UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE MEDICINA

DEPARTAMENTO DE DOENCAS INFECCIOSAS E
PARASITARIAS

JAQUELINE ALVES DELPRETE

Identificacéo de espécies causadoras de leishmaniose tegumentar por
meio de técnicas moleculares tendo como alvo o gene hsp70 e a regido
ITS1

Sao Paulo
2023



Jaqueline Alves Delprete

Identificacdo de espécies causadoras de leishmaniose tegumentar
por meio de técnicas moleculares tendo como alvo o gene hsp70 e

aregido ITS1

Versao corrigida. Resolucdo CoPGr 6018/11, de 01 de novembro de 2011.

A versdo original esta disponivel na Biblioteca FMUSP.

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade de Séo Paulo
para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias

Programa de Doengas Infecciosas e

Parasitarias

Orientador: Prof. Dr. José Angelo

Lauletta Lindoso

Coorientadora: Dra. Llcia Maria

Almeida Braz

Sao Paulo

2023



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacéo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo

©reproducéo autorizada pelo autor

Delprete, Jaqueline Alves

Identificacdo de espécies causadoras de leishmaniose
tegumentar por meio de técnicas moleculares tendo como
alvo o gene hsp70 e a regido ITS1 / Jaqueline Alves
Delprete. -- S&o Paulo, 2023.

Dissertacdo(mestrado)--Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo.

Programa de Doencas Infecciosas e Parasitarias.

Orientador: José Angelo Lauletta Lindoso.
Coorientadora: Lucia Maria Almeida Braz.

Descritores: 1.Leishmaniose tegumentar americana
2.Leishmania 3.Proteina de choque térmico HSP70
4.Reacdo em cadeia da polimerase 5.Polimorfismo de
fragmento de restricdo 6.Sequenciamento

Responsavel: Erinalva da Conceigéo Batista, CRB-8 6755




AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha familia que sempre me apoiou e sem a qual nada seria possivel.

Ao meu companheiro Leandro, por todo amor, apoio e compreensao.

Ao meu orientador e Prof. Dr. José Angelo Lauletta Lindoso, pela oportunidade,
orientacdo, paciéncia e amizade.

A minha coorientadora Dra. Licia Maria Almeida Braz pelos ensinamentos, paciéncia
e amizade.

Aos médicos e médicas do Ambulatério de Dermatopatias Infecto-parasitarias do
Instituto de Infectologia Emilio Ribas, por coletarem as amostras dos pacientes com suspeita de
leishmaniose tegumentar.

Ao Dr. Ricardo Andrade Zampieri, por sugerir e ceder um par de oligonucleotideos.

Ao Dr. Adriano Cappellazzo Coelho, por ceder cepas e DNA de Leishmania e por
responder meus e-mails repletos de davidas.

A MsC. Edite H. Y. Kanashiro, por me ensinar a cultivar cepas de Leishmania.

A Prof. Dra. Hiro Goto por permitir que eu utilizasse toda estrutura de seu laboratorio.

A Prof. Dra. Thelma Suely Okay por ceder espaco em seu laboratorio e disponibilizar o
transiluminador.

Ao Dr. Antbnio Charlys Costa, pelos ensinamentos em andlise de sequenciamento.

A Dra. Vania Lucia da Matta e sua aluna Natélia Uehara pelos ensinamentos e sugestdes.

A MsC. Natalia Godoy pela ajuda e apoio.

Aos alunos e amigos Emilly Henrique dos Santos, Luiz Henrique Camargo, Vinicius
Alves de Lima, Helen Lucila de Sa, Mayumi Fujimori, Bernardina Amorin e Elda Dantas por
estarem sempre presentes e me proporcionarem um ambiente de trabalho agradavel.

Aos membros da banca de qualificagdo, Dr. Ricardo Andrade Zampieri, Dr. Adriano
Cappellazzo Coelho e Dra. Camila Malta Romano pelas valiosas contribuigdes e sugestdes.

Aos funcionarios dos laboratorios de Soroepidemiologia e de Protozoologia do Instituto
de Medicina Tropical, por todo apoio, em especial, Dra. Ana Maria Duarte, Dra. Izilda Curado,
Dra. Kelly Kanunfre, Mussya Rocha, Dra. Licia Natal e Dra. Sandra Regina Castro.

A FAPESP por financiar este projeto (Processo n° 2019/19375-0).

A todos que contribuiram direta ou indiretamente para a realizacdo dessa dissertagéo e

gue me incentivaram neste projeto téo desafiador.



Em algum lugar, alguma coisa incrivel esta esperando para ser descoberta.

Carl Sagan



RESUMO

Delprete JA. Identificacdo de espécies causadoras de leishmaniose tegumentar por meio de
técnicas moleculares, tendo como alvos o gene hsp70 e a regido ITS1 [dissertacdo]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo; 2023.

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) pode ser causada por diferentes espécies de
Leishmania, podendo haver diferentes manifestacGes clinicas decorrentes da espécie do parasito
envolvido e, da resposta imune do hospedeiro. No Brasil sdo descritas oito espécies circulantes
de Leishmania, principalmente na regido norte do pais, que podem causar desde forma cutanea
localizada até a forma mucosa. Identificar as espécies de Leishmania a partir de amostras de
lesdo pode contribuir para melhor escolha terapéutica, pois sabidamente diferentes espécies de
Leishmania sdo mais sensiveis a diferentes medicamentos. Ademais, a utilizacdo de técnicas
moleculares permite a melhor identificacdo do parasito, contribuindo ndo sé para definigdo da
espécie como também para identificar espécies que comumente ndo sdo descritas como
causadoras de determinada forma clinica. Neste trabalho buscamos identificar espécies de
Leishmania causadoras de lesdo cutdnea ou mucosa, utilizando-se amostras de uma corte de
pacientes atendidos no Instituto de Infectologia Emilio Ribas. Duzentas e onze amostras de
lesdo cutanea ou mucosa de pacientes com suspeita clinica de LTA foram submetidas a reacao
em cadeia da polimerase utilizando-se 0 gene codificador da proteina do choque térmico de
70kDa (hsp70) e a regido do espacador interno transcrito (ITS1) como alvos para diagnostico e
posteriormente, as amostras positivas, foram submetidas ao polimorfismo de comprimento de
fragmento de restricdo e ao sequenciamento pelo método de Sanger para identificacdo da
espécie. Oitenta e quatro amostras amplificaram na PCR para os alvos, confirmando o
diagnostico de LTA, sendo 18 amostras de leishmaniose mucosa (LM), 62 amostras de
leishmaniose cutanea localizada (LCL) e 4 de leishmaniose muco-cutanea (LMC). A
caracterizacdo da especie de Leishmania foi melhor obtida utilizando-se a técnica de
sequenciamento de Sanger, tendo como gene alvo hsp 70 ou a regido ITS-1 com 98,8 % de
concordancia. Dezoito amostras de LM foram caracterizadas como Leishmania (Viannia)
braziliensis. Das 62 amostras de LCL, 56 amostras foram caracterizadas como L. (V.)
braziliensis, trés foram caracterizadas como L. (L.) amazonensis, trés foram caracterizadas
como L. (V.) guyanensis, uma caracterizada como L. (L.) infantum. Das 4 amostras de LCM, 3
foram caracterizadas como L. (V.) braziliensis e uma amostra caracterizada como L. (L.)

amazonensis. Somente uma amostra de LCL foi identificada como L. (V.) guyanensis / L. (V.)



panamensis com o alvo ITS1, sendo identificada como L. (V.) guyanensis pelo gene alvo hsp70.
A PCR-RFLP, com gene alvo hsp70, utilizando-se a enzima Haelll apresentou padrdo de
restricdo caracteristico das espécies identificadas pelo sequenciamento. A PCR-RFLP, tendo
como alvo a regido ITS1, com a enzima Haelll, ndo diferenciou as espécies do subgénero
Viannia. Nossos resultados confirmam que L. (V.) braziliensis é a principal espécie causadora
de LM no Brasil e que diferentes espécies de Leishmania podem causar LCL, inclusive a L. (L.)

infantum.

Palavras chaves: Leishmaniose tegumentar americana. Leishmania. Proteina de choque
térmico HSP70. Reacdo em cadeia da polimerase. Polimorfismo de fragmento de restrigdo.

Sequenciamento. Especificidade da espécie.



ABSTRACT

Delprete JA. Identification of species that cause tegumentary leishmaniasis by molecular
techniques, targeting the hsp70 gene and ITS1 region [dissertation]. Sao Paulo: “Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo™; 2023.

