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MEDEIROS, R. A. Caracterizacdo da Leishmania infantum e Leishmania (Viannia)
braziliensis em cédes provenientes da Regido Metropolitana do Recife, Estado de
Pernambuco.. 2013. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Aplicada a Salde) —
Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami, Universidade Federal de Pernambuco,
Recife, 2013.

RESUMO

As Leishmanioses sdo uma antropozoonose com ampla distribuicdo geografica e
ocorréncia em torno de 88 paises. Na Leishmaniose visceral americana (LVA), os cées
domésticos sdo considerados 0s principais reservatérios da L. infantum no ambiente
domiciliar. Diferentes perfis epidemiologicos da Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA) tém sido caracterizados pela presenca de casos humanos em é&reas de
colonizacdes antigas, sugerindo uma antropozoonose entre 0s animais domésticos por
demonstrarem lesdes tegumentares causadas pela Leishmania (Vianna) braziliensis. O
diagnostico das leishmanioses pode ser realizado através de métodos clinicos,
epidemioldgicos, parasitoldgicos, imunoldgicos e moleculares. Em &reas endémicas o
diagnostico clinico e epidemioldgico dessas zoonoses € dificultado pela similaridade
clinica com outras doengas, tornando a utilizacdo de exames laboratoriais de suma
importancia para confirmacdo diagnostica. Em virtude da necessidade de diagndstico
especifico das leishmanioses na espécie canina, este trabalho tem como objetivo a
utilizacdo da PCR-RFLP, tendo como alvo o espacador interno transcrito (ITS-1), para
diferenciacdo das espécies de Leishmania em cdes provenientes da Regido
Metropolitana do Recife. Foram coletadas 40 amostras de soro e medula de cdes, 30
machos e 10 fémeas, com idades entre 2 e 7 anos , que apresentaram suspeita clinica de
leishmaniose quando atendidos no Hospital Veterinario da UFRPE. Foram realizados os
testes diagnosticos de exame direto em medula e Reacdo indireta de imunoflorescéncia
tanto para LTA quanto LVA. Além disso foi realizado a PCR-RFLP nas amostras de
soro e urina para a pesquisa de L. infantum e L. (viannia) braziliensis. Dos 40 cées
pesquisados 23 foram positivos para L.infantum e 17 foram negativos para as duas
espécies pesquisadas. Quando comparado com os testes diagnosticos convencionais , 3
dos 23 cdes foram positivos apenas na técnica molecular. Portanto, a ITS1-PCR RFLP
pode ser uma importante ferramenta para o diagnostico e caracterizacédo da leishmaniose
canina em uma determinada regido.

Palavras Chaves: Leishmaniose canina, PCR — RFLP , Diagndstico.



MEDEIROS, R. A. Characterization of Leishmania infantum and Leishmania
(Viannia) braziliensis in dogs from the Metropolitan Region of Recife, State of
Pernambuco. 2013. Dissertation (Master’s Degree in Applied Biology Health) —
Laboratory Immunopathology Keizo Asami, Federal University of Pernambuco, Recife,
2013.

ABSTRACT

The Leishmaniasis is a anthropozoonosis with broad geographic distribution and
occurrence around 88 countries. In American visceral leishmaniasis (AVL), domestic
dogs are considered the main reservoir of L. infantum in the home environment.
Different epidemiological profiles of American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) have
been characterized by the presence of human cases in areas of ancient settlements,
suggesting a anthropozoonosis among domestic animals by demonstrating
mucocutaneous lesions caused by Leishmania (Vianna) braziliensis. The diagnosis of
leishmaniasis can be performed by using clinical, epidemiological, parasitological,
immunological and molecular. In endemic areas the clinical and epidemiological such
zoonoses is hampered by clinical similarity to other diseases, making the use of
laboratory tests of paramount importance for diagnostic confirmation. Due to the need
for specific diagnosis of leishmaniasis in dogs, this study aims to use PCR-RFLP
targeting the internal transcribed spacer (ITS-1) for differentiation of Leishmania
species in dogs from the metropolitan region Recife. We collected 40 samples of serum
and spinal dogs, 30 males and 10 females, aged between 2 and 7 years, with clinically
suspected leishmaniasis when treated at the Veterinary Hospital of UFRPE. Diagnostic
tests were performed on direct examination marrow and indirect immunofluorescence
reaction for both LTA as LVA. Furthermore was carried out PCR-RFLP in the serum
samples and urine samples for the presence of L. infantum and L. (Viannia) braziliensis.
Of the 40 dogs surveyed 23 were positive for L.infantum, and 17 were negative for both
species surveyed. When compared with conventional diagnostic tests, 3 of 23 dogs were
positive only on molecular technique. Therefore, the PCR-RFLP ITS1 can be an
important tool for the diagnosis and characterization of canine leishmaniasis in a
specific region.

Key Word: Canine Leishmaniosis, PCR-RFLP, diagnosis.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral Americana (LVA), também conhecida como calazar é
uma antropozoonose com ampla distribuicdo geogréfica e ocorréncia em 88 paises
(ASHFORD, 2000; BRASIL, 2006), sendo que 90% dos casos ocorrem em Bangladesh,
india, Sudio e Brasil (ALVES e BEVILACQUA, 2004; BONATES, 2003; BRASIL,
2006). As Leishmanioses constituem o terceiro conjunto de doencas mais importante
causada por vetor, e avalia-se que ao redor do mundo existem anualmente de 1,5 a 2,0
milhGes de casos incidentes, com cerca de 350 milhdes de pessoas em risco de adquirir
a infeccdo ou doenca (REITHINGER; DUJARDIN, 2007). Entre as diversas areas da
Federacdo Brasileira, a regido Nordeste, € a que detém a maior parte dos casos
(BRASIL, 2004; ASHFORD et al., 1998).

No Brasil, a doenga que era eminentemente rural atualmente passa por um
processo de urbanizacdo (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006a; GONTIJO
e MELO, 2004). Neste contexto, varios perfis epidemiologicos da doenca tém sido
descrito na dependéncia do vetor, reservatdrio, distribuicdo espacial da enfermidade e
espécie (POCAl et al., 1998).

A doenca tem como agente causal nas Américas um protozoario da espécie
Leishmania infantum chagasi, o qual se encontra inserido no complexo Leishmania
donovani (ASHFORD, 2000; FEITOSA et al, 2000), sendo transmitido para o0s
hospedeiros susceptiveis por insetos hemat6fagos da espécie Lutzomyia longipalpis, por
ocasido do repasto sanguineo (NOLI, 1999).

Os cédes domésticos sdo considerados 0s principais reservatérios da L. infantum
chagasi no ambiente domiciliar, sendo de grande importancia na manutencdo do ciclo
da doenca (FEITOSA, 2000; BRITO et al., 2006), e sua importancia esta relacionada a
frequéncia e abundéancia do parasitismo cutadneo, bem como, a alta prevaléncia da
doenca na populagéo canina (FEITOSA, 2000).

Nas Gltimas décadas em funcéo das grandes devastagdes ambientais atraves das
acOes antropicas e consequente colonizagdo humana, aliada a presenca de animais
silvestres, sinantrdpicos e domésticos, pesquisas ao redor do mundo buscam descobrir
0s reservatorios primarios das leishmanioses, sobretudo da Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA).
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Diferentes perfis epidemioldgicos da LTA tém sido caracterizados pela presenca
de casos humanos em &reas de colonizagGes antigas, sugerindo uma antropozoonose
entre 0s animais domésticos (caninos, felinos e equinos) por demonstrarem lesdes
tegumentares causadas pela Leishmania (Vianna) braziliensis, mas por ndo serem
capazes de manter o ciclo epidemiolégico em um ecétopo, podem ser considerados
hospedeiros secundérios da enfermidade (MADEIRA et al., 2003).

SANTOS et al. (2008) , alertaram para existéncia do ciclo domeéstico da
transmissdo da Leishmaniose Tegumentar, sugerindo cdes e equideos como provaveis
reservatorios domeésticos para L. (Viannia) braziliensis, mas sem, entretanto, descartar a
participacdo dos gatos , além da existéncia de um ciclo silvestre primario
(VEDOVELLO FILHO et al., 2008).

O diagnostico das leishmanioses pode ser realizado através de métodos clinicos,
epidemioldgicos, parasitoldgicos, imunologicos e moleculares. Em areas endémicas o
diagnostico clinico e epidemioldgico dessas zoonoses € dificultado pela similaridade
clinica com outras doencas, tanto no acometimento humano quanto canino (BRASIL,
2006; BRASIL, 2007), tornando a utilizacdo de exames laboratoriais de suma
importancia para confirmacao diagnostica.

Os métodos moleculares sdo utilizados na identificacdo de diferentes espécies de
Leishmania, através de andlises das moléculas de DNA do cinetoplasto (KDNA) ou do
DNA nuclear (nDNA), usando diferentes técnicas que variam desde analises como
RAPD (random amplified polymorphic DNA) ao RFLP (restriction fragmente length
polymorphism) de diferentes genes, como espacadores internos transcritos (ITS) ou ndo
transcritos (NTS) do gene de rRNA, mini-exon, detectados através de testes de reacao
em cadeia pela polimerase (SHAW et al, 2005).

A técnica de PCR €é uma alternativa atraente neste contexto, pois é
suficientemente sensivel, especifica e radpida para atender as necessidades dos
programas de controle. Esse diagndstico vem a suprir algumas lacunas importantes
presentes nos métodos tradicionais de diagnéstico (REITHINGER; DUJARDIN, 2007).
Por exemplo, permite detectar de maneira especifica sequéncias exclusivas do genoma
do parasito sem necessidade de seu isolamento em cultura, utilizando amostras
bioldgicas diversas (SILVA et al., 2010). Isso representa mais rapidez para geracdo de
resultados, menor custo com mao de obra técnica e maior aceitagdo pelo paciente.
Ainda, abrindo a possibilidade de distingdo de espécies de Leishmania pela técnica de

RFLP-PCR (SILVA et al., 2010), fator importante para o tratamento adequado e para
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estudos epidemiologicos na determinacéo de possiveis medidas de controle, o que nédo é
possivel pela visualizagcdo microscopica ou analise da resposta humoral.

