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RESUMO

As leishmanioses sdo causadas por varias espécies de protozoarios do género
Leishmania, que acometem pele e/ou mucosas e visceras. Essas doencas sao caracterizadas por
apresentarem diferentes manifestacdes clinicas e epidemioldgicas. A espécie de L. (Viannia)
braziliensis (a principal encontrada em Pernambuco) pode causar desde a forma cutanea
- evoluindo para cura espontanea; como a forma mucosa — que pode causar lesdes desfigurantes
da leishmaniose tegumentar americana (LTA). Os individuos participantes da pesquisa foram
de ambos os sexos, com idades variadas, oriundos de diversos municipios Regido Metropolitana
do Recife, Pernambuco, Brasil. Os pacientes foram recrutados ap6s anamnese a partir de
demanda espontanea no servico de dermatologia do Hospital Oswaldo Cruz e foram obtidas
amostras de saliva atraves do método de coleta ndo invasiva. Essas foram transportadas ao
Laboratério de Imunoparasitologia do Departamento de Imunologia do Instituto Aggeu
Magalhdes - FIOCRUZ-PE, onde foram submetidas aos teste moleculares (PCR e gPCR). O
alvo molecular utilizado foi 0 KDNA, Leishmania (V.) braziliensis. Além desse, foram feitos os
testes convencionais utilizados para a identificacdo da doenca (pesquisa direta e cultura). Do
total de 41 amostras de fluido salivar, 26 apresentaram positividade em ambos os testes
molecular para LTA. A coleta ndo invasiva, € um metodo sensivel, pratico e confortavel ao
paciente, permitindo a deteccdo e quantificacdo por PCR e gPCR do DNA de Leishmania spp.
A saliva usada em técnica de diagnostico, pode auxiliar a confirmacdo da LTA, visando o

melhor progndstico ao paciente.

Palavras-chave: Fluido salivar. Diagndéstico. Leishmaniose.



ABSTRACT

Leishmaniasis is caused by several protozoan species of the genus Leishmania, which
affect the skin and or mucous membranes and viscera. These diseases are characterized by their
clinical and epidemiological manifestations. The species of L. (Viannia) braziliensis (the main
one found in Pernambuco) can cause a cutaneous form - evolving to spontaneous cure; as a
mucosa formed by American tegumentary leishmaniasis (ACL). The research participants were
from both sexes, with varied ages, coming from several regions of the Metropolitan Region of
Recife, Pernambuco, Brazil. The patients were recruited after anamnesis from the need for
technical and dermatological assistance at Oswaldo Cruz Hospital and where saliva samples
were collected through the noninvasive collection method. These were transported to the
Immunoparasitology Laboratory of the Immunology Department of the Aggeu Magalhdes
Institute - FIOCRUZ-PE, where they were submitted to molecular tests (PCR and qPCR). The
molecular targeting was KDNA, specific for the diagnosis of Leishmania (V.) braziliensis. In
addition, experimental tests were performed to identify the disease. From the total of 41
salivary solution samples, 26 showed positivity in both molecular tests for LTA. The
noninvasive collection is a sensitive therapy, practical and comfortable to the patient, allowing
detection and quantification by PCR and gPCR of Leishmania spp. DNA, the saliva utilized in
the diagnostic technique may help in the confirmation of LTA, aiming at a better prognosis for

patients.

Keywords: Salivary fluid. Diagnosis. Leishmaniasis
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo enfermidades de grande importancia para satde publica mundial,
causadas por varias espécies de protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae. Sao transmitidas entre os vertebrados pela picada das fémeas infectadas de
diversas espécies de flebotomineos da ordem Diptera, género Lutzomyia, subgénero
Psychodopygus, durante o repasto sanguineo (SHAW; LAINSON, 1987). Compreendem um
espectro de doencas que se diferenciam dependendo dos locais de ocorréncia em funcdo das
variaveis relacionadas aos parasitos, vetores, ecossistemas, fatores ocupacionais, lazer e riscos
individuais, em particular a infec¢do com HIV (SCHWARTZ, HATZ, BLUM, 2006).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenga endémica em algumas
regides do Brasil. O Estado de Pernambuco (PE) possui alguma dessas areas endémicas para
LTA, tais como a Regido Metropolitana da Capital Recife e a Zona da Mata (Norte e Sul)
(RAMOS, 2011). A ocorréncia de casos humanos normalmente ocorre em zonas rurais e ha
subnotificacdo de casos e diagnosticos tardios (TEMPONI et al, 2018).

Os métodos classicos disponiveis como: pesquisa direta, cultura, reacdo de
imunofluorescencia indireta (RIFI) entre outros para o diagnostico da LTA nédo apresentam alta
acurécia e, portanto, a clinica muitas vezes é soberana (GONTIJO et al ,2003). Sendo assim,
para aumentar a eficacia na confirmacdo dos casos, € necessario avaliar a histéria
epidemioldgica (procedéncia), social (habitos e profissao), aspectos clinicos (sinais e sintomas)
e a confirmacdo laboratorial. Para a confirmacdo laboratorial dos casos podem ser realizados
métodos parasitoldgicos (exame direto e cultura), imunoldgicos (Intradermoreacdo de
Montenegro — IDRM; reagdo de imunofluorescéncia indireta — RIFI), testes
imununoenzimaticos (Enzyme linked immunosorbent assay-ELISA e Western blotting - WB) e
testes moleculares (BRITO et al., 2012).

Os métodos classicos para diagnostico envolvem coletas de tecido de lesdo compativel
com LTA, sendo essas invasivas e por vezes, dolorosas (GOTO; LINDOSO, 2010). A busca
por novos métodos de diagnosticos em amostras ndo invasivas tem sido realizada na tentativa
de minimizar os incébmodos causados aos pacientes pelas técnicas convencionais, e ainda a
diminuicdo de recursos e técnicos experientes na coleta que os métodos invasivos requerem.
Portanto, a utilizacdo de um procedimento néo invasivo associado ao teste molecular assume

grande importancia para o diagnostico. De acordo com Corvalan et al (2011) a capacidade e
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velocidade de identificagdo de parasitos compreendem as principais vantagens das técnicas
baseadas na deteccdo de DNA como a proposta em saliva. Com os avancos da biologia
molecular houve o desenvolvimento e aprimoramento de diversas ferramentas para o auxilio na
identificacdo de doencas, permitindo prognosticos e diagndsticos mais precisos (KAUNITZ,
2015).

Desta forma, os testes moleculares vém sendo desenvolvidos com destaque para a
técnica de Reacdo em cadeia da Polimerase, ou, do inglés, Polymerase chain Reaction (PCR).
Sendo particularmente Gtil no caso da LTA, em decorréncia da necessidade da confirmacao
parasitoldgica diante da possibilidade de tratamento. A PCR convencional é uma ferramenta
muito valiosa que permite a identificacdo de espécies de Leishmania em casos sub clinicos da
doenca, ou de baixa carga parasitaria (ANDRADE et al, 2008).

Jaa PCR em tempo real (JPCR) € uma das ferramentas aprimoradas, dentre os métodos
moleculares, para auxiliar no enfrentamento das doencas infecciosas. A gPCR destaca-se pela
capacidade de quantificacéo, reproducdo e rapidez nas amostras analisadas. Além das vantagens
operacionais, € uma técnica bastante sensivel e reprodutivel podendo substituir a PCR
convencional nas rotinas de diagndéstico laboratorial (PAIVA-CAVALCANTI, et al, 2010).

Nesse contexto, a utilizagdo de um procedimento nédo invasivo assume grande
importancia para o diagnostico da LTA. Propostas de coleta de amostras de saliva humana é

um procedimento prético, rapido e ndo invasivo, ndo acarretando incomodo ao paciente.

Justificativa

Em Pernambuco as areas de ocorréncia da LTA estdo em expansao, em consequéncia
principalmente das modificagbes ambientais provocadas pelo homem, os deslocamentos
populacionais originados de areas endémicas. O diagnostico laboratorial da LTA emprega
procedimentos invasivos para coleta de amostras que podem apresentar riscos de infeccdo
secundaria ao paciente e dificulta a operacionaliza¢do. A bidpsia da borda da lesdo apresenta
limitacdo, uma vez que é realizada apenas por profissional medico em ambientes especiais para
execucdo da técnica. Além disso, esse tipo de coleta pode ser mais dificil em criangas,
principalmente em lesdes de algumas areas do corpo. Assim, o carater grave e cronico da
doenca justifica o desenvolvimento de um método nédo invasivo para coleta de amostras para o
diagndstico, que proporcione o minimo incGmodo ao paciente e ndo apresente riscos de infecgao

no local.
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O método proposto no nosso estudo permite a realizacdo da coleta de amostras de
maneira simples por um técnico qualificado de nivel médio, e viabiliza o procedimento em
locais de dificil acesso aos servigcos de saude. A proposta pretende introduzir o diagndstico
molecular com saliva, que conferem sensibilidades e especificidades na identificacdo do
parasita. Trata-se de uma pesquisa relacionada a inovacdo tecnoldgica que poderd trazer
beneficios substanciais aos pacientes. O método desenvolvido utilizando saliva associada aos
testes moleculares podera ser incorporado na rotina do Servico de Referéncia em Leishmaniose
do IAM/FIOCRUZ-PE e demais servicos de saude.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o desempenho do método de coleta ndo invasiva de saliva em pacientes

suspeitos associado a tecnicas moleculares e contribuir com o0s aspectos clinicos,

epidemiologicos da LTA em Pernambuco.