American tegumentary leishmaniasis (ATL) can be caused by different species of Leishmania
and there may be different clinical manifestations resulting from the species of parasite involved
and the host's immune response. In Brazil, eight species of Leishmania are described, mainly in
the Northern region of the country, which can cause from a localized cutaneous form to a
mucosal form. Identifying Leishmania species from lesion samples can contribute to a better
therapeutic choice, as different Leishmania species are known to be more sensitive to different
drugs. Furthermore, the use of molecular techniques favors a better identification of the parasite,
contributing not only to defining the species but also to identifying species that are not
commonly described as causing a certain clinical form. In this work, we proposed to identify
species of Leishmania that cause cutaneous or mucosal lesions, using samples from a group of
patients seen at Instituto de Infectologia Emilio Ribas. Two hundred and eleven samples of
cutaneous or mucosal lesions from patients with clinical suspicion of ATL were subjected to
polymerase chain reaction using the 70kDa heat shock protein coding gene (hsp70) and the
transcribed internal spacer region (ITS1) as targets for diagnosis and subsequently, the positive
samples were submitted to restriction fragment length polymorphism and sequencing by the
Sanger method for species identification. Eighty-four samples amplified in PCR for the targets,
confirming the diagnosis of ACL, being 18 samples of mucosal leishmaniasis (ML), 62 samples
of localized cutaneous leishmaniasis (LCL) and 4 of mucocutaneous leishmaniasis (MCL). The
characterization of the Leishmania species was better obtained using the Sanger sequencing
technique, with the target gene hsp 70 or the ITS-1 region with 98.8% agreement. Eighteen LM
strains were characterized as Leishmania (Viannia) braziliensis. Of the 62 LCL samples, 56
samples were characterized as L. (V.) braziliensis, three were characterized as L. (L.)
amazonensis, three were characterized as L. (V.) guyanensis, one characterized as L. (L.)
infantum, of the 4 MCL samples, 3 were characterized as L. (V.) braziliensis and one sample
characterized as L. (L.) amazonensis. Only one LCL sample was identified as L. (V.) guyanensis
/ L. (V.) panamensis with the ITS1 target, being identified as L. (V.) guyanensis by the hsp70
target gene. PCR-RFLP, with the target gene hsp70, using the Haelll enzyme, showed a

restriction pattern characteristic of the species identified by sequencing. PCR-RFLP, targeting



the ITS1 region, with the Haelll enzyme, did not differentiate the species of the subgenus
Viannia. Our results confirm that L. (V.) braziliensis is the main specie causing ML in Brazil
and that different species of Leishmania can cause LCL, including L. (L.) infantum.
Keywords: American tegumentary leishmaniasis. Leishmania. Heat shock protein hsp70.

Polymerase chain reaction. Restriction fragment length polymorphism. Sequencing. Species
specificity.
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1.  INTRODUCAO

As leishmanioses sdo antropozoonoses consideradas um grave problema de
salde publica e representam um complexo de doengas com importante espectro
clinico e diversidade epidemioldgica (1).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as leishmanioses
estdo entre as sete doencas tropicais mais importantes (2) e a segunda doenca causada
por protozoario de importancia em sadde publica, superada apenas pela malaria. E
estimado que 350 milhdes de pessoas estejam expostas ao risco, com registro
aproximado de 2 milhes de novos casos de diferentes formas clinicas. Apesar das
leishmanioses ocorrerem em 98 paises, sua notificacdo € compulséria em apenas
34% deles. Nas Ameéricas, a leishmaniose tegumentar (_LT) esta presente em 18 paises
com ocorréncia média anual de 53.387 casos (3), sendo associada ao deslocamento
populacional, as condi¢des precarias de habitacdo e falta de recursos de saneamento
basico, afetando populacdes mais vulneraveis. Também estd ligadaa mudancas
ambientais, como o desmatamento, construcdo de barragens, novos esquemas de
irrigacdo e urbanizacdo e migracao de pessoas ndo imunes a areas endémicas (4). No
Brasil, a LT ocorre de forma autoctone nas cinco regides politicas, com maior
prevaléncia na regido Norte (1), sendo o estado do Para com maior casuistica e um
dos estados com maior diversidade de espécies do parasito.

As leishmanioses sdo causadas por parasitos inicialmente descritos por Ross em
1903 (14), os quais sdo transmitidos por dipteros dos géneros Phlebotomus e
Lutzomyia.

As leishmanias sdo protozoarios flagelados, posicionados taxonomicamente da
seguinte forma: Reino Protista; Sub-Reino Protozoa; Filo Sarcomastigophora; Sub-
Filo Mastigophora;Classe Zoomastigophorea; Ordem Kinetoplastida; Sub-Ordem
Trypanosomatida; Familia Trypanosomatidae; género Leishmania. As espécies do
género Leishmania séo agrupadas em dois subgéneros, cada um englobando vaérias
especies: no subgénero Viannia, as leishmanias apresentam crescimento pobre em
meio de cultura e desenvolvem-se no intestino posterior do flebotomineo, aderidos
a parede, na regido do piloro; ja no subgénero Leishmania, as leishmanias crescem
facilmente em cultura e se desenvolvem no intestino médio e anterior do

flebotomineo (5). Nas Américas sdo reconhecidas 11 espécies causadoras da
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leishmaniose tegumentar em humanos, sendo sete delas identificadas no Brasil:
Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) amazonensis, L. (V.)
lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi, (1). No Brasil, a principal
espécie causadora de doenca tegumentar € a Leishmania (V.) braziliensis (1), porém
pode ser causada pelas diferentes espécies descritas no Brasil, incluindo a L. (L.)
infantum (6). Outras espécies de Leishmania podem causar doenca tegumentar nas
Ameéricas, tais como L. (L.) mexicana, L. (L.) venezuelensis, L. colombiensis, L. (V.)
peruviana e L. (V.) panamensis (7). No Brasil a Leishmania (V.) utingensis foi
descrita como causadorade de lesdo cutdnea no estado do Para e Roraima (7,8),
porém sem outros relatos. Também L. martiniquensis e L. orientalis pertencentes ao
subgénero Mundinia podem causar leishmaniose tegumentar (9), porém sem

descricdo de ocorréncia no Brasil (10).

As caracteristicas clinicas da LT sdo diversas, dependendo da espécie de
Leishmania envolvida e fatores do hospedeiro, incluindo o estado imunolégico. A
LT pode se apresentar como:

a) leishmaniose cutanea localizada: forma mais prevalente onde as lesdes
aparecem em uma area exposta, variando em ndmero de um a dez, caracterizada

principalmente por lesdo ulcerada com bordas nitidos e centro limpo;

b) leishmaniose recidiva cutis: caracterizada por lesdo com area

central epitelizada e bordas com sinais de atividade;

C) leishmaniose cutanea disseminada: caracterizada por multiplas lesdes

pleomorficas em duas ou mais areas ndo contiguas do corpo,

d) leishmaniose cutanea difusa: condicdo rara com lesbes ricas em
parasitos, caracterizada por lesdes nodulares, ndo ulceradas.

e) leishmaniose mucocuténea: também conhecida como espundia,
caracterizada por comprometimento de cavidade nasal, podendo atingir a cavidade

oral e faringea, evoluindo potencialmente para lesdes desfigurantes (11).

A correlacdo de caracteristicas clinicas e especies de Leishmania ndo é simples
porque, em algumas areas, muitas espécies diferentes coexistem e, além disso, a
identificacdo de espécies geralmente ndo é realizada para amostras clinicas devido a

complexidade dos procedimentos laboratoriais, bem como sua acessibilidade. (11).

As leishmanioses tegumentares sdo clinicamente diagnosticadas quando
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apresentam suas manifestacdes classicas: formas cutdneas ou mucosas. Porém, a
correta identificacdo dos agentes etiolégicos é fundamental em estudos
epidemioldgicos, ecologicos, clinicos e farmacoldgicos (12). O diagnostico
laboratorial € baseado na visualiza¢do do parasito por microscopia, pelo cultivo em
meio adequado para o crescimento de Leishmania, pela deteccdo de biomoléculas
do parasito ou ainda, indiretamente pela deteccdo de anticorpos produzidos pelo
hospedeiro (13). A demonstracdo direta por microscopia é o procedimento de
primeira escolha por ser mais rapido, de menor custo e simples execucéo (1); baseia-
se na observacdo de amastigotas pela citologia em aspirado, esfregacos ou raspado
de lesBes e apresenta sensibilidade e especificidade variaveis decorrente do tempo
de evolucdo da lesdo, das condicdes de espécime clinica e da qualificacdo do técnico
responsavel pela leitura da lamina (15,16). A obtencdo de uma cultura de parasitos
originada de material de bidpsia ndo é simples, pois € muito comum a contaminagao
da cultura pela presenca de organismos oportunistas na lesdo (13). A
intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) consiste em uma injecdo intradérmica de
uma solucdo contendo uma preparacdo antigénica de promastigotas que produz uma
reacdo alérgica, traduzindo uma resposta de hipersensibilidade cutanea tardia. Este
teste tende a mostrar resultados positivos dentro de 3 meses da infecgéo, ndo tendo,
entretanto, positividade frequente em infec¢des agudas e em formas anérgicas como
a leishmaniose cutanea difusa. (17, 18). Segundo GUEDES et al. 2017, € importante
afirmar também que a IDRM é um método facil de realizar, de baixo custo, que ndo
requer equipamentos sofisticados e pode ser realizado in loco (19). No entanto, este
teste encontra-se suspenso no Brasil devido a interrupgdo da produgédo do antigeno
pelo laboratorio de referéncia (20). Métodos soroldgicostém sido empregados como
alternativa para o diagndstico da leishmaniose tegumentar, no entanto apresentam
sensibilidade e especificidade variaveis dependente do antigeno utilizado e da forma
clinica, alem disso, a reatividade cruzada com outras doencas e baixos titulos de
anticorpos sdo 0s principais entraves para uso das técnicas soroldgicas (21).
Ademais,observa-se sensibilidade variavel devido as diferencas antigénicas entre as
espeécies de Leishmania (22). O método padréo ouro aceito pelo Ministério da Saude
para identificacdo de espécies de Leishmania € o de migracdo eletroforética de
isoenzimas. Apesar de ser uma ferramenta com elevada especificidade, o seu
desenvolvimento é bastante dificil, pois requer grande quantidade de promastigotas,

e necessita de laboratorio especializado para realizacdo da técnica (23). Atualmente
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o laboratdrio de referéncia para realizacdo desta técnica é o Laboratorio de Pesquisa
em Leishmaniose do Instituto Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro (24).

