEGRAVEaét 1994; LUKES etal., 2002; RODGERS edl.,
1990).

Alguns estudos descrevem que a funcdo dos maxmdrad parecida com a das
mitocondrias dos eucariotos convencionais, ou sé§a, codificam alguns produtos genéticos
como o RNA ribossémico (RNAr) e subunidades de dergs respiratorios. Contudo, a
Unica funcdo dos minicirculos descoberta até agosade que eles servem para codificar
RNAs guias (RNAg), que sdo moldes para a edicdo tdsscritos dos maxicirculos
(KLINGBEIL; ENGLUND, 2004; LUKES etal., 2002). Contudo, ja foram propostos um
papel estrutural (SIMPSON, 1997) e um de expres&f@rodutos de proteina (SINGH;
RASTOGI, 1999).

b) Uso do kDNA

O minicirculo do KDNA é o alvo mais estudado e @b nas pesquisas moleculares
para o diagndéstico de calazar humano. Sua vantag&mmo fato do grande nimero de copias
por célula (SILVA et al, 2010), o que permitiu @&cho de ensaios baseados em PCR ultra-
sensiveis quando comparados com sistemas queantilzomo alvo seqiéncias menos
repetitivas (BASTIEN; PROCOP; REISCHL, 2008).

Os alvos escolhidos sao importantes pelas suasbiidasle e especificidade,
caracteristicas do ensaio que sao intrinsecas @hasdosprimers que podem levar a
resultados falso-positivos ou falso-negativos (D&DIEet al., 2003).

O uso degprimersdesenhados a partir do kDNA possibilita tambémieatificacdo da
espécie déeishmaniaresponsavel pela infeccdo (RODGER&Iet1990), sendo de extrema
importancia em regides nas quais a infeccdo podeagsada por mais de uma espécie do
parasito (LAMBSON; SMYTH; BARKER, 2000).
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c) PrimersRV1 e RV2

Muitos primersforam desenvolvidos para pesquisa de DNA eishmaniautilizando
como alvo o kDNA, contudo oprimers desenhados por Ravel e colaboradores (1995), e
adaptados por Le Fichoux &t (1999), sdo os mais aplicados na amplificacéo iticirculo
do kDNA (SILVA et al., 2010). A regido amplificada € a LT1, a qual apnés uma
sequéncia de 145 pb, e os sistemas desenvolvidosai utilizados por diversos autores
(AOUN etal., 2009; AYLLON etal., 2008; COELHO e#l., 2010; FAKHAR etal., 2008;
FERROGLIO etal.,, 2006; GARCEZ etl., 2010; GOMES e#l., 2007; KAZEMI etal.,
2008; KONGKAEW etal., 2007; LACHAUD etal., 2002a, b; LIMA JUNIOR etl., 2009;
MOTAZEDIAN et al., 2008; SHOURIJEH edl., 2006; TOMAZ-SOCCOL edl., 2009).

Os bons resultados para esg@mers foram obtidos tanto utilizando técnicas
convencionais de PCR como a PCR em Tempo Real (MERADEH; FAKHAR;
MOTAZEDIAN, 2006; KONGKAEW etal., 2007; MARY etal., 2004; SUKMEE etal.,
2008; VILLINSKIA et al., 2008). Os sistemas apresentaram valores de detels; 0,001
parasito/mL, identificando DNA dé&eishmaniaem portadores assintomaticos, quando as
técnicas convencionais de diagndstico falharanicamdlo uma boa correlagéo entre os niveis
de parasitemia e o estado clinico dos pacienteKKAR etal., 2008; MARY etal., 2004).

A PCR parece ser a técnica que mais se aproxindedd pois, com 0 uso geimers
apropriados, a sensibilidade e a especificidadeédaica pode se aproximar de 100%
(CORTES e#tl., 2004; MARQUES eal., 2001).

Diante do exposto, o presente trabalho buscouaaaakspecificidade dggimersRV1

e RV2 frente ao DNA de organismos co-endémicosegides con.eishmania (L.) chagasi
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2 JUSTIFICATIVA

Métodos laboratoriais confiaveis sdo de extremaoidpcia para o diagndstico
acurado de doencas, e, por consequéncia, sao aegggmgmra um correto tratamento, ja que
algumas drogas, como as leishmanicidas, apresaitartoxicidade e, quando estas n&do sao
utilizadas, levam a um aumento da letalidade (SFBVAVA etal., 2011).

A maior parte das infec¢des por LV ocorre em an@asquais a mesma co-existe com
outras parasitoses, como esquistossomose, tubseculoenca de chagas e LTA (GONTIJO;
MELO, 2004). Estas endemias apresentam manifestagjitecas semelhantes a LV, fator
que corrobora para interferir na especificidade ah@todos laboratoriais tradicionalmente
empregados (PEREIRA-CHIOCCOLA, 2009).

Dentre os varios métodos diagnésticos para a LY, exdiste nenhum que apresente
100% de sensibilidade e especificidade (GONTIJO;LME 2004). Estes problemas
diagndsticos, associados com a ocorréncia das @eemgdémicas em areas pobres, tém
incitado o desenvolvimento e a avaliagcdo de tgstéscos e baratos, que apresentem alta
sensibilidade e especificidade para o diagndsticerdiemia.