2.2 Especificos

Analisar o desempenho da saliva como o método de escolha para a coleta de amostras
de pacientes com LTA,

Comparar 0 desempenho de técnicas moleculares (PCR convencional e gPCR)
utilizando o substrato da saliva no diagnostico molecular da LTA;

Comparar a concordancia dos testes moleculares através do teste kappa;

Anélise dos aspectos clinicos e epidemioldgicos.
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3REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracteristicas epidemioldgicas da leishmaniose tegumentar americana

As leishmanioses sdo um complexo de doencas parasitarias causadas por protozoarios.
Relatos da leishmaniose cutanea foram descritos no primeiro século d.C. na Asia Central. De
acordo com a regido, as leishmanioses possuem denominages caracteristicas como: ferida de
Balkh (cidade do Afeganistdo), botdo de Aleppo (Siria), botdo de Bagdéa (Iraque). Cunnigham,
em 1885 fez a primeira observacao do parasito do género Leishmania (FURTADO.,1994). Uma
das primeiras alusdes a LTA no Brasil é um documento da Pastoral Religiosa Politico-
Geografica de 1827, denominado “Antiguidadde la Syfilis en el Peru”, citado por Tello. Na
cidade de Bauru em S&o Paulo durante a construcdo da Estrada de Ferro Noroeste do Brasil
houve casos da doenca, onde se originou a denominacéo Ulcera de Bauru. Gaspar Vianna, em
1911, nominou como Leishmania brasiliensis e introduziu o tartaro emético como terapia das
leishmanioses em 1912, utilizada por muito tempo como a Unica droga no tratamento da
leishmaniose tegumentar (NEVES et al., 2011; COSTA, 2009).

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas de grande importancia na sadde publica.
Devido as esquecimento nas discussdes quanto as prioridades desta doenca, isto resulta na sua
complexidade epidemioldgica e ecoldgica. Uma doenca endémica em 98 paises, trés territorios
e cinco continentes, e que afeta 12 milhdes de pessoas no mundo e outras 350 milhdes estdo
sob risco de infeccdo. A leishmaniose cutanea (LC) é amplamente difundida, onde cerca de um
terco dos casos ocorrem nas Américas, bacia do Mediterraneo e Asia ocidental do Oriente
Médio para a Asia Central, conforme observado na figura 1. Os paises: Afeganistdo, Argélia,
Col6mbia, Brasil, Ird, Siria, Etiopia, Sudao do Norte, Costa Rica e Peru sdo os dez paises com
mais casos e juntos sdo responsaveis de 70% a 75% da incidéncia global estimada do LC.
(ALVAR et al., 2012).

Com excegéo do Chile e Uruguai, encontram-se registros da leishmaniose tegumentar
desde o Continente Americano no extremo sul dos Estados Unidos até o Norte da Argentina.
Nas Américas, o Brasil é considerado o pais de maior prevaléncia deste agravo, tanto para a
forma tegumentar quanto para a visceral. Doenga de notificagdo compulsoria do Ministério da
Saude (MS), com registros em todas as unidades federativas (NEVES et al.,2011).
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Na regido Nordeste do Brasil, a incidéncia da LTA é verificada nas &reas com resquicios
de floresta da Mata Atlantica, que séo propicias a colonizacdo dos flebotomineos, mamiferos
silvestres e sinantropicos. A principal espécie predominante no Nordeste é a Leishmania
braziliensis que acomete mulheres, criancas e principalmente adultos do sexo masculino devido
a atividade laboral geralmente proximo a regido de mata (BRANDAO-FILHO et al., 2003). No
estado de Pernambuco este agente etioldgico é a principal espécie do ciclo de transmissao nas
areas endémicas da doenca (BRITO et al., 2009).

Em Pernambuco, mais de 60% dos casos ocorrem na Zona da Mata, sendo em quase sua
totalidade na forma cutanea localizada (LCL), com uma incidéncia média de 500 casos
notificados anualmente (BRANDAO-FILHO, 1999, 2001). Aspectos relacionados a eco
epidemiologia da LT foram caracterizados e importantes contribuicbes referentes a
identificacdo do protozoario, vetores e possiveis hospedeiros reservatorios foram encontradas
na regido (BRANDAO-FILHO et al., 2003a, 2003b).

Figura 1. Status da endemicidade das leishmanioses cutaneas ao redor do mundo.

R

Fonte: World Health Organization, 2015

Vaérias espécies do subgénero Viannia e Leishmania tém importancia médica no novo
mundo como agente etioldgico da LC. No Brasil, sete espécies do subgénero Viannia sao
descritas por como causadoras da LC: Leishmania (Viania) braziliensis, L. (V.) guyanensis,
L.(V.) shawi, L.(V.) naiffi, L. (V.) lainsoni L. (V.) lindendergi e L.eishmania (Leishmania)
amazonensis (BRASIL, 2017).
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Os flebotomineos sdo os vetores da LTA e pertencem a Ordem Diptera, Familia
Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, Género Lutzomyia no novo mundo e Phlebotomus —
no velho mundo. De acordo com Dantas-Torres, et al. (2010), a fauna de flebotomineos
brasileiros é composta por mais de 230 espécies, simbolizando uma das mais bem estudadas
faunas no mundo. As principais espécies envolvidas na transmissdo da LTA no Brasil sdo:

Lutzomyia flaviscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L. wellcomei e L. migonei.

O protozoario causador da LTA foi isolado em diferentes vetores e em varios estados
brasileiros. No Pard houve isolamento e caracterizacdo do parasita em espécies de
flebotomineos, tais como Lutzomya complexa e Lutzomya wellcomei. Na Bahia, Ceara, Mato
Grosso do Sul, Parané e Pernambuco o principal vetor da Leishmania braziliensis é o Lutzomya

whitmani, e nos estados Sao Paulo e Minas Gerais, 0 Lutzomya intermedia (BRASIL, 2017).

A infeccdo pelo género Leishmania foi descrita em animais silvestres, sinantropicos e
domeésticos (canideos, felideos, equideos). Ja foram registrados como hospedeiros e possiveis
reservatorios naturais espécies de roedores como: Necromys (sin=Bolomys) lasiurus, Rattus
rattus e Nectomys squamipe (BRANDAO et al., 2003).

O Brasil vem apresentando mudancas nas Ultimas décadas quanto ao comportamento da
LTA. Ela era considerada uma zoonose silvestre e ocasionalmente de individuos que tinham
contato com é&reas florestais onde se infectavam. Passaram também a ocorrer casos em zonas
rurais degradadas, devido ao desmatamento, e periurbanas por serem &reas de colonizacdo
antiga. De 1995 a 2014 foram registrados 25.763 casos, sendo em 2003 confirmados casos
autoctones em todas as Unidades federativas do Pais. De todas as regides trés possuem uma
maior incidéncia, séo elas: Norte, registrando 10.367 em 2014; Nordeste, com 4.969 e Centro-
Oeste, com 3.038 (BRASIL, 2017).

Segundo o MS, atualmente admite-se a ocorréncia de trés padrdes epidemioldgicos
distintos da LTA, que compreendem: 1) perfil silvestre - determinado como o ambiente de
floresta primaria, onde o ciclo de transmissdo ocorre em animais silvestres e esporadicamente
em humanos que tem contato com regides de floresta; 2) perfil ocupacional ou lazer - esse esta
relacionado & degradacdo das areas de vegetacdo, exploracdo e ecoturismo, extracdo de
madeira, construcdo de estradas; 3) perfil rural ou periurbano - est4 associado a migragao e ao
processo de desmatamento existente entre o ambiente urbano e rural caracterizando o rural-

periurbano. De maior predominancia, ha o ambiente peridoméstico e doméstico com a
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adaptacdo dos vetores e presenca de hospedeiros reservatérios secundarios o que favorece a
transmisséo (BRASIL, 2007; DESJEUX, 2001). A figura 2 ilustra o perfil 3 de regido endémica.

A LTA, relacionada a L. (V.) braziliensis, apresenta diferentes padrdes regionais, da
Amazonia ao Sudeste do Brasil, referentes aos vetores, possiveis reservatorios e perfil eco
epidemioldgico (BRANDAO-FILHO, 2001; MARZOCHI, 1994;: SHAW; LAINSON, 1987).

