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RESUMO

ZAMPIERI, R. A. Andlise comparativa de métodos moleculares de deteccdo e
identificacdo de Leishmania spp. e desenvolvimento de metodologia para o
diagnéstico de leishmanioses. 2013. 78 f. Dissertacdo (Mestrado em
Parasitologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo
Paulo, 2014.

As leishmanioses sdo doencas que acometem cerca de 2 milhdes de pessoas em 88
paises e representam um sério problema de saude publica. No Brasil, sete espécies
de Leishmania sdo reconhecidas como o0s agentes etioldgicos dessas doencgas e,
nesse contexto, um diagndéstico diferencial preciso se torna extremamente relevante
na compreensdo de perfis epidemiolégicos e na administracdo de protocolos
terapéuticos. O emprego de técnicas que utilizam o DNA do parasita como alvo de
deteccéo e identificacdo tem sido descrita como estratégia diagnostica em diversos
trabalhos. O presente trabalho tem como objetivos avaliar condicbes de coleta e
armazenamento de material biolégico destinado a testes de diagndstico para
leishmaniose, avaliar métodos de extracdo e purificacdo de DNA e desenvolver
protocolos robustos de deteccdo, quantificacdo e identificacdo das espécies de
Leishmania responsaveis pelos casos da doenca no Brasil. Para isso, foram
testados trés solucdes de conservacdo de amostras: PBS, NET e etanol 70%; e trés
protocolos de extracdo de DNA: kit comercial de colunas de silica, precipitacao
proteica por salting-out e extracdo organica com fenol-cloroformio. Amostras obtidas
de infeccdo experimental de camundongos BALB/c com L. (L.) amazonensis ou L.
(V.) braziliensis, submetidas aos tratamentos de conservacao e métodos de extracao
citados, foram utilizadas em ensaios de PCR em tempo real para deteccdo e
guantificacdo dos alvos SSU rDNA do parasita e gapd de mamifero. O DNA dessas
amostras, submetidas ao tratamento com NET, produziu maiores quantidades de
amplicons dos alvos testados e o método de extracdo nao influenciou a qualidade
dos testes. Trés alvos de DNA diferentes foram testados com relacao a sensibilidade
de testes de deteccdo por PCR convencional: SSU rDNA, g6pd e kDNA. Os
resultados de maior sensibilidade e especificidade foram alcancados com a
utilizacdo do SSU rDNA como alvo. Além disso, o emprego da técnica de nested
PCR utilizando este alvo mostrou-se sensivel o suficiente para detectar L. (L.)
amazonensis quando 10 ag de DNA do parasita foram utilizados como molde. A
utilizacdo simultanea de oligonucleotideos complementares ao SSU rDNA e g6pd de
Leishmania e gapd de mamiferos foi capaz de, em uma Unica reacdo, detectar
parasitas, discriminar subgénero e verificar a presenca de DNA amplificavel em
amostras com misturas de DNA de parasitas e hospedeiro. Para o desenvolvimento
de uma metodologia de identificacdo, foram realizadas tentativas de aplicacdo da
técnica de LCR, porém os resultados obtidos ndo foram satisfatoriamente precisos
na discriminacédo de polimorfismos no gene SSU rDNA entre L. (L.) amazonensis e
L. (L.) chagasi. Por outro lado, a aplicacdo da técnica de HRM sobre polimorfismos
no SSU rDNA foi bastante precisa na discriminacdo de L. (L.) chagasi entre as
outras espécies testadas. Ainda com a aplicacdo desta técnica, polimorfismos no
gene g6pd foram detectados e permitiram a discriminacdo de L. (L.) amazonensis, L.
(V.) braziliensis e as demais espécies do subgénero L. (Viannia) pelos distintos
perfis de dissociacdo dos amplicons. Assim, este trabalho propde protocolos



otimizados de conservacao de amostras bioldgicas, extragcdo de DNA e ensaios de
identificagéo de Leishmania, testados sistematicamente em amostras padronizadas.

Palavras-chave: Identificagdo de Leishmania. Alvos de DNA. Detecgdo de
polimorfismos. PCR. HRM.



ABSTRACT

ZAMPIERI, R. A. Comparative analysis of molecular methods for detection and
identification of Leishmania spp. and development of methodology for
leishmaniasis diagnosis. 2013. 78 p. Masters thesis (Parasitology) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2014.

Leishmaniases are diseases that affect around 2 million people in 88 countries and
represent a serious public health problem. In Brazil, seven Leishmania species are
recognized as etiologic agents of these diseases. Therefore an accurate differential
diagnosis is extremely relevant for the comprehension of epidemiological profiles and
administration of therapeutic protocols. The employment of techniques using parasite
DNA as target for detection and identification has been described as diagnostic
strategy in several works. The present work aims are to evaluate sample collection
and storage conditions for leishmaniasis diagnosis tests, evaluate DNA extraction
and purification methods and develop precise protocols for detection, quantification
and identification of Leishmania species responsible for the disease in Brazil. This
way, were tested three solutions for sample conservation: PBS, NET and ethanol
70%; and three DNA extraction protocols: commercial kit of silica columns, salting-
out protein precipitation and phenol-chloroform extraction. The samples from BALB/c
mice experimentally infected with L. (L.) amazonensis and L. (V.) braziliensis,
submitted to the described conservation treatments and extraction methods, were
used in real time PCR assays for detection and quantification of parasite SSU rDNA
and mammal gapd. The DNA of samples submitted to NET treatment produced
higher amounts of target amplicons and the extraction method did not influence the
test quality. Three different DNA targets were evaluated regarding sensitivity for
conventional PCR detection: SSU rDNA, g6pd and kDNA. The higher sensitivity and
specificity were reached when SSU rDNA was used as target. Besides, the use of
nested PCR technique using the same target revealed to be sensitive enough to
detect 10 ag of L. (L.) amazonensis DNA. In parasite/host mixture DNA samples, the
simultaneous utilization of Leishmania SSU rDNA and g6pd, and mammalian gapd
enabled parasite detection and subgenus discrimination, besides verification of
amplifiable DNA presence. For the development of a new identification method,
attempts to apply LCR technique were performed, but the obtained results did not
provide accuracy for discrimination of L. (L.) amazonensis and L. (L.) chagasi SSU
rDNA polymorphisms. Moreover, the application of HRM methodology exploring SSU
rDNA polymorphisms proved to be quite accurate to discriminate L. (L.) chagasi
among others tested species. HRM methodology also discriminated g6pd
polymorphisms, allowing the L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis and other L.
(Viannia) species discrimination by distinct amplicons dissociation profiles. So, the
present work proposes optimized protocols for sample conservation, DNA extraction
and identification assays of Leishmania, systematically tested in standardized
samples.

Keywords: Leishmania identification. DNA targets. Polymorphisms detection. PCR.
HRM.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmania spp.

Inicialmente descritos por Ross (1903), os organismos do género Leishmania
sdo o0s agentes etiolégicos das leishmanioses. S&o protozoéarios flagelados,
exclusivamente parasitas, posicionados taxonomicamente da seguinte forma: Reino
Protista; Sub-Reino Protozoa; Filo Sarcomastigophora; Sub-Filo Mastigophora;
Classe Zoomastigophorea; Ordem Kinetoplastida; Sub-Ordem Trypanosomatina,;
Familia Trypanosomatidae; Género Leishmania (LAINSON; SHAW, 1987).

As espécies do género Leishmania se classificam em dois subgéneros,
definidos de acordo com as diferencas de comportamento dos parasitas no inseto
vetor. O subgénero Leishmania (Leishmania) compreende as espécies que se
desenvolvem na porcao anterior do tubo digestorio do inseto vetor, crescem de
forma rapida em meios de cultura e provocam lesdes extensas nos hospedeiros
vertebrados. O subgénero Leishmania (Viannia) agrupa as espécies que se
desenvolvem na porcao posterior do tubo digestorio do vetor, crescem de forma
lenta em meio de cultura e acometem o hospedeiro mamifero com lesGes de
desenvolvimento lento (LAINSON; SHAW, 1987). As espécies desses dois
subgéneros sao parasitas de mamifero, porém, ha um terceiro grupo de organismos,
separados taxonomicamente das demais espécies de Leishmania, compondo o
subgénero Leishmania (Sauroleishmania), formado por espécies que parasitam
lagartos e apresentam distribuicdo restrita nos paises da Eurasia e Africa
(SAF’'JANOVA, 1982).

Desde a primeira descricdo do género, em 1903 (ROSS, 1903), houve
variacbes no numero de espécies e nas posi¢cdes taxonbmicas, dependentes de
critérios de classificacdo. Inicialmente essa classificacdo foi se definindo com base
em critérios clinicos, biologicos, geograficos e epidemioldgicos e, mais tarde, dados
imunolégicos e bioquimicos foram os critérios mais utilizados (SCHONIAN;
MAURICIO; CUPOLILLO, 2010). Principalmente a partir da década de 1990, houve
um notével crescimento na utilizagdo de técnicas que tém por alvos &cidos nucléicos
e assim, diversas sequéncias de DNA foram exploradas na investigacéo filogenética
do género Leishmania (SCHONIAN; MAURICIO; CUPOLILLO, 2010).
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O ciclo de vida de Leishmania é heteroxénico, isto €, o parasita se desenvolve
em dois hospedeiros, um inseto vetor hematofago e um hospedeiro vertebrado. O
inseto, conhecido como flebotomineo, pertence a subfamilia Phlebotominae,
representada nas Américas por cerca de 470 espécies, das quais 10% sao vetores
ou potenciais vetores de leishmaniose, segundo estudos de infecgcdo natural e/ou
experimental (GALATI, 2003; LAINSON; SHAW, 2005). No repasto sanguineo, a
fémea do flebotomineo aspira, junto com o sangue, macréfagos infectados que
liberam amastigotas no tubo digestério do inseto. As amastigotas sdo formas
ovaladas, aflageladas, com dimensdes de 2 a 6 um de comprimento por 1,5 a 3 pm
de largura que, no interior dos macréfagos, tém como habitat os fagolisossomos,
estruturas celulares formadas pela fusdo do fagossomo e do lisossomo. As
amastigotas entdo se diferenciam em promastigotas, formas alongadas, flageladas,
com dimensdes entre 14 e 20 um de comprimento por 1,5 a 4 um de largura (REY,
2001).

Quando atingem alta densidade populacional, as formas promastigotas
prociclicas migram para as porcOes anteriores do tubo digestério do vetor se
diferenciando em promastigotas metaciclicas, que sdo as formas infectivas. Essas
formas se acumulam na proboscide do inseto e no repasto sanguineo seguinte, as
formas infectivas séo inoculadas em novo hospedeiro vertebrado, sendo fagocitadas
por macréfagos residentes no tegumento, no interior dos quais se diferenciam em

formas amastigotas (REY, 1992).

1.2 Leishmanioses

Leishmaniose € o termo genericamente empregado para designar as doencas
causadas por parasitas do género Leishmania. As diferentes formas de leishmaniose
sdo antropozoonoses de grande importancia na saude publica, e representam um
complexo de doencas com amplo espectro clinico e epidemiologia diversa
(MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013), o numero de pessoas acometidas pela doenca é de cerca
de 12 milhdes, em 88 paises da Africa, Asia, América e Europa. Cerca de 350

milhdes de pessoas constitui a populacdo potencialmente sob o risco de contrair
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leishmanioses, vivendo em areas de transmisséo e, anualmente, o niumero estimado
de novos casos é de 2 milhdes.

Sob a 6tica clinica, as leishmanioses séo divididas em dois principais grupos,
denominados leishmanioses tegumentares e leishmaniose visceral. As formas
tegumentares sao consideradas clinicamente menos graves, visto que seus efeitos
sdo delimitados a mucosas e/ou pele, porém podem resultar em quadros
desfigurantes e graves, com a destruicdo de palato e septo nasal, por exemplo. As
leishmanioses tegumentares em geral, sdo doencas de evolucdo crbnica, nao
contagiosas, que acometem de forma localizada ou difusa estruturas da pele e
nasofaringe (BASANO; CAMARGO, 2004).

A leishmaniose visceral, também denominada calazar, é potencialmente mais
grave, acomete o sistema linfo-monocitario de forma sistémica, muitas vezes com
evolucao fatal, quando néo tratada de forma adequada, o que ocorre em cerca de
10% dos casos (GONTIJO; MELO, 2004).

Sob um foco ecolégico, segundo (COSTA, 2005), as leishmanioses sao
caracterizadas como doencas em que 0 meio ambiente exerce um importante papel
dentro da triade epidemiologica agente — meio ambiente — hospedeiro, sendo
passiveis de ocorrerem de acordo com fatores ambientais como geografia fisica,
fauna flebotominica e espécies de reservatérios vertebrados presentes na area. O
aparecimento da enfermidade no homem é relacionado com seu contato com o
ambiente silvestre, onde o ciclo do parasita estd naturalmente instalado. Em
situacOes de desequilibrio ambiental, gerado por adensamento populacional junto as
areas de florestas, observa-se a adaptacdo de vetores e reservatérios a ambientes
peridomiciliares ou domiciliares, com a inclusdo acidental do homem no ciclo. As
dindmicas de transmissdo de leishmaniose, quando analisadas sob um enfoque
ecolégico, podem assumir trés padrdoes distintos caracterizados pelo tipo de

interacdo entre o homem e o meio ambiente:

) ciclos puramente silvestres que ocorrem com surtos epidémicos
associados a degradacdo ambiental causada. Por exemplo, por construcdo de
estradas e povoamento de areas intactas, além da exploracdo desordenada
dessas areas para agricultura, mineracdo e extracdo de madeira e outros

recursos naturais;
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1)) ciclos silvestres modificados, caracterizados pela ocorréncia de surtos
sazonais em areas com mata primaria residual, que se instalam na interface
mata/peridomicilio, flutuando de acordo com variagcbes populacionais de
flebotomineos;

lll)  ciclo peri-urbano de transmissdo da doenca que se da em areas de
colonizacdo antiga com a participacdo de animais domésticos como

reservatoérios da infecgéo.