A reacdo em cadeira da polimerase (PCR) se destaca por ser uma técnica
simples, com maior especificidade e sensibilidade do que métodos diagndsticos
convencionais, podendo ser realizada a partir de qualquer amostra bioldgica (25). A
PCR tem sido empregada no diagnostico das diferentes formas clinicas de LT,

principalmente naquelas em que ha baixa carga parasitaria na lesdo (1).

A identificacdo da espécie de Leishmania causadora da lesdo é de suma
importancia principalmente para identificacio de espécies circulantes em
determinadas regiGes e para deteccdo de entrada de novas espécies em regides onde
havia circulagcdo somente de espécies ja bem conhecidas (26). Ademais, diferentes
espécies de Leishmania sdo mais suscetiveis a determinado tratamento, como no
caso da L. (V.) guyanensis ser mais sensivel a pentamidina e L (V.) braziliensis ser
mais sensivel ao antimonialpentavalente (1). Sendo assim, ferramentas moleculares
que discriminem as espécies vem sendo usadas e dentre as quais destaca-se a PCR-
RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphisms); esta técnica baseia-se na
clivagem de moléculas de DNA por enzimas de restricdo gerando fragmentos de
diferentes tamanhos e nimeros que podem ser visualizados em géis na forma de
bandas, chamadas de perfil de digestdo. Para cada segmento de DNA é possivel
definir essas enzimas que fornecerdo fragmentos em nimero e tamanhos desejados
(27).

Devido a necessidade de metodologias capazes de discriminar espécies de
Leishmania iniciou-se o desenvolvimento de testes de PCR em tempo real aliado a
High Resolution Melting (HRM), método que detecta diferencas na composicdo
nucleotidica de produtos de gPCR (13).

Outro método usado para discriminar espécies é o sequenciamento dos produtos
obtidos na PCR, pois esta metodologia identifica os polimorfismos encontrados no

fragmento amplificado (13).

A atual disponibilidade de bancos de informacdes bioldgicas
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 grandediversidade de alvos para a detecgdo
especifica de diferentes patdgenos. (13).

Assim como a metodologia utilizada, € importante obter-se uma técnica robusta
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com especificidade e sensibilidade adequadas; a escolha do gene alvo também é
fundamental para desenvolver um teste com alta acuracia, pois dependendo do
numero de copias do gene e qudo conservadas sdo as copias, pode-se obter resultados
distintos.(28).

Diversas sequéncias alvos foram descritas para a deteccdo de DNA de
Leishmania, sendoos mais frequentes: o DNA do mini-circulo do cinetoplasto
(kDNA) (29), o RNA da subunidade ribossdmica (SSUrRNA) (30), gene da
desidrogenase de glicose-6-fosfato (g6pd) (31), o espacador transcrito interno (ITS)
(32, 33), e 0 gene hsp70 (34, 35). A regido de ITS-1 (internal transcribed spacerl)
do gene do RNA ribossémico ¢ amplamente estudada, por apresentar um numero
adequado de polimorfismos para a distin¢do, pelo menos, ao nivel de espécie. Separa
o0s sitios 18S (gene da subunidade menor) e 26S (gene da subunidade maior),
incluindo duas regides: 0 ITS1 e 0 ITS2 do RNA ribossomal (rRNA), e a sequéncia
codificante 5.8S. Esta regido possui alto nivel de variacao intra e interespecifica,
sendo utilizadas para o estudo da genética populacional, através da técnica IRT
(Tipagem da Regido Intergénica). E possivel o diagndstico diferencial da maioria
das espécies causadoras da leishmaniose pela digestdo com a enzima de restri¢ao
Haelll do fragmento amplificado por PCR da regido ITS-1 (33, 36, 37)

principalmente aquelas do subgénero Leishmania.

As “Heat-shock-proteins” (HSP) séo proteinas de choque térmico de expresséo
constitutiva e induzida, produzidas pelo estresse, por células eucaritticas e
procariéticas(38). As HSPs identificam a estrutura alterada, reparam, montam e
translocam peptideos alterados através da membrana celular, com o propoésito de
garantir a funcionalidade das proteinas defeituosas (39). A HSP70 esta envolvida no
processo em que o parasito adquire mecanismos de termotolerancia, como resposta
ao choque térmico. Devido as suas caracteristicas, o gene hsp70 tem sido apresentado
em ensaios de PCR-RFLP como uma ferramenta universal para a discriminacao das
especies de Leishmania. Os ensaios com a utilizagdo da enzima Haelll demonstraram
utilidade na diferenciacéo das espécies do subgénero Viannia e Leishmania (34, 35,
40, 41).

Apesar do entendimento de que ha resposta terapéutica diferenciada, em
decorréncia da forma clinica e da espécie de Leishmania, a identificacdo da espécie

ndo é um exame realizado na pratica clinica para orientar o tratamento adequado. As
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drogas atualmente preconizadas pelo Ministério da Satde do Brasil para o tratamento
da LT séo as seguintes: antimoniato de meglumina, isetionato de pentamidina,

anfotericina B e miltefosina (1, 4).

Apesar de haver descricdo de vérios métodos e diferentes alvos para o
diagndstico espécie- especifico de Leishmania ndo ha, até um momento, uma
metodologia padronizada que possa ser empregada na pratica clinica, sendo
necessario a defini¢cdo de um protocolo que utilize genes alvos com capacidade de
discriminagdo ao nivel da espécie e que possa ser Util para definicdo deespécies

circulantes e causadoras de lesdo.
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2.  JUSTIFICATIVA

Diferentes métodos laboratoriais sdo empregados para o diagnéstico da
leishmaniose tegumentar, porém com sensibilidade variavel decorrente da forma
clinica e da espécie de Leishmania envolvida. Os métodos sorolégicos apresentam
baixa sensibilidade e especificidade para todas as formas clinicas de LT. Os métodos
parasitologicos apresentam sensibilidade e especificidade variada decorrente da
espécie de Leishmania e da forma clinica. A pesquisa direta apresenta sensibilidade
elevada na leishmaniose cutanea difusa (onde ha abundancia parasitaria na lesdo),
porém tem baixa sensibilidade na forma mucosa (onde hé baixa carga parasitaria) e
apresenta sensibilidade variavel na forma cutanea localizada, decorrente do tempo de

evolucdo da lesdo e da experiéncia do técnico responsavel pela leitura da lamina.

Entre as estratégias para melhorar o diagndstico das leishmanioses, as técnicas
moleculares foram as que mais avangaram por apresentarem diversas vantagens, tais
como: possibilidade de deteccdo de DNA do parasito mesmo quando ha baixa carga
parasitaria e possibilidade de discriminacdo de espécie. A identificacdo da espécie
de Leishmania causadora da lesdo é de suma importdncia diante da diferente
sensibilidade das espécies a terapéutica. Existem diversos métodos moleculares que
exploram as caracteristicas do DNA do parasito, no entanto, ndo ha um consenso
sobre qual melhor alvo ou técnica molecular para a discriminacdo das espécies da

Leishmania.

Diante do exposto, propusemos a utilizacdo da PCR-RFLP e sequenciamento dos
amplificados da regido do espacador interno transcrito (ITS-1) e do gene alvo hsp70
para o diagndstico espécie-especifico da leishmaniose tegumentar. Apesar de cada
técnica ter sua particularidade, a finalidade é identificar as diferentes espécies
circulantes e potencialmente, orientar a terapéutica mais adequada baseada na

espécie de Leishmania identificada.
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3.  OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Comparar as técnicas moleculares: PCR-RFLP e sequenciamento, tendo como alvos o gene
hsp70 e a regido do espacador interno transcrito (ITS1), no diagnostico espécie-especifico da
leishmaniose tegumentar, em amostras de les6es cutaneas e mucosa de pacientes de uma coorte

do Instituto de Infectologia Emilio Ribas, Sdo Paulo.

3.2. Objetivos Especificos

1- Avaliar o desempenho do ensaio PCR-ITS1-RFLP com a enzima Haelll na caracterizacdo
das espécies causadoras da LT;

2- Avaliar o desempenho do ensaio PCR-hsp70-RFLP com a enzima Haelll na
caracterizacdo das espécies causadoras da LT;

3- Avaliar o desempenho do sequenciamento dos amplificados da PCR-ITS1 na caracterizagéo
das espécies causadoras da LT;

4- Avaliar o desempenho do sequenciamento dos amplificados da PCR-hsp70 na caracterizacao

das espécies causadoras da LT.