Em virtude da necessidade premente de diagndstico especifico das leishmanioses
na espéecie canina, este trabalho tem como objetivo a caracterizacdo molecular dos
isolados de Leishmania infantum chagasi e Leishmania (Viannia) braziliensis atraves da

PCR-RFLP em cées provenientes da Regido Metropolitana do Recife, Pernambuco.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Histérico

Datam do fim do século XIX as primeiras descricdes feitas do parasito
Leishmania. Borovsky , em 1898, identificou em um paciente com a forma cuténea da
doenca (REY, 2001). Em 1869, na India, a infeccdo recebeu o nome “kala-jwar” que
quer dizer febre negra ou “kala-azar” que significa pele negra em virtude do discreto
aumento da pigmentacdo da pele ocorrido durante a doenca (MARZOCHI et al., 1981).
Em 1900, William Leishman identificou um protozoario no baco extraido de um
soldado indiano que havia tido uma febre local conhecida como febre “Dum-Dum” ou
“Kala-azar”, porém suas anotacdes ndo foram publicadas até 1903 quando Charles
Donovan encontrou 0 mesmo parasito em outro paciente. No mesmo ano, Major Ross
nomeou este parasito de Leishmania donovani criando o género Leishmania (PRATA,;
SILVA, 2005). O primeiro relato do parasito no continente americano data de 1931,
onde Migone descreve um caso no Paraguai de paciente proveniente do Estado de Mato
Grosso, Brasil. Neste pais, o primeiro relato de leishmaniose visceral ocorreu em 1934
por Penna que encontrou formas amastigotas de Leishmania em cortes histolégicos de
figado de pessoas que morreram com suspeita de febre amarela (REY, 2001). Em 1936,
Evandro Chagas descreveu o primeiro caso in vivo de leishmaniose visceral no Brasil e
em 1937, Cunha e Chagas estabeleceram o seu agente etioldgico, denominando-o de
Leishmania donovani chagasi (REY, 2001). Em 1908, Charles Nicolle descreve a
participacdo dos cdes como reservatorios da leishmaniose através de estudos
experimentais, e em 1920 e 1922, Cerqueira e Aragdo, respectivamente, comprovam a
participacdo de insetos na transmisséo da doenca (REY, 2001).

A leishmaniose tegumentar (LT) j& era conhecida como um grupo de doencas
dermatoldgicas semelhantes entre si, e sua apresentacdo clinica era associada a lesdes
cuténeas, geralmente ulcerosas e, por vezes, com comprometimento da mucosa oronasal
(PESSOA; BARRETTO, 1948).

No Brasil, Moreira; 1895 identificou pela primeira vez a existéncia do botéo
endémico dos paises quentes, chamado “botdo da Bahia” ou “botdo de Biskra”. Em

1908, houve uma epidemia em Bauru/SP, quando Lindemberg; 1909 e Carini; Paranhos
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(1909) correlacionaram a “ulcera de Bauru” com o “botao do Oriente” e o seu agente
causal com Leishmania tropica.

Vianna; 1911 considerou que havia diferencas morfologicas entre a Leishmania
tropica e 0 agente etiolégico da leishmaniose cutdnea e a chamou de Leishmania
braziliensis. Posteriormente, Rabello (1923) criou o termo leishmaniose tegumentar
americana (LTA), denominacdo que abrange tanto a forma cutanea como a forma

mucosa da doenca.

2.2 Etiologia

As leishmanias sdo protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, género Leishmania .O género Leishmania é composto por cerca de
30 espécies diferentes (10 presentes no Velho Mundo e 20 no Novo Mundo, das quais
cerca de 21 sdo conhecidamente patogénicas (DANTAS-TORRES, 2006b). O género é
tradicionalmente dividido em dois subgéneros, Leishmania e Viannia, tendo como base
0 desenvolvimento do parasito no intestino do atropode vetor (MOMEN;CUPOLILLO,
2000). O subgénero Viannia, que compreende principalmente as espécies
L.(V)braziliensis, L.(V)panamensis e L.(V)guyanesis, responsaveis pelas lesdes cutaneas
ou mucocutaneas. O outro € o subgénero Leishmania, que compreende as espécies
L.(L)mexicana e L.(L) amazonensis, responsaveis por lesdes cutaneas localizadas ou
difusas, e L donovani e L infantum chagasi, causadora da LV
(TAYLOR;COOP;WALL, 2010). Os protozoarios desse género sdo responsaveis pelas
leishmanioses, um grupo de doencas com diversos padrdes epidemioldgicos e clinicos
de manifestacdo. Em sua maioria de casos, as leishmanioses sdo zoonoses, sendo o
homem hospedeiro acidental. Além do homem, outros mamiferos constituem
reservatorios para diferentes espécies de Leishmania, tendo um papel importante na
epidemiologia da doenga (DANTAS-TORRES, 2007).

A LVA é causada por protozoarios do complexo Leishmania donovani
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae), estando inclusas duas espécies: L. (Leishmania)
donovani e L. infantum chagasi, dependendo da regido geografica, sendo a Leishmania
donovani o agente etioldgico na Asia e Africa; a Leishmania infantum chagasi na Asia,
Europa, Africa e nas Américas (BRASIL, 2006). Independente da origem, baseando-se
em estudos imunoldgicos e genéticos, autores consideram que L. infantum e L. chagasi
representam a mesma espécie (DANTAS-TORRES, 2006a; MAURICIO; STOTHARD;
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MILES, 2000), outros pesquisadores consideram estas, como subespécies (LAINSON;
RANGEL, 2005). Mauricio, Stothard e Miles em 2000, afirmam que os dados genéticos
e enzimaticos tornam irrefutavel a evidéncia de que L. infantum, descrita por Nicolle em
1908 e L. chagasi, descrita por Cunha e Chagas 1937 devem ser consideradas

sindnimos, tendo prioridade a nomenclatura mais antiga.

2.3 Aspectos epidemioldgicos da leishmaniose

A Organizacao Mundial da Salde estima que existam em torno de 12 milhdes de
casos de leishmaniose em todo mundo, com uma mortalidade anual de 60 mil pessoas,
sendo o tamanho da populagcdo em risco de 350 milhdes (Figura 1 e Figura 2)
(REITHINGER; DUJARDIN, 2007). O nimero de novos casos por ano de leishmaniose
cutanea em todo o mundo € de 1,5 milhdes de pessoas e da forma visceral de 500.000
novos casos anualmente, destes mais de 90% dos casos ocorrem em Bangladesh, india,
Sudéo e Brasil (OMS, 2012).
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Figura 1: Distribuicdo geografica da Leishmaniose Visceral no Velho e no Novo Mundo.

Fonte: Organizacdo Mundial de Salde (2010).

Figura 2: Distribuicdo mundial da leishmaniose cutanea.
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Fonte: Organizagdo mundial da satde (2007)
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Nota: Os paises em azul mais escuro sdo responsaveis por mais de 90% dos casos de leishmaniose

cutanea.

Em seu contexto epidemioldgico as leishmanioses vém passando por processo
de transformacdo, anteriormente doencas de ambiente silvestre e rural, acometendo
pessoas que adentravam em florestas e conviviam em proximidade com animais
sinantrépicos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2008), passam por um
processo de urbanizacao, provocando alteracbes em sua epidemiologia (MONTEIRO et
al.,2005), tornando-se endémica em ambientes urbanos, altamente zoondtico e
considerado sério problema de saude publica (CAMARGO et al.,, 2007). Essa
urbanizacdo vem ocorrendo por uma adaptacdo do vetor ao ambiente urbano, devido as
alteracdes sofridas em seu habitat natural (FEITOSA, 2002).

No Brasil, os primeiros relatos de leishmaniose surgiram em regiées do semi-
arido nordestino, Estados do Ceard, Bahia, Maranhdo, Piaui, Pernambuco, Rio Grande
do Norte e Paraiba, nessas regides a ocorréncia esté relacionada a presenca de animais
infectados e a abundancia de flebotomineos (LIMA et al., 2004). Atualmente, a doenca
encontrasse estabelecida na periferia de cidades de médio e grande porte de varios
estados, tais como Pernambuco, Piaui, Minas Gerais, Ceara e Aracatuba (ARIAS;
MONTEIRO; ZICKER, 1996; DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2005, 2006).

Atualmente, a LV é considerada endémica em 19 estados do pais, destacando-se
aqueles da regido Nordeste, responsaveis pela maior parte dos casos notificados.
Sobretudo nos dltimos 20 anos, a doenca difundiu-se e tornou-se cada vez mais comum
em areas urbanas ou periurbanas. No Estado de Pernambuco, a situacdo ndo parece ser
diferente. O paradigma da endemia rural é substituido pelo da doenca associada a
modificagdes ambientais, a ocupacdo desordenada do espaco urbano e as precarias
condigdes de vida da populacdo exposta ao risco. Logo, seja no espago rural ou urbano,
a LV amplia sua area de ocorréncia, ultrapassando antigos limites geograficos definidos
e tornando-se um sério problema de salde publica em praticamente todo territorio
pernambucano. De acordo com os dados da SES-PE, foram notificados 1.737 casos de
LV em Pernambuco, entre 1990 e 2001. No inicio do periodo estudado (1990), apenas
15,2% (n = 28) dos municipios do estado haviam notificado um ou mais casos da
doenca. Ao final do periodo (1990-2001), esse percentual elevou-se para 78,3% (n =
144) (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006).

No Brasil, a LTA tem assegurada a sua distribuicdo em todo o territério, onde,

atualmente, todos os Estados federativos tém registros da enfermidade (BRASIL, 2007).
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Cinco espécies do subgénero Viannia e uma do género Leishmania estdo associadas a
doenca no pais. Leishmania (Viannia) braziliensis é a principal espécie causadora de
LTA no Brasil (BASANO; CAMARGO, 2004; GONTIJO; CARVALHO, 2003) e, até
0 momento, Unica circulante em Pernambuco (ANDRADE et al., 2006; BRANDAO-
FILHO et al., 2003). No Estado, a LTA incide em todas as regides destacando-se a
regido da Zona da Mata com mais de 60% do total dos casos registrados (BRANDAO-
FILHO et al.,2003). Entre 1990 e 2000 foram notificados 3268 casos no Estado, e
estima-se que nos Ultimos dez anos a transmissdo da doenca tenha aumentado dez vezes
(BRITO et al., 2009).

2.4 Reservatorios e vetores

Devido a complexidade das leishmanioses, o0 conhecimento de seus reservatérios
é de extrema importancia para determinar o ciclo natural do parasito e da epidemiologia
da doenca, com algumas excecOes as leishmanioses sdo zoonoses e 0 homem se infecta
acidentalmente (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2012).

Os reservatérios primarios das Leishmania sdo mamiferos selvagens, como o0s
roedores e canideos silvestres (DANTAS-TORRES, 2007; SOBRINO et al., 2008). A
doenca ja foi identificada no cdo, gato, canideos silvestres, marsupiais e roedores
(BANETH, 2006). No Brasil, as raposas foram encontradas infectadas nas regifes
Nordeste, Sudeste e Amazonica. Os marsupiais foram encontrados infectados no Brasil
e na Colémbia (LAINSON et al., 1990; BRASIL, 2006).