Epidemiologicamente  as  leishmanioses devem ser  entendidas
separadamente: por um lado as formas tegumentares, de outro, a forma visceral da
doenca. Nas Ameéricas, a leishmaniose tegumentar esta distribuida desde o norte da
Argentina ao sul dos Estados Unidos e € causada por onze espécies de Leishmania
(COSTA, 2005). Essa forma da doenca € atualmente distribuida em todo o territério
brasileiro, com registros em todos os estados federativos (GONTIJO; CARVALHO,
2003).

Casos autéctones de leishmaniose visceral, causados pela espécie L. (L.)
infantum chagasi, foram registrados em 19 dos 27 estados brasileiros, sendo a
maioria na regido Nordeste (GONTIJO; MELO, 2004). Porém, a partir da década de
1990, as regifes Norte, Centro Oeste e Sudeste passam a ter influéncia significativa

nas estatisticas da leishmaniose visceral no pais (COSTA, 2005).

1.3 Agentes etioldgicos, vetores e hospedeiros

No Brasil existem seis espécies de Leishmania responsaveis pela
leishmaniose tegumentar no homem: L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi, e mais de 200 espécies de
flebotomineos envolvidos em sua transmissdo (BASANO; CAMARGO, 2004).

A espécie L. (L.) amazonensis é responsavel pelo desenvolvimento, no
homem, das leishmanioses tegumentares cutadnea e difusa. Apresenta-se distribuida
principalmente em éareas de florestas primarias e secundarias da bacia amazbénica
(Amazonas, Para, Rondbnia e Maranhao) além dos estados de Goias, Minas Gerais
e Bahia. Os principais hospedeiros silvestres conhecidos sado o0s roedores

Proechimys sp., Dasyprocta sp., Nectomys sp., Neacomys sp., 0S marsupiais
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Didelphis sp., Marmosa sp. e Philander sp., além da raposa Cerdocyon thous. Tem
como principais vetores os flebotomineos Lutzomyia flaviscutellata e Lu. olmeca
(BASANO; CAMARGO, 2004; MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

Até meados da década de 1960, a existéncia de hospedeiros reservatorios
naturais de L. (V.) braziliensis, responsavel por formas cutanea e cutaneo-mucosa
de leishmaniose, era questionada. Nessa época, as pesquisas eram limitadas a
observacdes em animais domésticos que, em funcdo da raridade de deteccéo dos
parasitas, ndo eram considerados reservatorios epidemiologicamente importantes do
parasita e, por isso, esse papel era atribuido ao homem doente. Porém, com o
surgimento de novas abordagens na pesquisa epidemioldgica, estudos comecaram
a demonstrar que as zonas endémicas estavam intimamente relacionadas a areas
florestais preservadas, escassamente habitadas, evidenciando que a doenca nao
deveria ser primariamente humana e sim de espécies silvestres. Assim, para o
rastreamento de espécies que naturalmente servem de reservatorios de parasitas,
hemoculturas de amostras silvestres comecaram a ser realizadas, principalmente de
roedores e marsupiais, quando os primeiros resultados comecaram a indicar os
hospedeiros naturais de L. (V.) braziliensis nas Ameéricas do Sul e Central
(FORATTINI, 1960). Na segunda metade da década de 1990, um estudo minucioso
reforcou a hipotese de que algumas espécies de mamiferos silvestres sao
reservatorios primarios de L. (V.) braziliensis, através da deteccdo por PCR do
parasita em roedores e marsupiais silvestres das espécies Necromys lasiurus, até
recentemente denominada Bolomys lasiurus (MASSOIA; PARDINAS, 1993),
Nectomys squamipes, Rattus rattus, Akodon arviculoides, Didelphis albiventris,
Holochilus scieurus e Marmosa sp. (BRANDAO-FILHO et al., 2003). Além desses, na
transmissao peridoméstica, cavalos, jumentos, caes e gatos podem apresentar-se
como hospedeiros acidentais. Entre seus vetores incluem-se os flebotomineos
Psychodopygus wellcomei, Lu. whitmani, Lu. migonei, Lu. pessoai, Lu. intermedia e
Lu. carrerai (BASANO; CAMARGO, 2004; MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

Também responsaveis pela forma tegumentar cutdnea de leishmaniose no
Brasil, em especial na regido amazonica, sdo as espécies L. (V.) guyanensis, L. (V.)
naiffi, L. (V.) lainsoni e L. (V.) shawi. L. (V.) guyanensis tem, conhecidamente como

hospedeiros vertebrados, o tamanduad (Tamandua tetradactyla), a preguica
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(Choloepus didactylus), o marsupial Didelphis sp. e o roedor Proechimys sp. Seus
vetores sao os flebotomineos Lu. umbratilis, Lu. anduzei e Lu. Whitmani. L. (V.) naiffi
tem como principal hospedeiro vertebrado o tatu (Dasypus novemcinctus) e tem
como vetores pelo menos trés espécies do género Psychodopigus. A espécie L. (V.)
lainsoni tem como hospedeiro vertebrado silvestre a paca (Agouti paca) e tem como
vetor o flebotomineo Lu. Ubiquitalis. L. (V.) shawi parasita macacos (Cebus apella,
Chiropotes satanas), preguicas (C. didactylus, Bradypus tridactylus) e quatis (Nasua
nasua), e tem como vetor o flebotomineo Lu. whitmani (BASANO; CAMARGO, 2004;
MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

A espécie L. (L.) infantum chagasi é a responsavel pelos casos de leishmaniose
visceral no territorio brasileiro. A nomenclatura dessa espécie € resultado de uma
discussao importante sobre a origem do parasita (DANTAS-TORRES, 2006). Para
alguns autores, L. (L.) chagasi é sin6nima de L. (L.) infantum e foi trazida ao
continente americano durante a colonizacdo portuguesa e europeia (KILLICK-
KENDRICK, 1985; RIOUX et al., 1990). Por outro lado, outros pesquisadores
acreditam que a existéncia de L. (L.) chagasi has Américas é anterior a colonizacéo
e, por serem distintas, foram separadas em duas subespécies: L. (L.) infantum
infantum e L. (L.) infantum chagasi (LAINSON; RANGEL, 2005). L. (L.) i. chagasi
tem como vetores pelo menos dois flebotomineos: Lu. (Lu.) longipalpis e Lu. cruzi, e
como hospedeiros silvestres marsupiais do género Didelphis e raposas de duas
espécies descritas, Cerdocyun thous e Lycalopex vetulus (COSTA, 2005; DOS
SANTOS et al., 1998; GONTIJO; MELO, 2004; LAINSON et al., 1990). Porém, em
funcdo das mudancas ocorridas nos ciclos de infeccdo, a introducdo de animais
domésticos nesses ciclos tem sido observada. Caes infectados, mesmo
assintomaticos, tém papel efetivo na transmisséo do parasita como fonte de infec¢cao
(PALATNIK-DE-SOUSA et al., 2001).

As leishmanioses tegumentares e visceral em gatos também tém sido
reportadas em varias partes do mundo, fato que sugere que estes felinos tenham
participacéo nos ciclos da doenca desempenhando o papel de hospedeiro acidental
em centros urbanos (HERVAS et al., 1999; MORSY; ABOU EL SEOUD, 1994;
OZON et al., 1998; PASSOS et al., 1996; POLI et al., 2002; SAVANI et al., 2004).
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1.4 Diagnostico de Leishmanioses

O amplo espectro clinico € um fator que dificulta os processos diagnésticos
das leishmanioses. Contudo, um diagndstico diferenciado, além de promover maior
efichcia no tratamento dessas doencas, discrimina essas patologias de outras,
muitas vezes endémicas nas mesmas areas, de aspectos clinicos semelhantes (por
exemplo, hanseniase, tumores de pele, tuberculose, com sinais clinicos
semelhantes a forma cutanea de leishmaniose, ou maléria e esquistossomose,
semelhantes a forma visceral). Também, a severidade das leishmanioses e suas
respostas as intervencfes terapéuticas mostram-se variaveis, dependendo das
espécies de Leishmania envolvidas na infeccédo e até mesmo dependendo de cepas
diferentes da mesma espécie (REITHINGER; DUJARDIN, 2007). Além disso, a
correta identificacdo dos agentes etioldgicos das leishmanioses é fundamental em
estudos epidemioldgicos, ecoldgicos, clinicos, e farmacoldgicos entre outros.

O diagnéstico clinico das leishmanioses € baseado em critérios
fisiopatoldgicos e em aspectos e localizacdo das lesdes causadas pela doenca. A
forma visceral, por exemplo, tem diagnadstico clinico indicativo em todo individuo com
febre e esplenomegalia, proveniente de area com registros de transmissdo da
doenca. As leishmanioses tegumentares sdo clinicamente diagnosticadas quando
apresentam suas manifestacées classicas: formas cutdnea ou mucosa (MINISTERIO
DA SAUDE, 2006; REITHINGER et al., 2007).

O diagnastico laboratorial das leishmanioses € baseado na demonstracdao da
presenca do agente, ou seja, na busca direta por microscopia, por cultivo de material
biolobgico em meio apropriado para o crescimento do parasita ou pela deteccdo de
biomoléculas do parasita, como acidos nucleicos e proteinas; ou indiretamente, pela

deteccédo de antigenos produzidos pelo hospedeiro contra o parasita.

A metodologia classica empregada na identificacdo de Leishmania inclui
reacdes por anticorpo monoclonal e perfis de isoenzimas (CHANCE; PETERS;
SHCHORY, 1974; MCMAHON-PRATT; BENNETT; DAVID, 1982). Esses métodos
dependem do estabelecimento em cultura de parasitas e se baseiam na expressao
fenotipica das diferentes espécies. O desenvolvimento das técnicas que utilizam

anticorpos monoclonais revolucionou a discriminacdo das espécies do género
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Leishmania (MCMAHON-PRATT; BENNETT; DAVID, 1982). Porém, existem
limitagcdes na producédo de anticorpos e o processo de identificagdo deve incluir certa
variedade de anticorpos distintos para produzir um resultado confidvel. Além disso, a
maioria dos anticorpos empregados reconhece apenas antigenos presentes nas
formas promastigotas do parasita, ndo expressos nas formas amastigotas, o que
torna necessario o estabelecimento de cultura de células (FLOETER-WINTER,
2010). A obtencdo de uma cultura de parasitas originada de material de bi6psia ndo
€ uma tarefa facil. Muitas vezes ocorre a contaminacao da cultura, pela presenca de

outros organismos oportunistas na leséo.

As caracteristicas genéticas estdo codificadas nas moléculas de DNA.
Considerando que todos os organismos tém uma origem comum e, portanto, estao
relacionados entre si, parte da informacéo genética € comum entre varios grupos de
organismos. Contudo, uma parte do genoma compde um perfil especifico, obtido
pela evolucado, caracteristico das diferentes espécies. De uma maneira geral, as
moléculas empregadas como alvos na deteccédo e identificacdo de organismos sao
altamente conservadas entre as diferentes espécies, por terem importante funcéo
biologica e assim, estarem sobre uma alta presséo de selecdo (FLOETER-WINTER,
2010). Tibayrenc e Ayala (1991), propuseram uma teoria de que protozoarios
parasitas se reproduzem essencialmente de forma clonal, o que ndo implica a
auséncia de recombinacbes genéticas, e que as caracteristicas genéticas
individualizadas seriam extremamente aparentadas entre esses o0rganismos.
Regibes do DNA desses organismos podem servir, por iSso, como importantes
marcadores evolutivos, apresentando baixas variacbes em suas estruturas e
permitindo, muitas vezes, a sua discriminacao especifica por meio da exploracdo da

presenca de mutacdes.