A alta sensibilidade e especificidade, a habilidatke detectar e identificar o
protozoario envolvido, e o fato de poder ser apghcam diversas amostras clinicas ao mesmo
tempo, sdo vantagens indiscutiveis da PCR em relagd métodos de diagndstico
tradicionais, tornando-a uma técnica promissoraa pardiagnostico da LV. Os alvos
escolhidos para a PCR sdo importantes devido a seasibilidade e especificidade,
caracteristicas do ensaio que sdo intrinsecas adhasdosprimers e que podem resultar
falsos positivos ou falsos negativos (DENIAUakt 2003). Entretanto, se fazem necessarios
estudos de especificidade frente a agentes etiml®gara esta técnica, principalmente em
areas onde diversas endemias co-existem.

Ja foram publicados diversos estudos (ANDRESE®.e1997; ATTAR efal., 2001;
BARKER etal., 1991; DOURADO etl., 2007; FAKHAR etal., 2008; FISA efal., 2008;
FISSORE etl., 2004; KAZEMI etal., 2008; KONGKAEW etal., 2007; LIMA JUNIOR et
al.,, 2009; MARY et al.,, 2004, 2006; MOADDEB; BEHZAD-BEHBAHANI, 2008;
MOTAZEDIAN et al., 2008; ONUMA etal., 2001) utilizando iniciadores desenhados a partir
do kDNA, dentre eles os iniciadores avaliados negatelho, o RV1 e RV2, desenhados por

Ravel e colaboradores (1995), e adaptados por dleo&x etal. (1999), tendo como alvo a
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regido conservada dos minicirculos do KDNALd€L.) chagase que tém apresentado 6timos
resultados quanto a sua sensibilidade, sendo basttiiizado para o diagnostico da LV.
Ravel e colaboradores, em 1995, testaram a espeade dogprimersfrente ao DNA

de outros organismos. Entretanto o mesmo nao étizaelo por Le Fichoux e colaboradqres
em 1999, e nem por Dantas-Torres, em 2006. Poracdisso, este trabalho tem como
propésito estudar a especificidade dos iniciadBM$ e RV2 utilizando, para esta finalidade,
o DNA de diferentes organismos que possuem arei#srecas que se sobrepbem com as da
LV, colaborando com a producéo cientifica de dasdacionados a especificidade desses

iniciadores, assim como com o diagnéstico molealgata endemia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a especificidade dgwimers RV1 e RV2 frente ao DNA de organismos co-

endémicos em regides cdraishmania (L.) chagasi

3.2 Objetivos especificos

a) Verificar, por meio de analise de alinhamento rpldti quais os possiveis agentes
etiologicos co-existentes corheishmania (L.) chagasidetectados pelogrimers
RV1/RV2;

b) Avaliar a especificidade dos sistemas de RV1/R\é&étE aos seguintes organismos:
Leishmania (V.) braziliensis, Trypanosoma cruzihiS§osoma mansoni, Wuchereria
bancrofti, Ascaris lumbricoides, Mycobacterium tudegosis, Mycobacterium chelonae,
Mycobacterium massiliense, Mycobaterium intracahd] Mycobacterium fortuitum,
Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium be\omo sapiens sapiens

c) Avaliar o limiar de detecc¢ao dos sistemas utilizaBtNA purificado dd.. (L.) chagasi
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Procedéncia das amostras

As amostras utilizadas neste trabalho foram obtidas diversos laboratérios dos
Departamentos do Centro de Pesquisas Aggeu Magath@PgAM/FIOCRUZ (Quadro 1).

Organismo Meio de obtencdp  Laboratério de Procedénc Departamento
Leishmania (L.) chagagcepa| Meio de cultura Laboratério de Departamento de
ndo caracterizada) Schneider Microbiologia Microbiologia
Leishmania (V.) braziliensis| Meio de cultura Laboratorio de Departamento de
(Cepa MHOM/BR/75/M2904) RPMI Leishmanioses Parasitologia
Trypanosoma cruficepa Y) Meio de cultura Laboratorio de Departamento de
LIT Imunoparasitologia Imunologia
Schistosoma mansoftepa Verme adulto Laboratorio do Servico de Departamento de
BH) retirado de Referéncia em Parasitologia
camundongo Esquistosomosse
Wuchereria bancrofti Verme adulto Laboratorio do Servico de Departamento de
retirado de Referéncia Nacional em Parasitologia
paciente Filarioses
Ascaris lumbricoides Verme adulto Laboratério do Servico de Departamento de
retirado de Referéncia Nacional em Parasitologia
paciente Filarioses
Mycobacterium tuberculosis| Meio de cultura Laboratério de Departamento de
(cepa de referéncia H37Rv) Léwenstein- Imunoepidemiologia Imunologia
Jensen
Mycobacterium chelonae Meio de cultura Laboratério de Departamento de
Léwenstein- Imunoepidemiologia Imunologia
Jensen
Mycobacterium massiliense| Meio de cultura Laboratorio de Departamento de
Léwenstein- Imunoepidemiologia Imunologia
Jensen
Mycobaterium intracelullare | Meio de cultura Laboratorio de Departamento de
Léwenstein- Imunoepidemiologia Imunologia
Jensen
Mycobacterium fortuitum Meio de cultura Laboratorio de Departamento de
Léwenstein- Imunoepidemiologia Imunologia
Jensen
Mycobacterium smegmatis| Meio de cultura Laboratorio de Departamento de
Léwenstein- Imunoepidemiologia Imunologia
Jensen
Mycobacterium bovis Meio de cultura Laboratério de Departamento de
Léwenstein- Imunoepidemiologia Imunologia
Jensen
Homo sapiens sapiens Sangue periférico Laboratério de Doencas Departamento de
Transmissiveis Parasitologia