No passado a LVA era descrita como uma doenga de ambiente rural, entretanto,
as transformacdes ambientais provocadas pelo intenso processo migratorio e 0 processo
de urbanizacdo crescente levaram a uma expansdo das areas endémicas, com 0
aparecimento de novos focos, apontando a enfermidade como uma doencga reemergente
(BRASIL, 2006). Por causa desse processo de urbanizacdo, o cdo adquiriu grande
importancia como reservatério da Leishmania infantum chagasi, no ambiente doméstico
devido a sua convivéncia estreita com o homem. Os cées, considerados 0s principais
reservatorios domésticos, sdo de grande importancia na manutencao do ciclo da doenca,
constituindo-se no principal elo na cadeia de transmissdo. Essa importancia baseia-se no
fato da LVA ser mais prevalente na populagédo canina que na humana, pela constatagédo
de que os casos humanos normalmente sdo precedidos por casos caninos e, pelo fato

destes apresentarem uma maior quantidade de parasitas na pele do que o0 homem, o que
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favorece a infeccdo dos vetores (TAYLOR; COOP; WALL, 2010). Em areas endémicas
a prevaléncia de leishmaniose em cdes é alta, acometendo em torno de 20 a 40% da
populagéo (FEITOSA et al., 2000; PALATNIK-DE-SOUZA et al., 2001; SILVA et al.,
2001; ALVAR et al., 2004).

Na forma cutdnea a importancia do cdo como reservatorio ainda nao esta
completamente elucidada, atualmente é considerado hospedeiro acidental, servindo
como mantenedor do vetor no ambiente e consequentemente do ciclo de transmisséo
(MADEIRA et al.,2003; DANTAS-TORRES, 2007).

Os insetos vetores sdo flebotomineos fémeas, dipteros, da subfamilia
Phlebotominae (CHAPPUIS et al., 2007) dos géneros Phlebotomus (encontrados no
Velho Mundo) e do género Lutzomyia (encontrados no Novo Mundo) (SANTOS et al.,
2008) (Figura 3), e apresentam um comprimento médio de dois a trés milimetros,
conhecidos popularmente como mosquito palha, tatuquira, birigui, entre outros. Dentre
as 500 espécies de insetos conhecidas, sabe-se que apenas trinta podem transmitir o
parasito (OMS, 2009). Atualmente, no Brasil, a principal espécie de flebotomineo
(Diptera: Psychodidae) incriminada na manutencdo do ciclo da doenca é Lutzomyia
longipalpis (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006; LAINSON; RANGEL,
2005), havendo suspeita do papel vetorial de outras espécies tais como, Lutzomyia.
forattinii (PITA-PEREIRA et al., 2008). Lutzomyia cruzi foi incriminada como vetora
no Estado de Mato Grosso do Sul para a LV(BRASIL, 2006; MARCONDES, 2009).
Nos ultimos anos, tem sido especulada a competéncia vetorial do Rhipicephalus
sanguineus (Acari: Ixodidae), o qual j& foi encontrado naturalmente infectado, sendo
capaz de transmitir, em condicOes experimentais, os parasitos a roedores, abrindo novas
perspectivas na epidemiologia da leishmaniose visceral zoondtica (COUTINHO et al.,
2005; DANTAS-TORRES, 2006b).

A LTA, nas Américas, € transmitida entre os animais e 0 homem pela picada das
fémeas de diversas espécies de flebétomos (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) dos

géneros Lutzomyia e Psychodopygus.
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Figura 3: Fémea hematéfaga de Lutzomyia sp.

Fonte: UNMSM.EDU.PE

2.5 Ciclo Biologico e formas de transmissao

A transmissdo da Leishmania inicia-se quando os insetos infectados picam o
hospedeiro vertebrado e as formas promastigotas (extracelulares alongadas e flageladas,
medindo entre 14 ¢ 20 um) (Figura 4A) do parasito sdo regurgitadas e inoculadas. Estas
formas possuem mecanismos que lhes permitem resistir a acdo de elementos presentes
no sangue, principalmente o sistema complemento, e estimular sua adesdo e endocitose
pelos macrofagos. Em seguida, sdo fagocitadas por macréfagos e se transformam na
forma amastigota (arredondadas, medindo entre 2,1 e 3,2 um) (Figura 4B), dentro dos
fagolisossomos. Esse ambiente, com pH intensamente &cido, estresses oxidativos e
proteoliticos, é essencial para a transformacdo na nova forma, sendo crucial ao sucesso
da infeccdo. Depois de sucessivos ciclos de replicacdo por divisdo binéria, as
amastigotas podem causar rompimento do macréfago, caindo no espaco intercelular,
aonde virdo a ser fagocitadas por outros macréfagos e células do sistema fagocitico
mononuclear (ALEXANDER et al., 1999; MICHALICK, 2002).
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Figura 4: Formas evolutivas da Leishmania.

Fontes: Science Photo, 2008; Leish Domus, 2008.
Legenda: (A) Formas promastigotas encontradas no tubo digestivo do hospedeiro invertebrado. (B)

Formas amastigotas encontradas parasitando os macréfagos do hospedeiro vertebrado.

Durante o repasto sanguineo sobre o hospedeiro vertebrado contaminado, 0s
vetores flebotomineos ingerem paralelamente as formas amastigotas, O ciclo do parasito
no inseto se completa em torno de 72 horas (BRASIL, 2006). Apos este periodo as
fémeas infectadas, ao realizarem um novo repasto sanguineo em um hospedeiro
vertebrado, liberam as formas promastigotas juntamente com a sua saliva. O ciclo de

vida da Leishmania spp. , pode ser visualizado na Figura 5.
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Figura 5: Ciclo bioldgico de Leishmania spp.

Fonte: Ciclo Bioldgico das Leishmanioses, adaptado de Centers for Disease Control and Prevention
(2009).

Legenda: 1) Inseto infectado executa o0 repasto sanglineo no hospedeiro, injetando
promastigostas;2) Promastigotas sdo fagocitadas por macrdéfagos;3) Promastigotas se transformam
em amastigotas no interior dos macrofagos;4) Macro6fagos se rompem, liberando as amastigotas,
que infectam outras células;5) Inseto ingere sangue infectado do homem;6) Macrdéfagos contidos no
sangue infectado se rompem, liberando as amastigotas;7) Amastigotas se transformam em
promastigotas no intestino do inseto;8) Promastigotas se multiplicam no intestino do inseto vetor; o

inseto infectado executao repasto sangiiineo, reiniciando o ciclo.

Vaérios estudos tém confirmado outras formas de transmissdo: por meio de
transfusdo sanguinea, de agulhas contaminadas entre usuarios de drogas, transplantes de
orgaos, infecgdes laboratoriais (GUERIN et al., 2002), por contato direto (LAINSON;
BRAY, 1964).

2.6 Manifestac0es clinicas das leishmanioses

Em sua classificacdo, as Leishmanioses consistem em quatro formas clinicas
principais Leishmaniose Cutanea; Leishmaniose Muco-Cutanea (também conhecida
como Espundia); Leishmaniose Visceral (LV, também conhecida como Calazar); e
Leishmaniose Dérmica Pos-Calazar (PKDL) (CHAPPUIS et al., 2007).
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A LTA pode se apresentar clinicamente nas formas cutanea (LC), mucosa (LM)
e cutaneo-difusa (LCD) (DA-CRUZ ; PIRMEZ, 2005). A leishmaniose cutanea
apresenta uma grande variedade de apresentacBes clinicas ocorrendo casos
assintomaticos que sao reconhecidos em inqueéritos epidemioldgicos, casos com forma
subclinica que evoluem para cura espontanea e outros com lesdo ulcerativa, indolor
restritas no local da inoculacdo, frequentemente em &reas expostas da pele, presentando
formato arredondado ou ovalado, base eritematosa, infiltrada e de consisténcia firme;
bordas bem-delimitadas e elevadas, fundo avermelhado e com granulagcbes com
aparecimento apods periodo de laténcia de 30 dias, denominada leishmaniose cutanea
localizada (GONTIJO; CARVALHO, 2003; BRASIL, 2007).

Alguns pacientes podem desenvolver a leishmaniose cutanea disseminada,
caracterizada pelo aparecimento de multiplas lesdes papulares que acometem varios
segmentos corporais, tendo como espécies causadoras Leishmania (V.) braziliensis e L.
(L.)amazonensis (BRASIL, 2007).Cerca de 3 a 5% dos pacientes com diagnostico de
leishmaniose cutanea desenvolvem lesdo mucosa (leishmaniose mucocutanea), apos
resolucdo da lesdo inicial, acometendo principalmente as vias aéreas superiores
acarretando lesdes deformantes, secundarias a acometimento cutaneo, tendo como
agente desta forma L (V.) braziliensis (GONTIJO; CARVALHO, 2003; BRASIL,
2007).

A leishmaniose tegumentar canina apresenta similaridade clinica a do homem,
com lesBes ulceradas, principalmente encontradas no pavilhdo auricular, focinho, face,
membro posterior, bolsa escrotal, podendo acometer mucosas, comumente a nasal e oral
(MADEIRA et al., 2003).

A LVA é considerada a forma mais grave das leishmanioses, sendo de evolucédo
cronica, sistémica e fatal se ndo tratada (SILVA, 2007). As manifestacfes apresentadas
pelo cdo e homem doentes sdo clinicamente similares, apresentando sinais inespecificos
como febre irregular, anemia, perda de peso progressiva e caquexia (FEITOSA et al.,
2000). Um dos problemas associados as leishmanioses é a co-infecgdo com HIV, nesses
quadros ha uma diminuigdo na resposta imune celular, tornando o paciente suscetivel a
diversos agentes infecciosos oportunistas 0 que agrava o quadro clinico (PRATA e
SILVA, 2005; MS, 2006). Por fim, a lesdo cutnea leishmaniotica pode ser uma
condicdo que aparece, algumas vezes, como uma complicagdo de determinadas formas
de leishmaniose visceral. E esta variante que tornou-se conhecida como a quarta forma
clinica da doenca: Leishmaniose Dérmica Pds-Calazar (GRIMALDI JR., 1982).
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Na doenca canina, de acordo com as manifestacdes clinicas apresentadas pelo
cao infectado, pode-se classificd-lo em assintomético, que ndo apresentam sinais
clinicos sugestivos de infeccdo; oligossintomético, onde se observa a presenca de linfo
adenopatia, leve perda de peso e alteracdes dermatoldgicas; e sintomatico, onde alguns
ou todos sinais comuns da doenca sdo evidentes.(LIMA et al., 2004;BRASIL, 2006).