A atual disponibilidade de bancos de informacdes biolégicas tais como
sequéncias nucleotidicas originadas do sequenciamento de genomas, sequéncias
preditas de peptideos e acervos de modelos estruturais de proteinas, tem permitido
a escolha de uma grande diversidade de alvos para a deteccdo especifica de
diferentes patdgenos. Diferentes métodos com abordagens moleculares que
exploram caracteristicas especificas do DNA de parasitas tém sido testados para o

diagndstico das leishmanioses. Inicialmente, as analises de padrdes de fragmentos
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gerados por enzimas de restricdo, RFLP (Restriction Fragments Length
Polymorphisms), foram o método que empregou o DNA como alvo de informagéo na
identificacdo de Leishmania e de outros tripanossomatideos (CAMARGO et al.,
1992; DIETRICH et al.,, 1990; MOREL et al.,, 1980). Outro tipo de andlise de
gendtipos explorado foi a construcdo de sondas utilizadas em testes de hibridagao
molecular. Esta técnica foi empregada tanto em estudos discriminatérios entre
espécies fortemente relacionadas como para o diagnéstico de infec¢des (ULIANA et
al., 1991, 1994). A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), que
amplifica por PCR fragmentos com iniciadores aleatorios, também foi uma técnica
adotada para analisar padrdes especificos capazes de discriminar os organismos do
género Leishmania (MACEDO et al., 1992; SCHONIAN et al., 1996). Em funcéo de
inimeras vantagens, o0s testes baseados na técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) s&o as principais ferramentas utilizadas na deteccdo e
identificacdo de Leishmania. Essa metodologia permite, além da utilizacdo de
infimas quantidades de material biologico, a discriminacéo especifica de organismos
pela analise de polimorfismos dos alvos. Diferentes técnicas baseadas em PCR tém
sido empregadas na identificacdo de Leishmania por apresentarem vantagens como
a rapidez e sensibilidade e especificidade altas, quando comparadas as técnicas
convencionais baseadas em microscopia e cultura de células (REITHINGER;
DUJARDIN, 2007).

Diversas sequéncias de DNA tém sido utilizadas como alvo para a
identificacéo especifica de Leishmania, como o DNA do cinetoplasto (kDNA) (LOPEZ
et al., 1993), o DNA ribossdmico (rDNA) (ULIANA et al., 1991,1994), o gene g6épd,
entre outros alvos (CASTILHO; SHAW; FLOETER-WINTER, 2003; CASTILHO et al.,
2008).

O KDNA comp@e cerca de 25% do DNA do parasita e é formado por uma rede
de moléculas circulares concatenadas, 0s maxicirculos e minicirculos. Por
organismo, sdo encontrados entre 10 mil e 20 mil minicirculos com tamanho de 0,5 a
2,5 kb e cerca de 50 maxicirculos de 20 a 35 kb que codificam proteinas
mitocondriais e RNA ribossémico da organela (CORTES et al., 2004; TELLERIA et
al., 2006). Entre os alvos descritos na literatura cientifica, o KDNA esta entre os mais

utilizados no diagnéstico molecular. O elevado numero de cépias do alvo por
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genoma garante alta sensibilidade e constitui a principal vantagem da técnica.
Porém, a acurécia dos ensaios pode ser afetada pela consideravel heterogeneidade
gue as sequéncias de kDNA apresentam (SILVA et al., 2010).

A caracterizagdo de cistrons ribossémicos de diversos tripanossomatideos
viabilizou a descricdo de sondas capazes de identificar alguns organismos. A
principio foi demonstrada a existéncia de polimorfismo nas sequéncias espacadoras
de genes ribossémicos em Trypanosoma (DIETRICH et al., 1990). A caracterizagao
de cistrons ribossdmicos de seis espécies de Leishmania mostrou um padrdo
caracteristico dessas espécies pontuado pela existéncia de um sitio de restricdo
reconhecido pela enzima Pwvull. Esse sitio, presente na sequéncia codificadora do
rRNA 18S ou SSU, foi explorado na construcdo de oligonucleotideos capazes de
identificar o género (ULIANA et al., 1991). Com base em polimorfismos na sequéncia
desse mesmo gene, foram descritas sondas que puderam ser utilizadas na
identificacdo de diferentes grupos de Leishmania (ULIANA et al.,, 1994). O
sequenciamento de amplicons desse segmento génico tem sido empregado na
identificacdo de Leishmania. Dois pontos de mutacdo sao encontrados nas posi¢oes
1714 e 1721 da sequéncia SSU rDNA, séo capazes de discriminar L. (L.) chagasi, L.
(L.) amazonensis e L. (Viannia) spp. Baseados nessa estratégia, diversos trabalhos,
explorando as caracteristicas polimoérficas do SSU rDNA, foram realizados com
abordagens distintas, focando aspectos clinicos, epidemiolégicos, ecoldgicos, entre
outros (AMATO et al., 2009; BACHA et al., 2011; GARCEZ et al., 2009; SAVANI et
al., 2004, 2009; TUON et al., 2007; ULIANA et al., 2000).

Entre as técnicas de identificacdo molecular mais utilizadas, pode-se destacar
as andlises eletroforéticas de isoenzimas, também denominadas zimodemas. A
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) € uma das principais enzimas utilizadas na
identificacdo de Leishmania por analise de zimodemas. O polimorfismo na estrutura
dessas proteinas é reflexo de polimorfismos em nivel génico, o que tornou possivel
o emprego de marcadores moleculares capazes de discriminar e quantificar
Leishmania por PCR convencional e em tempo real (CASTILHO; SHAW; FLOETER-
WINTER, 2003; CASTILHO et al., 2008).

Além desses, outros alvos de DNA descritos na literatura, como os ITSs

presentes no cistron de rDNA (Internal Transcribed Spacers), o gene Hsp70 (Heat
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Shock Protein), o gene cpb (Cysteine Proteinase), entre outros, tém sido explorados
em testes de identificacdo de Leishmania, com base nas caracteristicas polimorficas
do DNA (REITHINGER; DUJARDIN, 2007).

A utilizacdo simultanea de alvos diferentes também tem sido utilizada em
reacdes de PCR convencionais com o objetivo de discriminar os patégenos das
leishmanioses. A combinacdo de oligonucleotideos desenhados a partir da
sequéncia do gene que codifica 0 mini-exon adicionado por trans-splicing a todos os
RNA mensageiros de tripanosomatideos, o SL RNA, foi descrita como capaz de
discriminar, em uma Unica reacdo de PCR, as espécies causadoras da forma
visceral da doenca em um grupo e as espécies responsaveis pela forma tegumentar
da doenca em outros dois grupos, distintos por incluirem espécies dos subgéneros
L. (Leishmania) ou L. (Viannia) (HARRIS et al., 1998; RODRIGUEZ-GONZALEZ et
al., 2006).

A estratégia de combinar mais de um alvo de DNA também tem se mostrado
atil na identificacdo simultdnea de vetores e do parasita contido em seu trato
digestorio em amostras de insetos coletados em campo. Esse tipo de abordagem
permitiu a incriminacéo de diferentes espécies como vetores naturais de Leishmania
spp. com a amplificacdo simultdnea de alvos especificos de insetos e de parasitas
(PITA-PEREIRA et al., 2005, 2008, 2011).

Recentemente alguns trabalhos descreveram a discriminacdo de espécies
causadoras de leishmaniose nos continentes europeu, africano e asiatico pela
aplicacao de analises de HRM (High Resolution Melting), método capaz de detectar
diferencas na composicao nucleotidica de produtos especificos de PCR. Com o uso
dessa técnica, o gene 7SL RNA foi utilizado como alvo capaz de discriminar L.
tropica, L. major e as espécies causadoras da forma visceral em amostras clinicas,
com sensibilidade e especificidade superiores aos testes de detecc¢ao e identificacdo
gue utilizam PCR com os alvos ITS1 e kDNA (NASEREDDIN; JAFFE, 2010). Na
Tunisia, o roedor Ctenodactylus gundi foi incriminado como potencial hospedeiro de
L. tropica com o emprego de testes de HRM capazes de distinguir essa espécie de
L. major, utilizando também como alvo polimorfismos no gene 7SL RNA
(BOUSSLIMI et al., 2012). Polimorfismos de outro alvo, o HASPB (Hydrophilic

Acylated Surface Protein B), foram detectados com o emprego de analises de curvas
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de dissociagdo. A amplificacdo de um fragmento desse gene gerou amplicons com
diferencas detectaveis por HRM em diferentes cepas de L. donovani, de diferentes
regides do leste africano o que permitiu a indicacéo desse gene como potencial alvo
de diagnostico e desenvolvimento de vacinas contra a leishmaniose (ZACKAY et al.,
2013).

A utilizacdo de mutacBes pontuais, insercbes e delecdes de nucleotideos
como alvo na deteccdo de variantes genéticas tem sido aplicada em diversas areas
de pesquisa. Entre as metodologias empregadas para esse fim, além das descritas
acima, a reacdo de ligacdo em cadeia (LCR) é descrita como uma técnica
extremamente sensivel e especifica e foi utilizada em estudos de marcadores
genéticos relacionados ao cancer e na identificagdo de patégenos (WIEDMANN et
al., 1994). Descrita por Barany (1991), a técnica consiste em ciclos térmicos
consecutivos em que uma Taq DNA ligase, termoestavel, catalisa a formacao de
uma ligagao fosfodiéster entre as extremidades 5 e 3’ de dois oligonucleotideos
justapostos que sdo complementares a um DNA alvo. A ligacdo ocorre somente se
os oligonucleotideos séo perfeitamente complementares ao DNA molde. Uma Unica
mutacdo, em que uma substituicdo de bases impeca o perfeito pareamento entre os
oligonucleotideos e o DNA molde, impede a acado da ligase e ndo ocorre a ligacédo
dos fragmentos. Contudo, apesar da descricdo de inUmeras vantagens dessa
técnica, ela ndo é descrita na literatura como ferramenta de deteccéo e identificacao
de Leishmania, e foi testada no presente trabalho em tentativas de discriminar as
espécies L. (L.) amazonensis e L. (L.) chagasi com base em mutacfes pontuais no
gene SSU rDNA.

Para a utilizacdo de uma metodologia para o diagnostico de leishmanioses
em larga escala, caracteristicas como baixo custo, simplicidade operacional e
automatizacdo devem ser consideradas. Nesse contexto, o desenvolvimento de
protocolos robustos de identificacdo desses patégenos se torna indiscutivelmente

relevante.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Com base na diversidade de estratégias encontrada na literatura para o
diagnostico de leishmanioses, este trabalho tem por objetivo principal avaliar a
eficacia de algumas abordagens de deteccdo, quantificacdo e identificacdo de
organismos do género Leishmania, por meio da amplificacéo in vitro de seu DNA por
PCR, e desenvolver um protocolo pratico para o diagnéstico de leishmanioses,
utilizando amostras de DNA gendmico de cepas certificadas de parasitas ou obtidas

de lesbes produzidas experimentalmente.

2.2 Objetivos especificos

Sao objetivos especificos deste trabalho:

) avaliar procedimentos que produzam DNA com qualidade satisfatoria
para ensaios de deteccéo e identificacdo de organismos do género Leishmania,
como métodos de conservacao e de extracdo de DNA de amostras bioldgicas;

1)) avaliar a eficacia de alvos de DNA de Leishmania spp. que permitam
discriminar género, subgéneros e/ou espécies, e determinar a sensibilidade e
especificidade desses alvos na deteccdo e identificacdo dos patdégenos das
leishmanioses brasileiras;

[I)  desenvolver um protocolo robusto capaz de identificar de forma precisa

e relativamente simples espécies de Leishmania utilizando seu DNA como alvo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Organismos

3.1.1 Leishmania spp.

Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269), L.
(V). braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903), L. (L.) chagasi (MCER/BR/1981/M6445),
L. (V.) guyanensis (MHOM/BR/1975/M4147), L. (V.) lainsoni (MHOM/BR/81/M6426),
L. (V.) naiffi (MDAS/BR/1979/M5533) e L. (V.) shawi (MCEB/BR/84/M8408) foram
cultivadas a 25 °C e repicadas semanalmente em meio M199 com sais de Earle;
HEPES (40 mM), pH 7,4; adenina (0,1 mM); hemina (5 mg/L); penicilina (4550
U/mL); estreptomicina (0,05 mg/mL); soro fetal bovino (10%).

3.1.2 Camundongos

Camundongos BALB/c foram criados e mantidos no biotério do Departamento
de Fisiologia do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo sob
condicdes preconizadas pelo Comité de Etica do instituto. Todos os procedimentos
realizados com os animais foram autorizados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais — CEUA - do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo, protocolo n°® 145 de 20/10/2011.

3.1.3 Bactérias

Bactérias Escherichia coli SURE ™ (Stratagene, La Jolla, Califérnia, EUA)
foram cultivadas em meio SOB (triptona 2%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 8,56
mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM), a 37 °C. Para o preparo de meio semi-sélido, foi
adicionado agar para a concentracdo final de 1,5%. Para a selecdo de bactérias

transformadas se utilizou o antibidtico ampicilina a 100 pg/mL.
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3.2 Infecgéo experimental de camundongos por Leishmania spp.

Infeccbes experimentais in vivo por cepas-referéncia de Leishmania spp. em
camundongos BALB/c foram realizadas para produzir amostras para a extracdo de
DNA. Essas amostras foram entdo preparadas variando-se 0 meio de
acondicionamento do tecido e método de extracdo de DNA. Cerca de 1,0 x 10°
promastigotas em fase estacionaria de L. (L.) amazonensis ou L. (V.) braziliensis
foram inoculadas por injecdo intradérmica na regido dorsal da pata posterior
esquerda de 10 camundongos por espécie de parasita. Aos 45 dias de infeccdo os
animais foram sacrificados em camara de CO;, e o tegumento da regido dorsal da
pata inoculada foi removido de todos os camundongos infectados e acondicionados

em solucdes de conservacéao para posterior extracdo de DNA.