Quadro 1— Procedéncia dos organismos para a extracdo de DNA
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4.2 Extragdo e purificacdo do DNA

Foram utilizados os organismos descritos no QuadrA extracdo e purificacdo do
DNA dos organismos, com excec¢ao das cepddydmbacteriumforam realizadas com o kit
comercial de extracao “illustfd tissue & cells genomicPrep Mini Spin Kit” (GE He-aare,
Buckinghamshire, UK), seguindo as recomendacdefalniicante. Resumidamente: em um
microtubo contendo o organismo, foram adicionadifiil da solucéo de lise tipo 1 e 10ul de
proteinase KEm seguida esse conteudo foi levado ao vortex acadb em banho-maria a
60°C, por 1h. Apds esse periodo, o material foirmilmlo a uma centrifugacdo rapida (spin).
Foram adicionados 5ul de RNAse A, e incubou-selpaminutos em temperatura ambiente.
Depois, foram adicionados 500l de solucdo detime 2, e esperou mais 10 minutos em
temperatura ambiente. Em seguida, centrifugouisaterial por 10 segundos a 11.000 rpm.
Apés esta etapa, o conteudo do microtubo foi teaitkf para a coluna do kit, montada
juntamente com o tubo coletor. Submeteu-se a umafagacdo por 1 minuto a 11.000 rpm,
sendo o liquido desprezado. Adicionaram-se 500sbtiecdo de lise tipo 2, e novamente este
foi submetido a centrifugacdo nas mesmas condicgEslo o sobrenadante novamente
descartado. Apés isso, foram adicionados 500ubtie&o de lavagem, centrifugando por 3
minutos a 11.000 rpm. O tubo coletor foi descartagl@ coluna foi transferida para um
microtubo. Adicionou-se na coluna 200ul de solud&oeluicdo pré-aquecido a 70°C, e
incubou-se por 1 minuto em temperatura ambientsyleneteu-se a centrifugacdo por 1
minuto a 11.000 rpm, e a coluna foi descartadantio com o microtubo contendo o DNA.
Este tubo foi armazenado a -20°C até o momentaagusantificacao.

A extracdo e purificacdo do DNA das cepas Migcobacteriumestudadas foram
realizadas utilizando o método de Fenol-Cloroforsegundo Sambrook at. (1989) com
algumas modificacdes: adicionou-se a amostra 2@eusolucdo de lise (NaCl 100mMl;
TrisCl 10mM, pH 8; SDS 0,5%; Proteinase K 20mg/enlpcubou-se a 60 °C durante 1h; em
seguida a amostra foi extraida uma vez com fenals ¢#ezes com fenol/cloroférmio (1:1) e
duas vezes com cloroférmio/alcool isoamilico (24Alrada etapa de extragdo o homogenato
era centrifugado a 11.000 rpm por 2 min. ApGs, tesgalo o sobrenadante, o sedimento foi
ressuspendido em alcool isopropilico absoluto getadentrifugado a 11000 rpm por 2 min.
O “pellet” foi lavado uma vez com etanol a 70%,tdéugado e seco ao ar, durante 30 min. O
sedimento foi ressuspendido em 1 ml de TE, inculthdante 1h a 42 °C, e armazenado a —

20 °C, para posterior quantificagao.
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Todo o trabalho foi realizado no Laboratério deebgas Transmissiveis do
Departamento de Parasitologia do CPgAM/FIOCRUZ.

4.3 Analise e quantificacdo do DNA total

As amostras de DNA extraidas foram analisadas édrde eletroforese em gel de
agarose a 1%, em tampao TAE (Tris-acetato 40mM;ADPmM), e corados com brometo de
etidio e/ou blue green, com a finalidade de vexife integridade e a qualidade da amostra. A
quantificacdo do DNA foi realizada através de esp@Ometro, utilizando o aparelho

Ultrospec 3000 UV/Visible espectophotometer, PharanBiotech.