Figura 2. Regido do Municipio de Moreno-PE, area endémica para LTA.

Fonte: Brito, MEF, 2010.

3.2 Agente etioldgico da LTA

Das sete éspecies existentes, a Leishmania (V.) braziliensis representa uma populacao
geneticamente diversificada (BRITO et al., 2009). Estudos demonstram que é o agente
etiologico mais difundido ndo s6 no Brasil como em toda America Latina, ocorre desde a
America Central até o Norte da Argentina. Foi a primeira espécie de Leishmania incriminada
como agente etioldgico da LTA no pais e Unica em Pernambuco (BRASIL, 2007; BRITO et
al., 2008;2009; 2012).

E caracteristica da espécie L. braziliensis apresentar poucos parasitos nas lesdes, e as
principais manifestacdes clinicas da LC sdo caracterizados por lesGes unicamente na pele a
partir da inoculagdo das formas promastigotas nesta regido por um vetor. A lesdo primaria
geralmente € Unica, exceto quando ha disseminacdo ou varias inoculacdes por flebotomineos
(BRITO et al.,2012).
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3.3 Ciclo bioldgico

Os parasitas do género Leishmania sdo heteroxenos e apresentam em seu ciclo de vida a forma
evolutiva flagelada e extracelular (promastigota) e a aflagelada e intracelular (amastigota). Nos
mamiferos as formas amastigotas ocorrem em macrofagos da pele ou de visceras, onde se
reproduzem por divisao binaria. Os macréfagos fagocitam rapidamente os promastigotas quando 0s
encontram livres no meio intersticial, mas ndo conseguem destrui-los constituindo a forma
amastigota. Quando o inseto vetor faz o repasto sanguineo no individuo ou o animal parasitado, ira
retirar as leishmanias, que passardo a evoluir no interior de seu tubo digestivo. As formas
amastigotas tomam-se alongadas e seus flagelos crescem, passando 0s parasitos a promastigotas e
retornando ao ciclo. A grande multiplicacdo parasitaria na regido pildrica pode vir a dificultar a
ingestdo de sangue pelo vetor, quando ele tentar de novo alimentar-se. O inseto faminto,

eventualmente passa a atacar muitas pessoas ou animais (REY, 2010). Como descrito na figura 3.

Figura 3. Ciclo do bioldgico do género Leishmania
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Fonte: Centers for Disease Control and Prevention — CDC, 2017.
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3.4 Aspectos clinicos da LTA

A LTA apresenta diversas manifestagdes clinicas, sdo elas: a localizada, cutanea
disseminada, a difusa e a mucosa. A depender da forma clinica apresentada, a doenca vai ser

mais ou menos grave.

Dentre as formas clinicas destaca-se a localizada, que apresenta bordas das lesfes
elevadas e endurecidas, com tamanho variavel de 1 a 10 mm de didmetro demonstrando um
tecido granulomatoso ao fundo com regides esbranquicadas e periféricas rosa. As lesdes sdo
indolores, porém podem ocorrer infecgbes secundarias (em geral por bactérias) deixando a
regido dolorosa. As ulceras podem durar de 3 a 5 meses ou até mesmo de 15 a 20 anos. Podendo
evoluir para cura espontanea, em um periodo de 6 a 15 meses (TORRES-GUERRERO et al.,
2017). Caso nédo haja tratamento adequado pode haver metastase e o aparecimento de lesbes

mucosas.

Além dessas formas, existe cutdnea disseminada, que se caracteriza por apresentar
lesBes papulares do tipo acneiforme distribuidas por varias regides do corpo (COSTA ,2009).
Outra forma cuténea é a recidiva cutis com desenvolvimento de lesdes satélites proximas a
cicatriz, apés tratamento. Esse tipo de lesdo esta relacionado a imunidade do hospedeiro e ou a
persisténcia parasitaria nas infecc@es por L. braziliensis (MENDONCA et al., 2004; GOTO et
al., 2010).

Outra forma menos comum € a leishmaniose Difusa (LD), esta forma € caracterizada
por ser anérgica, ou seja, ndo ha resposta imune ao antigeno parasitario. Vias como sangue e
linfa contribuem para a disseminacdo dos parasitas causando infiltradas, placas verrucosas e
nodulares. Sintomas como: Mal estar, febre, linfedema e aumento dos nédulos linfatico séo
observados. As lesbes chegam a afetar a maior parte da pele (TORRES-GUERRERO et al.,
2017).

A forma clinica mais severa é a leishmaniose mucosa (LM). Também conhecida como
espundia é de dificil tratamento podendo levar a morte do individuo. O parasita possui a
capacidade de migrar para tecidos mucosos por vias linfaticas ou hematogénica, apresentando
deformidades que normalmente se iniciam por uma inflamagéo nasal, sequidos de ulcerac6es
até perfuracdo do septo. Outras regifes mucosas podem ser afetadas como a oral (labios e
bochechas) caracterizando a forma mucosa grave. S&o raros 0s casos que podem levar a

problemas no tecido 0sseo, mas pode ocorrer por sucessivas lesbes cutaneas. O
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comprometimento da mucosa pode surgir ainda com lesGes cutaneas presentes e até anos apos
sua cicatrizacdo. N&o ocorre cicatrizacdo espontanea e é comumente associada a infeccbes
secundarias (REITHINGER et al., 2007).

Figura 4. Lesdo cutanea (A); Lesdo Mucosa (B).

Fonte: Brito, M.E.F , 2013.

3.5 Diagnostico da LTA

O diagndstico da LTA é baseado em caracteristicas clinicas através da anamnese das
lesbes observadas, dados epidemioldgicos (individuos de area endémica ou se houve
deslocamento para estas areas recentemente) e o diagnostico complementar através dos testes
laboratoriais (COSTA et al., 2009). A resposta clinica é determinada por uma complexa
interacdo entre vetor, espécie infectante e resposta imunoldgica. A forma cuténea localizada
(LC) e muco-cutanea (LM) da LT representam o polo responsivo e a difusa (LCD) o nédo
responsivo, por ndo apresentar resposta imune ao antigeno do parasito, este vasto polimorfismo

das manifestagdes clinicas que dificulta sua confirmacdo (ANDRADE et al., 2008).

Inicialmente para um diagnostico mais preciso é indicado descartar outras doencgas que
possuem semelhancas clinicas com a LTA através do diagnostico diferencial. Para a forma
cuténea é necessario a distincdo de Ulcera tropical, Ulceras de membros inferiores, Ulceras
traumaticas, piodermites, neoplasias cutaneas, anemia falciforme, paracoccidioidomicose,
sifilis e tuberculose cutanea. Devera ser excluida a hanseniase virchowiana no diagnostico
diferencial da leishmaniose cutinea difusa. Para a manifestacdo mucosa é aconselhado a
distingdo da paracoccidioidomicose, rinoscleroma, bouba, sifilis terciaria, hanseniase
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virchowiana, granuloma médio facial e neoplasias. Para distin¢cdo da forma vegetante da LC o
diagnéstico diferencial de manifestacGes verrucosas, esporotricose verrucosa, Cromomicose,

paracoccidioidomicose, piodermite, vegetante e tuberculose verrucosa (FREEMAN, 1983).

Devido ao espectro das apresentacGes clinicas, o diagndstico clinico-epidemioldgico
deve ser complementado, sempre que possivel, por métodos laboratoriais. O diagndstico da
LTA apresenta limitacdo a qual esta relacionado a coleta de amostras nos pacientes para 0s
exames laboratoriais (Phumee et al., 2013) Em geral a obtencdo de material das lesdes é feita
por métodos invasivos como a bidpsia, escarificacdo, puncdo aspirativa da borda da leséo, que
causam desconforto e sdo particularmente de dificil execugdo em criangas e em partes delicadas
do corpo do paciente. Procedimentos como a biopsia exigem técnicos especializados e pode ser
feita apenas por especialista em ambiente hospitalar, e ainda pode aumentar o risco de infecgdes
secundarias por bactérias (COSTA et al., 2009).

Métodos alternativos para coleta de amostras bioldgicas para o diagnéstico de LTA tém
sido pesquisado com o objetivo de proporcionar maior conforto aos pacientes. Na literatura ja
foram descritas que em amostras de tecido, sangue, urina, fezes e esfregacos de secre¢des nasais
e orais humanas é possivel a detec¢do do agente etioldgico da LV, entretanto, é escasso registros
da deteccdo da (LCA) nos fluidos orais. (VALENCIA et al., 2012). O método por fluido salivar
é uma alternativa valida para o diagndstico de Leishmaniose, podendo ser aplicado em situacdes
de trabalho de campo, por exemplo, que requer uma coleta rapida e de facil manuseio, ou ainda
em pediatria. Além disto, por ser um fluido orgéanico dispensando em um recipiente estéril a
obtencdo é de baixo custo e em termos de biosseguranca é praticamente inexistente, como
descrito por (FORKNER et al 1934; CORVALAN et al, 2011).