3.3 Coleta e tratamento de amostras obtidas de infecg&o experimental

Os fragmentos de pele coletados de animais infectados experimentalmente
foram acondicionados em trés solucdes diferentes. Os tecidos foram imersos em 1
mL de PBS (NaCl 150 mM e Naz;HPO,4 50 mM, pH 7.4); NET (NaCl 150 mM; EDTA
50 mM e Tris 100 mM, pH 7,4) ou etanol 70% e mantidos a 4 °C. Passados sete dias
da coleta, cada amostra foi centrifugada a 3000 x g e 0 sobrenadante foi descartado.
Os tecidos drenados foram entdo processados de acordo com diferentes protocolos

de purificacdo de DNA gendmico.
3.4 Extracdo de DNA genémico

3.4.1 Extracdo de DNA gendmico de Leishmania spp. em cultura - adaptado de
Miller, Dykes e Polesky (1988)

Formas promastigotas de cada espécie estudada de Leishmania spp. foram
coletadas de 50 mL de cultura em fase estacionaria por centrifugacédo a 3000 x g por
10 minutos a temperatura ambiente, lavadas uma vez com PBS e novamente
coletadas. As células foram ressuspensas em 6 mL de tampéao de lise (Tris-HCI 10
mM, NaCl 400 mM, EDTA 2 mM, pH7,4) e lisadas pela adicdo de 600 pL de SDS a



35

10%. ApGs a digestdo com 1 mg de proteinase K a 37 °C overnight, 2 mL de solugéo
saturada de NaCl foram adicionados, o lisado foi vigorosamente agitado por 15
segundos e centrifugado a 3000 x g por 15 minutos a temperatura ambiente para
remocdo do extrato protéico precipitado. Ao sobrenadante recuperado foram
adicionados 2 volumes de etanol absoluto gelado e o DNA precipitado foi transferido,
com auxilio de uma ponteira descartavel estéril, para um microtubo contendo 1 mL
de etanol 70%, drenado e seco a temperatura ambiente. O DNA purificado foi
ressuspenso em 1 mL de TE e teve a concentracdo e a pureza determinadas por
espectrofotometria no equipamento GeneQuant pro (Amersham

Biosciences,Freiburg, Baden-Wurttemberg, Alemanha).

3.4.2 Extracdo de DNA gendmico de tecidos obtidos de infeccédo experimental

3421 Lise celular de tecidos de camundongos

Os tecidos obtidos como descrito na secao 3.2 foram lisados com tampéao de
lise de tecidos ATL (Qiagen, Hilden, North Rhine-Westphalia, Alemanha) de acordo
com o manual de procedimentos do produto. Apos serem lavadas com PBS, as
amostras foram imersas em 630 pL de ATL, maceradas com um pistilo e digeridas
com 1400 ug de proteinase K a 56 °C por 3 horas, num volume final de 700 uL, com
agitacdo em vortex de 1 em 1 hora. Apos a digestdo cada lisado foi dividido em trés
aliquotas de 200 pL que foram submetidas a trés diferentes processos de extracao
de DNA.

3.4.2.2 Extracdo de DNA gendémico com kit comercial

Apés digestdo com proteinase K, as amostras foram processadas de acordo
com o manual do kit comercial de extracdo de DNA DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen). O processo consistiu na adicdo de etanol aos lisados, que foram
posteriormente submetidos a uma centrifugacdo em coluna de silica onde o DNA é
retido. A coluna foi entdo lavada duas vezes em tampdes alcodlicos e o DNA eluido
em um volume final de 200 uL de TE (Tris 20 mM, EDTA 1 mM; pH 7.4).
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3.4.2.3 Extracdo organica de DNA gendmico com fenol-cloroférmio - adaptado
de Uliana et. al. (1991)

As amostras lisadas foram submetidas a trés extragcdes organicas, uma pela
adicédo de igual volume de fenol tamponado com Tris, pH 8,0, outra pela adicao de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e outra pela adi¢cdo de igual volume de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), seguidas de centrifugac6es de 20000 x g por 5
minutos a temperatura ambiente. O contetdo de &cidos nucleicos presente na fase
aquosa das separacgOes foi precipitado pela adicdo de 0,1 volume de acetato de
sédio 3M (pH 7,0) e dois volumes de etanol absoluto com centrifugacao de 20000 x
g por 10 minutos a 4 °C. O DNA precipitado foi entdo lavado com 1 mL de etanol

70%, seco e ressuspenso em 200 uL de TE.

3424 Extracdo de DNA gendmico por precipitacdo proteica por salting-out
(SODE - Salting Out Deproteination Extraction) - adaptado de
Rotureau, Gego e Carme (2005)

Aos 200 pL de lisado foram adicionados 80 puL de NaCl saturado sob forte
agitacdo em vortex. As amostras foram centrifugadas a 20000 x g por 5 minutos a
temperatura ambiente. O DNA contido no sobrenadante foi precipitado pela adicao
de 560 pL de etanol absoluto e centrifugacdo de 20000 x g por 10 minutos a 4 °C. O
acido nucleico precipitado foi entdo lavado com 1 mL de etanol 70%, seco e

ressuspenso em 200 uL de TE.

3.5 Testes de deteccéo, quantificacdo e identificagcédo de Leishmania spp.

3.5.1 Oligonucleotideos

As sequéncias dos oligonucleotideos utilizados como iniciadores ou como

sondas de identificacdo, assim como 0s ensaios em que foram utilizados e as

referéncias bibliograficas em que foram descritos estao listados na Tabela I.
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3.5.2 ReacgOes em cadeia da polimerase (PCR)

As reacdes convencionais de polimerizagdo em cadeia foram realizadas com
o kit TopTaq Master Mix (Qiagen), com 1X Master Mix, que contém dNTPs e Top
Taq DNA Polimerase, 0,2 uM de cada oligonucleotideo e 50 ng de DNA molde, ou
0,25 L de produto de PCR para as reag0es nested. Cada reacao foi submetida a 40
ciclos, ou 30 ciclos para as reacdes de nested PCR, que incluiam passos de
desnaturacdo do DNA molde a 94 °C por 1 min, associacdo dos oligonucleotideos
por 1 min a temperaturas distintas para cada par (Tabela Il) e extensdo a 72 °C por
30 s. Os produtos gerados foram entdo fracionados por eletroforese em gel de
agarose a 2% em tampao TAE corado com brometo de etideo, visualizado sob luz
ultravioleta no transiluminador TFX-20M (Life Technologies, Carlsbad, California,
EUA) e fotografado no fotodocumentador LAB-020 (LabTrade do Brasil, Cotia, Sao

Paulo, Brasil).

3.5.3 PCR guantitativa em tempo real (qQPCR)

3.5.3.1 Clonagem de fragmentos de DNA

35311 Vetor de clonagem

Para a clonagem dos fragmentos amplificados por PCR do gene gapd e da
regido SSU rDNA, utilizados nas reacfes de PCR em tempo real, foi utilizado o vetor
de clonagem pGEM-T Easy Vector (Promega, Heidelberg, Baden-Wirttemberg,
Alemanha), de 3015 pb, que possui 0 gene de resisténcia a ampicilina e o da B-

galactosidase, origem de replicacdo e multiplos sitios de clonagem.

3.5.3.1.2 Ligacdo de fragmentos de DNA

Os produtos de PCR foram purificados e ligados ao vetor com T4 DNA ligase

de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante do kit de clonagem pGEM-

T Easy vector System | (Promega).
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Tabela 1 — Oligonucleotideos e sondas utilizados nos testes de deteccdo, quantificacdo e
identificacdo de Leishmania spp. Referéncias: (a) Uliana et. al. (1994); (b) Savani et al. (2009); (c)
Castilho et. al. (2008); (d) Castilho, Shaw e Floeter-Winter (2003); (e) Lopez et al. (1993).

Oligonucleotideo

Sequéncia 5’ — 3’

Ensaios de utilizagéo

S42
S12°2
S17°

s18°

S19
G6PD-LLF ©
G6PD-LLR °
G6PD-LVF®©
G6PD-LVR®
G6PD-ISVC*
G6PD-ISVA®
MP1L ©
MP3H ©
GAPD-F2
GAPD-R2
Sonda S1

Sonda S2/6

Sonda S3

Sonda S4/8

Sonda S5

Sonda S7

T7
SP6

GATCCAGCTGCAGGTTCACC
GGTTGATTCCGTCAACGGAC
CCAAGCTGCCCAGTAGAAT

TCGGGCGGATAAAACACC

GAATTCGACCGAATGCGGCC
CTTGTTGCCTCCGGCTAC
GGCCATGTAAGCATCCTCAT
TTGATCACTGGTACATGCATTAAG
CTCGTCCAGAATGCAGCAC
ATCACAATGATGGTCAACGCAC
GTCGGTTATCCTATTCGGGTC
TACTCCCCGACATGCCTCTG
GAACGGGGTTTCTGTATGC
GCCCAGAACATCATCCCTG
GGAACACGGAAGGCCATG
PTCTATGGGCAATTCTGAATTCTACT
GGGCACCCTATAGTGAGTCGTATTA
ATTTAGGTGACACTATAGCGTTGGGT
AAAACCCGCCGATGAGTTTGCTAT
TAATACGACTCACTATAGGGTGCCC
AGTAGAATTCAGAATTGCCCATAGA
PpATAGCAAACTCATCGGCGGGTTTTA
CCCAACGCTATAGTGTCACCTAAAT
PCCTATGGGCAATTCTGAATTCTACTG
GGCACCCTATAGTGAGTCGTATTA
TAATACGACTACCTATAGGGTGCCCA
GTAGAATTCAGAATTGCCCATAGG
TAATACGACTCACTATAGGG
ATTTAGGTGACACTATAG

nested PCR
PCR/qPCR/HRM
nested PCR/PCR
multiplex
nested PCR/PCR
multiplex
PCR/qQPCR/HRM
HRM
HRM
PCR/HRM
PCR/HRM
PCR multiplex
PCR multiplex
PCR
PCR
PCR multiplex/qPCR
PCR multiplex/qgPCR
LCR

LCR

LCR

LCR

LCR

LCR

LCR/sequenciamento

LCR/sequenciamento
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Tabela 2 — Pares de oligonucleotideos utilizados nos ensaios de PCR convencional, qPCR e
HRM.

Par de oligonucleotideos Temperatura de associacao Tamanho do
(°C) amplicon (pb)
S4-S12 55 °C 540
S17 -S18 60 °C 440
S12 - S19 60 °C 116
G6PD-LLF - G6PD-LLR 60 °C 101
G6PD-LVF — G6PD-LVR 65 °C 101
G6PD-ISVC — G6PD-ISVA 60 °C 336
MP1L — MP3H 60 °C 70
GAPD-F2 — GAPD-R2 60 °C 100

3.5.3.13 Preparo de bactérias competentes e transformacdo bacteriana

Seguindo o protocolo decrito por Sambrook et al. (1989), as bactérias
termocompetentes foram preparadas com CaCl, e transformadas por choque

térmico a 42 °C.

3.53.14 Determinacado das sequéncias nucleotidicas dos fragmentos de DNA

O sequenciamento de DNA foi realizado a partir de uma adaptacédo do protocolo de
Sanger e Coulson (SANGER; COULSON, 1975). As reacdes foram feitas com
BigDye®Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Warrington,
Cheshire, Reino Unido), de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante.
Os produtos das reacdes foram entdo enviados ao Servico de Sequenciamento de
DNA do Instituto de Quimica da USP onde foram fracionados e analisados pela
Plataforma ABI 3130 XL de 16 capilares (Life Technologies).
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3.5.3.2 Preparacao de curvas de calibragéo

Para determinar a quantidade de cOpias de genoma do hospedeiro fez-se
inicialmente uma curva padrao, amplificando um fragmento do gene que codifica a
enzima GAPD de mamiferos utilizando os iniciadores GAPD-F2 e GAPD-R2 (Tabela
), comuns a uma vasta gama de espécies de mamiferos. Os produtos de PCR
gerados com esses iniciadores foram clonados em pGEM-T Easy Vector (Promega),
sequenciados e alinhados para a confirmacgédo da sequéncia. Um clone selecionado
foi linearizado com enzima de restricdo Scal, o DNA foi purificado por eletroforese
em gel de agarose, quantificado e utilizado como como molde nas curvas-padréo
dos testes de quantificacdo de DNA do hospedeiro por PCR em tempo real. Da
mesma forma, DNA de clones contendo um fragmento gerado pelos iniciadores S12
e S19, que corresponde a parte da sequéncia do gene SSU rDNA de L. (L.
amazonensis ou L. (V.) braziliensis, foram linearizados, quantificados e utilizados
como molde para a amplificacdo nas curvas-padréo dos testes de qPCR desse alvo.
A concentracdo das solucdes estoque para cada alvo a ser utilizado nas curvas
padrdo foi calculada para 10*° cépias/5 pL levando em consideracéo o tamanho de
cada plasmideo. A partir dessa solucao inicial, foram feitas diluicbes seriadas para

os pontos da curva de calibracéo indo de 10%a 10 cépias do alvo.

3.5.3.3 Ensaios de quantificacdo de DNA alvo

As reacdes de amplificacdo para quantificacdo relativa (QPCR) de parasitas
nas amostras foram realizadas no equipamento PikoReal 96 Real-Time PCR System
(ThermoScientific, Waltham, Massachusetts, EUA). Cada reacéao foi realizada com o
kit Maxima SYBR Green/ROXgPCR Master Mix (ThermoScientific) em um volume
final de 20 uL, com 0,3 uM de cada oligonucleotideo e 50 ng de DNA total como
molde. O protocolo de termociclagem incluiu um passo inicial de desnaturacédo de 94
°C por 5 min; 40 ciclos que incluiram um passo de desnaturacdo de 94 °C por 30 s e
um passo de associacdo e extensdo de 60 °C por 30 s. Os sinais de fluorescéncia

foram captados ao final de cada passo de extensdo. Ao final de cada teste, uma
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curva de dissociagao foi programada, com aquisicdo dos sinais de fluorescéncia a
cada 0,5 °C entre 60 e 95 °C.