4.4 Avaliacéo da sensibilidade dos primers

Para avaliacdo da sensibilidade (limite de detgcdéeprimers foi construida uma
curva de diluicdo a partir de quantidades conhsailgaDNA gendmico purificado de (L.)
chagasj com a finalidade de avaliar a quantidade minism®NA que os sistemas estudados
seriam capazes de amplificar. Foram efetuadas;ddsi seriadas de fator 10 resultando nas
seguintes concentracdes: 0,5 ng/ul, 50 pg/ul, glp0/5 pg/ul, 50 fg/ul, 5 fg/ul, 0,5 fg/ul,
0,05 fg/ul. Dois pl de cada diluicdo foram adicidosnas reacoes.

Os primers utilizados foram o RV1 (senso; 5- CTTTTCTGGTCCC&BE&GTAGG-

3) e 0 RV2 (anti-senso; 5- CCACCTGGCCTATTTTACACEA, cujo alvo € uma regido
conservada do KDNA de. (L.) chagasige que produzem um fragmento de aproximadamente
145 pares de base (LACHAUD at., 2002a; LE FICHOUX etl., 1999; RAVEL etal.,
1995). O estudo deste sistema pelos autores stgg@simotivou a utilizacdo desse sistema
por Dantas-Torres (2006b).

Foram testadas duas PCRs convencionais utilizarsd@rioners descritos acima,
diferindo apenas em relacdo ao volume final dad®a® sistema 1, ja padronizado por
Dantas-Torres, em 2006, utilizou um volume final28gl e o Sistema 2, teste desse estudo,
teve como base o volume utilizado por Ravedlet1995 e Le Fichoux el., 1999, sendo o

volume final de 50 pl.
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Os mix utilizados nos sistemas estao listados red@u2. Como controle negativo da
reacao de PCR, em todas as reacoes utilizaramrsagentes sem a adicao de DNA.

Sistema de PCR 1 (25 pl) Sistema de PCR 2 (50 pl)
2,5 ul de Tampao 5 ul de Tampao
1,5 ul de Mgdd (25mM) 3 ul de MgGl(25mM)
2,5 pl de dNTP (2mM) 5 pl de dNTP (2mM)
1 pl de RV1 (25 pmoles/ul) 2 pl de RV1 (25 pmol8s/p
1 pl de RV2 (25 pmoles/ul) 2 pl de RV2 (25 pmol8s/p
0,5 pl de Taq DNA Polimerase (2,5 U) 0,5 ul de DA Polimerase (2,5 U)
14 ul de agua milli-g autoclavada 30,5 ul de 4gilidgrautoclavada
2 ul de DNA 2 pl de DNA

Quadro 2 — Mix dos reagentes utilizados nos Sistemas de PCR

A PCR foi realizada de acordo com as condi¢Oes riti@scpor Le Fichoux e
colaboradores (1999), com as seguintes modificaglEeshaturacao inicial 94° C por 5 min,
seguida por 35 ciclos: 94° C por 30s; 67° C poriri; #2° C por 30s e uma extensao final a
72° C por 5 min.

4.5 Avaliacéo da especificidade dos primers

A especificidade dogrimersfoi comprovada de forma tedrica e experimental.

Inicialmente, a especificidade teorica dmsmers foi obtida através da analise de
homologia utilizando-se a ferramenta Primer-BLASU 2'Basic Local Alignment Search
Tool”), desenvolvida pelo National Center for Bidteology Information (NCBI), da
biblioteca Nacional de Medicina do NIH (Nationaktitute of Health), Maryland, EUA, a
qual analisa a especificidade dos primers em relagdalvo desejado fazendo alinhamentos
com sequéncias depositadas em um banco préprio doCBI N
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/iex.cgi?LINK_LOC=BlastHome). Esta
analise foi realizada para saber se poBners RV1 e RV2 anelavam com algum dos

organismos avaliados no presente estudo
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Apés o Blast doprimers a especificidade experimental foi confirmada ebolatério
através de amplificagBes utilizando 1 ng de DNAGgeico purificado das espécies listadas
na Tabela 1.

Estes experimentos foram realizados em triplicadga pconfirmar os resultados
obtidos.

4.6 Andlise dos produtos de PCR

A analise e o registro dos materiais resultante®@R foram realizados através de
eletroforese em gel de agarose a 2,0%, em tamp&o(TAs-acetato 40mM; EDTA 2mM),
corados pelo corante Blue Green e/ou brometo de@tOs amplicons foram separados por
eletroforese, visualizados em um transiluminadoludeultravioleta, e fotografados com um
sistema de documentacéo Polaroid MP4+ SystemTMn&igt. Louis, MA, USA).

4.7 Consideracdes éticas

Segundo o Comité de Etica em Pesquisas do CentResiguisas Aggeu Magalhaes.

este trabalho n&o possui implicagfes éticas.



Resultados e Discussdo -
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacdo da sensibilidade dos primers

O limite de deteccao do sistema de PCR 1, com 28lgdncou a sensibilidade de 1

pg, como demonstrado na figura 6.

RN S22 T3° 47 57 b S

145ph .

Figura 6 — Eletroforese em gel de agarose mostraridaite de deteccdo da PCR simples (protocol@&jd)
utilizando diferentes quantidades de DNA gendmieb.dL.) chagascom os primers RV1 e RV2.
Nota: PM - Peso Molecular (Low DNA Mass Ladder witirogen); Faixa 1 - 1 ng; Faixa 2 - 100 pg; Fe@xal0
pg; Faixa 4 — 1 pg; Faixa 5 - 100fg; Faixa 6 - §0Haixa 7 — 1 fg; Faixa 8 — 0,1 fg; CN — Contrhlegativo.