As alteracbes dermatoldgicas sdo o0s sinais clinicos mais comuns na
leishmaniose visceral canina (FEITOSA et al., 2000; GALLEGO, 2004), com cerca de
68% dos cdes acometidos apresentando tais alteracdes (CAVALCANTI et al., 2005). Os
sinais dermatoldgicos podem se iniciar como lesdo Unica, comumente no ponto de
inoculagdo do parasito, ou como lesdo mdaltipla com a disseminacdo do parasito
originando lesbes ndopruriginosas, descamacdo epidérmica e alopecia difusa
(GALLEGO, 2004).

Segundo Gallego, em 2004, a visceralizacdo da infec¢do pode iniciar em poucos
meses ou levar varios anos para ocorrer, 0 acometimento visceral o cdo tende a tornar-se
emaciado, ocorrendo perda de apetite, perda de peso e comumente caquexia (FEITOSA
et al, 2000; SILVA et al, 2001). Nas fases mais crbnicas da doenca ocorre
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, diarréia e hemorragia intestinal, atrofia muscular,
e insuficiéncia renal crbnica comumente ocasionando 6bito (FERRER, 1999). Doencas
oculares, como conjuntivite, blefarite,uveite, sdo observadas em cerca de 24,4 a 80,49%
dos caes doentes (BRITO et al., 2006).

2.7 Diagndstico

2.7.1 Diagnostico Parasitoldgico

O diagnostico parasitologico € o método de maior confiabilidade para
confirmacdo da doenca podendo ser realizado através de exames diretos, com a
demonstracdo direta do parasito em citologia e cortes histolégicos. Para leishmaniose
visceral € utilizado o aspirado de medula dssea, linfonodo, bago, figado (BRASIL,
2007; GOMES et al., 2008). No entanto, essas puncdes sdo procedimentos invasivos
que exigem profissionais treinados e ambientes apropriados para a coleta. Ha4 uma
caréncia de profissionais para realizacdo deste diagnostico, e a maioria dos casos €
concluida baseando-se apenas nos critérios clinicos e epidemioldgicos (BRASIL, 2009).

Porém, a demonstracdo do parasito — ou de vestigios desse — se faz necesséria,
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principalmente porque os sinais clinicos na LV sdo iguais ou semelhantes aqueles
observados em outras enfermidades ou condicGes de saide como, por exemplo, maléria,
esquistossomose, tripanossomiase africana, febre tiféide e méa nutricdo (SINGH;
SIVAKUMAR, 2003). A especificidade desses métodos é de 100% (DOURADO et al.,
2007; GONTIJO; MELO, 2004), mas a sensibilidade é muito variavel, dependendo do
tipo de aspirado utilizado (ASSIS et al., 2009; CHAPPUIS et al., 2007), sendo o
aspirado do bago a técnica mais sensivel, porém de alto risco, assim o aspirado de
medula 6ssea é a forma recomendada pelo Ministério da Saude nos Sistemas de Saude,
tendo sensibilidade de aproximadamente 80% (BRASIL, 2006). Nos casos na
leishmaniose tegumentar é realizado o imprint de fragmentos teciduais (BRASIL,
2007). Embora essa técnica seja especifica, pois evidencia as formas amastigotas do
parasito, € necessario um profissional treinado para realiza-la, além de apresentar
sensibilidade inversamente proporcional a carga parasitaria presente na lesdo (BAILEY;
LOCKWOOD, 2009; GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Como métodos indiretos podem-se utilizar o isolamento em cultura in vitro de
fragmentos ou aspirado de tecidos em meio bifasico Novy-Mac—Neal-Nicole (NNN)
obtendo-se crescimento de formas promastigotas apds cinco dias. A inoculacdo em
animais de laboratorio, mais comumente hamsters, tem sido utilizado em estudos
experimentais (Ikeda-GARCIA E FEITOSA, 2006; GOMES et al., 2008). Este metodo
¢ importante para a confirmacdo do agente etioldgico através da identificacdo da
subespécie de Leishmania envolvida, por analise de zimodemas (isoenzimas) e por
sequenciamento de DNA (BAILEY; LOCKWOOD, 2009).

2.7.2 Diagnostico Imunoloégico

Segundo o Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Tegumentar
(BRASIL, 2007) a imunofluorescéncia indireta ndo deve ser utilizado como critério
isolado para diagnéstico de leishmaniose tegumentar devendo ser associado a
Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) ou técnicas parasitologicas, devido a reacao
cruzada com outras doencas como leishmaniose visceral, doenca de Chagas, pénfigo
foliaceo, esporotricose, paracoccidiodomicose e em pacientes sadios, questionando a
sua utilizacdo no diagndéstico da mesma. Tém sido desenvolvidos trabalhos utilizando a
técnica de citometria de fluxo no diagnostico da leishmaniose (ROCHA et al., 2002;
CARVALHO NETA et al., 2006; MAIA e CAMPINO, 2008). De acordo com Carvalho



32

Neta et al. (2006) os estudos soroldgicos baseados na citometria de fluxo constituem um
campo de grandes possibilidades de crescimento devido & sensibilidade de deteccéo
aumentada em relacéo a outros métodos, podendo evidenciar os casos de leishmaniose
tegumentar e visceral em atividade clinica, o que ndo tem sido possivel através das
reacOes soroldgicas convencionais (ROCHA et al., 2002).

Uma ampla gama de métodos soroldgicos esta disponivel para o diagndstico da
leishmaniose visceral (SINGH; PANDEY ; SUNDAR , 2006). Entre as diversas
técnicas soroldgicas empregadas, a Imunofluorescéncia Indireta (IFI) € um dos mais
utilizados no Brasil (GONTIJO; MELO 2004), pois kits comerciais para IFI sdo
fornecidos sem custo pelo Ministério da Sadde. A IFI possui limitagdes, em termos de
especificidade e reprodutibilidade (SUNDAR; RAI, 2002), podendo apresentar reacoes
cruzadas com leishmaniose tegumentar, doenca de Chagas, malaria, esquistossomose e
tuberculose pulmonar (SUNDAR; RAI, 2002). O ELISA é um teste mais sensivel
(GONTHO; MELO, 2004) e pode usar antigenos recombinantes muito sensiveis, tais
como rK39 (SINGH, 2003). O teste de aglutinacdo direta (DAT) é simples, barato e
altamente especifico e sensivel. Embora o DAT para o diagnostico soroldgico da
leishmaniose visceral tenha uma alta sensibilidade e especificidade ainda possui
algumas limitacGes, como o tempo de incubacdo relativamente longo (18 h) e a
necessidade de diluices seriadas de sangue ou soro. (SILVA; STEWART; COSTA,
2005).

2.7.3 Diagnostico Molecular
2.7.3.1 Alvos moleculares e iniciadores

2.7.3.1.1 Minicirculo do cinetoplasto

O DNA do cinetoplasto (kDNA, do inglés kinetoplaste) representa 20-25% do
DNA do parasito e consiste em uma rede de moléculas circulares, concatenadas,
divididas em maxicirculos e minicirculos (TELLERIA et al., 2006). S&o cerca de 50
maxicirculos (com 20000 a 35000 pb), que contem genes que codificam proteinas
mitocondriais e 0 RNA ribossomal (rRNA), enquanto os minicirculos s&o no nimero de
10000 a 20000, com sequéncias de 500 a 2500 pb (CORTES et al., 2008). O minicirculo
kDNA é o alvo mais estudado e aplicado nas pesquisas moleculares para o diagnostico

de calazar. Sua vantagem esté no fato do grande nimero de copias por célula.
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Os iniciadores desenhados por Le Fichoux e colaboradores em 1999, os mais
aplicados na amplificagdo do minicirculo do kDNA. A regido amplificada é a LT1, que
apresenta uma sequéncia de 145 pb, e os sistemas desenvolvidos ja foram aplicados
com sucesso na identificacdo de Leishmania em amostras de medula, sangue, soro e
urina, de pacientes imunocompetentes e imunocomprometidos (JUNIOR et al., 2009;
MARY et al., 2004; MARY et al., 2006; FAKHAR et al., 2008; MOTAZEDIAN et al.,
2008).

Muitos outros primers foram desenvolvidos nessa Ultima década para pesquisa
de DNA de Leishmania utilizando como alvo o kDNA (BRUSTOLONI et al., 2007;
ASSIS et al., 2009). Esse alvo possui uma consideravel heterogeneidade o que pode
acarretar em perda da acurdcia do ensaio, 0 que nao € observado em outros alvos
moleculares (MARY et al., 2004). Na aplicacdo de enzimas de restricdo ao kDNA
(PCR-RFLP), essa heterogeneidade dificulta a construcdo de padrdes por RFLP devido
ao grande numero de fragmentos restritos, restringindo a utilizacdo dos iniciadores entre
isolados proximos ou apenas permite a identificacdo de grupos ou isolados de mesma

area.

2.7.3.1.2 DNA ribossémico

O DNA ribossémico (rDNA) possui unidades repetidas ou em tandem dentro da
regido nucleolar. Nas células eucarioticas, ha cerca de 100 a 500 copias do gene rDNA
no genoma nuclear, onde cada unidade de transcricdo é composta de uma regido
promotora lider, o espacador transcrito externo (ETS — External Transcribed Spacer),
uma regido codificadora do rRNA 18S, um espacador ndo-codificante interno (ITS-1),
uma regido codificadora de rRNA 5,8S, um outro espacgador ndo-codificante interno
(ITS-2), uma regido codificadora de rRNA 28S e, finalmente, um segmento intergénico
espacador nao-transcrito, IGS (MATEUS et al., 2006).

Apesar do baixo numero de copias do rDNA em comparacdo ao KDNA, suas
subunidades séo bem exploradas no desenvolvimento de ferramentas moleculares para
diagndstico da infecgdo por Leishmania, sendo este alvo um dos mais explorados na
identificacdo de espécies. (SILVA et al., 2010.)
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2.7.3.1.3 Subunidade menor do ribossomo

Os genes codificantes do RNA presente na subunidade menor do ribossomo
(SSU rRNA) apresentam multiplas copias e sdo bem conservados para o género em
estudo, permitindo o desenho dos iniciadores. Esse alvo ndo apresenta o problema de
heterogeneidade do kDNA, podendo a informacéo discriminatdria do segmento variavel
ser acessada por sequenciamento ou por hibridacdo, produzindo resultados positivos
pela PCR, independente da linhagem, grupo ou espécie (FLOETER-WINTER, 2010).
Uma desvantagem na aplicacdo desse alvo é que relacdes filogenéticas ndo podem ser
esclarecidas (ULIANA et al., 1991).