O numero de cépias de cada alvo nas amostras experimentais foi calculado
por interpolagéo a partir da curva padréo obtida para cada ensaio de gPCR como
descrito na se¢éo 3.5.3.2.

3.5.4 Reacdao de ligacdo em cadeia (LCR)

3.54.1 Fosforilacdo de oligonucleotideos

Os oliginucleotideos S1, S4/8 e S5, utilizados como sondas nas reacdes de
LCR, tiveram suas extremidades 5’ fosforiladas pela acao catalitica da enzima T4
polinucleotideo quinase (Life Technologies). Para isso, 5 pmols de cada uma das
sondas foram utilizados com substrato em rea¢des com volume final de 25 pL, ATP
1 uM e Buffer Forward 1X. Apos incubacao por 1 hora a 37 °C, a enzima foi inativada
a 65 °C por 10 min.

3.5.4.2 Reacao de ligacdo em cadeia

As reacdes de ligacdo em cadeia foram realizadas no equipamento Master
Cycler Gradient (Eppendorf, Hamburg, Alemanha). Cada reacéao foi realizada em um
volume final de 25 pL, com 1X Taqg DNA ligase buffer, 12,5 U de Taq DNA ligase
(New England Biolabs, Beverley, Massachusetts, EUA), 0,02 uM de cada sonda e
10° cépias do amplicon gerado pelos oligonucleotideos S12 e S19 clonados em
pGEM-T Easy Vector, produzidas como descrito na secao 3.5.3.1. O protocolo de
termociclagem consistiu em 30 ciclos de 2 min a 94 °C para desnaturacdo e 5 min a

65 °C para associacéo e ligacao das sondas.
3.5.4.3 Detecc¢éao dos produtos de LCR por PCR em tempo real
Dois microlitros de cada produto de LCR gerado como descrito acima foram

utilizados como molde em reagdes de PCR em tempo real com o kit Maxima SYBR

Green/ROXgPCR Master Mix (ThermoScientific) em um volume final de 20 uL, com
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0,3 UM de cada um dos oligonucleotideos T7 e SP6 (Tabela I). O protocolo de
termociclagem incluiu um passo de desnaturagédo de 94 °C por 5 min; 40 ciclos
incluindo passos de desnaturacédo a 94 °C por 30 s, associagdo dos iniciadores a
55°C por 30 s e extensdo a 72 °C por 30 s. Os sinais de fluorescéncia foram
captados ao final de cada passo de extens&o. Ao final de cada teste, uma curva de
dissociacgéo foi programada, com aquisi¢do dos sinais de fluorescéncia a cada 0,5 °C
entre 60 e 95°C.

3.5.5 Andlise de dissociacdo em alta resolugdo (HRM)

Os testes de HRM foram realizados ao final de cada reagcdo de PCR em
tempo real que utilizaram como iniciadores os pares de oligonucleotideos S12 e S19
para os ensaios com o0 alvo SSU rDNA ou LLF, LLR, LVF e LVR para 0s ensaios
com o alvo g6pd (Tabela I). O protocolo de programacdo para as curvas de
dissociacao estabeleceu a captacdo de fluorescéncia a cada acréscimo de 0,2 °C,
com manutencdo de 10 s a cada acréscimo de temperatura. Os dados brutos de
fluorescéncia (RFU) e a primeira derivada foram obtidas pelo proprio software de

amplificacdo do equipamento PikoReal 96.

3.6 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism

v.6.02, utilizando o teste t de Student.
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4 RESULTADOS

4.1 Determinacdo das melhores estratégias de acondicionamento de
amostras biolégicas e extracdo de DNA para a detec¢cdo do parasita por
PCR quantitativa

Para se determinar a melhor op¢do de acondicionamento das amostras,
anterior aos procedimentos de extracdo de DNA, os fragmentos de tecidos com
cerca de 1 a 3 mm?, coletados de camundongos experimentalmente infectados com
L. (L.) amazonensis ou L. (V.) braziliensis, foram imersos em trés solugdes distintas:
PBS, NET ou etanol 70% e mantidos a 4 °C por sete dias. Essas amostras foram
entdo maceradas, lisadas com SDS, digeridas com proteinase K e cada lisado foi
aliquotado em trés partes iguais. Cada uma das aliquotas passou por um método de
extracdo de DNA diferente: extracdo organica com fenol:.cloroférmio; ou purificacéo
de DNA por precipitacdo de proteinas por salting-out (SODE - Salting Out
Deproteination Extraction); ou utilizacado de kit comercial (DNeasy® Blood & Tissue
kit (Qiagen)), como descrito na secédo 3.4.2.

As concentracOes de DNA obtido, pelos trés métodos utilizados, das amostras
submetidas aos trés protocolos de acondicionamento, estdo apresentadas na Tabela
[ll, assim como as respectivas razdes dos valores de absorbancia A260/A280.

A utilizacdo do kit comercial no processo de purificacdo de DNA rendeu, em
todas as amostras, aproximadamente metade da quantidade de DNA obtida pelos
outros dois métodos de extracdo. As extracdes de DNA das amostras geradas pela
infeccdo experimental com L. (L.) amazonensis tratadas com etanol 70% tiveram
rendimento maior do que as submetidas aos outros processos de conservacdo. Os
diferentes processos de conservacdo de amostras ndo promoveram diferencas
acentuadas com relacdo ao rendimento e a pureza dos processos de extracdo de
DNA.
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Tabela 3 — Quantificagdo espectrofotométrica de DNA extraido de lesdes cuténeas geradas por
infeccdo experimental de camundongos BALB/c por L. (L.) amazonensis ou L. (V.) braziliensis.

AMOSTRA ACONDICIONAMENTO | EXTRACAO | [DNA] (ng/uL) | A260/A280
Dneasy 58,6 +5,5 1,9
PBS ¢:CHCl; 108,6 + 3,8 2,0
SODE 119,5+0,4 2,0
Dneasy 25,5+2,0 1,9
Lesdo - L. (L.) amazonensis NET ¢:CHCl; 59,0+ 15,6 2,0
SODE 55,8+ 11,6 2,0
Dneasy 145,2 £ 13,7 1,9
Etanol 70% ¢:CHCl; 263,6 £+112,6 1,9
SODE 341,1+100,3 1,9
Dneasy 14,01 £0,6 2,1
PBS ¢:CHCl3 33,7+5,7 2,2
SODE 37,5%5,2 2,3
Dneasy 8,9+0,9 2,0
Lesdo - L. (V.) braziliensis NET ¢:CHCl3 27,0+ 7,4 2,2
SODE 22,5+0,5 2,1
Dneasy 12,3+2,0 2,1
Etanol 70% ¢:CHCl3 34,0+ 3,9 2,1
SODE 39,1+6,4 2,1

Apesar das razdes que determinam a pureza da preparagdo estarem

satisfatorias, para determinar a qualidade do DNA obtido dos tecidos submetidos as

diversas condicbes de acondicionamento e extracdo em testes de amplificacdo por

PCR, foi realizada uma qPCR com o objetivo inicial de se quantificar o gene gapd do

hospedeiro em 50 ng de DNA de cada amostra. A Figura 1 mostra os dados obtidos

da quantificacdo do numero de coépias de gapd em cada amostra submetida as

diferentes condi¢Bes de acondicionamento e extracdes de DNA.
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Figura 1 — Quantificacdo do alvo gapd do hospedeiro em 50 ng de DNA obtido de amostras de
tecidos de camundongos infectados com L. (L.) amazonensis e L. (V. braziliensis.
Quantificacdo por PCR em tempo real de DNA alvo em amostras submetidas a diferentes meios de
acondicionamento (A) e métodos de extracdo de DNA (B). *Valores de p: NET X PBS p = 0,0080;
Etanol 70% X PBS p = 0,0001; Etanol 70% X NET p < 0,0001.

As amostras inicialmente mantidas em NET, tanto nas lesées causadas por L.
(L.) amazonensis quanto por L. (V.) braziliensis, geraram DNA molde capaz de
produzir mais amplicons do que as amostras submetidas aos outros protocolos de
acondicionamento quando o DNA-alvo era o gene gapd do hospedeiro. Ja o0 DNA
purificado dos tecidos mantidos em etanol foi menos eficaz em relacdo ao namero
de cépias do alvo detectadas. No entanto, a quantificacdo de gapd ndo apresentou
diferencas significativas nas amostras processadas pelos diferentes métodos de

extracdo de DNA aplicados.

A quantificacdo de DNA-alvo do parasita também foi realizada nas amostras
de lesBes geradas por infeccdo experimental com o objetivo de avaliar 0os processos
de acondicionamento e purificacdo de DNA genémico. Para isso, a amplificacdo por
gPCR de um fragmento do gene SSU rDNA de Leishmania foi realizada como

descrito na sec¢éo 3.5.3.

Apesar de as infec¢des experimentais mimetizarem a forma tegumentar da
doenca, as espécies de parasitas envolvidas acometem o hospedeiro de formas
distintas. As lesGes causadas por L. (L.) amazonensis se mostraram claramente
mais evidentes e maiores do que as causadas por L. (V.) braziliensis e a

determinacdo da carga parasitaria nessas lesoes refletiu essa diferenca (Figura 2).
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Figura 2 — Quantificagdo do alvo SSU rDNA do parasita no DNA obtido de amostras de lesdes
cutaneas de camundongos infectados experimentalmente. Quantificagdo por PCR em tempo real
de DNA alvo em amostras submetidas a diferentes condicdes de acondicionamento (A) e métodos de
extracdo de DNA (B). La: infecc¢do por L. (L.) amazonensis; Lb: infec¢do por L. (V.) braziliensis.

Por apresentarem perfis distintos de infeccdo com relacdo a carga parasitaria,
as analises de quantificacdo do DNA do parasita nas amostras de infeccéo
experimental por L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis foram realizadas

separadamente.

Na infeccdo por L. (L.) amazonensis, o DNA obtido dos tecidos com as
lesdes, mantidos em etanol 70% ou NET produziu um namero de amplicons do SSU
rDNA significativamente maior do que os obtidos pelo tratamento com PBS (Figura
3A). O DNA obtido de lesBes causadas por L. (V.) braziliensis também produziu
guantidade significativamente maior de amplicons de SSU rDNA quando os tecidos
foram submetidos ao tratamento com etanol 70% e, apesar de gerar amostras que
se mostraram negativas ao teste, o tratamento com NET gerou amostras que
também amplificaram um nimero maior de cépias do DNA alvo (Figura 3B). A
guantificacdo desse alvo ndo mostrou diferencas significativas nas amostras
processadas pelos diferentes métodos de purificacdo de DNA aplicados nos tecidos
de infeccdo experimental tanto por L. (L.) amazonensis quanto por L. (V.) braziliensis
(Figura 3C e 3D).
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Figura 3 — Quantificacdo do alvo SSU rDNA do parasita no DNA obtido de amostras de tecidos
de camundongos infectados experimentalmente com L. (L.) amazonensis ou L. (V)
braziliensis. Quantificacdo por PCR em tempo real de DNA alvo em amostras submetidas a
diferentes condi¢Bes de acondicionamento (A e B) e métodos de extracdo de DNA (C e D). *Valores
de p: A: NET X PBS p = 0,006; Etanol 70% X PBS p = 0,0002; B: Etanol 70% X PBS p < 0.068.

4.2 Determinacado do melhor alvo de DNA para deteccado do parasita por PCR

convencional

Trés alvos de DNA foram utilizados em testes de deteccdo por PCR
convencional de L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis em amostras de DNA
genbmico de cepas certificadas dessas espécies na presenca ou ndo de DNA
genémico camundongo. Os iniciadores foram baseados nas sequéncias dos genes
SSU rDNA e g6pd e na sequéncia do KDNA (Tabela Il). Esses pares de iniciadores
amplificam fragmentos de 116, 101 e 70 pb, respectivamente.

Na figura 4A pode ser visto que 0s ensaios com 0s oligonucleotideos S12 e
S19, derivados da sequéncia do gene SSU rDNA, permitiram a detecgéo de L. (L.)

amazonensis a partir de 50 fg de DNA gendémico do parasita na presenca ou ndo de
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50 ng de DNA do hospedeiro mamifero. A sensibilidade foi menor para os testes que
utilizaram os oligonucleotideos G6PD-LLF e G6PD-LLR que amplificam um
fragmento do gene g6pd de L. (L.) amazonensis, detectando o parasita apenas
guando 50 pg do DNA do parasita foram utilizados como molde (Figura 4B).

A utilizacdo de oligonucleotideos derivados da sequéncia de kKDNA permitiu a
deteccédo de L. (V.) braziliensis quando 500 ag de DNA gendmico do parasita foram
utilizados como molde. Porém, na presenca de DNA gendmico de camundongo, a
amplificacdo de fragmentos inespecificos de DNA foi observada, quando a
guantidade de DNA do parasita foi menor que 50 fg (Figura 4F).