Quando o sistema de PCR 2, que utiliza 50 pl,dstado para a mesma curva de
diluicdo, foi possivel observar um aumento sigaifimo na sensibilidade da técnica, que

conseguiu amplificar 0,1 fg (Figura 7).
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Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose mostraridate de deteccdo da PCR simples (protocolo de
50ul) utilizando diferentes quantidades de DNA grigo deL. (L.) chagasicom os primers RV1 e RV2.
Nota: PM - Peso Molecular (Low DNA Mass Ladder witirogen); Faixa 1 - 1 ng; Faixa 2 - 100 pg;
Faixa 3 - 10 pg; Faixa 4 — 1 pg; Faixa 5 - 100fgix& 6 - 10 fg; Faixa 7 — 1 fg; Faixa 8 — 0,1 f¢y € Controle
Negativo.

Comparando os resultados obtidos pelos Sistem&Cte 1 e 2, podemos observar
que o primeiro obteve uma menor sensibilidade quaoathparado com o segundo. Segundo
Vitale etal. (2004), um parasito tem aproximadamente 100 fdoN& gendmico, 0 que
equivale a um parasito por tubo de PCR. Transfodmasms concentragbes obtidas nos
sistemas observamos que o Sistema 1 alcancou wamie a 10 parasitos por tubo de PCR,
enquanto que o Sistema 2 obteve, em sensibilidg@8;]1 parasito por tubo, ou seja, bem
menos de 1 parasito por tubo, o que é consideraddtimo resultado quando comparado
com o primeiro sistema.

Apesar de utilizar um volume final diferente, ouléado obtido pelo Sistema 1 (25ul)
foi 0 mesmo alcancado por Raveladt (1995), ja que foi a partir desse trabalho que Le
Fichoux etal. (1999), adaptaram os primers em estudo (ambogaustilin 50ul). O resultado
obtido pelo Sistema 2 foi semelhante ao obtido qaros trabalhos (GAO dl., 2006;
LACHAUD et al., 2002a; b). Gao &tl. (2006), obtiveram uma sensibilidade de 0,01 ptrasi
por tubo de reacéo. J4 Lachau@le{2002), obtiveram uma sensibilidade de 0,0001 garas
por tubo de reacdo, ao estudarem a sensibilidaslproioersa partir de amostras de sangue
periférico de caes sadios (com quantidades cordecid parasitos) e parasitos purificados a
partir de culturas.

Uma possivel explicacdo para esta diferenca ddtades observados entre este
trabalho, e os trabalhos de Gaoaét(2006), e Lachaud etl. (2002), pode ser devido a
diferenca na quantidade deq DNA polimerase, a concentracdo de ions magnésio e a

temperatura de anelamento utilizados.
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Esta maior sensibilidade alcancada pelo Sistemad2 ger atribuido a presenca de
uma menor quantidade de inibidores de PCR negstarsis ja que este possui um volume
final maior, levando a uma diluicdo dos possiveiBidores presentes, ja que em ambos séo
adicionadas a mesma quantidade de DNA (dois mis)i

Segundo Spanakos &t (2002), o isolamento do DNA é um processo crifaoa 0
sucesso da reacao de PCR, especialmente em antpstrasntenham inibidores, devendo o
meétodo de extracdo visar a eliminacdo destes. oahj Silva e Siqueira (2006) relatam que
a diluicdo do DNA pode resolver o problema dosidubes de PCR presentes na prépria
amostra bioldgica (como o grupamento heme, bilimale sais) ou nos reagentes utilizados
na coleta e extracdo (EDTA, proteinase K, fenaléftirmio).

Lachaud eal. (2002a) relatam ainda que dentre os seis parparders avaliados em
seu trabalho, os primers RV1 e RV2 possuem resdtdé facil interpretacdo, apresentam
raros artefatos na corrida do gel de agarose eowsideram como primers extremamente
sensiveis capazes de detectar pessoas assint@n&taaudo, Silva eal. (2010), relatam
que sistemas que produzem amplicons com baixo mimkerpb (145pb), como os que
utiizam o RV1 e RV2, podem levar a erros na intetggdo dos resultados, devido ao
tamanho préximo ao dos dimerosptgners

Segundo Fakhar al. (2008), devido a grande quantidade de copias eqadas pelo
minicirculo do cinetoplasto, é de se esperar qua B@R utilizando oprimers RV1/RV2
seja mais sensivel até mesmo do que uma NesteddflZRRndo microsatélites de copia
Gnica, porque os multiplos minicirculos podem esgt@sentes na amostra utilizada para a
PCR mesmo ap0os diversas dilui¢des.

Ao comparar oprimers avaliados neste estudo com os utilizados nostsaalhos,
Kazemi etal. (2008), e Cavalcanti (2008), relataram que os mespossuiam baixa

sensibilidade.