A L. (V.) braziliensis que € o agente causador da LTA foi a Unica espécie identificada
em saliva através de PCR e a pioneira isolada do fluido salivar nas areas endémicas de
Pernambuco (BRITO et al., 1993; 2009; 2012). Uma anélise realizada por Alexandre (2015)
em saliva verificou a presenca de Leishmania (V.) spp. em 25% (10/40) das amostras utilizando
PCR convencional e através de gPCR verificou-se a presenca de Leishmania (V.) spp. em 90%
(36/40) das amostras. Existem poucos relatos na literatura sobre o tema em pauta,

possivelmente sera devido ao tropismo da espécie e ao complexo da doenca. A detecgdo do
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DNA de Leishmania na saliva podera atuar como uma op¢éo na investigacdo parasitologica
(CORVALAN etal., 2011).

O diagnostico laboratorial definitivo se da pela visualiza¢do do parasito em espécimes
clinicos através das técnicas diretas e indiretas. A visualizacdo do agente é reconhecido como
Gold Standard (padrdo ouro), e o primeiro teste que deve ser avaliado para LTA no Brasil de
acordo com o Ministério da Satde (BRASIL, 2007). E feita através de escarificacio, aspiracio
ou bidpsia da borda de lesdo e corados com Giemsa, Wright, Leishman ou Feulgen, em seguida
feita a observacdo das formas amastigotas. A positividade é inversamente proporcional a
duracdo da infecgdo, para casos em que o agente etioldgico é a L. braziliensis a sensibilidade
se mostra em torno de 100% nos dois primeiros meses, 75% aos seis meses e 20% acima dos
12 meses. Esta técnica ndo identifica espécie, que é importante para um prognostico e terapia
a ser utilizada (ANDRADE et al., 2008; FURTADO ,1980)

O isolamento em meio de cultura é considerado 0 método mais especifico no
diagnostico, o isolamento o0 meio de cultura mais utilizado é o &gar-sangue de Novy e McNeal
modificado por Nicolle - NNN. O parasito cresce adequadamente em temperatura ambiente
(24° a 26°C) e a sensibilidade da técnica para L. braziliensis esta em torno de 50%.
(FREEMAN, 1983). A inoculagéo preferencialmente em Hamsters (Mesocricetus auratus) por
material de bidpsia cutanea é outra forma de diagndstico parasitolégico. Ambos os métodos
necessitam de pessoal treinado, contudo demoram a um resultado (cultura cerca de 10 dias e
inoculacdo em modelo animal de 2 a 9 meses para evolucdo da lesdo) e casos crénicos possuem

uma baixa carga parasitaria, sendo mais utilizados em centros de pesquisa (FURTADO, 1980).

Para o diagnoéstico imunoldgico uma das técnicas mais utilizadas € a Intradermorreacao
de Montenegro (IDRM) que detecta uma hipersensibilidade tardia através da resposta celular.
Consiste na inoculacdo de antigenos na derme do paciente e apds 48 a 72 horas ocorre uma
reacao. A sensibilidade da técnica varia entre 86% a 100%, porém como é realizado um coquetel
de antigenos ha uma diminuig&o consideravel da especificidade devido a reacGes cruzadas. Este
método possui particularidades, uma delas é a positividade observadas somente apos 4 meses
dainfeccéo, ndo ha distingdo de infeccBes presentes e passadas e a negatividade da forma difusa
e em pacientes imunossuprimidos. Para valores preditivos é um teste a ser considerado
(ANDRADE et al., 2008)
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O método de ELISA (Linked Immunosorbent Assay), imunofluorescéncia indireta (IFI)
e Western blot sdo os mais citados em trabalhos, onde o ELISA e IFI apresentam sensibilidade
que variam entre 70 - 90% e o terceiro de até 100%, porém sao bastantes complexos e possuem
elevado custo (CERUTTI et al., 2017). Um dos fatores a serem considerados nos métodos
soroldgicos € a reatividade cruzada, no caso da leishmaniose pode haver com protozoérios da
familia Tripanossomatidae, como o T. cruzi causador da doenca de chagas o que diminui a
especificidade do teste (BRITO et al., 2000; LUCIANO et al., 2009). Outro fator é o fato de
nos primeiros trés meses da infeccdo geralmente obtém-se resultados negativos, principalmente
para aqueles que possuem a forma difusa e nos imunossuprimidos (ANDRADE et al., 2008).
Antigenos tém sido estudados para 0 aumento da sensibilidade e diminuicao da reacdo cruzada
(DUARTE et al., 2015). Além disso, 0 acompanhamento dos titulos de IgM e IgG é realizado
através desses para observar a cura clinica (BRITO et al., 2001; FAGUNDES SILVA et al.,
2015).

3.6 Diagnostico Molecular

Métodos moleculares também sdo relevantes ja que permitem a deteccdo de DNA do
parasito mesmo quando ha baixa carga parasitaria, ja os testes soroldgicos sdo pouco utilizados
devido a pequena produgdo de anticorpos na LT. A utilizacdo de métodos de diagnostico
laboratorial visa ndo somente a confirmacdo dos achados clinicos, mas pode fornecer
importantes informacgdes epidemioldgicas, como a identificacdo da espécie de Leishmania
circulante na regido (KUBISTA et al., 2006).

3.7 Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

As técnicas moleculares atualmente séo utilizadas em diversos aspectos. Em laboratério
de pesquisas é bastante utilizado na clonagem genética, sequenciamento, medi¢do da expressdo
génica e uma infinidade de outros usos. Na medicina, pode fazer a identificacdo precisa de
microorganismos, sejam patdgenos individuais ou uma populacdo de diversos organismos. A
PCR também é utilizada para identificacdo de DNA humano para mutagdes e polimorfismos e
ainda tipificar tecidos e sangue. Outras aplicagdes como o DNA fingerprinting, baseado em
PCR, foi um dos maiores avancos na analise forense nos altimos 50 anos. Além disto,
revolucionou o campo da paleontologia molecular, j& que o DNA pode ser sequenciado de
espécimes secos ou fossilizado a milhares ou mesmo milhdes de anos (KAUNITZ, 2015). A
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técnica é altamente sensivel e robusta baseada ha DNA polimerase, uma enzima usada para
amplificar uma porcdo de DNA in vitro. Esta capacidade essencial de produzir copias perfeitas

de material bioldgico atribui ao método um diferencial imensuravel (POORNIMA, 2016).

E um método amplamente utilizado para diagnostico das leishmanioses como também
para identificacdo de espécies, de alta sensibilidade, reprodutibilidade e rapidez quando
comparada aos testes tradicionais de pesquisa direta (PD) e cultura (RODRIGUES et al., 2000).
Ela baseia-se na amplificagdo em escala exponencial das sequéncias do fragmento de DNA
alvo. A expansao da técnica de biologia molecular melhorou significativamente o diagnostico
da LTA em Pernambuco e em outros lugares no Brasil. Para 0s subgéneros Viannia e
Leishmania revelaram sensibilidade de 955% e 88,2%, respectivamente, e 100% de
especificidade para amostras individuais saudaveis, revelando-se mais eficiénte que os exames
convencionais (BRITO et al., 2012).

A PCR foi originalmente desenvolvida por Kary Mullis e colaboradores em meados dos
anos 80 pelo qual ele recebeu o prémio Nobel de Quimica em 1993. A PCR se caracteriza por
amplificar em processos ciclicos sequéncias de acidos nucleicos, gerando um grande nimero
de cdpias que estdo prontas para analise. Para isto, é essencial a utilizacdo de reagentes como a
solucdo tampdo, MgCI2*, dNTPs, oligonucleotideos, DNA polimerase e a adicdo de agua
destilada. Estes reagentes em conjunto sdo submetidos aos repetidos ciclos e variacdes de
temperatura havendo desnaturacdo, anelamento dos oligonucleotideos e extensdo que culmina
na amplificacdo do DNA (KUBISTA, 2006; POORNIMA, 2016).

Estudos realizados através de técnicas moleculares demonstraram que a PCR amplifica
o cinetoplasto, uma organela exclusiva dos cinetoplastideos que contém aproximadamente
10.000 pequenos DNAs circulantes, conhecidos como minicirculos de DNA (KDNA). Os
minicirculos possuem um tamanho entre 600 e 800 pb em membros do género Leishmania
(RODRIGUES et al, 2000). Ocorrem varia¢fes do método de PCR, como por exemplo, a RT-
PCR e a PCR em tempo Real (WINTER, 2005).
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3.8 PCR em tempo real (QPCR)

A PCR em tempo real surgiu em 1992 por Higuchi et al. (1993) para suprir necessidades
da PCR convencional devido a limitacfes da técnica nos quesitos de amplificacdo de DNA e
analise do produto (KUBISTA, 2006). O mecanismo da gPCR ¢ semelhante ao da técnica da
PCR convencional diferindo essencialmente numa caracteristica inovadora: a possibilidade de
quantificar o DNA em tempo real, podendo ser observada ciclo a ciclo. As fases de

amplificacdo, detecgdo e quantificacdo sdo totalmente automatizadas (OLIVEIRA et al., 2010).