Os primers R221, R332, R223 e R333 apresentados por Van Eys e
colaboradores em 1992, sdo os mais descritos na amplificacdo de regides do SSU-
rRNA, produzindo fragmentos de 600 — 650 pb dependendo da espécie de Leishmania
(SCHONIAN et al., 2003). Os estudos apontam um desempenho satisfatorio desses
primers nas PCRs desenvolvidas, ao serem comparados com a pesquisa direta do
parasito e sorologia (ANTINORI et al., 2007; STARK et al., 2006; SALAM et al.,
2009), assim como no monitoramento  poOs-terapéutico de  pacientes
imunocomprometidos (LACHAUD et al., 2000, LACHAUD et al., 2001). A Nested-
PCR utilizando os pares R221/R332 na primeira reacdo e R223/R333 na segunda reacao
detectou 0,01 promastigota (CRUZ et al.,, 2002). Esta abordagem foi superior as
técnicas convencionais em pacientes co-infectados por HIV/Leishmania (CRUZ et al.,
2002) e em criangas imunocompetentes (CRUZ et al., 2006).

Na andlise pela ferramenta primer-BLAST, todos os iniciadores citados para o
SSUrRNA podem também amplificar esse alvo em outros tripanossomatideos,
produzindo bandas de tamanho similar aos amplificados com o género Leishmania. Tal
fato pode indicar um problema no uso desse ensaio em areas co-endémicas para esses
parasitos, podendo resultar, por exemplo, em reacdo cruzada com doenca de Chagas
(SILVA et al, 2010).

2.7.3.1.4 Espacador interno transcrito

O espacador interno transcrito (ITS) € uma regido ndo codificante encontrada no
SSUrRNA, onde o ITS-1 é delimitado pelos genes 18S e 5.8s, enquanto o ITS-2 pelos

genes 5.8S e 28S. Esse espacador tem sido descrito na identificacdo de espécies de
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Leishmania e de suas linhagens através da PCR-RFLP (SCHONIAN et al., 2003). Os
pares de iniciadores mais utilizados na amplificacdo da regido ITS sdo LITSR e L5.8S,
que reproduz o ITS-1 com produto de 300 — 350 pb, e LITSV e L5.8SR, para 0 ITS-2
com produto de 700 pb (SCHONIAN et al., 2003; BHATTARAI et al., 2010). A ITS-1
PCR apresentou bons resultados em amostra de sangue, aspirado de medula ou
esfregacos de laminas coradas com Giemsa (ALAM et al., 2009; BHATTARAI et al.,
2010; KAZEMI-RAD et al., 2008). Esses primers parecem ser especificos para o género
Leishmania, pois ndo produz bandas frente a DNA de T. cruzi, Escherichia coli,
Candida albicans, Tychophywn terrestre e Microsporum audouini (BHATTARAI et al.,
2010). Porém, utilizando a ferramenta primer-BLAST, observa-se que esses iniciadores
podem amplificar regides de outros tripanossomatideos, inclusive T. cruzi, com
produtos que variam de 300 — 760 pb de tamanho (SILVA et al, 2010).

2.7.3.1.5 Qutras regides-alvo

Os microsatelites sdo locus polimorficos presentes no DNA nuclear amplamente
distribuidos nas células eucaridticas e que apresentam sequéncias simples repetitivas
(SSR), composta por 1 a 4 nucleotideos, que geralmente ndo excedem 200 pb
(BECKMAN; WEBER, 1992). Rossi e colaboradores em 1994, identificaram 3
sequéncias de microssatélites no genoma de Leishmania: (CA)n, (GAC)n e (GGT)n.
Segundo Ferreira & Grattapaglia em 1998, a utilizacdo dessa regido em PCR oferece
uma completa cobertura do genoma, sendo Uteis para mapeamento genético e fisico de
genomas, identificacdo e discriminacdo de genotipos e estudos de genética de
populacdes. O polimorfismo nos microssatélites é simples e facilmente detectado pela
PCR, com boa reprodutibilidade e discriminagdo, podendo ser usado para diferenciar
relapsos ou re-infeccdo em pacientes com maultiplos episédios de LV (KUHLS et al.,
2007; SERIDI et al., 2008).

As Heat Shock Proteins (HSPs) ou proteinas do choque térmico sdo identificadas
como o0s principais imundgenos em vérias doencas infecciosas (ARORA et al., 2008),
sendo a familia da HSP70 comum em soro de pacientes com LV (ARORA et al., 2000).
Apbés mapeamento de HSP70 cDNA (ARORA et al.,, 2000; ARORA; MELBY,;
SEHGAL, 1995), abordagens com PCR foram feitas utilizando os primers Hsp70sen e
Hsp70ant (GARCIA et al., 2004). Um produto de 1300 pb foi amplificado com estes

parasitos, 0 mesmo encontrado com o DNA de T. cruzi, mas nenhum produto foi
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observado com M. tuberculosis ou Sporothrix schenckii. Desta forma, falsos positivos
podem ser obtidos em pacientes chagasicos (SILVA et al, 2010.).

A gp63 é a principal glicoproteina presente na membrana celular de Leishmania
sp, desempenhando papel fundamental na viruléncia do parasito e na estimulacdo da
mesma quanto a resposta celular e humoral do hospedeiro (HOYA et al., 1999). Devido
ao polimorfismo dessas regides génicas, os produtos de amplificagdo podem ser
distintos entre L. infantum e L. donovani, podendo-se aplicar a identificacdo de espécies
e/ou linhagens pela restricdo dos fragmentos (ELAMIN et al., 2008).

Outro alvo estudado recentemente € a regido génica que codifica o antigeno
K26, uma proteina hidrofilica de superficie. O par de iniciadores K26f/K26r mostrou-se
especifico para o complexo L. donovani, com produtos que variam de 284 — 1300 pb,
discriminando entre L. infantum e L. donovani (HARALAMBOUS et al., 2008).

Os genes nucleares do mini-exon estdo presentes nas células do género
Leishmania e em outros cinetoplastideos, mas ausente nos mamiferos e vetores. Estdo
presentes nessas células em nimero de copias de 100-200 tandem, separados por genes
transcritos e ndo transcritos. A regido transcrita € composta pelo exon altamente
conservado com 39 nucleotideos, e o intron, moderadamente conservado, variando no
tamanho entre as espécies do mesmo género ou subgénero (MARFURT et al., 2003).
Utilizando os iniciadores S-1629 e S-1630 para as espécies do complexo L. donovani,
todas apresentam um produto de aproximadamente 450 pb (KATAKURA et al., 1999).
Bons resultados para diferenciacdo das espécies em amostras clinicas foram alcancados
nas pesquisas onde o alvo da RFLP-PCR era a regido dos miniexons (MARFURT et al.,
2003)

2.7.3.2 AplicagOes da PCR no diagnostico das Leishmanioses

As abordagens moleculares baseadas na reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
constitui uma das ferramentas promissoras para o0 diagnéstico das leishmanioses
(BRUSTOLONI et al., 2007; DANTAS-TORRES, 2006), por esta técnica apresentar
alta sensibilidade e especificidade (BRASIL, 2006), podendo ser utilizada no
diagndstico diferencial de Leishmaniose antes do tratamento (REITHINGER;
DUJARDIN, 2007), na reavaliacdo de casos controversos (SCHONIAN et al., 2003) e
para a deteccdo de infeccBes assintométicas ou ndo provadas parasitologicamente
(ASHFORD et al., 1995; QUINNELL et al., 2001; AOUN et al., 2009).
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A PCR permite a identificacido do DNA do parasito em diversas amostras
bioldgicas, tais como medula 6ssea, baco, linfonodos e sangue periférico (MOADDEB;
BEHZAD-BEHBAHANAI, 2008; DOURADO et al., 2007). Porém, os resultados da
PCR podem variar muito de acordo com o tipo de amostra utilizada, metodologia usada
na purificacdo do DNA e regido-alvo escolhida para amplificacdo (BRASIL, 2004).

Pode ainda ser utilizada em amostras de tecidos que foram submetidos a
avaliacdo histopatoldgica ou a técnica de imunohistoquimica e onde néo foi possivel a
identificacdo do parasita. As amostras de tecidos fixadas em formol e incluidas em
parafina sdo um importante recurso para estudos moleculares, embora a rotina
histopatoldgica possa causar a degradacdo do DNA nos tecidos (COOMBS, 1999).

Além da possibilidade de utilizar varias amostras clinicas, a PCR apresenta
como outras vantagens a habilidade de trabalhar com pequenas quantidades de material
a ser analisado e ser capaz de detectar niveis baixos de parasitas nas amostras (MELO,
2004). Diante do exposto a PCR parece ser a técnica que mais se aproxima do ideal,
pois com o uso de iniciadores apropriados a sensibilidade e a especificidade da técnica
pode se aproximar de 100% (MARQUES et al., 2001, CORTES et al., 2004).

Em cées, além da PCR convencional (IKONOMOPOULOQOS et al., 2003; REALE
et al., 1999; STRAUSS-AYALLI et al., 2004; LEITE, 2010), a PCR em tempo real tem
sido avaliada em pesquisas recentes e os resultados s&o promissores (FRANCINO et al.,
2006; MORTARINO et al., 2004; PENNISI et al., 2005).

2.8 Tratamento

As drogas de primeira escolha para o tratamento da leishmaniose tegumentar e
visceral humana sdo os antimoniais pentavalentes. O antimoniato N-metil glucamina é
distribuido pelo Ministério da Satde para este fim. A dose recomendada no tratamento é
de 20 a 40mg//kg/dia na LV e de 10 a 20 mg/kg/dia na leishmaniose tegumentar, por via
parenteral, endovenosa ou intramuscular. (BRASIL, 2006; BRASIL, 2007).