5.2. Avaliacao tedrica e experimental da espeddide dos primers

A especificidade tedrica dgwimers avaliada pelo Primer-BLAST, demonstrou que
estes amplificam o DNA dos parasitosishmania (L.) majgrLeishmania (L.) donovare
Leishmania (L.) infantunf= Leishmania (L.) chagasicomo mostrado no anexo A. Estes

dados corroboram os estudos realizados por Lacleual. (2002a; b), que relatam
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especificidade dos pata (L.) donovanisensu lato, assim como o de outros autores que, ao
testarem os primers frente ao DNAIdgL.) donovan(RAVEL etal., 1995) eL. (L.) major
(AZIZI et al., 2008; RAVEL etal., 1995) obtiveramamplicons sendo o tamanho da banda
obtida por Azizi e outros (2008) idéntica a obtmkosprimers (145pb)quando utilizados
frente ao DNA dé.. (L.) chagasi

Ao testar a especificidade experimental gosners frente ao DNA gendmico de
diversos organismos, foi possivel observar quesasi® sdo especificos para espécies do
génerad_eishmania.

A analise dos produtos de PCR apresentou inespdeifie quando testados com
DNA de Trypanosoma cruzi e Schistosoma mangbigura 8), resultando eampliconsde
aproximadamente 145 pb, o mesmo tamanho obtidaikmauo DNA delL. (L.) chagasi
Entretanto nenhum produto foi observado quandasbsnsas foram testados frente ao DNA
de Leishmania (V.) braziliensis, Wuchereria bancroftscaris lumbricoides, Homo sapiens

sapiense das cepas dédycobacteriunsp.(Figuras 8 e 9).

Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose mostrando a ejdaife da PCR.

Nota: Foi utilizado 1 ng de DNA genémico de:(L.) chagasil); Trypanosoma crugR); Schistosoma
mansoni(3); Mycobacterium chelona@); Mycobacterium massilieng8); Mycobaterium intracelullarg6);
Mycobacterium fortuitun(7); Mycobacterium tuberculosi8); Mycobacterium smegmat{8) Mycobacterium

bovis(10); Wuchereria bancroft{11); PM — Peso Molecular (Low DNA Mass Laddenvitrogen); CN —
Controle Negativo.
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Figura 9 - Eletroforese m gel de agarose mostrareipecificidade da PCR.
Nota: Foi utilizado 1 ng de DNA gendmico de:(L.) chagasi1);L. (V.) braziliensig2); Ascaris lumbricoides
(3); Homo sapieng¢4); PM — Peso Molecular (100 bp DNA Mass Laddémvitrogen); CN — Controle Negativo.

Os resultados obtidos no presente estudo diferesnrelatados por outros autores
(COLOMBO etal., 2011; GAO etal., 2006; GOMES edl., 2007; LACHAUD etal., 20023;

b; MOTAZEDIAN etal., 2008; PEREIRA, 2005; PEREIRA-CHIOCCOLA, 2009; RBENV
et al., 1995), pois todos eles encontraram 100% de depeade para oprimers RV1 e
RV2.

Em relacdo a amplificacdo obtida ao utilizar o DMA T. cruzi nosso trabalho
discorda dos trabalhos de outros autores que tantbgtaram a especificidade para este
parasito e ndo observaram nenhuma amplificagéo (E®#tal., 2007; RAVEL efal., 1995;
PEREIRA-CHIOCCOLA, 2009), enquanto que, no preseaggtido, foi possivel observar
amplificacédo frente ao DNA dE. cruzi Este resultado, juntamente com o obtido para 8 DN
de S. mansonipode ter sido acarretado pela diluicdo dos pessinibidores de PCR, ao
utilizar o protocolo de 50pl.

Alguns autores (GOMES atl., 2007; PEREIRA, 2005; PEREIRA-CHICCOLA,
2009) testaram a especificidade dwsmers frente as trés espécies Heishmaniamais
prevalentes no Brasilt. (L.) chagasi L. (L.) amazonensie L. (V.) braziliensis e sé
encontraram resultado positivo para o DNALJ€L.) chagasi o que corrobora com 0 NOSSO
estudo, que também encontrou resultado negatiutilamar DNA del. (V.) braziliensis

Alguns trabalhos testaram qg®imers RV1 e RV2 para outros organismos nao
estudados neste trabalho, e ndo encontraram nenhmpéficacdo. Gao eal. (2006)
testaram DNA obtido a partir de sangue de paciecwes malaria maligna (causada pelo
Plasmodium falciparuine malaria tercad (causada p&lasmodium vivax Motazedian edl.

(2008) testaram a PCR utilizando sangue de indbgdiom leishmaniose cutanea, malaria,
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brucelose e cisto hidatico. A especificidade foidai confirmada por testes de DNA extraido
de outras bactérias causadoras de doencas canmadfRickettsia rickettsii, Rickettsia canis

e Ehrlichia canis (COLOMBO et al., 2011; PEREIRA-CHIOCCOLA, 2009) que nao
apresentaram nenhuma amplificacéo.