Outra vantagem do sistema de gPCR €é que ndo € necessaria uma segunda etapa para
visualizag&o dos fragmentos de DNA amplificados, como acontece na PCR convencional. Essas
etapas de visualizagdo podem ser, principalmente, por eletroforese em gel de agarose ou por
placas de microtitulacdo de ELISA. Portanto, a qPCR, com uma etapa a menos, € mais rapida
que a PCR convencional (KUBISTA et al., 2006).

O sistema é baseado no uso de corantes e sondas fluorescentes que fazem o
acompanhamento durante a amplificacdo. O SYBR Green | e TagMan sdo o0s sistemas mais
empregados para gerar fluorescéncia. O SYBR é um corante que se liga ndo especificamente
as fitas duplas de DNA geradas durante a amplificacdo. A TagMan utiliza uma sonda
direcionada para a regido especifica interna que necessita ser amplificada, ao qual ocorre
emissdo de luz quando ha sua degradacdo na reacdao (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2010). A
analise de emissédo de luz é feita por um detector de sinal luminoso que cria um grafico com a
absorcéo obtida apds cada ciclo da PCR, o sinal gerado reflete a quantidade de produto formado
(KUBISCA, 2006). Durante os ciclos o limiar threshold (Ct) é o ponto de corte gerado
definindo o limite negativo e positivo das amostras. Os resultados sdo obtidos atraves de
graficos computacionais interconectados gerados no termociclador durante a reacdo. Nos
graficos quatro parametros sdo analisados: curva de amplificacdo, curva de dissociagéo,
espectro e componente. Controles positivos e negativos devem ser incluidos em todas as reacdes
(PAIVA-CAVALCANTI et al., 2010).

No sistema Sybr green, um artificio que garante a especificidade de deteccdo € a
obtencéo da curva de dissociac¢do dos oligonucleotideos , também denominada como curva de
melting (HRM — high resolution melting). Através da curva de melting, pode-se determinar o
ponto correspondente a dissociacdo das cadeias de DNA, a temperatura a qual 50% do DNA é

desnaturado. O pico na curva de melting é essencial para verificar se houve formacao de um



31

unico produto, se foram formados produtos inespecificos ou eventuais dimeros de
oligonucleotideos (NASCIMENTO et al 2010).

As aplicacdes da PCR em tempo real sdo inUmeras como, por exemplo: o perfilamento
genético ou “microarray” que permite a analise de varios genes ao mesmo tempo, identificacdo
de polimorfismos de nucleotideos, genotipagem e discriminacdo alélica, deteccdo de
translocacGes cromossdmicas e na farmacogenética (NASCIMENTO et al., 2010).

Um trabalho realizado por Paiva-Cavalcanti et al. (2013) desenvolveu dois ensaios de
gPCR para a deteccdo de L. (V.) braziliensis em amostras de sangue de animais e houve
positividade em 43,9%. Além disso, avaliou a eficiéncia desses ensaios utilizando amostras de
pele de pacientes humanos com suspeita da infec¢do, obtendo uma positividade de 46,2 %.
Ambos os protocolos desenvolvidos tém o potencial de ser aplicado no diagnostico de LTA em

animais e humanos em areas endémicas, fornecendo uma ferramenta rapida e precisa.

3.9 Métodos de coleta e substratos utilizados para o diagndstico

Os principais procedimentos utilizados para o diagnostico da LTA sdo bidpsia cutanea,
puncao aspirativa e escarificacdo. A bidpsia cutanea é realizada com o uso de lamina de bisturi,
ou com o auxilio de punch, e pode ser utilizada para confeccdo de esfregaco em lamina, cortes
histol6gicos, inoculagdes em animais ou em meios de cultura, e ainda em técnicas moleculares.
(SIRIYASATIEN et al., 2016) A puncdo aspirativa € realizada ap6s injecao de solucédo salina
esteril na borda da les&o ou linfonodo, utilizando-se uma seringa, e a escarificacdo € feita na
borda interna da ulcera ou da superficie de lesdo fechada, utilizando-se laminas de bisturi
estéreis ou estilete. Para os exames imunoldgicos e soroldgicos é utilizado o sangue, que

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



32

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

O estudo foi desenvolvido a partir de pacientes suspeitos de LTA que procuraram o
ambulatorio do Hospital Oswaldo Cruz da cidade do Recife, Pernambuco, Brasil. Desses,41
foram recrutados para serem incluidos neste estudo e os referidos pacientes foram examinados
pela médica dermatologista do servigo. Os pacientes foram oriundos dos municipios: Paulista,
Jaboatdo dos Guararapes, Paudalho, Goiania, Moreno, Escada, Itamaraca, Cabo de Santo

Agostinho, Jaboatdo dos Guararapes, Prazeres e bezerros, areas endémicas para LTA.

Antes da coleta de amostra, os pacientes foram instruidos sobre a pesquisa e solicitados
a assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido, disponivel no anexo 1, aprovado pelo
Comité de Etica do IAM/FIOCRUZ-PE (IAM), sob o No. 038/11. Os critérios utilizados para
inclusdo no estudo incorporaram pacientes que além de atenderem a critérios clinico-
epidemioldgicos, apresentavam lesdes ativas. Foram excluidos pacientes diagnosticados com
outra doencga dermatoldgica.

4.2 Amostras

O fluido salivar foi dispensado dentro de um coletor de 80 ml estéril, aamostra bioldgica
foi transportada sob-refrigeracéo. Parte da amostra foi inoculada em hamster (cultura in vivo) e
parte foi armazenada para extracdo de DNA, na temperatura de -20°C no Laboratério de
Imunoparasitologia (LIMP) do Departamento de Imunologia do IAM-FIOCRUZ-PE para

realizacdo dos testes moleculares.

4.3 Cultura in vivo

Amostra de 50 pl de fluido salivar foram inoculada em hamster pela via intraperitoneal
no SRL-IAM. Os animais ficaram em observacdo durante 3 (trés) meses no biotério
experimental do IAM/Fiocruz-PE apds esse periodo os hamsters foram anestesiados e
eutanasiados para a retirada de fragmentos de bago e figado, que foram macerados em solucao
de penicilina/estreptomicina, adicionados em tubo de meio NNN modificado, acondicionados
em estufa incubadora (BOD) a temperatura de 25°C + 1°C e a cultura era observada a partir de
cinco dias. O trabalho foi submetido e aprovado pela Comiss&o de Etica em Uso de Animais

do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM) sob o0 numero
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4.4 Extracdo de DNA

O DNA de Leishmania foi extraido seguindo o protocolo de adsorcdo a silica em
suspensdo proposto por (DA SILVA, 2017). Em cada 30 pL da amostra contendo até Sug de
DNA foram acrescidos 75 pL. de Nal 6 M. Adicionou-se a SuLL da solucao de suspensao em
silica e o tubo foi agitado em vortex durante um minuto e deixado em repouso no gelo por 4
minutos. Posteriormente, centrifuga-se a 15.800 x g por 30 segundos e na sequéncia o
sobrenadante € removido. Adiciona-se 700 pL da solugdo de lavagem gelada (etanol 50%, NaCl
100mM, Tris-HCI 10mM pH 7,5, EDTA 1 mM pH 7,5), sendo repetida trés vezes. O sedimento
¢ ressuspenso em 10 uL de &gua tipo | autoclavada. A solucdo envolvendo o DNA ¢ incubada
durante 5 minutos a 45 °C e ap6s centrifugado a 15.800 x g por 30 segundos. Apds esta etapa,

0 sobrenadante contendo DNA foi transferido para outro tubo e estocado a -20 °C.

Um microlitro (1uL) de cada amostra purificada foi utilizada para a quantificacdo do
DNA gendmico, utilizando o Nanodrop 2000 Thermo Scientific®, para avaliacdo do grau de
pureza e concentracdo adequada a PCR.

Avaliou-se a sensibilidade de deteccdo de DNA de Leishmania (Viannia) sp. Foi
utilizado o DNA de Leishmania (Viannia) braziliensis da cepa de referéncia (I0C-566-
MHOM/BR/75/M2903) diluidas em séries nas concentragdes de DNA: 10ng/uL, 1ng/uL,
10pg/uL, 1pg/uL, 100fg/uL, 10fg/ulL e 1fg/uL).

4.5 PCR convencional

O DNA contido nas amostras de saliva foi submetido a amplificacdo em um
termociclador (Mastercycler gradient, Eppendorf). Utilizou-se oligonucleotideos iniciadores
especificos que permitem a amplificacdo do KDNA de Leishmania pertencente ao subgénero
Viannia LEIBI (5’-GGGTTGGTGTAATATAGTGG-3’) e LEIB2(5’-
CTAATTGTGCACGGGGAGG - 3’) tendo como alvo de deteccdo o kDNA do parasito,

equivalente a 750 pb, de acordo com as condigdes descritas por De Bruijn e Barker (1992).