O Ministério da Saude ndo recomenda o tratamento de cdes com leishmaniose
tegumentar e visceral, pois tais tentativas ndo diminuem a importancia do mesmo como
reservatorio do parasito, apresentando baixa eficacia, induzindo a remissdo temporaria
dos sinais clinicos, no entanto, ndo previne a ocorréncia de recidivas, tem efeito imitado
na infectividade de flebotomineos e levam ao risco de selecionar parasitos resistentes as

drogas utilizadas para o tratamento humano (BRASIL, 2006).
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2.9 Controle

O programa de controle adotado no Brasil baseia-se em trés principais
estratégias: diagnostico e tratamento precoce dos casos humanos, inqueéritos soroldgicos
com eutanasia dos cdes positivos, e vigilancia entomoldgica. As medidas adotadas
relacionam-se com a classificacdo das areas com e sem transmisséo vetorial (BRASIL,
2004). Tais estratégias de controle ndo tém sido capazes de reduzir a incidéncia dos
casos humanos (COSTA; VIEIRA, 2001). O diagndstico precoce e a rapida instituicdo
do tratamento sdo importantes para o individuo e para a comunidade. Pacientes nédo
tratados atuam como reservatorios e contribuem para a transmissao antroponotica
(CHAPPUIS et al., 2007). As perspectivas de controle sdo dependentes do progresso em
pesquisas para se obter melhores alternativas e estratégias de gerenciamento dos casos e
controle dos vetores (DESJEUX, 2004). Uma das medidas de controle preconizada pelo
Ministério da Salde para prevencdo da leishmaniose visceral e praticada por muitos
anos é a eutanasia dos cées soro reagentes para leishmaniose (IKEDA et al., 2003). Essa
medida foi enfatizada como a principal estratégia para o controle da doenca (PRATA;
SILVA, 2005). Trabalho realizado por Costa, Tapety e Werneck (2007) demonstrou
uma maior diminuicdo na incidéncia da infeccdo quando se realizou a eliminacéo canina
em comparacdo com a borrifagdo de anexos, associada ou ndo com a eliminagéo canina.

Trabalhos atuais discutem as fragilidades dos programas de controle e o
desconhecimento ou o conhecimento insuficiente da biologia do agente etiologico
(DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006; SHAW, 2007), assim, a leishmaniose
esta se tornando uma doenca global. Segundo Shaw (2007), apenas quando for obtido
um melhor entendimento da diversidade genética da Leishmania spp e dos reservatorios
envolvidos no ciclo enzodtico de cada espécie sera possivel avaliar qual o método ou
métodos de controle mais eficazes.

Na leishmaniose tegumentar ndo sdo recomendadas agdes objetivando o controle
dos animais domésticos com a doenca, tendo em vista o carater de hospedeiro acidental
desses animais, sendo recomendado eutanasia dos cédes infectados doentes quando
ocorrer agravamento clinico do mesmo (BRASIL, 2007). No entanto o encontro de co-
infeccdo natural entre L. (V.) braziliensis e L. infantum chagasi em cdo residente em
area endémica (MADEIRA et al.,2003) reforca a importancia de métodos diagnosticos

que diferenciem as espécies envolvidas na infecgdo canina e humana.
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O conhecimento gerado com as pesquisas direcionadas para o entendimento da
susceptibilidade e expresséo da doenca (BLACKWELL; MOHAMED; IBRAHIM,
2004), interacdo hospedeiro-parasito, imunidade anti-leishmania e vacina em
desenvolvimento (COLER; REED, 2005; MURRAY et al., 2005), bem como o
sequenciamento do genoma de L. infantum (PEACOCK et al.,, 2007) e do vetor
Lutzomyia longipalpis (DILLON et al., 2005), certamente irdo contribuir para o
surgimento de novas estratégias e ferramentas para o controle da enfermidade. Esses
conhecimentos sdo essenciais para remover a Leishmaniose da lista de doencas
negligenciadas; entretanto, tais esforcos terdo um impacto limitado se estas ferramentas

ndo forem acessiveis a todos os pacientes (CHAPPUIS et al., 2007).
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3. JUSTIFICATIVA

As leishmanioses, doencas endémicas registradas em paises do Velho Mundo e
do Novo Mundo, sdo doengas infecciosas que acometem humanos e outros vertebrados,
causadas por varias espécies de protozoarios do género Leishmania e transmitidas por
dipteros da subfamilia Phlebotominae (Phlebotomus sp. e Lutzomyia sp.). Tais doencas
sdo importantes pelo impacto que produzem na salde publica e nas implicagdes
econdmicas que geram, apresentando alta incidéncia, letalidade, constituindo em sério
problema sanitario e econémico-social pela deplecéo da forca de trabalho (BORASCHI;
NUNES, 2007), sendo consideradas doencas negligenciadas e em expanséo no Brasil.

Essas zoonoses vém apresentando ampla distribuicdo geogréfica, sendo
registrada em A&reas consideradas, previamente como ndo endémicas, passando de
doencas de ambiente silvestre e rural, que acometiam pessoas que adentravam em
florestas, para doencas de ambiente urbano, associada a adaptagdo do vetor a estes
locais. Diversos mamiferos podem se infectar com Leishmania sp., no entanto, com a
urbanizacdo das leishmanioses, o cdo adquiriu grande importancia como reservatorio da
leishmaniose visceral, no ambiente doméstico devido a sua convivéncia estreita com o
homem, elevada ocorréncia de infecgdes inaparentes e intenso parasitismo cutaneo,
representando uma fonte de infeccdo preferencial para o vetor, sendo importante na
transmissdo da doenca para 0 homem. Na forma cutanea a importancia do cdo como
reservatorio ainda ndo esta completamente elucidada, sendo considerado atualmente
hospedeiro acidental, mantendo o vetor no ambiente e consequentemente o ciclo de
transmissao.

A pesquisa de alternativas diagndsticas mais sensiveis e especificas é prioritaria
para auxiliar a prevencao, vigilancia e controle das leishmanioses. O investimento em
procedimentos de diagnostico vem sendo apontado como necessario para reducdo da
morbidade e da mortalidade causadas pelas Leishmanioses, bem como para a
diminuicdo dos riscos de transmisséo. Tendo em vista que na leishmaniose tegumentar
ndo sdo recomendadas a¢des objetivando o controle dos animais domésticos com a
doenca, tendo em vista o carater de hospedeiro acidental desses animais, sendo
recomendado eutanasia dos cées infectados doentes quando ocorrer agravamento clinico
do mesmo (BRASIL, 2007). E o encontro de co-infeccdo natural entre L. (V.)

braziliensis e L. infantum chagasi em cdo residente em area endémica (MADEIRA et
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al.,2003) reforca a importancia de métodos diagnosticos que diferenciem as espécies
envolvidas na infecgdo canina e humana.

Em virtude dessa necessidade este trabalho tem como objetivo a caracterizacéo
molecular dos isolados de Leishmania infantum chagasi e Leishmania (Viannia)
braziliensis através da PCR-RFLP em cées provenientes da Regido Metropolitana do

Recife, Estado de Pernambuco.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Caracterizacdo da Leishmania infantum e Leishmania (Viannia) braziliensis através da

PCR-RFLP em cées provenientes da Regido Metropolitana do Recife.

5.2 Objetivos Especificos
a) Otimizacéo do sistema de PCR Its-RFLP;
b) Caracterizagcdo da Leishmania infantum e Leishmania (Viannia) braziliensis
através da PCR-RFLP;

¢) Comparacdo do resultado da PCR-RFLP com o exame direto.
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Resumo

Na leishmaniose tegumentar ndo sédo recomendadas acdes objetivando o controle dos
animais domésticos com a doenca, tendo em vista o carater de hospedeiro acidental
desses animais, sendo recomendado eutanasia dos cédes infectados doentes quando
ocorrer agravamento clinico do mesmo (BRASIL, 2007). E o encontro de co-infec¢éo
natural entre L. (V.) braziliensis e L. infantum chagasi em cdo residente em é&rea
endémica (MADEIRA et al.,2003) reforgca a importancia de métodos diagndsticos que
diferenciem as espécies envolvidas na infec¢do canina e humana. Em virtude dessa
necessidade este trabalho tem como objetivo a caracterizacdo molecular dos isolados de
Leishmania infantum chagasi e Leishmania (Viannia) braziliensis através da PCR-
RFLP em cées provenientes da Regido Metropolitana do Recife, Estado de Pernambuco.
Foram utilizados cdes de racas e idades variadas, de ambos 0s sexos, domiciliados,
provenientes da regido metropolitana do recife, estado de Pernambuco — Brasil, com
suspeita clinica de leishmaniose atendidos no Hospital Veterinario da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, totalizando 40 cées. Foram coletados 5ml de sangue total
e 200 microlitros de medula 6ssea para realizacdo do exame direto de medula e da
ITS1-PCR. 20 cédes foram positivos para ambas as técnicas e 3 foram positivos apenas
para ITS1-PCR, tanto em sangue quanto em medula, todas as amostras positivas

apresentaram DNA de Leishmania infantum chagasi

Palavras-chave: Leishmaniose canina, PCR-RFLP; Diagnostico
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APOIO FINANCEIRO

CONSIDERACOES ETICAS

Os animais que participaram da pesquisa foram avaliados pela médica veterinaria
responsavel pelo projeto. O estudo foi submetido ao Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFRPE, recebendo parecer favoravel (CEUA 010/2011).

INTRODUCAO

As leishmanioses, doencas endémicas registradas em paises do Velho Mundo e
do Novo Mundo, sdo doengas infecciosas que acometem humanos e outros vertebrados,
causadas por Vvérias espécies de protozoarios do género Leishmania e transmitidas por
dipteros da subfamilia Phlebotominae (Phlebotomus sp. e Lutzomyia sp.). Tais doencas
sdo importantes pelo impacto que produzem na salde publica e nas implicacdes
econdmicas que geram, apresentando alta incidéncia, letalidade, constituindo em sério
problema sanitario e econémico-social pela deplecdo da forca de trabalho (BORASCHI;
NUNES, 2007), sendo consideradas doencas negligenciadas e em expanséo no Brasil.

, O cdo adquiriu grande importancia como reservatorio da leishmaniose visceral,
no ambiente domestico devido a sua convivéncia estreita com o homem, elevada
ocorréncia de infeccdes inaparentes e intenso parasitismo cutaneo, representando uma
fonte de infeccdo preferencial para o vetor, sendo importante na transmissao da doenca
para 0 homem. Na forma cutanea a importancia do cdo como reservatério ainda ndo esta
completamente elucidada, sendo considerado atualmente hospedeiro acidental,
mantendo o vetor no ambiente e consequentemente o ciclo de transmisséo.

Tendo em vista que na leishmaniose tegumentar ndo sdo recomendadas
acOes objetivando o controle dos animais domésticos com a doenca, tendo em vista o
carater de hospedeiro acidental desses animais, sendo recomendado eutanasia dos cées
infectados doentes quando ocorrer agravamento clinico do mesmo (BRASIL, 2007). E o
encontro de co-infeccdo natural entre L. (V.) braziliensis e L. infantum chagasi em céo
residente em area endémica (MADEIRA et al.,2003) reforca a importancia de métodos
diagndsticos que diferenciem as espécies envolvidas na infec¢do canina e humana.