Pereira-Chioccola (2009) testou o DNAIdgL.) chagasiL. (L.) amazonensjs. (V.)
braziliensis Trypanosoma cruziRickettsia rickettsji Rickettsia canise Ehrlichia canisna
concentracdo de 85-90ng, ocorrendo amplificacda paDNA delL. chagasi apresentando
145pb. Este resultado alcancado pode ter sido daysglo uso de grandes concentracdes de
DNA, o que pode ter inibido as reactes de PCR.

Algumas regides endémicas para LV podem ser taméddémicas pard. (V.)
braziliensise L. (L.) amazonensiggentes causadores da leishmaniose tegumentacanzeri
Trypanossoma cruzio agente etioldogico da doenca de chagas (GOMESI. eR007;
PEREIRA-CHIOCCOLA, 2009); ou até mesmo paraSohistosoma mansono agente
etiolégico da esquistossomose mansoénica. Em anelesastes organismos estdo presentes, 0s
sinais clinicos e a patologia nao irdo sempre @hifgia-los podendo, inclusive, se sobrepor
(NABITY et al., 2006).

Em relagcdo ao DNA d&. mansone das espécies ddycobacteriumavaliados no
presente estudo, ndo foi encontrado nenhum rela¢otestou o DNA destes organismos
utilizando os primers RV1 e RV2.

A determinacdo da especificidade tedrica e expatahg@ara um sistema baseado em
PCR deve ser considerada como um preé-requisitoqueriguer estudo que faca uso da PCR,
pois a escolha dgaimersque serao utilizados na PCR é de crucial impoidaaéém de ser
um dos principais fatores para se estabelecea aatisibilidade e especificidade da reacao.



Conclusoes -
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6 CONCLUSOES

a) O Sistema de PCR 2 (50 pL), apesar de utilizar olanve maior, justifica a sua
utilizacéo, pois apresentou uma sensibilidade nai@frvezes) em relacdo ao Sistema
de PCR 1, com 25 pL.

b) O tamanho das bandas formadas pplosersRV1 e RV2 € muito pequeno (145pb),

o que dificulta a sua visualizacéo e diferenciadd® dimeros dprimersformados na
reacao.

C) Aparentemente, oprimers estudados apresentaram inespecificidade em rekgéo
Schistosoma mansoaiTrypanosoma cruzipor isso, ndo se recomenda 0 uso destes
primers em areas onde estas espécies sdo co-endémicas ddm Devem ser
realizados outros estudos para confirmacdo dessedtados, como uma curva de

diluicdo, o teste dgsrimersem amostras biolégicas e sequenciamento.
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ANEXO A — Resultado dosprimers RV1 e RV2 através do Primer-BLAST

Primer-BLAST Primer desgring tool
MCBl! Prmer-BLAST : results: Job id=JSID_01_400758_130.14.22.21_BD00 more....

Inpue PCR template

none

Specificity of primers

Target templates were found in selected datsbase: All GenBank+EMBL+D0B+FDE sequences (but no EST, 5TE,
G55, emercrmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)

Cither reports

Search paramsters and other details

Search parameter name Search parameter value
Wumizer of Blast hits aralyzed 4543

Enirez query

Win tota mismatches

Min 3 end mismatches
Diefined 3 end region length
Mismatch threshold to ignore targets 7

ok kA

Misprimed product size deviation 5000
Max number of Blas: farget sequences 50000
Blast E value 30000
Blast word size T

Max candidate primer pairs 1000
Min PCR product size 4
Max PCR product size 1000
Min Primer size 15
Ot Primer size i}
Mawx Primer size 25
Min Tm 57
Opt Tm 1]
Wax Tm 3
Max Tm difference 3
Repeat fiter AUTO
Low complexty fiker Yes

EEIB Ed 'I:I'I:IE[ regarts
Primer pair 1

Sequence (323 LengthTm GC%
Forward primer CTT TTCTGGETCCCGOGGGTAGE 22 BR.2363.84%
Reverse primer CCACCTGGCCTATT TTACACCA 22 £4.3150.00%
Products on intended tangst

Products on alowed transcript vanants

Products on poterdia’y unintended templates

Products on target templates

=J04854 1 L.major minicircle DMA

product length = L1210

Forward primer 1 2z
Template 151 130
Rever=e primer 1 CCARCCIGEICTATTITTACACICRE 22
Template e a3

=Z3507A 1 Lchagasi (AJS-PPECO) kinetoplast DA

product length = L3&
Forward primer 1 CITTTCTGGICCOCGOGGETAGE 22

58



59

Templats BOY  oosaaenii T v v st 3l
Beverse primer 1 CCADCTGECCTATTITACACCA 22
Templatce LEE ol SRR L L L L Ll 147

>FHTESE 14, 1 Lesshmania gonovani BPE2E241 complete genome. chromesome 27

product length = L3k
Peatures Elanking &

Z105 bp ot 5! aide: 83 ribosomal RHAE {3307 HMR
Forward primer 1 CTTITICTEETONCGOGEEIRGE 22
Template LrETEw: ZonlohuiEied g AR 1023716
Rever=e primer 1 CCACCTGGUCTATTITRCACCA 22
Templaze TO23598 ORE- A0l e s 1023620