} —4
=

DNA Leishmania + DNA BALB/c

Lo & H €N M
) = Q0
LSS S o

DNA Leishmania + DNA BALB/c

Figura 4. Ensaio de sensibilidade em PCR com diferentes alvos de DNA. Eletroforese em gel de
agarose com os produtos de amplificacdo de diferentes alvos de DNA por PCR convencional para a
deteccdo de parasitas em amostras com concentracdes variadas de DNA purificado de Leishmania
spp. em cultura (A,B,C) e em misturas com concentracdes variadas do DNA do parasita adicionado a
50 ng de DNA de hospedeiro BALB/c (D, E, F). Fragmentos gerados a partir do alvo SSU rDNA (A,D),
g6pd (B,E) ou kDNA (C,F). M: 100 bp DNA Ladder (Fermentas).
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4.3 Desenvolvimento de estratégias para deteccdo e identificacdo de
parasitas por PCR convencional

4.3.1 Nested PCR

Com o objetivo de otimizar a sensibilidade da deteccdo de SSU rDNA de
Leishmania foi aplicada a metodologia de nested PCR, que emprega uma segunda
etapa de amplificacdo com um par de oliginucleotideos internos a sequéncia do
produto gerado numa primeira amplificacdo. Para isso foram utilizados os
oligonucleotideos S4 e S12, especificos para as espécies da familia
Trypanosomatidae, para a amplificacdo de um fragmento de 540 pb que foi utilizado
como molde na segunda etapa para a amplificacdo de um fragmento de 440 pb
pelos oligonucleotideos S17 e S18, especificos para o género Leishmania. A figura 5

ilustra a estratégia utilizada.

S12 s4
PCR
540 pb i
é b
$17 518
Nested PCR
440 pb v

Figura 5. Esquema da estratégia utilizada na otimizacao de sensibilidade na deteccdo de DNA
de Leishmania por PCR. Em uma primeira rea¢éo, o par de oligonucleotideos S4 e S12 amplifica um
fragmento de 540 pb que serve de molde para uma segunda reacdo de PCR, onde um fragmento de
440 pb é amplificado com o par de oligonucleotideos S17-S18.

A aplicacdo dessa estratégia permitiu a deteccdo L. (L.) amazonensis em
amostras com quantidades de DNA gendmico equivalentes a 10 ag, 0 que aumentou

a sensibilidade do teste de PCR, utilizando esse alvo, em 100 mil vezes (figura 6).
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Figura 6. Teste de sensibilidade de testes de PCR e nested PCR com o0 alvo SSU rDNA.
Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR gerados pelos oligonucleotideos externos S4 e
S12, numa primeira reacdo de PCR (A); Os produtos da primeira reacao foram utilizados como molde
em uma segunda reacdo com os oligonucleotideos S17 e S18 em diluicdes de 1000 vezes (B) e 100
vezes (C); CN: controle negativo das reacdes.

4.3.2 PCR Multiplex

Com o objetivo de se obter mais de uma informacdo sobre a identidade de
parasitas em uma Unica reacdo de PCR, o DNA genbmico de culturas de
promastigotas de L. (L.) amazonensis, L. (L.) chagasi, L. (V.) braziliensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) naiffi, L. (V.) lainsoni, L. (V.) shawi (agentes causadores das
leishmanioses encontradas no territorio nacional) e de L. (S.) adleri, L. (S.)
hoogstraali, L. (S.) tarentolae, Trypanosoma brucei, T. cruzi e Crithidia fasciculata foi
misturado com DNA humano. A mistura foi entdo submetida a um protocolo de PCR
com um par de iniciadores que amplifica um fragmento de 440 pb do gene SSU
rDNA (S17 e S18), especifico para todas as espécies do género Leishmania, um par
gue amplifica um segmento com cerca de 330 pb do gene g6pd (G6PD-ISVC e
G6PD-ISVA), especifico para DNA das espécies pertencentes ao sub-género L.
(Viannia) e um terceiro par que amplifica um segmento de 100 pb do gene gapd

(GAPD-F2 e GAPD-R2), baseado na sequéncia do gene que codifica a enzima
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gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase de mamiferos. A utilizacdo do DNA de
mamifero tem por objetivo ter o controle positivo da reacdo de PCR, mesmo que o
DNA do parasita resulte negativo e também permitir normalizar o resultado por DNA
de mamifero.

Foi possivel observar que, como esperado, as amostras ensaiadas contendo
DNA de Leishmania (Leishmania) spp. foram identificadas pela presenca de apenas
uma banda, de 440 pb, enquanto as amostras com DNA de L. (Viannia) spp.
geraram fragmentos de DNA de dois tamanhos distintos, correspondentes a 440 e ~
330 pb, correspondendo a amplificacdo dos dois alvos. Os DNAs de T. brucei, T.
cruzi e C. fasciculata foram utilizados como controles negativos, ndo gerando
bandas especificas de amplificacdo. Como todas as amostras foram misturadas a
uma quantidade fixa de DNA humano (45 ng de DNA humano + 5 ng de DNA de
cada parasita por reacdo), também como esperado, geraram a banda de 100 pb que
pode indicar a presenca de DNA amplificavel em amostras testes (Figura 7).

Figura 7 — Ensaio de PCR multiplex de detec¢do de Leishmania e identificacdo de subgénero
do parasita. Eletroforese dos produtos de PCR gerados com oligonucleotideos especificos para DNA
de espécies do género Leishmania (fragmentos de ~ 440 pb — seta A), oligonucleotideos especificos
para DNA de espécies do sub-género Leishmania (Viannia) (fragmentos de ~ 330 pb — seta B) e
oligonucleotideos especificos para DNA de mamifero (fragmentos de 100 pb — seta C). M: 100 bp
DNA Ladder (Fermentas); Lam: L. (L.) amazonensis; Lbr: L. (V.) braziliensis; Lch: L. (L.) chagasi; Lgu:
L. (V.). guyanensis; Lla: L. (V.) lainsoni; Lna: L. (V.) naifi; Lsh: L. (V.) shawi; Lad: L. (S.) adleri; Lho: L.
(S.) hoogstraali; Lta: L. (S.) tarentolae; Tbr: T. brucei; Tcr: T. cruzi; Cfa: C. fasciculata, Hsa: DNA
humano; CN: controle negativo.
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4.4 Desenvolvimento de protocolos para a identificacdo de parasitas

4.4.1 Reacao de ligacdo em cadeia (LCR)

Na tentativa de desenvolver um ensaio para a deteccdo de mutagdes pontuais
presentes no SSU rDNA, que séo capazes de discriminar as espécies L. (L.)
amazonensis e L. (L.) chagasi, foram realizados ensaios de LCR com DNA de
cepas-referéncia dessas espécies, utilizando como alvo a mutacédo na posicéo 1721
do gene SSU rDNA, que codifica a subunidade 18S do ribossomo de Leishmania
(Figura 10B). A existéncia se sequéncias-ancora permitiram a deteccao por PCR em
tempo real dos produtos de ligagcdo. A figura 8 esquematiza a estratégia utilizada.

Os primeiros testes, com a utilizacdo de um par de sondas adjacentes,
complementares a uma das fitas de DNA onde ocorre a mutagao pontual em L. (L.)
amazonensis, mostraram a deteccéo especifica de L. (L.) amazonensis, porém em
ciclos tardios da PCR em tempo real, indicando uma baixa eficiéncia na etapa de
LCR (Figura 9).

ALVO COMPLEMENTAR ALVO NAO COMPLEMENTAR
Leish ia(L) Outras espécies de Leishmania
i | ]

\ / o
Tag DNA Taq DNA
Ligase llgase
==
(.—

Taq DNA Tag DNA
Pohmerase Polimerase

=*_.'[—_

Figura 8. Esquema da estratégia utilizada para os ensaios de LCR. Foram desenhados
oligonucleotideos que contém, além de uma sequéncia-ancora, a regido polimérfica do SSU rDNA
gue compreende uma mutagéo pontual capaz de discriminar L. (L.) amazonensis das outras espécies
brasileiras (Uliana, 1991) , permitindo uma amplificacdo do produto de ligacdo por PCR em tempo
real.

II ll\
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Figura 9 — Gréfico de amplificacdo de PCR em tempo real precedida de LCR. Seta azul:
amplificacdo especifica de fragmento de DNA de L. (L.) amazonensis; Seta verde: auséncia de
amplificacdo nas amostras de DNA das espécies L. (L.) chagasi e L. (V.) braziliensis.

Tentativas utilizando diferentes condicbes de LCR foram testadas para
obtencdo de melhores sensibilidade e especificidade. Para isso, reacdes de LCR
foram realizadas com combinacdes diferentes das sondas esquematizadas na figura
10, em testes que utilizaram apenas uma fita de DNA gendmico como molde e

outros que utilizaram as duas fitas como molde, para as duas espécies.

Quando apenas as sondas complementares a fita senso de L. (L.
amazonensis eram utilizadas nos ensaios de LCR, observou-se, apos a amplificacéo
por PCR em tempo real, ligacdo entre as sondas na presenca do molde especifico,
mas também ocorreu ligacdo na presenca de DNA molde de L. (L.) chagasi, onde

uma mutacao pontual impediria essa ligacéo (Figura 11A).

Nos testes com sondas complementares a fita antisenso de L. (L.
amazonensis, a ligagéo inespecifica com base no DNA de L. (L.) chagasi mostrou-se
menos expressiva, porém ainda existente (Figura 11B). E quando os dois pares de
sondas especificas para L. (L.) amazonensis foram utilizados simultaneamente nas

reacdes, houve um significativo aumento da sensibilidade de detecgdo, porém a
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ligacdo inespecifica das sondas ainda permitiu a amplificacdo de produtos gerados

na presenca de DNA de

L. (L.) chagasi e também de produtos de ligacdo

independentes da presenca de DNA molde (Figura 11C).

E 5’ L. (L.) amazonensis

3’ L. (L.) amazonensis

Sondas1 Sondas$2/6

5’ L. (L.) chagasi

Sondas3 Sonda$4/8

© 0 0 6

spb

3’ L. (L.) chagasi

©

Sonda S5 SondaS2/6

spb

A9

B

L. (L.) amazonensis SSU rDNA

L. (L.)chagasi SSU rDNA

G

SondaS7 Sondas$4/8

spb

\Z

1708 GAATTGCCCATAGAATAGCAAACTCAT 1734

1708 GAATTGCCCATAGGATAGCAAACTCAT 1734

Figura 10. Esquema das sondas utilizadas nos testes de LCR. (A) Sondas utilizadas nas
diferentes tentativas de padronizacdo do teste. A estrela indica a sonda fosforilada para cada par
utilizado. (B) Regido do gene SSU rDNA explorada nos testes de LCR; a seta indica a mutacéo
pontual na posicdo 1721 em L. (L.) amazonensis e L. (L.) chagasi.

Da mesma forma, foram realizados testes com sondas especificas para L. (L.)

chagasi, na presenca de DNA molde de L. (L.) chagasi ou de L. (L.) amazonensis ou

na auséncia de DNA molde. A amplificagdo dos produtos de LCR evidenciou a

ligacdo inespecifica das sondas na presenca do molde ndo complementar e na
auséncia de DNA molde (Figuras 12A, B e C).
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Figura 11. Gréficos de amplificagdo do produto de LCR gerados a partir de sondas especificas
para a deteccado de L. (L.) amazonensis. As rea¢fes de LCR que precederam as amplificagbes por
tempo real foram realizadas na presenca de sondas complementares a fita senso (A), ou a fita
antisenso (B) ou simultaneamente as duas fitas de DNA molde de L. (L.) amazonensis (C).
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Figura 12. Gréficos de amplificagdo do produto de LCR gerados a partir de sondas especificas
para a deteccdo de L. (L.) chagasi. As reagbes de LCR que precederam as amplificagcdes por tempo
real foram realizadas na presenca de sondas complementares a fita senso (A), ou a fita antisenso (B)
ou simultdneamente as duas fitas de DNA molde de L. (L.) chagasi (C).
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4.4.2 Andlise de Dissociacdo em Alta Resolugéo (HRM)