Em virtude dessa necessidade este trabalho tem como objetivo a caracterizacéo
molecular dos isolados de Leishmania infantum chagasi e Leishmania (Viannia)
braziliensis através da PCR-RFLP em cées provenientes da Regido Metropolitana do
Recife, Estado de Pernambuco.
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METODOLOGIA

Amostragem

Foram utilizados cées de racas e idades variadas, de ambos 0s sexos,
domiciliados, provenientes da regido metropolitana do recife, estado de Pernambuco —
Brasil, com suspeita clinica de leishmaniose atendidos no Hospital Veterinario da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, totalizando 40 cées. Cada animal foi
registrado em formulério individual, o qual contemplou informagdes como nome, idade,
sexo, endereco e dados clinicos. O exame fisico constou principalmente da inspecdo da
pele e faneros, além da palpacdo abdominal e dos ganglios linfaticos, onde se observou

a existéncia ou ndo de sinais sugestivos de LVC ou LT.

Coleta do material
e Sangue Total
Apds anti-sepsia com algoddo embebido em alcool etilico 70% foram coletados
aproximadamente 5 mL de sangue da veia cefalica, com seringa e agulha. O material foi
colocada diretamente em tubo de ensaio contendo solucdo anticoagulante (EDTA) e
estocado em freezer a -80°C para posterior extracdo de DNA.
e Coleta de Medula Ossea para realizacdo do diagndstico molecular e
parasitologico
Apdbs o exame clinico, os animais com diagnostico presuntivo de LVC, foram
submetidos a medicacdo pré-anestésica por meio de aplicacao subcutanea de 0,44 mg/kg
de atropina, decorridos 15 minutos, a inducdo e manutencdo anestésicaocorreram por
meio de aplicacdo endovenosa de 1 - 2 mg/kg de xilazina 2% associada a 10 - 15 mg/kg
de ketamina 10%. Com o animal anestesiado, ap0s antisepsia,foi realizada pungéo na
crista do 0sso esterno, utilizando-se seringa descartavel (20 ml) acoplada a uma agulha
40x12 mm, uma puncédo de aproximadamente 200 ul de medula 6ssea. O material obtido
foi transferido para tubos plasticos, com anticoagulante (EDTA) e em seguida
armazenado a temperatura de - 20 °C. Os esfregacos confeccionados com 0s materiais
obtidos na puncdo de medula éOssea, apds secarem, foram corados pelo método de

Giemsa e examinados em microscépio dptico com objetiva de imerséo.

Diagnostico molecular
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e Extracdo e Purificacdo do DNA obtido de Cultura de Leishmania Infantum
e Leishmania (Viannia) Braziliensis
O DNA de Leishmania infantum foi extraido utilizando o kit de extracéo
“illustraTM tissue & cells genomicPrep Mini Spin Kit” (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK), seguindo as recomendacdes do fabricante. Adicionar 200 ul de
tampé&o de lise 1 e 10 pl de proteinase K, colocando em seguida na estufa por 1 hora.
Depois do tempo, € realizado um spin, adicionando posteriormente solucdo de lise 2 e
incubando por 10 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar a 10 seg por 11.000rpm,
passar para coluna do Kit o contetdo do eppendorf, em seguida realizando outra
centrifugacdo de 1min a 11.000 g e desprezar o sobrenadante. Adicionar 500 pl solucéo
de lise 2 e realizar a mesma centrifugacdo, novamente. Adicionar 500 ul de solugédo de
lavagem e centrifugar por 3 minutos a 11000 g, desprezando o tubo de coleta em
seguida. Transfere-se a coluna para um novo eppendorf, adicionando posteriormente
200 pl de solucéo de eluicdo (pré-aquecido a 70 C), e incubar por 1 min em temperatura
ambiente. Centrifugar a 1 min por 11000g, descartando a coluna e armazenando o DNA
a— 20°C, para posterior dosagem.
e Anélise e quantificacdo do DNA total
As amostras de DNA extraidas foram analisadas atraves de eletroforese em gel
de agarose a 2%, em tampdo TAE (Tris-acetato 40mM; EDTA 2mM) e corados com
brometo de etidio e/ou blue green, com a finalidade de verificar a integridade e a
qualidade da amostra. A quantificacdo do DNA foi realizada através de
espectrofotbmetro,  utilizando o  aparelho  Ultrospec 3000 UV/Visible
espectophotometer, Pharmacia Biotech.
e Extracdo de DNA das Amostras de Sangue e Medula Ossea
A extracdo e purificacdo de DNA foi realizada com o kit comercial “illustraTM
blood & cells genomicPrep Mini Spin Kit” e “illustraTM tissue & cells genomicPrep
Mini Spin Kit” (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK), seguindo as recomendacdes do
fabricante. Adicionou-se 200 pl de tampé&o de lise 1 e 10 ul de proteinase K, colocando
em seguida na estufa por 1 hora. Depois do tempo, foi realizado um spin, adicionando
posteriormente solugé@o de lise 2 e incubando por 10 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugou-se a 10 seg por 11.000rpm, passou-se para coluna do Kit o conteddo do
eppendorf, em seguida realizando outra centrifugacdo de 1min a 11.000 g e desprezando

0 sobrenadante posteriormente. Adicionou-se 500 pl solugdo de lise 2 e realizar a
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mesma centrifugacdo, novamente. Adicionou-se 500 pl de solucdo de lavagem e
centrifugar por 3 minutos a 11000 g, desprezando o tubo de coleta em seguida.
Transferiu-se a coluna para um novo eppendorf, adicionando posteriormente 200 ul de
solucdo de eluicdo (pré-aquecido a 70 C), e incubou-se por 1 min em temperatura
ambiente. Centrifugou-se a 1 min por 11000g, descartando a coluna e armazenando o
DNA a— 20°C, para posterior dosagem.
e Padronizacédo da PCR
ITS-PCR utilizou os iniciadores LITSR (5’CTGGATCATTTTCCGATG 3°) e
L5.8s (5’ AAGTGCGATAAGTGGTA 3’) (produzindo amplicons de 300 — 350 pb
dependendo da espécie de Leishmania) com o sistema TopTaq Master KIT (QIAGEN)
em um protocolo de 34 ciclos (desnaturacdo, 95 °C por 40 s, anelamento a 53 °C por 45
s e extensdo a 72 °C por 1 min). A ciclagem era precedida por uma etapa de
desnaturacéo a 95 °C por 3 min e 20 s, havendo uma extenséo a 72 °C de 6 min ao final.
Para essa PCR foram testados as seguintes propor¢des de primers: 25 e 50 pmols, para
os primers LITSR e L5.8s.
e Avaliacdo do limite de deteccdo da PCR
Para avaliacdo da sensibilidade (limite de deteccdo) da técnica foi construida
uma curva de diluigéo a partir de quantidades conhecidas de DNA gendmico purificado
de Leishmania infantum, com a finalidade de avaliar a concentracdo minima de DNA
que o sistema estudado consegue amplificar. Foram efetuadas dilui¢Ges seriadas de fator
10 nas seguintes concentracdes: 0,5 ng/ul, 50 pg/ul, 5 pg/ul, 0,5 pg/ul, 50 fg/ul, 5 fg/ul,
0,5 fg/ul, 0,05 fg/ul e 0,005 fg/ul. Dois pl de cada diluicdo foram adicionados nas
reacoes.
e Auvaliacdo da especificidade da PCR
A especificidade dos primers foi confirmada experimentalmente através de
amplificagdes utilizando 1 ng de DNA genbémico purificado de Trypanossoma cruzi,
Wuchereria bancrofti, Schistossoma mansoni, L. infantum, L. braziliensis e Canis lupus
familiaris, atraves da técnica de PCR.
e Padronizacdo da RFLP
Foram testados a digestdo a partir de 10, 15 e 20 pl do produto da PCR,
utilizando 2,5 pl de tampéo 10x; 2,5 pl de H,O; 1 pl de Haelll da invitrogen (10 U/ul)
por 2h a 37°C e por 1h a 37°C.
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e Analise molecular e registro dos resultados

Dez microlitros dos produtos das PCR convencional foram analisados através de
eletroforese em gel de agarose a 2,0 % com coloracdo pelo Blue Green de acordo com
metodologia padronizada. As bandas de DNA separadas eletroforeticamente foram
visualizadas em transiluminador de luz ultravioleta e fotografadas com um sistema de
documentacdo Polaroid MP4 + SystemTM (Sigma, St. Louis, MA, USA).
Consideraram-se positivas as amostras que amplificaram fragmentos com pesos
moleculares 300 - 350 pares de base.

Os fragmentos da restricdo foram subemtidos a eletroforese em gel agarose 3% a
100V em 1,0 x tampdo TAE e visualizado em UV ap6s coloracdo por 15 min em

brometo de etidio (0,5 pg/ml).

RESULTADOS

Padronizacdo da PCR

Para a ITS-PCR foram testados as concentracGes de 5, 25 e 50 pmols dos
primers LITSR e L5.8s com o TopTaq Master Mix Kit (QIAGEN). Utilizando 5 pmols
de cada primer ndo houve amplificacdo. J& com as outras duas concentracdes testadas, a
melhor sensibilidade foi obtida com 50 pmol de cada iniciador, amplificando até 100 fg

de DNA de L. infantum e L.braziliensis, o equivalente a 1/3 parasito por tubo (Figura 1).

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose mostrando o resultado da otimizacdo da propor¢do de
iniciadores na ITS-PCR. Usando DNA de L. infantum 2 (1ng) a 7 (10 fg), alem de um controle negativo
(8), utilizando 50 pmol dos iniciadores LISTR e L5.8s. A seta indica o tamanho dos amplicons com 350
pb. 1 — Peso molecular (Low DNA Ladder, INVITROGEN), 2 — 1 ng de DNA gendmico de L. infantum,
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3 — 100 pg de DNA gendmico de L. infantum, 4 — 10 pg de DNA gendmico de L. infantum, 5 -1 pg de
DNA genémico de L. infantum, 6 - 100 fg de DNA gendmico de L. infantum, 7 — 10 fg de DNA
gendmico de L. infantum, CN -Controle negativo. A seta indica o limite de detec¢do de 100 fg de DNA

gendmico de L. infantum

Avaliacao experimental da especificidade do sistema de PCR

A analise dos produtos da PCR utilizando DNA gendmico de Schistosoma
mansoni, Canis lupus familiaris, Wuchereria bancrofti, T. cruzi, Leishmania
braziliensis e Leishmania infantum, mostrou que os iniciadores internos LITSR e 5.8s
(figura 8a) e externos r221 e r332 (figura 8b) exibiram especificidade satisfatoria — tanto
em relacdo a PCR simples como a PCR Nested — s6 amplificando de forma eficiente e
especifica 0 DNA gendmico de L. infantum e L. braziliensis (Figura 2).