4.  MATERIAIS E METODOS

4.1. Sujeitos de Pesquisa

Para composicdo da coorte deste estudo retrospectivo, foram selecionados 211 pacientes
com lesédo cutanea e/ou mucosa suspeitas de leishmaniose tegumentar atendidos no ambulatério
de dermatopatiasinfecto-parasitarias e de mucosas do Instituto de Infectologia Emilio Ribas.
Estes pacientes foram devidamente esclarecidos sobre o projeto e, ao concordarem em

participar, assinaram oTermo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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4.2 .Materiais

4.2.1. Amostras clinicas de pacientes com suspeita leishmaniose tegumentar

Foram utilizadas amostras clinicas obtidas de pacientes com suspeita de LT no periodo de
marc¢o de 2018 a marco de 2022. As bidpsias das lesbes foram realizadas de acordo com a rotina
estabelecida no IIER por médicos especializados e armazenadas em tubo conico contendo
solucdo fisiologica 0,9% e enviadas para diagnostico de LT para o laboratorio de Protozoologia
do IMT-FMUSP onde foi mantida em geladeira em temperatura de 2 a 8°C.

4.2.2. Amostras de cultura de promastigotas de cepas referéncia.

Foram utilizadas amostras de cepas referéncia, gentilmente cedidas por MsC Edite .
Kanashiro do Laboratério de Soroepidemiologia do IMT-USP e pelo Prof. Dr. Adriano C.
Coelho do Departamento de Biologia Animal do Instituto de Biologia da UNICAMP. Foram
usadas as seguintes cepas:

a) Leishmania (L.) amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269)

b) Leishmania (L.) infantum chagasi (MCER/BR/1981/M6445)
c) Leishmania (V.) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903)

d) Leishmania (V.) guyanensis (MHOM/BR/1975/M4147)

e) Leishmania (V.) naiffi (MDAS/BR/1979/M5533)

4.3. Métodos
4.3.1. Cultura de promastigotas
As cepas de Leishmania foram descongeladas e cultivadas a 26°C em meio M199
(Sigma-Aldrich, USA) acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) até alcangarem a
concentracgdo de 107 parasito/mL. As promastigotas foram centrifugadas a 2.000 x g por 10
minutos, a 4°C, sendo o sobrenadante desprezado e o sedimento utilizado para extracdo de
DNA.

4.3.2. Extracgdo e quantificacdo de DNA

As amostras de cepas referéncia e as amostras clinicas foram submetidas ao procedimento

de extracdo de DNA utilizando-se o Qiamp DNA Mini Kit (Qiagen/Alemanha), de acordo com
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as recomendagOes do fabricante. A amostra da lesdo foi fragmentada com bisturi e misturada
com 200pL do tampaoATL (tampdo de lise tecidular) e colocada em termobloco a 56°C por
24h. Posteriormente foi adicionado 180uL do tampéo AL (tampao de lise) e 20uL de proteinase
K, aquecida em termobloco (Labnet Internacional/EUA) por 10 minutos a 56°C. A mistura foi
homogeneizada e adicionado 200puL de etanol absoluto e transferida para coluna de extragéo.
Apos centrifugacdo a 6.000 x g por 1 minuto, o filtrado foi desprezado, feita duas lavagens
consecutivas com tampdo de lavagem 1 e tampé&o de lavagem 2. Apos centrifugacdo a 20.000 x
g por 3 minutos o pellet foi ressuspenso em tampao de eluicdo “AE” e armazenado a -20°C. Para
extracao de DNA a partir de promastigotas de Leishmania, de cepas referéncia, o processo foi iniciado
a partir da adicdo do tampdo AL, ndo sendo necessaria a incubacédo anterior com tampdo ATL, como

feito com as amostras clinicas.

Os DNAs extraidos foram quantificados no equipamento de espectrofotometria UV-VIS modelo
Nanodrop ND 1000 (ThermoScientific/EUA). Foi utilizado 2 uL do tampao de elui¢io “AE” como
branco e 2uL de DNA da amostra a ser quantificada.

4.3.3. PCR convencional para o gene p-globina

Os DNAs extraidos das amostras foram submetidos & PCR convencional com o gene da B-
globina a fim de verificar a integridade. Foram utilizados os seguintes iniciadores: GH20 5’
GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 3’ e PC04 5 CAACTTCATCCACGTTCACC 3, descritos por Bell
et al. (1993) que gera um fragmento de 268pb. As condicdes das reacdes de PCR estdo apresentadas
natabela 1. As reacGes foram realizadas em termociclador Mastercycler gradiente thermocycler
(Eppendorf/Alemanha) com um ciclo inicial de 5 minutos a 94°C, 25 ciclos (10 segundos a 94°C;

20 segundos a 57°C; 45 segundos a 72°C) e uma extensao final de 5 minutos a 72°C.

4.3.4. PCR convencional para a regido ITS1

Foram utilizados os seguintesiniciadores: LITSR5’CTGGATCATTTTCCGATG
3’eL5.855’ TGATAC CAC TTATCG CAC TT 3, descritos por SCHONIAN (2003) que
gera um fragmento de 320pb. As condicOes das reacdes de PCR estdo apresentadas na
tabela 1. A reagdo foi realizada em termociclador Mastercycler Gradiente
Thermocycler (Eppendorf, Alemanha) com um ciclo inicial de 6 minutos a 94°C, 35
ciclos (20 segundos a 94°C; 30 segundos a 53°C; 60 segundos a 72°C;) e uma

extensdo final de 1 minuto a 72°C.
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Tabela 1 - Descricao dos protocolos utilizados para as diferentes reacGes de PCR.

Pré-
Reagentes gl oﬁbin a ITS1 amplificagdo  hsp70
hsp70
Tampao da
enzima X  1X 1X 1X
(Promega,
Wiscosin/USA)
dNTP
(Promega, 0,2mM 0,2mM 0,2mM 0,2mM
Wiscosin/USA)
MgCl2
(Promega, 1,5M 4,0mM 1,5M 1,5mM
Wiscosin/USA)
PCO04 0,2mM - - -
GH20 0,2mM - - -
LITSR - 0,4mM - -
L5.8S - 0,4mM - -
hsp?O-Ereamp- i i 0,2mM i
hsp?O-Igreamp- i i 0.2mM i
hsp70cF - - - 0,2mM
hsp70cR - - - 0,2mM
Tap polimerase
(GoTag® Hot 1U U 1U 1U
Start, Promega,
Wiscosin/USA)
0,5uL do
DNAda g0 0 q00ng  100ng ~ Produtode
amostra pré-
amplificagdo
Volume Final  10pL  25pL 10pL 25uL

4.3.5. Nested PCR para o gene alvo hsp70

Inicialmente foi realizada uma pré-amplificacdo utilizando os oligoiniciadores hsp70-

preamp-F GGCATCCTGAACGTGTCCG e hsp70-preamp-R
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ATCTTGGTCATGATCGGGTTGCAT descritos por Zampieri (2019). Posteriormente o0s
produtos obtidos na pré-amplificagdo foram utilizados para amplificacdo dos iniciadores hsp70CF 5°
GGACGAGATCGAGCGCATGGT 3’ e hsp70CR5” TCCTTCGACGCCTCCTGGTTG 3°,
descritos por Graca et al. (2012) que gera um fragmento de 234pb. As condi¢des da reacao de
PCR estdo apresentadas na tabela 1. As reagdes foram realizadas em termociclador Mastercycler
gradiente thermocycler (Eppendorf/Alemanha) com um ciclo inicial de 5 minutos a 94°C, 30
ciclos (30 segundos a 94°C; 1 minuto a 61°C; 3 minutos a72°C) e uma extensao final de 8

minutos a 72°C.

4.3.6. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose (Agargen/Espanha) a 2%
preparado com tampdo TAE (Tris-Acetato-EDTA) [1X]. Foi utilizado marcador de peso
molecular de 100 ou 50 pb (Sinapse Inc./EUA) e uma aliquota de 7uL (6,5uL da amostra e
0,5uL de azul de bromofenol) foi submetida a eletroforese em cuba horizontal (Loccus/Brasil)
a 80V durante 1 hora. Apos a corrida, o gel foi corado com brometo de etidio (10pL em 100mL
de TAE 1x) por 15 minutos e observado em transiluminador UVP High Performance UV

Transilluminator (Fischer Scientific/EUA).