A PCR foi realizada em um volume final de 25 pL contendo Tris - HCI (10 mM), KCI
(50 mM), MgC12 (1,5 mM), dNTP (0,2 mM), 25 pmoles de cada um dos oligonucleotideos
iniciadores e 2,5u da enzima Taq DNA Polimerase. A essa mistura foram adicionados dois
microlitros da amostra de DNA a ser analisada (concentra¢do). A amplificagdo constituiu - se
de 35 ciclos e as etapas foram de: 94°C (1 min), 65°C (1 min) e 72°C (1 min) (ERESH;
McCALLUM; BARKER, 1994), precedidos de uma desnaturagéo inicial de 5 minutos a 94°C.
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Um controle negativo (sem DNA) foi adicionado a reagdo, juntamente a dois controles
positivos (10 pg/uL e 1 pg/uL) de DNA genomico de L. (V.) braziliensis, cepa de referéncia
(10C-L-566-MHOM/BR/75/M2903).

Dez microlitros dos produtos da PCR foram analisados através de eletroforese em gel
de agarose a 1,0 %, corados pelo brometo de etideo a 0,05 ng/mL (SAMBROOK; FRITSCH;
MANIATIS, 1989) e visualizados em um transluminador de luz ultravioleta e fotografadas com

o sistema Kodak®, modelo Gel Logic 100 Imagem System.

4.6 PCR em tempo real

As amostras de DNA foram submetidas a técnica de quantificacdo por PCR em tempo
real (qQPCR), conforme descrito por Paiva-Cavalcanti (2013). Este sistema utiliza o KDNA como
alvo de deteccdo a regido conservada do minicirculo do cinetoplasto de Leishmania (V.)
braziliensis, amplificando um fragmento de 138 pb. Utilizou-se 12,5 uL de Sybr Green, 9,5 uL
H20 milli-Q, e 0,5 uL de cada oligonucleotideo iniciador para montagem do Master Mix. Em
seguida foi incorporado 2,0 uLL de DNA obtendo-se um volume final de 25 pL. As amostras
foram testadas em duplicata e a amplificacdo constituiu-se de 40 ciclos onde houve
desnaturacdo a 95 °C por 15s e anelamento dos oligonucleotideos a 60 °C por 1 min, seguindo
as especificacGes Applied Biosystems (2005). Limite minimo de deteccdo da técnica é de 1fg

de DNA na amostra. A temperatura de melting para esse sistema varia de 78° a 81°C.

4.7 Teste Parasitologico

Foi realizado escarificacdo da lesdo utilizando bisturi, em seguido colocado em lamina
e fixado em alcool metilico. Em seguida as laminas foram coradas utilizando Giesam, deixando
10 minutos para melhor absorcdo e em seguida lavado em agua corrente. Posteriormente foi
observado em microscopia 6ptica pela técnica de pesquisa direta.
4.8 Definicéo de Caso

Caso: Paciente de area endémica, com lesdo e pesquisa direta positiva.

N&o Caso: Pacientes de area endémica, com lesdo e pesquisa direta negativa.
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4.9 Analise dos dados

A andlise da sensibilidade, especificidade e acuracia foi realizada através do programa
estatistico Open Epi (Open Source Epidemiologic Statistics for Public Health) v. 3.01. O
programa estatistico IBM SPSS (Statistics Base) v. 20.0 foi utilizado para a construcao do banco
de dados e geracao de tabelas e graficos. A concordancia entre os testes moleculares utilizando
saliva foi avaliada através do indicador Kappa (K), no SPSS. Para obtengdo dos verdadeiros
positivos e verdadeiros negativos comparamos os resultados da técnica com o exame de

pesquisa direta.
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5 RESULTADOS

Um total de 41 pacientes foi utilizado, onde 26 (63,4%) correspondem ao Ssexo
masculino e 15 (36,6%) ao sexo feminino, com idade minima de 11 anos e maxima de 73 anos,
com uma média de 37 anos. Onde 78% desses pacientes eram residentes no municipio de
Moreno, Regido Metropolitana do Recife- PE, embora os outros pacientes foram oriundos do
estado de Pernambuco, area endémica da doenca. Em relacdo a profissdo 34,1% exerciam a
funcdo de agricultores, 19,5% do Lar, 19,5% estudantes e 26,9% outros. Quanto a forma clinica

82,9% apresentaram lesdo ulcerada.

Os resultados obtidos nos testes moleculares com o fluido salivar de pacientes, 26
(63,4%) foram positivos pela PCR e 35 (85,4) amostras foram positivas pela a técnica de qPCR
para LTA, uma vez que a quantificacdo de DNA foi >1fg. Apds este resultado observou-se que
um paciente evoluiu para cura espontanea, dois para a forma recidiva cutis um para mucosa
(Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas clinica, epidemioldgica e laboratorial dos pacientes com lesGes compativeis com LTA.

IDADE FORMA
PACIENTES | SEXO | (anos) PROCEDENCIA | PROFISSAO | CLINICA PCR gPCR | DNA (fg) OBS
PSHO1 F 22 Paulista - PE Estudante Ulcerada + 18,788
PSH02 F 19 Moreno - PE Do lar Recidiva + + 326,759
PSHO03 M 38 Moreno - PE Agricultor Ulcero crostoso | + + 532,378 RC
PSHO4 F 30 Moreno - PE Costureira Ulcerada + 221,34
PSHO5 M 21 Moreno - PE Agricultor Ulcerada + + 3,981
PSHO6 F 28 Jaboatéo - PE Estudante Ulcerada - 0,00
PSHO7 F 71 Moreno - PE Do Lar Placa + + 275,029
PSHO08 M 67 Itamaracé -PE Pescador Ulcerada - 0,00
PSHO9 M 53 Moreno - PE Pedreiro Ulcerada + + 1384,762
PSH10 M 23 Moreno - PE Carregador Eritrematosa + + 1384,762
PSH11 M 49 Moreno - PE Motorista Ulcerada + 160,824
PSH12 F 32 Moreno - PE Do lar Ulcerada + + 619,602
PSH13 M 21 Paudalho - PE Militar Ulcerada - 0,00
PSH14 M 72 Jaboatéo - PE Do Lar Ulcerada + + 232,886
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IDADE FORMA
PACIENTES | SEXO | (anos) PROCEDENCIA | PROFISSAO CLINICA PCR gPCR | DNA (fg) OBS
PSH15 M 49 Moreno - PE Agricultor Ulcerada + + 483,569
PSH16 M 19 Goiana — PE Militar Ulcero crostoso | - - 0,695
PSH17 M 58 Moreno - PE Agricultor Ulcerada + + 296,803
PSH18 M 13 Moreno - PE Estudante Ulcerada + + 1230,082
PSH19 M 24 Moreno - PE Agricultor Ulcerada + + 649,415
PSH20 M 53 Moreno - PE Agricultor Ulcera de Estase | + +
PSH21 M 43 Moreno - PE Pedreiro Ulcerada + + 14,214 RC
PSH22 M 73 Moreno - PE Agricultor Ulcerada + + 523,837
PSH23 F 52 Moreno - PE Agricultor Ulcerada + + 658,104 C.E
PSH24 F 55 Cabo de Santo Do lar Disseminada + + 185,477

Agostinho - PE

PSH25 M 30 Moreno - PE Do lar Ulcerada + + 630,096
PSH26 M 64 Moreno - PE Do lar Ulcerada + + 444,91
PSH27 M 32 Goiana Refratarista Ulcero crostoso | - - 0,00
PSH28 M 13 Moreno Estudante Ulcerada - - 0,00
PSH29 F 35 Escada Do lar Ulcerada - + 3,117
PSH30 F 11 Moreno - PE Estudante Ulcerada + + 715,487
PSH31 M 30 Moreno - PE Do lar Ulcerada + +
PSH32 M 45 Moreno - PE Agricultor Ulcerada + +
PSH33 M 16 Bezerros - PE Agricultor Ulcero crostoso | + + 651,513 M
PSH34 M 63 Moreno - PE Agricultor Ulcero crostoso | + + 481,053
PSH35 M 45 Goiania - PE Agricultor Ulcerada _ + 2,145
PSH36 F 42 Moreno - PE Do Lar Ulcerada _ + 31,687
PSH373 M 55 Moreno - PE Agricultor Ulcerada + + 628,128
PSH38 F 21 Moreno PE Estudante Ulcerada - + 28,860
PSH39 M 23 Paudalho - PE Militar Ulcerada - + 4,887
PSH40 F 11 Moreno - PE Estudante Ulcerada - + 217,809
PSH41 F 13 Moreno - PE Estudante Ulcerada + + 645,790

Legenda: (C.E) Cura espontanea, (R.C) Recidiva Cdtis, (M) Mucosa. Fonte: BRITO M.E.F. 2019
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5.1 Curva de Diluigéo - PCR

A partir da realizacdo da curva de diluigéo de Leishmania (Viannia) sp. obteve-se um limite de
deteccdo de 10fg para de DNA padrdo na PCR convencional. A figura 5 mostra o gel em agarose com
amplificacdo dos produtos de PCR.