Com o objetivo de discriminar as espécies de Leishmania envolvidas nas
leishmanioses que ocorrem no territério brasileiro, foi empregada a metodologia de
HRM, ainda na tentativa de distinguir os polimorfismos presentes em alvos
padronizados anteriormente. Para isso, um par de oligonucleotideos (S12 e S19) foi
utilizado nas reacdes em que as curvas de dissociacdo do alvo SSU rDNA foram
analisadas e outros dois pares (LLF e LLR; LVF e LVR) foram utilizados
simultaneamente nas reacdes em que as curvas de dissociacédo do alvo g6pd foram
analisadas. Para a padronizacéo foram utilizadas amostras contendo de 100 ng a 10
pg de DNA gendmico extraido de cepas-referéncia de L. (L.) amazonensis, L. (L.)
chagasi, L. (V.) braziliensis e L. (L.) guyanensis. As diferengas termocinéticas entre
amplicons se da em funcao de diferencas na composicdo nucleotidica entre eles e,

para os alvos escolhidos, esses polimorfismos estdo esquematizados na figura 13.
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A
0N (SR LGRS ) /UNSUN. | [JRNORS. |OSSNL . (NNDSI, NN  LNENI. C IS
10 20 30 40 50
La ssu GGTTGATTCC GTCAACGGAC GAGATCCAAG CTGCCCAGTA GAATTCAGAA
Lb ssu GGTTGATTCC GTCAACGGAC GAGATCCAAG CTGCCCAGTA GAATTCAGAA
Lc ssu GGTTGATTCC GTCAACGGAC GAGATCCAAG CTGCCCAGTA GAATTCAGAA
DU (U (SRGY | O JRRTNN [ROURTR ([ NORPN. S [ o
60 70 80 90 100
La ssu TTGCCCATAG AATAGCARAC TCATCGGCGG GTTTTACCCA ACGGTGGGCC
ILb ssu TTGTCCATAG GATAGCAAAC TCATCGGCGG GTTTTACCCA ACGGTGGGCC
Lc ssu TTGCCCATAG GATAGCAAAC TCATCGGCGG GTTTTACCCA ACGGTGGGCC
sagadsemal Seenls
110
La ssu GCATTCGGTC GRATTC
Lb ssu GCATTCGGTC GAATTC
Lc ssu GCATTCGGTC GAATTC
B
cozsfonanll esnalvssnl | seealleanad sssallanuel sl
10 20 30 50
Lb gépd TTGATCACTG GTACATGCAT TAAGTACTCG CCATGngf%Q?GQGGATTCC
Lg gépd TTGATCACTG GTACATGCAT TAAGTACTCG CCATGTCGTC GGAGCATTCC
NS (U DR (WL, (D |- ....|....1r....|....| .
60 70 80 90 100
Lb gépd AGTGCTGATC AGAATTCCTA TGAGGCTGAC GTGTGCTGCA TTCTGGACGA G
Lg gépd AGTGCTGATC AGAATTCCTA TGAGGCTGAC GTGTGCTGCA TTCTGGACGA G
_____________________________________________________________________ |
SRR (NNUE (SoNE, IO, (SN | SRS,  QURSE (SN JSSI S
10 20 30 40 50
La gépd CTTGTTGCCT CCGGCTACCA TATATTGATC GGTGTTATAC ABRATTAAGTA
SO | TGO TSNP (W S| N | — "
60 70 80 90 100
La gépd AGCACCATGT CGGAAGCGCA GGCTCGTGCT GATGAGGATG CTTACATGGC C

Figura 13. Composic¢éo nucleotidica dos amplicons analisados por HRM. (A): Alinhamento das
sequéncias dos amplicons de SSU rDNA de L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) chagasi
(La ssu, Lb ssu e Lc ssu, respectivamente); (B) Alinhamento das sequéncias dos amplicons de g6pd
de L. (V.) braziliensis e L.(V.) guyanensis (Lb g6pd e Lg g6pd, respectivamente) e sequéncia do
amplicon de g6pd de L. (L.) amazonensis (La g6pd); As setas vermelhas indicam o posicionamento
dos polimorfismos nas sequéncias.
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Nas reacdes em que o fragmento do SSU rDNA foi amplificado, as curvas de
dissociacdo do amplicom gerado a partir do DNA de L. (L.) chagasi tiveram padréo
distinto do observado para as outras espécies (Figura 14). As analises de HRM
entre os amplicons de SSU rDNA permitiram a discriminagéo de L. (L.) chagasi das
demais espécies pela evidente diferenca de T, de aproximadamente 0,5 °C, que
pode ser observada na tabela IV.

Nas reacbes em que o alvo utilizado foi o gene ¢g6pd, o par de
oligonucleotideos G6PD-LLF e G6PD-LLR possibilitou a producdo de amplicons
somente na presenca de DNA de L. (L.) amazonensis, com T, de 77,5 °C. O par
G6PD-LVF e G6PD-LVR produziu amplicons apenas na presenca de DNA das
espécies do subgénero L. (Viannia), com Tps de 77,92 °C e 78,63 °C para L.(V.)
braziliensis e L. (V.) guyanensis, respectivamente (Tabela I1V). As curvas de
dissociacado dos amplicons gerados nesse ensaio tiveram padrdes distintos e estao

representadas na figura 15.

Tabela 4 — Temperatura média de dissociacdo dos amplicons gerados nos testes de HRM.

ENSAIO HRM ESPECIE TEMPERATURA DE DISSOCIAGAO (°C)
Alvo SSU rDNA L. (L.) amazonensis 78,77 £0,09
L. (L.) chagasi 79,26 = 0,03
L. (V.) braziliensis 78,66 £ 0,03
L. (V.) guyanensis 78,70 £ 0,05
Alvo g6pd L. (L.) amazonensis 77,50 +£0,03

L. (L.) chagasi -

L. (V.) braziliensis 77,92 £0,02

L. (V.) guyanensis 78,63 +0,03
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Figura 14. Andlise de HRM do alvo SSU rDNA de Leishmania. Curvas de dissociacdo de
amplicons gerados pela amplificacdo de SSU rDNA de L. (L.) amazonensis, L (V.) braziliensis, L. (L.)
chagasi e L. (V.) guyanensis. (A): Intensidade de fluorescéncia (RFU) em fungéo de um gradiente de
temperatura; (B): Derivada negativa das curvas de dissociagdo, expressa por -d(RFU)/dT; (C): Gréfico
de dispersao individual das amostras.
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Figura 15. Analise de HRM do alvo g6pd. Curvas de dissociacdo de amplicons gerados pela
amplificacédo de g6pd de L. (L.) amazonensis, L (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis. (A): Intensidade
de fluorescéncia (RFU) em funcao da temperatura; (B): Derivada negativa das curvas de dissociacéo,
expressa por -d(RFU)/dT; (C): Gréfico de disperséo individual das amostras.
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5 DISCUSSAO

O estabelecimento de protocolos otimizados de deteccao e identificacdo dos
agentes causadores das leishmanioses torna-se extremamente Gtil num contexto
clinico, uma vez que a determinacdo da espécie em questdo pode promover uma
maior eficicia no tratamento dessas doencas, um melhor entendimento de acédo e
eficacia de possiveis novos farmacos ou mesmo protocolos de tratamento que sejam
espécie-especificos. Além disso, essa deteccéo e identificacdo permite a geracdo de
dados importantes para estudos epidemioldgicos e ecoldgicos.

Metodologias que utilizam o DNA do parasita como alvo tém sido descritas
como estratégias de diagndstico em diversos estudos. A amplificacdo de segmentos
especificos do genoma de Leishmania por PCR é a metodologia de escolha em
diversos trabalhos que detectam e discriminam espécies desse patogeno, permitindo
a incriminagdo de insetos vetores e hospedeiros mamiferos no contexto eco-
epidemiologico das leishmanioses (GARCEZ et al., 2009; SAVANI et al., 2004,
2009). Utilizando a mesma estratégia metodologica, outros estudos mostram
correlacdes entre as espécies envolvidas em casos clinicos e a severidade das
manifestacdes da doenca e sua resposta aos tratamentos empregados (NICODEMO
et al., 2012; TUON et al., 2007).

Os processos envolvidos no diagnostico das leishmanioses por técnicas de
deteccdo DNA do parasita incluem a coleta de material clinico, processamento
dessas amostras, purificacdo do material genético e posterior deteccdo do DNA alvo.
Para cada etapa, torna-se importante a padronizacdo de metodologias que permitam
otimizar um diagndstico preciso. Essas padronizacdes sao importantes, pois muitos
aspectos podem estar envolvidos no sucesso ou no fracasso da deteccdo. Dentre
esses aspectos ressaltamos a integridade do DNA, para que o alvo possa ser
acessivel aos iniciadores e a auséncia de inibidores teciduais da Taq DNA
polimerase, muitas vezes presentes nas preparacfes de tecidos animais. Assim,
este trabalho teve como objetivo analisar alguns desses parametros e verificar as
condi¢bes que podem compor um protocolo robusto para a detecgao, quantificacao

e identificacao de Leishmania spp.
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A maneira pela qual amostras clinicas sdo acondicionadas parece ter
influéncia na qualidade do DNA purificado posteriormente. Ja foi mostrado que
DNases podem ter um importante papel na degradacdo de DNA extraido de tecidos
e que a presenca de EDTA nas solucdes de tratamento desses tecidos inibe a agao
dessas nucleases (TOKUDA et al., 1990). Outra estratégia simples utilizada na
conservacao de tecidos para posterior purificacdo de DNA ¢é a fixacdo por etanol,
gue é descrita como capaz de conservar tecidos de mamiferos por mais de seis
anos, a temperatura ambiente, em condicBes satisfatorias para posteriores
extracOes de DNA e ensaios de PCR (SMITH et. al., 1987).

No presente trabalho foram realizados testes de quantificacdo de DNA do
hospedeiro mamifero em amostras obtidas apds infeccdo experimental de
camundongos com L. (L.) amazonensis ou L. (V.) braziliensis. Essa quantificagéo foi
efetuada pela amplificacdo por PCR em tempo real de um segmento do gene gapd,
utilizando iniciadores comuns a todos os mamiferos. Esses testes mostraram que
amostras de tecidos mantidas em tampao NET, no qual a concentracdo de EDTA é
de 50 mM, foram capazes de produzir DNA com qualidade significativamente maior

para amplificacdo do que as outras solu¢des de acondicionamento dos tecidos.

A determinacdo da carga parasitaria pela deteccdo de SSU rDNA de
Leishmania nessas amostras indicou que os tecidos mantidos em NET ou em etanol
70% foram os que produziram maior quantidade de alvos detectaveis. Apesar da
fixacdo em etanol também ter resultado em amostras de DNA satisfatérias, em
termos de quantidade e pureza do DNA, essa fixacdo apresentou diferencas quando
o agente infeccioso era L. (L.) amazonensis ou L. (V.) braziliensis. A carga
parasitaria em lesdes causadas por esses agentes reflete a biologia dos parasitas:
espécies do subgénero L. (Leishmania) se desenvolvem de forma répida,
acometendo o hospedeiro mamifero com lesdes extensas, enquanto as espécies do
subgénero L. (Viannia) se desenvolvem de forma relativamente mais lenta,
produzindo les6es mais ténues (LAINSON; SHAW, 1987). Por isso, as amostras
obtidas das infec¢cdes experimentais por L. (L.) amazonensis ou L. (V.) braziliensis
continham quantidades diferentes de DNA alvo e a degradagéo desse alvo pode ter
ocorrido em proporgdes diferentes para essas amostras, ou seja 0 DNA de L. (V.)

braziliensis,por estar mais diluido, pode ter sido degradado de forma mais intensa.
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Apesar de produzir amostras com quantidades indetectaveis de DNA de L. (V.)
braziliensis, a conservacao com tampao NET foi também a que produziu amostras
com maior quantidade de DNA alvo integro (Figura 3B). Esses resultados, junto aos
observados nos testes de deteccao de DNA do hospedeiro mamifero, podem indicar
a escolha do tampao NET, como uma opcéao simples e eficiente de conservacéo de
amostras biologicas que serdo submetidas a testes de deteccdo de DNA de
Leishmania por PCR.

A purificagcdo de &cidos nucleicos de células ou tecidos é uma fase essencial
nos protocolos de diagndstico por técnicas de biologia molecular. Pureza e
integridade do DNA extraido sdo parametros de grande influéncia no resultado das
técnicas que serdo nele aplicadas, como a PCR (WALKER; RAPLEY, 1999). Assim,
busca-se a obtencdo de massa para realizacdo dos testes; integridade das
moléculas, principalmente quando o DNA sera utilizado para a deteccdo de alvos
cuja extensao é maior de 500 bp, garantindo dessa maneira que a molécula integra
permita essa extensdo; e pureza da preparacdo, ndo sO deixando livre de
contaminantes como restos proteicos, nucleotideos livres, RNA quebrado que
podem atrapalhar a reacdo, mas principalmente, evitando a presenca de
contaminantes teciduais como a hemoglobina, contaminantes residuais dos
processos de purificagdo como solventes organicos ou outros inibidores da Tag DNA
polimerase (WILSON, 1997).

Neste trabalho, as amostras obtidas pelos trés métodos de extracado foram
avaliados pela amplificacdo de gapd de camundongos e SSU rDNA de Leishmania.
Apesar de apresentarem diferentes rendimentos na purificacdo do DNA (Tabela Ill),
as amostras geraram moldes que foram amplificados de modo similar, sem
apresentarem diferencas significativas na eficacia da PCR (Figuras 1B, 2B, 3C e
3D). Assim, para amostras a serem diagnosticadas, a escolha do método de
extracdo de DNA pode ser feita de acordo com as vantagens que cada protocolo

oferece.

O kit comercial de colunas de silica utilizado neste trabalho foi a opcéo de
método que rendeu menor quantidade de DNA purificado, porém essa quantidade foi
suficiente para gerar DNA molde suficiente para o0s testes realizados.