43.7. PCR-RFLP-ITS1

Os produtos obtidos na PCR-ITS1 foram submetidos a digestdo com a enzima de restricao
Haelll FastDigest® (ThermoFisher Scientific/EUA) de acordo com as instruc6es do fabricante:
5uL da amostra foram digeridos a 37°C por 3 minutos com 1pL (10 U) da enzima de restrigéo,
2uL de tampdo e 10ul de &gua ultrapura. Posteriormente foi realizada a inativagdo da enzima na
temperatura de 80°C por 20 minutos. Os fragmentos foram submetidos a corrida em gel de
agarose Nusieve (Lonza/EUA) a 4%, submetidos a 80V em tampdo TAE 1x por 90 minutos.
Apos a corrida, o gel foi corado com brometo de etidio 0,1 mg (10uL em 100mL de TAE 1x)
por 15 minutos, e observado em transiluminador UVP High Performance UV Transilluminator
(Fischer Scientific/EUA).
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4.3.8. PCR-RFLP-hsp70

Os produtos obtidos na PCR-hsp70 foram submetidos a digestdo com a enzima de
restricdo Haelll FastDigest® (ThermoFisher Scientific/EUA) de acordo com as instrucdes do
fabricante: 5uL da amostra foram digeridos a 37°C por 3 minutos com 1uL (10 U) da enzima
de restricdo, 2uL de tampao especifico (Kit da enzima) e 10ul de agua ultrapura. Posteriormente
foi realizada a inativacdo da enzima a 80°C por 20 minutos. Os fragmentos foram submetidos a
corrida em gel de agarose (Argagen/Espanha) a 3%, submetidos a 80V em tampé&o TAE (Tris-
Acetato-EDTA) 1x por 90 minutos. Apds a corrida, o gel foi corado com brometo de etidio 0,1
mg (10uL em 100mL de TAE 1x) por 15 minutos, e observado em transiluminador UVP High

Performance UV Transilluminator(Fischer Scientific/EUA).

4.3.9. Purificacdo e sequenciamento dos fragmentos obtidos na PCR-ITS1

convencional

Os fragmentos amplificados na PCR convencional foram purificados utilizando-se o
GeneClean 1l Kit (MP Biomedicals/fEUA) conforme recomendacGes do fabricante.
Resumidamente: o DNA foi ressuspenso em iodeto de sédio na proporcédo de 1:3. e adicionado
solugdo GlassMilk. A mistura foi incubada em temperatura ambiente por 5 minutos,
homogeneizando a cada minuto. Apds centrifugacao a 2.500 x g por 5 segundos, o sobrenadante
foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 500uL de solucdo new wash e centrifugado a 2.500
X g por 5 segundos. Apoés descarte do sobrenadante, o pellet foi seco em termobloco a 55°C. O
DNA foi eluido em &gua ultrapura adicionada na mesma quantidade de GlassMilk e armazenado

até a realizacao do sequenciamento.

O sequenciamento foi realizado no Centro de Estudos do Genoma Humano e Células
Tronco do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo de acordo com protocolo
estabelecido, utilizando os oligonucleotideos LITSR/L5.8S a 2,5uM (EI Tai, 2001) para o alvo
ITS1 e hsp70CF/hsp70CR (Graca et al., 2012) para o alvo hsp70.

As sequéncias forward e reverse de cada gene foram analisadas no programa BioEdit
(versdo 7.2.5) Sequence Alignment Editor (Hall, 1999). As sequéncias consenso obtidas foram
submetidas a ferramenta online BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) para avaliacdo da

similaridade com as sequéncias ja depositadas no genbank.
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4.4, Aspectos Eticos

Este projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do IIER (CAAE:
07801112.1.0000.0061) e pelo comité de ética do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (HCFMUSP) (CAAE: 47217419.0.0000.0068).
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5.  RESULTADOS

5.1. Detecgdo de DNA total integro extraido de amostras clinicas, tendo como alvo o
gene da B-globina.
As amostras clinicas foram inicialmente avaliadas quanto a qualidade do DNA
extraido, utilizando-se o gene housekeeping da p-globina. Observamos que 0 DNA de todas as

amostras usadas neste projeto, amplificaram uma banda de 268pb, conforme figura 1.

6 100 CN CP

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose de amostras de pacientes com suspeita de
leishmaniose tegumentar submetidas a PCR para o gene da B-globina. 100: Padrdo de peso
molecular de 100 pares de bases (pb); CP: Controle positivo; CN: Controle negativo. Colunas

1, 2, 3,4, 5 e 6: Amostras de pacientes com suspeita de leishmaniose tegumentar.
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5.2. Técnica de PCR-convencional para o gene alvo ITS1

Das 211 amostras de lesdo tegumentares analisadas, 84 (4 de lesdo mucocutanea, 18 de
lesdo mucosa e 62 de lesdo cutanea) amostras tiveram o DNA do parasito amplificado pela

técnica de PCR-ITSL1, produzindo um fragmento de 320pb, conforme Figura 2.

56 7 89 1050Lal11121314151617CN

Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose, representativo, de amostras de pacientes com
suspeita de leishmaniose tegumentar submetidas a PCR-ITS1 convencional. 50: Padréo de peso
molecular de 50 pares de bases (pb); La: Controle positivo de L. amazonensis; CN: Controle
negativo. Colunas 3, 4, 5, 6 e 9: Amostras de pacientes com suspeita de leishmaniose
tegumentar e que amplificaram o género Leishmania (320 pb). Colunas 1, 2, 7, 8, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16 e 17: Amostras de pacientes com suspeita de leishmaniose tegumentar que néo

amplificaram o género Leishmania (320 pb).

5.3. RFLP dos amplificados da PCR ITS-1

Todas as 84 amostras que amplificaram, correspondente a amplificacdo da sequéncia ITS-
1, foram submetidas ao RFLP, e 46,42% (39/84) delas apresentaram padrao de corte condizente
com o subgénero Viannia. Uma amostra apresentou padrdo de corte condizente com L. (L.)
amazonensis e 52,38% (44/84) ndo foram identificadas apds o RFLP. Na Figura 3 é possivel

visualizar os fragmentos ap6s RFLP-PCR-ITS1.
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Figura 3- Eletroforese em gel Nusieve, representativo, de amostras de pacientes com
diagnostico de leishmaniose tegumentar submetidas ao RFLP pds PCR-ITS1. 50: Padrdo de
peso molecular de 50 pares de bases (pb); 100: Padréo de peso molecular de 100 pb. CN:
Controle negativo; Colunas 3, 6, 7, 8, 11: Amostras de pacientes com leishmaniose tegumentar
que apresentaram bandas condizentes com o subgénero Viannia (150pb-160pb); Coluna 9:
Amostras de pacientecom leishmaniose tegumentar que apresentou bandas condizentes com L.
amazonensis (140pb-190pb). Colunas: 1, 2, 4, 5, 10 e 12: Amostras de pacientes com
leishmaniose tegumentar cujos amplificados ndo apresentaram fragmentos. La: controles

positivos de L. amazonensis; Lb: controle positivo de L. braziliensis.

5.4. Técnica de sequenciamento Sanger dos amplificados da PCR ITS-1

As 84 amostras que amplificaram para a sequéncia ITS1 foram submetidas ao
sequenciamento Sanger, sendo possivel identificar 4 espécies de Leishmania. O maior
percentual foi de L. (V.) braziliensis detectada em 91,7 % (77/84) das amostras de leishmaniose
tegumentar; L. (L.) amazonensis foi detectada em 3,5% (3/84), L. (V.) guyanensis em 2,3%
(2/84) e L. (L.) infantum foi identificada em 1,2% (1/84) das amostras. Uma amostra
demonstrou o mesmo perfil de similaridade com duas espécies: L. (V.) panamensis e L. (V.)

guyanensis, conforme tabela 2.
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Tabela 2 - Identificacdo de espécies de Leishmania em amostras clinicas de pacientes com

leishmaniose tegumentar, pela técnica de sequenciamento Sanger pés PCR-ITS1.

Espécies Amostras Percentagem
L. (V.) braziliensis 77 91,7%
L. (L.) amazonensis 3 3,5%
L. (V.) guyanensis 2 2,4%
1
1

L. (L.) infantum 1,2%
L. (V.) guyanensis/panamensis 1,2%
Total de amostras 84 100%

5.5. Técnica de PCR-convencional para o gene alvo hsp70

Inicialmente foram utilizados os oligoiniciadores F25/R1310 descritos por Montalvo et
al. 2012, por apresentarem um potencial para diferenciar espécies de Leishmania, considerado
um marcador robusto. Quando da padronizacdo desta metodologia utilizando-se amostras de
cepas referéncias e amostras clinicas com diagndstico confirmado de leishmaniose tegumentar,
observamos presenca de grande quantidade de bandas inespecificas no gel de agarose (Figura
3). Diante disto, realizamos algumas tentativas mudando a concentracdo de MgCl,, dos
oligoniciadores F25/R1310 e da enzima Taq DNA polimerase, além de alterarmos também a
quantidade de ciclos e temperatura de associacao, porém, ndo obtivemos sucesso. No entanto,

optamos por ndo mais utilizar estes oligoiniciadores.
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Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose, representativo, de amostras de pacientes com
diagnostico de leishmaniose tegumentar submetidas a PCR-hsp70 convencional (primers
F25/R1310). 100: Padrao de peso molecular de 100 pares de bases (pb); 200: Padrdo de peso
molecular de 200 pares de bases (pb); La: Controle positivo de L. amazonensis;Lb: Controle
positivo de L. braziliensis; CN: Controle negativo. Colunas 1 e 2: Amostras de pacientes com
leishmaniose tegumentar que ndo amplificaram. Colunas 3, 4 e 5: Amostras de pacientes com
leishmaniose tegumentar que tiveram varias bandas amplificadas, sendo a banda de interesse a
de 1286pb.