Figura 5 — Curva de diluicdo por eletroforese em gel de agarose a 1% corado por brometo de etideo, mostrando
bandas especificas para Leishmania (Viannia) braziliensis com limite de detec¢do de 10fg de DNA padréo.

PM CN 1 2 3 4 5 6 7

750 pb

Legenda: PM (Marcador de peso molecular DNA) CN (controle negativo) linhas 1 a 7 (concentragdo de
DNA: 10ng/uL,1ng/uL, 100 pg/uL ,10pg/uL, 1pg/uL, 100fg/uL, 10fg/ul ). Fonte: O autor.

5.2 Cultura in vivo

Com a cultura in vivo, das 41 amostras, sete foram isolados e em seguida depositados
na Colecdo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz - CLIOC-IOC, Rio de Janeiro e foram

caracterizados, obtendo-se como resultados a espécie de L.(V.) braziliensis.

5.3 PCR Convencional

Os resultados obtidos a partir dos produtos de PCR através da eletroforese em gel de
agarose a 1% confirmam que as amostras pertencem ao subgénero Viannia. A figura 6
demonstra a amplificagcdo dos produtos de PCR, utilizando os iniciadores LEIB1 e LEIB2 que

amplificam os fragmentos de 750 pb e sdo especificos para o subgénero.
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Figura 6. Visualizagdo da amplificacdo dos produtos da PCR, utilizando os oligonucleotideos LEIB1 e

LEIB2 que amplificam os fragmentos de 750 pb em gel de agarose 1%.

750 pb

Legenda PM (Peso molecular), 1 a 6 (Amostras de DNA), 7 (Controle positivo)

N (Controle negativo). Fonte: O autor.

5.4 PCR em Tempo Real

Segundo os padr@es estabelecidos por Paiva—Cavalcanti (2013), o limite minimo de
deteccdo do DNA genbémico da L. (V.) braziliensis foi >1fg na qPCR. A curva de diluicédo
realizada neste trabalho também encontrou 0 mesmo limite, assim como na figura 7 abaixo.

Figura 7. Curvas de amplificacdo para diluigces seriadas do DNA de L. (V.) braziliensis
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Fonte: Proprio autor
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Os resultados obtidos confirmam que a L.(V.) braziliensis foi a espécie encontrada partir
da observacéo da temperatura especifica de dissociacdo dos oligonucleotideos (78,08°C), assim
como apresentado no figura 8.

Figura 8. Curva de melting com uma amostra de saliva positiva para L. V. braziliensis com pico de

temperatura de 78,08°C (especifico para essa espécie).

MELT CURVE
" ——x

Drivative Report |-Ra)

TEMPERATURA (°C)

Legenda: Eixo y (Temperature): variacdo de temperatura da curva de melting. Amostras positivas para L. (V.)
braziliensis com pico no intervalo entre 78° e 81°C. Eixo X (Derivative Repdrter): Eixo da derivada. Fonte: O autor.

A pesquisa direta que permite a visualizacdo do parasito nas formas amastigotas de
Leishmania spp. obteve uma positividade em 10/37 (27%) das ldminas. Na analise comparativa
entre diagndstico parasitologico e os diagnosticos moleculares (PCR e gPCR) a relagdo entre a
técnica de PD e PCR obteve concordancia de resultados em 20/37 (54,05%) e entre PD e qPCR
de 16/37 (43,2 %) como demonstrado na tabela 2. Do total das amostras de saliva dos pacientes,

em quatro ndo foram realizadas a PD.

5.5 Anélise de Dados

Utilizando-se a pesquisa direta como “padrao ouro” do estudo para a definigdo de caso
de LTA e estabelecer a presenca ou auséncia de doenca, calculou-se a sensibilidade,
especificidade e acuracia dos testes moleculares com seus respectivos intervalos de confianca

de 95%. Os dados foram apresentados na tabela 3. Na avaliagdo comparativa entre as
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sensibilidades das técnicas moleculares, o p foi igual a 0.0384 e a concordancia utilizando o
indicador Kappa foi de 0,494 ou 49,4%.

Tabela 2. Concordancia entre pesquisa direta e testes moleculares

Concordancia | Pesquisa Direta

PCR 20/37 (54,05%)

gPCR 16/37 (43,2%)

Fonte: O autor.

Tabela 3. Sensibilidade, especificidade e acuracia dos testes moleculares.

PCR (Convencional) PCR (Tempo Real)
Sensibilidade 88.9% (56.5, 98) 100% (72.3, 100)
Especificidade 44.4% (27.6, 62.7) 22.2% (10.6, 40.8)
Acuracia 55.6% (39.6, 70.5) 43.2% (28.7, 59.1).

Fonte: O autor
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6 DISCUSSAO

O diagndstico laboratorial da LTA € de fundamental importéncia, em virtude da
dificuldade para a definicdo dos casos, que envolve o diagnostico diferencial com outras
dermatoses granulomatosas. A confirmacao da doenca é importante por causa da dificuldade
do tratamento dos pacientes, principalmente pelos sérios efeitos colaterais dos medicamentos
utilizados (GONTHO et al., 2003; CARVALHO, 2003; ALVAR et al., 2012).

O avanco tecnoldgico do século XX favoreceu o desenvolvimento de uma variedade de
técnicas laboratoriais e trouxe uma importante contribuicdo ao diagnostico das doencas em
geral e das infecciosas em particular. Entretanto, o diagnostico da LTA ainda ndo possui um
teste confirmatorio com alta acuracia e desempenho. O fato da LTA se tratar de doenca
negligenciada é resultado em grande parte da falta de investimentos em pesquisa e

consequentemente tecnologias necessarias a sua complexidade (ALVAR et al., 2012).

Uma importante limitacdo no diagnostico da LTA € a coleta das amostras de material
dos pacientes para exame. A coleta de material das lesdes ¢é feita geralmente empregando
métodos invasivos como bidpsia, escarificacdo, puncdo aspirativa da borda da lesdo, que
causam desconforto. Elas sdo particularmente de dificil execucdo em criangas e nas lesdes na
face ou em outras partes delicadas do corpo do paciente. Procedimentos como a bidpsia exigem
técnicos especializados e devem ser realizados apenas por especialistas e em ambiente

hospitalar, ainda assim, com risco de infec¢fes secundarias por bactérias (COSTA, 2009).

Métodos alternativos para coleta de amostras biol6gicas para o diagnéstico de LTA tém
sido buscados com o objetivo de proporcionar maior conforto aos pacientes e maior eficacia na
confirmacédo da doenca. A coleta de fluido salivar demonstra ser entdo uma alternativa valida
para o diagnostico de Leishmaniose, podendo ser aplicado em situa¢Ges de trabalho de campo,
por exemplo, que requer uma coleta rapida e de facil manuseio, ou ainda em pediatria devido a
dificuldade na coleta de amostras em criancas. Além disto, por ser um fluido orgéanico
dispensando em um recipiente estéril a obtencédo € de baixo custo e em termos de biosseguranca
0 risco de contaminagdo é praticamente inexistente, como descrito por (CORVALAN et al.,
2011).
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O fluido salivar associado as técnicas moleculares utilizados para o diagnostico de
LTA ainda sdo limitados nos trabalhos que apontam este método como um instrumento na
coleta desses parasitos e, além disso, ndo ha constatacdo da técnica ter sido preconizada por
Orgdos de saude publica para a enfermidade em questdo (BRITO et al., 2012; 2018; GOMES et
al., 2017; FERREIRA et al., 2008, 2012; LEITE et al., 2010, 2011; CORVALAN et al., 2011,
LOMBARDO et al., 2012; MIMORI, 2002). A coleta de fluido salivar para isolamento da
Leishmania spp. passou a ser incorporado no uso rotineiro de pesquisa no SRL -
IAM/FIOCRUZ em 2010 (BRITO et al.,2008).

A definicdo dos casos da LTA inclui informacdes epidemioldgicas, aspectos clinicos,
exames laboratoriais e frequentemente é necessaria a associacdo desses elementos
(RODRIGUES et al., 2002). Os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que o0 maior
percentual correspondeu ao sexo masculino, com idade média de 37 anos, mostrando a
exposicdo do homem ao vetor e também na sua idade produtiva (GONTIJO et al.,2003).
Embora, Brandao-Filho et al, (2003) observaram que a LTA podera acometer toda a populacédo

independente de idade e sexo.