»ELMATA07. T Leshmania mfarmum isclate MCANES/BE/10445 done UnGpja_P kinstoplast mincrele. complate
SEOUENCE
product length = E35

Porward primer 1 CITITICTEEICCCEOGEEIRGS 2E
Template 5 L et T 1l

Beverse primer 1 CCACCTGECCTRTETTACACTE 22
Template ¢ S e i s R 23

>ELMATA06 1 Leshmanea infamum isclate MCANES/BE/10445 clore LnGpa_§ kinstoplast mincrcle, complete
SEOUENCE

product length = L3k

Fozward primer 1 SITTICTEEICCOGEGEEEIRGE 22
Te=plaze LA oy ies ez 2l O it 112
RAeverse primer 1 OCACCTGEICTATTITACRCIR. 22
Templace ria LY - 3 O S 23

»ELMITA05. 1 Leshmania mfamum isofate MCANES/BE/10445 clone LinGo@a_T kinetoplast mincrcle, complete
sEquence

product length = 135

Torward primer 1 CITTICTGETCCCECGEEIAGE 22
Templats L0 FERI oI e N B i 118
Reverse primer 1 Z2
Template T R =1 A |

=ELMaT4A05 1 Leshmania nfarmum isclate MCANESIEE/ 10445 done LnGpa_4 kinstoplast mincrcle. complete
sEquence

product lsnogth = L3§
Forward primer 1 CITTICTGGETCICGEGEETRGE 22
Template 180 ..o i 11

CCACCTEECCTRATITTACACCE 22

Reverse primer 1
R R o S O 3

Templase

=FJ418803 1 Leishmana donowvani iscfate MHOMSEDEZ1 5-C20 maxcirce, partal sequence; kiretop/ast

product lsngth = L35
Forward primsr CTTEITCIGETCOCGOGEETRGE

L
Template BB3T L eiiaas H L

mra
o
in
o

Reverse primer 1 CCACCTGEUCTRATTITACRCCA 22
Template EGTE Fi i = A A e O EE54

=AFO0ITATE 1 Leishmaniz infantum minicircle DMA, pariia’ sequence



prodwcts length = 136
Forward primsr 1 CITTICTGGETOCCGOGEETARE 22
Template R et e B s M S =51

CCRCCTGEOCTATTTIIACALCA 22

prodwcts length = 13B
Forward primsr 1 CITTICTGRTOCCEOGEETARE 22
Template 1o R o L R R 120
1L CCRCCTGGUCTATTTIRCACCR 22
R - i~ B A Py 21§

product length = 135
Forward primer CIITICTGEICCCGOGGETARE 22

L 22
Template 1 PR o MR 3 IR e 113

[

Reverss primer
Template

=Z35078 1 Ldonovan (AJS-PEKIN] kinstopiast DMA

product length = 135

Fozward primer 1L CIITICTGEICCCEOGGETAGE 22
Template |8 R RO b IR 1 1 31
Reverse primsr 1 SCROCTGGCCTATTTIRCACCR 22
Template L&a F_ TSl = 147

=AJ233724 1 Leishmania infantum. Minicrce DA of L infantum isolated frem a kala-azar patem (778 bp)

product length = 136

Forward primer 1 CIITTCTGEICCCEOGGETAGS 22
Template 18 L BTG e TR iy 3 e 31
Reverse primsr 1 CCROCTGGCCTATTTIRCACCR 22
Template L&35 L = - 144

=Z35074.1 Linfamum (AJS-IPTRS) kintoplast D4

product length = 135

Corward primer 1 CITTICTGEICCCEOGGETAGS 22
Template - 18 R SR P PR L i siis e 51
CCRCCTGGCCTATTTIRCACCH 22

Paverss mrimer R Lol

Te=mpla
»Z350TA.1 Linfamum (AJS-IPTPE) kinetoplast ONA

product length = 135
Porward primer 1 CIITICTGEICCCEOGGETAGS 22
Template 2 I

Reveras primer CCRCCTGGCCTATTTIRCACCH 22

Tamplace 168 _BC. Gufowreon oo, 147
=Z3E070.1 Linfamum {AJS-IPTCL) kinetoplast DNA
product leagth = 138

Porward primer 1 CITTICTGETOCCEOGEETARG 22
Template 2 IT

Reverae primer 1 CCRCCTGGCCTATTTIRCACCH 22
Template 17 BC, G.C. . e, 14&



»Z35372.1 Linfamum (AJS-IFTER) kinetoplast OMA

product length = 135

Corward primer 1 CITTTITGEICOIGOGEETARE 22
Template 0 .. i 3
Reverse primsr 1 CCRCCTGGOCTATTTIRCACCE 22
Template lea BC. . &.C.. .. ... ...... 147

22352711 Linfantum (AJS-IFTEC) kinetoplast O

product length = 136
Torward primsr 1 CIITTCTGETCOCGOGGEETAGE 22
Template 2

Reverse primer
Template

CCRCCTGECCTATTTIACACCE 22

63 BC..6.C.............. 147
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