Diante dos resultados acima, optamos por usar a metodologia descrita por Graca et al.,
(2012) para o gene alvo hsp70 (hsp70cF/hsp70cR); padronizamos as condi¢cdes da PCR em
nosso laboratério e obtivemos amplificados correspondentes a banda de 234pb e auséncia de
bandas inespecificas. Observamos que utilizando a amplificagdo com os oligoiniciadores acima
referidos obtivemos menor sensibilidade quando comparamos com o alvo ITS-1 (Figura 4).
Diante desta menor deteccdo de DNA de Leishmania com o gene hsp70, optamos por
realizarmos uma pre-amplificacéo, utilizando-se os oligoiniciadores (pre-ampF e pre-ampR),
descritos por Zampieri (2019) e posterior amplificagdo com os oligoiniciadores descritos por
Graca et al (2012), caracterizando-se assim uma nested-PCR. Desta forma obtivemos 100% de

amplificagdo (figura 5) das amostras que foram também positivas com o alvo ITS-1.
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Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose de amostras de pacientes com diagndstico de
leishmaniose tegumentar submetidas & PCR-hsp70 convencional (primers hsp70cF/hsp70cR).
100: Padrdo de peso molecular de 100 pares de bases (pb); La: Controle positivo de L.
amazonensis; Lb: Controle positivo de L. braziliensis; CN: Controle negativo. Colunas 1, 2,
11 e 12: Amostras de pacientes com leishmaniose tegumentar que amplificaram o0género
Leishmania (234 pb). Colunas 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10: Amostras de pacientes com leishmaniose

tegumentar que nao amplificaram o género Leishmania (234 pb).

6 CN 100

Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose de amostras de pacientes com diagnostico de  3g



leishmaniose tegumentar submetidas a nested PCR-hsp70 convencional. 50:Padrdo de peso
molecular de 50 pares de bases (pb); 100:Padréo de peso molecular de 100 pares de bases (pb);
Lb: Controle positivo de L. braziliensis; CN: Controle negativo. Colunas 1, 2, 3, 4, 5 e 6:
Amostras de pacientes com leishmaniose tegumentar que amplificaram o género Leishmania
(234 pb).

5.6. RFLP dos amplificados da nested PCR-hsp70
As 84 amostras amplificadas com o gene alvo hsp70 foram submetidas a RFLP e
identificadas como se segue: 91,7% (77/84) apresentaram padrdo de corte para as espécies (L.
(V.) braziliensis/L.(V.) naiffi); 3,6% (3/84) apresentaram padrao de corte condizente com L. (L.)
amazonensis; 1,1% (1/84) com L. (L.) infantum e 3,6% (3/84) L.(V.) guyanensis (Tabela 3). Na

figura 7 é possivel visualizar os fragmentos obtidos na RFLP-hsp70.

Tabela 3 - Identificacdo de espécies de Leishmania por PCR-RFLP com o gene hsp70,

utilizando-se amostras de pacientes com leishmaniose tegumentar.

Espécies Amostras Percentagem
L. (V.) braziliensis/ L.(V.) naiffi 77 91,7%
L. (L.) amazonensis 3 3,6%
L.(V.) guyanensis 3 3,6%
L. (L.) infantum 1 1,1%
Total de amostras 84 100%
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Figura 7- Eletroforese em gel de agarose, representativo, de amostras de pacientes com
diagndstico de leishmaniose tegumentar submetidas ao RFLP pds PCR-hsp70. 50: Padrdo de
peso molecular de 50 pares de bases (pb); CN: Controlenegativo; Coluna 1: Amostra de
pacientes com leishmaniose tegumentar que apresentou fragmentos condizentes com L.
infantum; Coluna 2: Amostra de paciente com leishmaniose tegumentar que apresentou
fragmentos condizentes com L. guyanensis. Colunas: 3 e 4: Amostras de pacientes com
leishmaniose tegumentar que apresentaram bandas condizentes com o padréo de corte de L.
braziliensis / L. naiffi. La: controle positivos de L. amazonensis; Lb: controle positivo de L.
braziliensis; Lg: controle positivo de L. guyanensis; Li: controle positivo de L. infantum e Ln:

controle positivo de L. naiffi.

5.7. Técnica de sequenciamento Sanger dos amplificados da PCR-hsp70

As 84 amostras que amplificaram para a sequéncia hsp70 foram submetidas ao
sequenciamento Sanger, sendo possivel identificar 4 espécies de Leishmania. O maior
percentual foi de L. (V.) braziliensis detectada em 91,7% (77/84) das amostras de leishmaniose

tegumentar; L. (L.) amazonensis foi detectada em 3,5% (3/84), L. (V.) guyanensis em 3,5%
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(3/84) e L. (L.) infantum foi identificada em 1,2% (1/84) das amostras, conforme tabela 4.

Tabela 4 - Identificacdo de espécies de Leishmania por sequenciamento Sanger po6s PCR-
hsp70.

Espécies Amostras Percentagem
L. (V.) braziliensis 77 91,67%
L. (L.) amazonensis 3 3,57%
L.(V.) guyanensis 3 3,57%
L. (L.) infantum 1 1,19%
Total de amostras 84 100%

5.8. Comparacdo das metodologias para determinacado da espécie de Leishmania
causadora de leishmaniose tegumentar

Ao compararmos as diferentes metodologias para discriminacdo de espécies de
Leishmania, observamos que o sequenciamento do gene alvo hsp70 apresentou melhor
resultado, sendo que em 100% das amostras, a espécie de Leishmania foi identificada. Quando
foi utilizado o sequenciamento do alvo ITS-1, obtivemos 98,80% de identificagdo das amostras.
A metodologia PCR-RFLP hsp70 identificou as amostras de L. amazonensis e de L. infantum.
Com relacdo as espécies do subgénero Viannia esta metodologia discrimina L. braziliensis e L.
guyanensis de outras espécies, porém nao discrimina L. braziliensis de L. naiffi (Tabela 5). A
metodologia utilizando-se PCR-RFLP-ITS1 identificou somente uma amostra como sendo de
L. amazonensis, ndao discriminando nenhuma outra espécie. Trinta e nove amostras foram
identificadas com sendo do subgénero Viannia e em 44 amostras nao houve nenhum padréo de
restricdo, com a enzima HAE I1I.

Quando analisamos a concordancia entre as metodologias, houve 100% de concordancia
entre sequenciamento ITS1, PCR-RFLP-hsp70 e sequenciamento hsp70 na identificacdo de L.
braziliensis, L. amazonensis e L. infantum. Houve concordancia de 100% entre PCR-RFLP-
hsp70 e sequenciamento hsp na identificacdo de L. guyanensis (Tabela 5). Uma amostra foi
caracterizada como sendo L. guyanensis pela técnica de PCR-RFLP hsp70 e sequenciamento
hsp 70, porém, na técnica de sequenciamento ITS-1 essa mesma amostra foi identificada como

sendo L.guyanensis/L.panamensis.
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Tabela 5 - Identificacdo de espécies de Leishmania pelas diferentes técnicas, utilizando-se

amostras clinicas de pacientes com leishmaniose tegumentar.

Espécie de PCR-RFLP Sequenciamento PCR-RFLP  Sequenciamento
Leishmania ITS-1 ITS-1 Hsp70 Hsp70
Leishmania 46.4% 91,7% (L.b) 91,7% 91,7% (L.b)
(Viannia) (subgénero (L.b/L.n)

braziliensis Viannia)

Leishmania 1,2% 3,5% (L.a) 3,5% (L.a) 3,5% (L.a)
(Leishmania)

amazonensis

Leishmania 46.4% 2,3% (L.9) 3,5% (L.g) 3,5%
(Viannia) (subgénero (L.9)
guyanensis Viannia)

Leishmania 0% 1,2% (L.1) 1,2% (L.1) 1,2% (L.1)
(Leishmania)

infantum

Leishmania 0% 1,2% (L.g/L.p) 0% 0%
(Viannia)

guyanensis/L.

panamensis

N&o identificada  52.4% 0% 0% 0%

Total 100% 100% 100% 100%

5.9. Amostras de pacientes que ndo tiveram DNA de parasito amplificado por PCR

Das 211 amostras suspeita de LT, como mostrado anteriormente, 84 apresentaram
amplificacdo de DNA de Leishmania, sendo que 127 ndo apresentaram amplificagcdo para o alvo
ITS-1. Das amostras consideradas negativas para Leishmania pela PCR, 101 eram amostras de
lesdo de pacientes com outras doencas conforme tabela 6, sendo descartado diagndstico de LT.
No entanto, 26 amostras que foram negativas na PCR para Leishmania, tiveram o diagnostico
de LT (18 de leishmaniose cutanea localizada e 8 de leishmaniose mucosa) confirmado por

outras metodologias, sendo 20 por imunoistoquimica, 6 por anatomopatolégico.
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Tabela 6 - Diagndstico dos pacientes que ndo amplificaram na PCR convencional.