As diferencas encontradas em nosso estudo entre os resultados referente da forma
clinica das lesdes, mostraram que a maioria era do tipo ulcerada localizada, onde em alguns
casos apresentaram da forma ulcero-crostosa e ou em placa. No entanto, alguns pacientes
evoluiram ou para cura espontanea, ou para mucosa, forma mais severa da doenga, e outros por
razdes diversas, como: o tratamento incompleto ou resistente ao tratamento que evoluiu para
recidiva cltis (COSTA, 2009).

Foram obtidos sete isolados do fluido salivar atraves da cultura in vivo, e identificado
pelas técnicas moleculares e isoenzimas confirmando a espécie de L. (V.) braziliensis circulante
no estado de Pernambuco. Esses dados séo inéditos, uma vez que pouco se conhece o tropismo
do parasito (BRITO et al., 2018). Em relacdo aos achados obtido atraves da pesquisa direta €
justifica pela quantidade de parasitos nas lesdes, a qual é inversamente proporcional ao tempo
de evolucdo da doenca, podendo estar tambem relacionada a espécie de parasito (BRITO et al.,
1993).
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Estudos realizados por Brito et al, (2009, 2012) e Weigle et al (2002) analisaram 0
tempo de evolucdo da infeccdo com o nimero de Leishmania presentes em nas lesdes de LTA.
As lesOes de até seis meses obtiveram 56% de sensibilidade comparada a 8,7% em les6es com
tempo igual ou superior a seis meses. A positividade das técnicas moleculares também pode
estar correlacionada ao tipo de amostra e a padronizacdo das técnicas. A PCR convencional
apresentou em um estudo realizado por Rodrigues (2000) um limite de deteccdo de 10 fg de
DNA, uma sensibilidade de 93,4% em material de bidpsia e uma especificidade de 100%. E,
enquanto a gPCR possui um limite de deteccdo de 1fg com alta sensibilidade, especificidade e
acuréacia em torno de 99 a 100%(PAIVA-CAVALCANTI et al., 2013). As referidas técnicas
tém como alvo o kDNA da Leishmania.

Nos resultados apresentados, nove amostras de fluido salivar de pacientes tiveram
discordancia entre os testes moleculares. As amostras PSH29, PSH35 e PSH39 apresentaram
respectivamente uma quantidade de DNA de 3,12; 2,15 e 4,89 as quais ndo foram detectadas
pela PCR convencional. Isso deve-se ao limite de detec¢do da gPCR ser mais sensivel (1fg de
DNA) do que o da PCR convencional (10fg) (PAIVA-CAVALCANTI et al, 2013). Esse limite
pode ainda ser confirmado pela amostra PSH16 com DNA 0,695 o qual nédo foi detectado por

nenhuma das técnicas.

A sensibilidade que reflete os verdadeiramente positivos para as técnicas aplicadas, a
gPCR obteve melhor resultado comparado a PCR, sendo sensivel em 100%. Este achado
ressalta a relevancia da aplicacdo da g°PCR como método confirmatério para a LTA (PAIVA-
CAVALCANTI et al., 2013). Entretanto, a especificidade e acuracia resultaram em melhores
proporcoes para a PCR. Estudos realizados por Andrade et al. (2005) mostraram que a PCR foi
100% positiva e especifica em bidpsias de pele, pois ndo houve deteccdo do produto de
amplificacdo em bidpsias obtidas de pacientes com lesbes cutdneas, decorrentes de outras
enfermidades ou mesmo em bidpsias de pele de pacientes normais. A confirmacao
parasitologica, nesse mesmo trabalho, foi possivel em 66% dos casos. Esses dados confirmam
que a PCR € o melhor método diagndstico da LTA quando comparado com a confirmagéo
parasitologica. Uma maior especificidade pode contribuir diretamente para o entendimento da
epidemiologia da leishmaniose em decorréncia da necessidade da confirmagdo parasitoldgica
diante da possibilidade de tratamento, especialmente no caso de LTA causada por L.

braziliensis onde a escassez de parasitas na lesdo é um dos marcos da infecgéo.
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Comparando as sensibilidades dos testes moleculares obtivemos p-valor <0,05
indicando que ha diferenga entre os valores das sensibilidades da PCR Convencional e da
gPCR, podendo entdo afirmar que a sensibilidade da gPCR ¢ estatisticamente maior que a da
PCR. O indicador Kappa, que mede a reprodutibilidade pelo grau de concordancia entre dois
observadores foi significante no estudo realizado. O p-valor obtido foi <0,001, que, de acordo
com a classificacdo do indicador descrito em Landis et al, (1977), a concordancia entre as

técnicas foi moderada.

A disponibilizacdo de testes moleculares para o diagnéstico de doencas infecciosas,
trouxe novas questdes a respeito da avaliacdo estatistica dos novos testes, decorrentes de sua
elevada sensibilidade em comparacéo aos testes convencionais (MC ADAM, 2000). Segundo
a Organizacdo Mundial de Saude, torna-se oportuno que as pesquisas se concentrem no
desenvolvimento de novos conhecimentos, principalmente no emprego de novos modelos
diagndsticos para a LTA, pois trata- se de uma doenca emergente e negligenciada (REMME et
al. 2001).
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7 CONCLUSAO

O resultados demostraram o potencial da coleta ndo-invasiva como amostra de escolha
para o diagnostico com boa performance quando associada aos testes moleculares. Referente
aos testes a qPCR obteve melhor sensibilidade e a PCR uma maior especificidade e acuracia
comparadas ao teste parasitolégico convencional utilizando a saliva como substrato,
demonstrando potencial de aplicagdo em conjunto quando necessario para obter uma maior

eficiéncia, auxiliando em um diagndstico mais especifico e sensivel para L (V.) braziliensis.

Houve moderada concordancia entre os testes moleculares utilizados, reafirmando o
potencial de identificacdo das técnicas. Com a analise dos dados clinicos e epidemioldgicos
verificou-se que individuos do sexo masculino sdo os mais afetados nas areas endémicas,
principalmente devido a atividade laboral ao qual desenvolvem, em sua maioria relacionada a

agricultura.

A utilizacdo do método de coleta a partir de fluido salivar no Servico de Referéncia em
Leishmanioses (SRL) do Instituto Aggeu Magalhdes da FIOCRUZ PE € pertinente ao

desenvolvimento deste modelo inovador de coleta de Leishmania spp.
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9ANEXO 1
. Fundacdo Oswaldo Cruz, Ministério da Saude
Centro de Pesquisas FIOCRUZ

AGGEU MAGALHAES
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Grupo Paciente

Projeto: “Detecc¢iio de Leishmania (Viannia) braziliensis através de PCR convencional e gPCR em
amostras de saliva de pacientes do estado de Pernambuco, area endémica para Leishmaniose Tegumentar

Americana”

B, e e et , concordo em participar voluntariamente
neste projeto que serd desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes da Fundacdo Oswaldo Cruz
(CPgAM/FIOCRUZ). Fui informado que o objetivo principal do referido projeto € melhorar o diagnéstico molecular
da leishmaniose tegumentar americana a partir de um método que ndo utiliza material que corte a pele, para
identificacdo de Leishmania spp.

Como faco parte do grupo de pacientes, serei submetido a coleta de leishménias, através da dispensa de
fluido salivar em um coletor sob condicfes estéreis. Todo procedimento serd realizado com material estéril
descartavel e por profissionais de salide de reconhecida capacidade para executa-lo.

A presente proposta contribui para um melhor conhecimento da doenca e diagndstico mais rapido da
leishmaniose tegumentar humana. Esse projeto levard a um tratamento mais rapido, com beneficios para o paciente,
sendo considerado inovador, no que diz respeito ao procedimento de coleta de leishmanias. Antes de minha
participacdo no referido projeto fui incentivado a pedir qualquer esclarecimento adicional que julgasse necessério,
esclarecido por um participante do mesmo. Estou ciente que poderei recusar ou retirar meu consentimento, em
qualquer momento da investigacdo, sem qualquer punigéo ou prejuizo.

Autorizo ao Instituto Aggeu Magalhdes (IAM/FIOCRUZ-PE) a utilizar as informagdes obtidas através dos
resultados dos procedimentos em reunides, congressos e publicacdes cientificas preservando, neste caso, a minha
identidade. Autorizo, também o IAM/FIOCRUZ-PE a estocar amostras bioldgicas para posteriores estudos.

Estou ciente que este documento é feito em duas vias, ficando uma em posse do participante e a outra com a

equipe.

Assinatura do paciente ou menor data
Assinatura do responsavel data
Assinatura do médico responsavel — IAM/Fiocruz data

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

Departamento de Imunologia, Instituto Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego, s/n, Cidade
Universitaria, Cx. Postal 7472, CEP: 50670-420, Recife — PE, Brasil. Tel.: (081) 2101 2500; Fax: (081) 2101
2640; http://www.cpgam.fiocruz.br.



http://www.cpqam.fiocruz.br/