Como previsto pelas analises tedricas dos alinhamentos multiplos de sequéncias, as
abordagens de PCR desenvolvidas ndao amplificaram DNA de espécies que sdo

hospedeiros vertebrados (H. sapiens) de Leishmania.

Figura 2: Eletroforese em gel de agarose a 2% para a avaliacdo da especificidade da Nested-PCR.
PM — Peso Molecular (Low Mass Ladder — INVITROGEN), faixa 1 — 1 ng de DNA gendémico de T.
cruzi, faixa 2 — 1 ng de DNA gendmico de S. mansoni, faixa 3 — 1 ng de DNA genémico de W. bancrofti,
faixa 4 — 1 ng de DNA gendmico de Canis lupus familiaris, faixa 5 — 1 ng de DNA gendmico de L.

infantum, faixa 6 — 1 ng de DNA gendmico de L. braziliensis e CN — Controle Negativo.
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Padronizacao da RFLP

Ap0s a realizacdo da PCR foram testados a digestdo a partir de 10, 15 e 20 ul do
produto da PCR, utilizando 2,5 pul de tampédo 10x; 2,5 pl de H,O; 1 ul de Haelll (10
U/ul) por 2h a 37°C e por 1h a 37°C sendo que o melhor resultado foi obtido utilizando
15 ul do produto da PCR por 2h de restri¢do (Figura 3).

Figura 3: PCR RFLP utilizando os produtos da ITS1-PCR e digestdo com a enzima HAEIIIL. 1 - L.
infantum; 2 — L. braziliensis; 3 — L. major e CN — controle negativo .

Resultado dos demais testes diagnosticos
e Resultado do Exame Direto de Medula 6ssea
Entre os 40 cées com suspeita clinica de leishmaniose enviados ao Hospital
Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco 20 (50%) foram positivos
para o exame direto de medula déssea, onde foi possivel visualizar as formas amastigotas
Resultado de Exame Molecular
e PCR em amostras de medula 6ssea e sangue total
Entre os 40 cdes com suspeita clinica de leishmaniose enviados ao Hospital
Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco 23(57,5%) tanto em
amostras de sangue total como em amostras de medula déssea. Os resultados da PCR
foram repetidos 4 vezes
A PCR apresentou uma sensibilidade igual a 100% e uma especificidade de
85%, com valor predititivo positivo de 87% e valor predititivo negativo de 100%, a

prevaléncia para a PCR foi de 57,5% com um indice de confiabilidade de 95%.

e Resultado da PCR-RFLP nas amostras biologicas
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Foi possivel identificar as 23 amostras que foram amplificadas pela ITS1-PCR e
todas elas foram da espécie Leishmania infantum chagasi (Figura 4), portanto se
tratavam todos de casos de leishmaniose visceral.

Figura 4: Resultado da PCR-RFLP. M-DNA mass Ladder 100pb; 1,2,3,4,5,6 — Amostras de cdes; Li-

DNA genbmico de Leishmania infantum chagasi.

DISCUSSAO

Nos ultimos anos, o padrdo de referéncia para o diagndstico de Leishmaniose foi
a visualizacdo do parasita por meio de microscopia optica (MO) ou de uma cultura de
nodulo linfatico, baco ou aspirados de medula d6ssea (ANDRADE et al., 2006).
Contudo, a sensibilidade dessas técnicas tanto em humanos quanto em cées é variavel e
relativamente baixa (OSMAN et al, 1997, REALE et al., 1999).

Nos ultimos anos, a PCR tem sido usada como uma técnica sensivel e especifica
para a deteccio de DNA de Leishmania em diversas amostras biologicas
(IKONOMOPOULOS et al., 2003; VOLPINI et al., 2004). No presente estudo, a ITS1-
PCR desenvolvida foi capaz de detectar 100 fg DNA/ul, o que serias menos que um
parasita, uma vez que € conhecido que um parasita contém aproximadamente 300 fg de
DNA (VERGEL; WALKER; SARAVIA, 2005), o ensaio de PCR efetuada sob as
condi¢des aqui apresentadas permitiria a deteccdo de DNA representando 1/3 de um
parasita.

Em estudos anteriores, a ITS1-PCR foi capaz de detectar de 10 a 0,2 parasitos
por tubo (MARFURT et al., 2003; SCHONIAN et al., 2003), nossa otimiza¢do vem a
corroborar com esses achados , ja que apresentou resultados similares.

Para evitar problemas de reacdo cruzada que sdo comuns em testes sorolégicos, o
resultado da ITS1-PCR frente a outras espécies mostrou a amplificacdo especifica do

género leishmania sp. corroborando com os dados encontrados por Schonian e
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colaboradores ,em 2003 ,que visualizaram a amplificacdo do DNA de L. infantum e L.
braziliensis ao utilizar o sistema de NESTED-PCR que inclui a ITS1-PCR, além de
outras espécies do género Leishmania.

Entre os 40 cdes com suspeita clinica de leishmaniose analisados 20 (50%) foram
positivos para o exame direto de medula, ja a ITS1-PCR além de amplificar o DNA de
leishmania sp., nestas mesmas 20 amostras amplificou mais 3, totalizando 23 (57,5%)
amostras positivas. Os 3 cdes que foram positivos apenas para PCR serdo
acompanhados e havera realizacdo de pesquisa do parasito em periodos de 3 meses
durante 1 ano. O fato de todas as amostras positivas para o0 exame direto serem também
positivas para PCR corrobora com o estudo de Azevedo e colaboradores (2011) que
observaram a mesma coisa em um estudo sobre Leishmaniose canina em Goiania,
Goiés.

Tendo ciéncia do pequeno nimero de amostras que foi possivel coletar (n=40),
nossos resultados séo bastante animadores. A sensibilidade de 100% da ITS1-PCR no
presente estudo é superior a de 94% citada pelo MS, 2006, a ITS1-PCR desenvolvida no
presente estudo mostrou um elevado valor preditivo positivo, mostrando sua capacidade
de identificar individuos realmente infectados e um capacidade de 100% para identificar
individuos sadios, 0 que torna este teste bastante promissor, acrescentando a isso um
indice kappa de 0,85 o que confere a ITS1-PCR uma alta correspondéncia com o teste
parasitologico. Tendo em vista que o resultado da PCR utilizando amostras de sangue
total e medula 6ssea no presente estudo apresentaram o mesmo resultado, esta PCR
possibilita a utilizacdo de amostras de sangue que sdo obtidas de forma menos invasiva
que a puncdo de medula 6ssea e a possibilidade de utilizacdo dos produtos da ITS1-PCR
para diferenciacdo das espécies de Leishmania sp. (SILVA et al., 2010). Além da
necessidade de profissionais bem treinados para a realizacdo da puncao de medula 6ssea
e do diagnostico depender da habilidade do profissional que ira realiza-lo.

Diversas formas de PCR foram desenvolvidas para o diagnostico da Leishmaniose
com diversas finalidades, porém para vigilancia epidemiolégica, é necessario ndo s6 a
deteccdo de parasitas, mas também a identificagdo de espécies, particularmente em
areas endémicas com ocorréncia simultdnea de formas visceral e cutdnea da doenca
(QUARESMA et al., 2009).

Schonian e colaboradores em 2003 ja tinham demonstrado a capacidade de
diferenciacdo de diversas espécies do género leishmania sp. utilizando a regido ITS1
para tal, sendo assim, o resultado obtido com a restricdo padronizada nesse estudo
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corrobora com os dados obtidos por Schonian e colaboradores (2003) o qual serviu
como parédmetro para realizacdo do presente estudo. Diversos estudos utilizaram a PCR-
RFLP para caracterizacdo da leishmaniose em determinada area (ANDRADE et al,
2006; ALMEIDA, 2012). Além disso, a aplicacdo da PCR-RFLP requer apenas
pequenas quantidades de DNA e permite a diferenciacé@o entre espécies do novo mundo
(ANDRADE et al., 2006 ) e demonstrou ser um método pratico, seguro e rapido para a
identificacdo de espécies de parasitas em animais infectados com CVL (QUARESMA
et al.,2009).

No presente estudo a PCR-RFLP teve um 6timo desempenho, pois de todas as
amostras amplificadas foi possivel a identificacdo da espécie, essa identificacdo é de
fundamental importancia para estudos epidemioldgicos e para o controle da
Leishmaniose (QUARESMA et al., 2009), por exemplo, no Brasil a eutanasia de cées
soropositivos é método de controle utilizado, embora a espécie infectante de Leishmania
ndo seja revelada pelos métodos soroldgicos utilizados. O uso de PCR-RFLP evitaria a
morte desnecesséria de caes com infeccdo por L. braziliensis.

Com a restricdo pela HAEIII, foi possivel identificar que todos os cées no atual
estudo em que foi detectado o DNA de Leishmania sp. através da ITS1-PCR,
apresentavam como agente etioldgtico a Leishmania infantum chagasi, sendo portanto,
todos casos de Leishmaniose visceral canina que confirma com estudos de Dantas-
Torres, 2006 e colaboradores que aponta que apesar do predominio de casos CVL
estarem no sertdo e agreste a regido metropolitana de recife apresenta um numero de
casos consideraveis, especialmente o municipio de Itamaraca apresentando o segundo
maior numero de notificacdes do estado de Pernambuco no periodo de 1990 a 2001.

Dantas-torres, 2006 em sua dissertacdo também mostrou uma prevaléncia 40,3%
dos cdes de anticorpos anti-Leishmania sp. de 40,3%, a taxa mais alta ja relatada em

Pernambuco.
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7 CONCLUSOES

a)

b)

O sistema otimizado neste estudo, pode ser bastante promissor no
diagndstico da Leishmania sp. Por se tratar de um teste de facil execucéao
e de custo consideravelmente baixo.

Outro ponto importante que podemos levantar é a possibilidade da ITS1-
PCR de diferenciar espécies de Leishmania sp em regiGes onde este
género apresente diversidade de espécies endémicas.

Ha necessidade de um estudo mais amplo com a intensdo de validar o
sistema desenvolvido para que possa juntamente com outros métodos
diagnosticos para Leishmania viabilizar um diagnostico mais preciso e

menos invasivo.