Diagnostico Quantidade Percentagem
Ulcera cronica da pele nio classificada, em outra parte 21 16,5%
Esporotricose 19 15,0%
Leishmaniose cutanea 18 14,2%
Ulcera dos membros inferiores nio classificada 11 8,7%
Leishmaniose mucosa 8 6,3%
Varizes dos membros inferiores com ulcera e inflamagéo 6 4,7%
Fissura, entalhe ou fenda nasal 5 3,9%
Carcinoma 3 2,4%
Dermatite atopica 3 2,4%
Eczema cronico 3 2,4%
Outras alteragdes de pele ndo especificadas 3 2,4%
Outros transtornos do nariz e dos seios paranais 3 2,4%
Piodermite 2 1,6%
Rinite crénica 2 1,6%
Abcesso cutaneo, furinculo e carblnculo 1 0,8%

Afeccdes da pele e do tecido subcuténeo, ndo
especificados 1 0,8%
Afecccoes hipertroficas da pele 1 0,8%
Celulite da face 1 0,8%
Criptococose cutanea 1 0,8%
Esquistossomose nédo especificada 1 0,8%
Estenose e insuficiéncia dos canais lacrimais 1 0,8%
Granuloma piogénico 1 0,8%
Hanseniase virchowiana nasal 1 0,8%
Impetigo 1 0,8%
Infecccéo localizada da pele e do tecido subcuténeo, ndo
especificada 1 0,8%
Intoxicacdo por substancias de uso tépico que atuam

sobre a pele e a mucosa 1 0,8%
Neoplasia maligna do assoalho da boca 1 0,8%
Outras dermatites 1 0,8%
Outras formas de prurigo 1 0,8%
Papiloma invertido 1 0,8%
Paracoccidioidomicose 1 0,8%
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Reacdo a picada de inseto 1 0,8%
Tuberculose da laringe 1 0,8%
Vestibulite 1 0,8%

5.10. Local de procedéncia dos pacientes com diagnostico de LTA

Ao analisarmos a procedéncia dos pacientes com diagnéstico de LTA confirmado por
PCR, observamos que 28 pacientes eram procedentes de S&o Paulo, 17 da Bahia, 15 de Minas
Gerais, 5 de Pernambuco, 3 do Amazonas, 2 do Rio de Janeiro, 2 de Goiés, 2 do Paran, 1 do
Maranhdo, 1 do Acre, 1 do Pard, 1 do Piaui, 1 da Paraiba, 3 da Bolivia e 1 da Venzuela (Grafico
1).

5.11. Identificacdo das espécies de Leishmania de acordo com o local de procedéncia

L. braziliensis foi identificada em 27 amostras de pacientes procedentes de Sao Paulo, 16
amostras de pacientes procedentes da Bahia, e todas as amostras de pacientes procedentes de
Minas Gerais (15 amostras), Pernambuco (cinco amostras), Rio de Janeiro (duas amostras),
Parana (duas amostras), Goias (duas amostras), Mato Grosso (uma amostra), Maranhdo (uma
amostra), Para (uma amostra) e Bolivia (trés amostras). L. amazonensis foi identificada em uma
amostra de paciente procedente de Presidente Prudente - SP, em uma amostra de paciente
procedente do Piaui e em uma amostra de paciente procedente da Bahia. L. guyanensis foi
identificada em uma amostra de paciente procedente do Acre, em uma amostra de paciente
procedente do Amazonas e em uma amostra de paciente procedente da Venezuela. L. infantum

foi identificada em uma amostra de paciente procedente da Paraiba (gréfico 2).
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Gréfico 1. Provavel local de infeccdo dos pacientes que foram positivos na PCR convencional.

15

~n

*Trés pacientes s@o procedentes da Bolivia e um da Venezuela.



W Leishmania (V.) braziliensis
M Leishmania (L.) amazonensis

Leishmania (V.) guyanensis
W Leishmania (L.) infantum

Figura 8 - Distribuicdo geogréafica das espécies de Leishmania identificadas no sequenciamento

Sanger p6s PCR-hsp70.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho identificamos diferentes espécies de Leishmania causando leishmaniose
tegumentar americana, utilizando-se diretamente espécime clinica de pacientes atendidos num
centro especializado no atendimento de doencas infecto-parasitarias. A identificagdo das quatro
espécies de Leishmania foi feita por meio de PCR-RFLP e sequenciamento Sanger. E
importante ressaltar que a realizacdo deste trabalho com amostras procedentes do centro de
referéncia em atendimento de doencas infecciosas, possivelmente reflita a diversidade de
formas clinicas de LTA e de espécies de Leishmania circulantes no Brasil, visto que foram
incluidos pacientes provenientes de 13 estados brasileiros, das cinco regides geograficas e ainda
participantes provenientes de dois paises da América Latina (Bolivia e Venezuela). Ademais a
utilizacdo de dois alvos e duas diferentes técnicas, para identificacdo das espécies, assegurou a
verdadeira espécie de Leishmania envolvida no desencadeamento da leséo.

A identificacdo correta da espécie de Leishmania causadora de lesdo tegumentar em
uma determinada regido geografica ¢ fundamental para fins taxonémicos, escolha da melhor
terapéutica e ainda para agdes de vigilancia epidemioldgica (48,49). Diversas técnicas sao
utilizadas para o diagnostico de LTA e identificacdo de Leishmania, utilizando diferentes
espécimes clinicas e diferentes abordagens. Pesquisa direta por microscopia e cultura de
parasita podem confirmar o diagnostico de LTA, demonstrando a presenca do parasito em
lesGes, porém ndo discrimina a espécie de Leishmania envolvida (46). Os métodos mais
comumentes utilizados para identificacdo da espécie sao migracdo eletroforética de isoenzimas
e analise molecular (12, 47, 71). Anélise de isoenzimas é considerado o método padréo, porém
utiliza formas promastigotas obtidas de cultura, o que nem sempre € possivel devido a baixa
sensibilidade da cultura, secundaria a contaminacdo por bactérias e escassa quantidade de
parasitos em determinadas formas clinicas (leishmaniose mucosa) (46). Métodos moleculares
utilizando diversos alvos gendmicos para identificacdo de Leishmania sdo os mais comumente
empregados (50, 51, 53). Analise por PCR-RFLP de mdltiplos alvos tem sido empregados,
objetivando uma identificacdo pratica de Leishmania, sem a necessidade de uso de
equipamentos mais caros e menos acessiveis (52). Sequenciamento de genes ou de regides
intergénicas tambeém tem sido empregado, porém & mais caro € menos acessivel. Apesar da
expansao do uso dessas metodologias utilizadas para identificagdo de patdgenos, ainda ha uma
falta de conhecimento da melhor metodologia e do melhor alvo a ser utilizado para identificacao

de Leishmania. Neste estudo utilizamos dois diferentes alvos e duas diferentes técnicas
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moleculares para identificacdo de Leishmania, a partir de amostras clinicas de pacientes com
suspeita de LTA. Os alvos moleculares escolhidos foram I1TS1 e hsp70, utilizando as técnicas
de PCR-RFLP e sequencimento Sanger. Em nosso estudo, utilizando-se a PCR-RFLP ITS1,
com a enzima Haelll ndo foi possivel identificar as espécies, somente o subgénero em 46,4%
(39/84) das amostras e L. amazonensis em uma amostra. Também Satow, 2016 utilizando o
mesmo alvo (ITS1 com a enzima Haelll) obteve resultados semelhantes, distinguindo o
subgénero Leishmania do subgénero Viannia, ndo distinguindo as espécies (69). Bilbao-Ramos
et al, 2020 usando essa mesma abordagem para identificacdo de Leishmania em amostras de
pacientes com LTA, da Bolivia, identificaram dois padrdes distintos eletroforéticos, um padrado
correspondente a L. amazonensis e outro padrdo correspondente ao subgénero Viannia sem
distingdo entre espécies (54). Conter et al 2019 em uma revisao sistematica descrevem que 0s
oligoiniciadores desenhados para regido ITS1, permitem identificar espécies do subgénero
Leishmania, principalmente as espécies L. infantum, L. tropica, L. major e L. aethiopica, porém
ndo encontraram dados de identificacdo de espécies do subgénero Viannia, o que corrobora o0s
nossos resultados, em que apenas conseguimos distinguir o subgénero, sem identificar espécies
(55). Diversos autores tém utilizado a regido ITS1 com PCR-RFLP para identificacdo de
espécies de Leishmania no velho mundo, permitindo diferenciar as diferentes espécies do
subgénero Leishmania que causam doenca tegumentar (46, 56, 57, 58, 59, 60) tais como
Leishmania major e L. tropica, as quais apresentam fragmentos de 220 e 140 pb e de 200 e 60
pb respectivamente, o que favorece esta abordagem para identificacdo de Leishmania no velho
mundo (61). Claramente esta abordagem ndo permite distinguir espécies de Leishmania do
subgénero Viannia, provavelmente devido o nimero e local do sitio de restricdo da enzima
Haelll ser semelhante nessas espécies, apresentando somente um padrdo de restricdo
enzimatico, quando visualizado no gel de agarose. Estes dados sugerem que a abordagem PCR-
RFLP-ITS1 possa ser usada para deteccdo de DNA de Leishmania em espécimes clinicas,
porém ndo deva ser usado para identificacdo de espécies do subgénero Viannia, 0 mais
prevalente nas Américas causador de leishmaniose tegumentar. Nas Americas, Silva et al,
(2006) usaram PCR-RFLP-ITS1 com a enzima Sau3Al e identificaram 13 amostras com
padrdes compativeis com as cepas de referéncia de L. (V.) lainsoni e 28 com L. (V.) braziliensis
ou L. (V.) guyanensis, pois esta metodologia ndo permitiu discriminar L (V) braziliensis de L.
(V.) guyanensis(48). Provavelmente a utilizacdo da enzima Sau3Al permitiu que tenha sido
observado padréo distinto de painel eletroforético, pois o sitio de restrigdo entre as duas enzimas
(Haelll e Sau3Al) é diferente.