Aparentemente, o DNA obtido por essa técnica é mais limpo de contaminante,
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principalmente inibidores de polimerases, o que pode resultar numa eficicia de PCR
maior, mesmo partindo de um menor numero de moléculas iniciais do alvo. A
principal vantagem dessa escolha é a praticidade e a otimizacdo do tempo de
processo. Por outro lado, a utilizacdo de kits é uma opcao mais cara em termos de
custos financeiros quando comparada as outras metodologias empregadas neste
trabalho. Os métodos de extracdo organica com fenol-cloroférmio e precipitacdo
proteica por salting-out produziram quantidades maiores de DNA purificado com
relacdo ao kit comercial, com purezas semelhantes (Tabela Ill), e com qualidades
semelhantes no que se refere a producdo de alvos amplificaveis por testes de PCR
(Figuras 1B, 2B, 3C e 3D). O método de precipitacdo de proteinas por salting-out é
descrito como vantajoso sobre os outros dois por ser barato, ndo-téxico por néo
utilizar solventes orgéanicos, passivel de ser realizado em curto espaco de tempo
(ROTUREAU; GEGO; CARME, 2005) e pode ser escolhido como opc¢éo entre os
métodos de extracdo de DNA.

O passo seguinte deste estudo foi comparar os alvos a serem utilizados nos
ensaios de PCR. A partir de DNA gendmico purificado de cepas estabelecidas e
certificadas de Leishmania spp. e outros organismos relacionados, foram testados
trés alvos de DNA, com a finalidade de se observar a sensibilidade e a
especificidade de testes, inicialmente por PCR convencional. Oligonucleotideos
complementares a subunidade menor do ribossomo de tripanossomatideos, SSU
rDNA, foram capazes de amplificar um produto especifico na presenca de 50 fg de
DNA gendmico de Leishmania, massa correspondente a uma quantidade menor do
gue um parasita, considerando-se o0 numero de coOpias deste alvo no genoma
haploide como 150 e que o genoma de um parasita € diploide e tem
aproximadamente 116 fg de DNA, dos quais 16 fg corresponde a KDNA e 100 fg a
DNA nuclear (FLOETER-WINTER; CRUZ, 2011). Essa sensibilidade foi observada

mesmo na presenca de 50 ng do DNA do hospedeiro vertebrado (Figura 4A, D).

O SSU rDNA foi o alvo mais sensivel e especifico quando comparado aos
outros dois alvos testados, gépd e kDNA. Os iniciadores baseados na sequéncia do
gene g6pd foram capazes de amplificar fragmentos especificos em amostras com 50

pg de DNA gendmico do parasita, na presenca ou ndo de DNA de hospedeiro
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(Figura 4B, E), o que corresponde a 500 parasitas. Esse resultado ndo é surpresa,

uma vez que esse é um gene de cdpia Unica no genoma haploide do parasita.

J& as reacdes de PCR realizadas com oligonucleotideos derivados de KDNA,
cujo numero de copias é cerca de 100 vezes mais abundante do que o SSU rDNA,
mostraram maior sensibilidade com relacdo as realizadas com os outros alvos. No
entanto, geraram produtos inespecificos na presenca de DNA de hospedeiro (Figura
4C, F), certamente devido a associacdes inespecificas que ndo puderam ser
eliminadas nem em temperaturas de associagdo mais elevadas do que o T, predito
dos iniciadores, uma vez que a elevacdo da temperatura também diminua a
amplificacdo especifica (resultados nao apresentados). Esse tipo de resultado deve
ser evitado uma vez que exige um pesquisador experimentado na analise do

resultado.

O tamanho do amplicom também parece influenciar na sensibilidade da
deteccdo do DNA de parasitas por PCR. Como ja mencionado, a integridade do
DNA é importante quando o produto a ser amplificado € maior do que 500 bp, uma
vez que quebras do DNA, durante a purificacdo podem separar os dois iniciadores.
A amplificacdo de um fragmento de 116 pb do SSU rDNA de L. (L.) amazonensis foi
detectada em amostras com 50 fg de DNA gendmico utilizado como molde,
enquanto que a amplificacdo de um fragmento de 540 pb do mesmo gene so foi
detectada em amostras com 1 pg de DNA gendmico. Logo, o SSU rDNA, entre os
alvos testados neste trabalho, foi a opcdo que gerou melhor resultado no que se

refere a sensibilidade e especificidade.

Ainda, a utilizacdo de técnica de nested PCR, que consiste de uma primeira
amplificacdo do alvo, seguida de uma segunda amplificacdo com oligonucleotideos
internos a sequéncia do primeiro produto, € uma estratégia que pode ser utilizada
para melhorar a especificidade e sensibilidade da reacdo. O emprego de dois pares
de oligonucleotideos complementares ao SSU rDNA, em uma nested PCR foi capaz
de aumentar ainda mais a sensibilidade dos testes de PCR convencional, permitindo
a deteccdo de L. (L.) amazonensis em amostras com 10 ag de DNA do parasita,
guantidade que corresponde a um décimo de parasita (Figura 5). Entre os testes

padronizados e executados neste trabalho, essa foi a estratégia que resultou em
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maior sensibilidade, podendo ser indicada para amostras com baixa carga
parasitaria, como ocorre em infec¢des por L. (V.) braziliensis.

A utilizacdo simultdnea de oligonucleotideos complementares a diferentes
alvos de DNA foram também testadas com o objetivo de se obter mais de uma
informacédo sobre a identidade de parasitas em uma Unica reacdo. Esse tipo de
estratégia pode ser utilizada quando ndo existem outras informac¢des que possam
balizar 0 que se busca na amostra, tais como aspectos clinicos da lesdo (tipo e
localizacdo) ou epidemioldgicos (areas geograficas onde se deu a infecdo), dando
uma primeira ferramenta para ser refinada com a associagdo de outros testes a
posteriori. Assim, a PCR multiplex padronizada foi capaz de identificar o género
Leishmania entre outros organismos da mesma familia, discriminando os
subgéneros L. (Viannia) e L. (Leishmania). Dessa forma, pode se ter um indicativo,
se 0 passo seguinte utilizara o alvo SSU rDNA, para separar L. amazonensis de L.
chagasi, ou testes para discriminar as espécies do subgénero L.(Viannia). Ainda
integra este teste multiplex iniciadores de hospedeiro mamifero, que permitem
indicar, pela amplificacdo de um fragmento de gapd, se a amostra de DNA esta
passivel de amplificacdo, isto €, livre de possiveis inibidores de Tagq DNA
polimerase, o que valida como resultado negativo uma amostra que ndo amplifica os

alvos de Leishmania.

O sequenciamento de segmentos génicos gerados por PCR é uma das
estratégias que utilizamos para distinguir os organismos do subgénero L.
(Leishmania), determinando os polimorfismos encontrados no fragmento amplificado
da regido SSU rDNA. Embora essa estratégia tenha se tornado relativamente
simples no processo de identificacdo de organismos, 0s custos e a mao-de-obra
especializada envolvidos ainda sao fatores limitantes para que seja indicada como
rotina diagnostica. Nesse contexto, tem-se desenvolvido métodos associados a PCR
em tempo real que permitem a deteccao de diferencas na composicao nucleotidica

de amplicons sem a necessidade de sequencia-los e de forma automatizavel.

Apesar de ser descrita em diversos trabalhos como uma técnica capaz de
discriminar mutac¢des pontuais extremamente sensivel e especifica por Wiedmann et
al. (1994), os ensaios de LCR realizados neste trabalho ndo foram capazes de

discriminar seguramente as espécies estudadas. Nessa técnica ha a necessidade de
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um dos oligonucleotideos se associar corretamente ao segmento complementar,
sendo o Ultimo nucleotideo da sequencia aquele que distingue o polimorfismo.
Aparentemente, os iniciadores utilizados aqui neste trabalho permitiam a ligacédo do
fragmento adjacente, mesmo quando o esse nucleotideo ndo se encontrava
pareado. Alguns trabalhos relatam essa ligacdo inespecifica, independente de DNA
molde, de sondas utilizadas em LCR, como principal desvantagem do método
(ABRAVAYA et al., 1995; Yl et al., 2012). A ligacao inespecifica inerente ao método,
somada a alta sensibilidade das amplificacdes por PCR pode ser o motivo
determinante da falta de especificidade dos ensaios aqui realizados.

Outra maneira de explorar polimorfismos € a determinacdo da composicao de
C+G do produto de PCR. O método de HRM (High Resolution Melting) vem sendo
utilizado com sucesso nessa determinacéo e, embora ainda seja escassa a literatura
gue descreve essa metodologia como estratégia na identificacdo dos agentes
causadores das leishmanioses, sua utilizacdo foi descrita para a discriminacao de
cepas diferentes de L. (L.) infantum, L. (L.) tropica e L. (L.) major com base nas
diferencas nucleotidicas de amplicons do gene 7SL RNA e para a identificacdo de
diferentes cepas de L. (L.) donovani através das diferencas entre amplicons do gene
HASPB (BOUSSLIMI et al., 2012; NASEREDDIN; JAFFE, 2010; ZACKAY et al.,
2013). A unica limitacdo do método € a necessidade de um equipamento de PCR
em tempo real que permita programar a realizagdo da curva de dissociacdo do
produto final de PCR, com intervalos de 0,2°C de variacéo. As principais vantangens
do método sao rapidez, baixo custo e potencial de automatizacdo. As andlises de
variacbes nos amplicons sdo realizadas em poucas horas por um software do
préprio equipamento durante a reacao de PCR e, portanto, sem custo adicional. Por
ser uma variacao da técnica de PCR em tempo real, o método pode, em uma Unica
reacdo, detectar, quantificar e identificar Leishmania em amostras e, por ndo ser
necessaria a manipulacdo dos amplicons, a contaminacdo, tdo comum em
laboratérios que realizam PCR e manipulam o produto produzido em massa, pode

ser evitada.

As analises de HRM realizadas neste trabalho, abordando diferencas
nucleotidicas do gene SSU rDNA, foram capazes de discriminar L. (L.) chagasi de L.

(L.) amazonensis e das espécies do subgénero L. (Viannia). Além disso, analises
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realizadas a partir das curvas de dissociacao de g6pd de Leishmania possibilitaram
a discriminacdo em padrdes distintos de L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e
das demais espécies do subgénero L. (Viannia). Esses resultados podem indicar a
utilizacdo da técnica de HRM como uma opc¢do bastante viavel entre os métodos
utilizados atualmente na identificacdo das espécies causadoras de leishmanioses no
Brasil. Outros alvos de DNA também podem ser analisados com o propdsito de se
identificar sequéncias que permitam uma resolugdo maior de discriminacado dessas

espécies.

Concluindo, a avaliagéo de protocolos de conservacao e extracdo de DNA de
amostras, a determinacdo de alvos de DNA eficazes na deteccdo e o
desenvolvimento de protocolo de identificacdo de Leishmania, por meio de testes
realizados sistematicamente em amostras padronizadas, permitiu a elaboracdo de
um algoritmo com procedimentos otimizados para o diagndstico de leishmanioses

(Figura 16).

Kits com coluna de silica;

COLETADA CONSE RVAC[\O EXTRAC[\O e
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Figura 16. Proposta de algoritmo para o diagnoéstico de leishmanioses. Procedimentos para a
deteccdo, quantificacdo e identificacdo de Leishmania spp. utilizando métodos testados
sistematicamente em amostras padronizadas obtidas de infec¢cbes experimentais.
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CONCLUSOES

A utilizagéo do tampao NET (NaCl 150 mM, EDTA 50 mM e Tris 100 mM, pH
7,4) é uma opcao eficaz e simples para manutencdo e conservagcdo de
amostras que serdo submetidas a processos de extragdo e purificacdo de
DNA para diagnéstico de leishmaniose por reac6es em cadeia da polimerase
(PCR).

Os trés protocolos de extracdo e purificacdo de DNA testados, um kit
comercial de colunas de silica; precipitacdo proteica por salting-out; e
extracdo organica com fenol-cloroférmio, produziram DNA com qualidades
semelhantes quando avaliados pela amplificacdo de alvos especificos por
PCR. Podem, portanto, ser escolhidos de acordo com as vantagens que

oferecem.

O emprego de oligonucleotideos baseados na sequéncia do gene SSU rDNA
gerou melhores resultados no que se refere a sensiblidade e especificidade,
com relacdo aos alvos g6pd e KDNA, em ensaios de deteccdo de Leishmania
por PCR convencional. Além disso, a utilizacdo de um protocolo de nested
PCR com esse alvo aumentou a sensibilidade do teste, detectando a
presenca de 10 ag de DNA de Leishmania, quantidade correspondente a um

décimo de parasita.

A PCR multiplex desenvolvida neste trabalho permitiu, em amostras com
misturas de DNA de parasitas e de hospedeiro, a deteccao e identificacdo de
Leishmania entre outros organismos da mesma familia, a discriminacédo dos
subgéneros L. (Leishmania) e L. (Viannia) e a indicacdo da qualidade da

amostra pela amplificacdo de um segmento de DNA do hospedeiro.

Apesar de ser uma técnica descrita como sensivel e especifica para a
deteccdo de mutacBes pontuais no DNA, os ensaios de LCR (reacdo de
ligacdo em cadeia) realizados neste trabalho ndo foram capazes de
discriminar as mutacdes da posicdo 1721 do gene SSU rDNA de L. (L.)

amazonensis e L. (L.) chagasi.
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A técnica de HRM (dissociacdo em alta resolucdo), abordando diferencas
nucleotidicas do gene SSU rDNA, foi capazes de discriminar L. (L.) chagasi
de L. (L.) amazonensis e das espécies do subgénero L. (Viannia) e,
abordando diferencas no gene g6pd, possibilitou a discriminacéo de L. (L.)

amazonensis, L. (V.) braziliensis e das demais espécies do subgénero L.
(Viannia).
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