Outros alvos sdo mais promissores para identificacdo de espécies de Leishmania,
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principalmente aquelas do subgénero Viannia. Dentre esses alvos destacamos o gene hsp70 por
ser altamente conservado e que tem sido usado para estudos taxondmicos e filogenéticos de
Leishmania. Graca et al (2012) e Montalvo et al (2012) utilizando oligoiniciciadores do gene
hsp70 e PCR-RFLP com enzima Haelll identificaram espécies do subgénero Viannia,
permintindo distingui-las (40,41). Utilizando essa mesma abordagem com os oligoiniciadores
descritos por Gracga et al (2012) conseguimos distinguir 4 diferentes espécies de Leishmania em
nossa casuistica, inclusive com identificacdo de L. infantum causando doenca tegumentar,
corroborando os achados descritos por Graga et al (2012). No entanto, quando utilizamos 0s
oligoiniciadores descritos por Montalvo et al (2012) ndo obtivemos o mesmo éxito. Alguns
fatores podem ter contribuido para esta diferenca entre os oligoiniciadores. Primeiramente,
guando utilizamos o protocolo descrito por Montalvo et al (2012) observamos que quando da
amplificacdo do DNA de Leishmania, obtivemos varios fragmentos de banda, sem termos usado
enzima de restricdo e certamente este padrédo interferiria no padrdo de bandas que obteriamos
quando da realizacdo da PCR-RFLP. Outro fator que pode ter contribuido para esta diferenca
se refere ao tamanho fragmento esperado, pois o amplificado do protocolo descrito por
Montalvo geraria um fragmento inicial de 1286pb enquanto o tamanho do fragmento gerado,
usando-se o protocolo descrito por Graca et al (2012) é de 234pb. Satow et al (2016) utilizando
PCR-RFLP-hsp70, com as enzimas Haelll e BstUI, identificou padrdo de restricdo diferente
para cinco espécies de Leishmania de cepa padrdo (69). Utilizando a mesma abordagem em 21
amostras de pacientes com leishmaniose tegumentar identificou L. braziliensis em 18 amostras,
L. naiffi em uma amostra e duas amostras apresentaram perfis eletroforéricos ndo condizentes
com nenhuma das cinco espécies de Leishmania de cepa de referéncia. Em nosso estudo,
utilizando-se os mesmos oligoiniciadores descritos por Graca et al (2012) na PCR-RFLP com
a enzima Haelll pudemos distinguir 4 espécies de Leishmania causando leishmaniose
tegumentar na casuistica estudada, sendo 91,7% L. braziliensis, 3,6% L. amazonensis, 3,6% L.
guyanensis e 1,1% L. infantum. Estes nossos resultados corroboram os resultados obtidos
anteriormente por outros autores, em que a abordagem de PCR-RFLP-hsp70 com Haelll pode
ser usada como importante ferramenta para distingdo de espécies causadoras de LTA,
identificando ndo sé as espécies do subgénero Viannia, como também identificando espécies
do subgénero Leishmania como causadoras de LTA, entre elas a L. infantum. Muvdi-Arenas et
al, (2020) identificaram L. (V.) braziliensis em 88%, L. (V) panamensis em 8%, e L. (V.)
guyanensis e L. (L.) amazonensis em 2% em amostras de pacientes com LTA utilizando a
mesma abordagem usada neste nosso estudo (PCR-RFLP-hsp70 com a enzima Haelll)

corroborando nossos achados de que esta abordagem é util na identificacdo de espécies de
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ambos os subgéneros (72). Apesar de haver menos copias do gene hsp70, este se apresenta
como excelente alvo para estudos de taxonomia em Leishmania, por ser um gene altamente
conservado em sequéncia e funcéo, e de suma importancia como chaperonas moleculares (63).
Ao longo dos anos tem-se buscado diferentes metodologias para melhor identificagdo
de espécies de patdgenos. Certamente, entre essas metodologias, a que melhor permite
distinguir diferentes espécies de um mesmo parasito é o sequenciamento do genoma, seja de
parte dele ou do todo. Porém, esta metodologia ndo esta acessivel a todos os servicos de salde,
em decorréncia de custo elevado, necessidade de equipamento especifico e ainda de pessoal
treinado. Por meio do sequenciamento de diferentes fragmentos de DNA é possivel identificar
as espécies pela simples mudanga de uma base numa determinada posicdo do fragmento
analisado. Através do sequenciamento dos amplificados na PCR-ITS1 foi possivel identificar a
espécie de Leishmania em 98,8% (83/84) das amostras analisadas e em 100% quando utilizamos
0 hsp70 em nossa casuistica. Quando comparamos 0 sequenciamento da regido ITS1 pelo
método Sanger com a ITS1-PCR-RFLP (Haelll) houve uma diferenca substancial, visto que no
sequenciamento foi possivel definir 98,8% das amostras e com a PCR-RFLP-ITS1 pudemos
distinguir somente subgéneros e em uma Unica amostra definimos a espécie. Esta diferenca
pode ser devido a enzima Haelll que foi usada na PCR-RFLP-ITS1, a qual ndo identificou sitios
de restricdo para que possa ter feito a fragmentacdo do DNA. Talvez se fosse usada uma outra
enzima, poderiamos ter obtido padréo eletroforético distinto entre as espécies de Leishmania,
visto que o0 sequenciamento Sanger permitiu distingui-las, havendo, portanto, diferenca na
sequéncia do fragmento da regido analisada, permitindo identificar as seguintes espécies de
Leishmania: L. (V.) braziliensis detectada em 91,6% (77/84) das amostras; L. (L.) amazonensis
em 3,6% (3/84), L. (V.) guyanensis em 2,4% (2/84) e L. (L.) infantum em 1,2% (1/84). Um dado
interessante se refere a uma amostra, em que o sequenciamento ITS1 ndo distinguiu L. (V.)
guyanensis de L. (V.) panamensis de um paciente proveniente da Venezuela. Uma hipGtese para
isto pode ser a coinfeccdo por duas espécies numa mesma lesdo ou devido a similaridade na
sequéncia dessas duas espécies na regido ITS1. Ao utilizarmos outra abordagem para
identificacdo de espécie de Leishmania, na referida amostra, obtivemos a identificacdo de L.
guyanensis, sendo que a diferenciacdo entre L. guyanensis e L. panamensis nem sempre sera
determinada pelo sequenciamento amplificado de 320pb da regido ITS1.
Ao compararmos as diferentes técnicas de identificacdo para identificacdo de Leishmania,
a partir de amostras de lesdo de LTA, claramente observamos que o sequenciamento seja da
regido 1TS1, como do gene alvo hsp70, é uma técnica mais robusta para esta finalidade. No

entanto a PCR-RFLP-hsp70 apresenta resultados semelhantes ao do sequenciamento Sanger do
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mesmo gene alvo. Esta informacdo é fundamental, pois como ja descrito anteriormente, a
técnica de sequenciamento necessita de equipamentos mais sofisticados, requer médo de obra
especializada e esta pouco disponivel para uso na rotina. A PCR-RFLP-hsp70 é mais trabalhosa
e apresenta maior risco de contaminacéo da amostra devido a maior manipulacdo da mesma, no
entanto esta mais disponivel para uso e ndo requer, por exemplo, uso de equipamento para
sequenciamento das amostras. Apesar das diferengas na execugdo das técnicas, mesmo que em
ambas haja necessidade de extracdo de DNA e realizacdo de PCR, ndo se pode afirmar qual
seria mais dispendiosa para realizacdo em centros de atendimento de pacientes, pois ndo ha
estudo disponiveis que comparem os gastos para realizacdo de cada uma das técnicas.

Apo0s analisarmos as quatro metodologias aqui utilizadas para identificacdo das espécies
de Leishmania e concluirmos que o sequenciamento da regido ITS1 ou do gene hsp70 seriam
as melhores ferramentas a serem empregadas, partimos para relacionarmos as espécies de
Leishmania com as formas clinicas de LTA e com o local provavel de infeccdo. Das 84
amostras, em que houve detecgdo de DNA de Leishmania, 18 (21,4%) eram de leishmaniose
mucosa causada por L. braziliensis, 4 (4,8%) de leishmaniose muco-cutanea, sendo 3 L.
braziliensis e uma L. amazonensis. Das 84 amostras, 62 (73,8%) eram de leishmaniose cutanea
localizada, sendo 56 L. braziliensis, 2 L. amazonensis, 3 L. guyanensis e 1 L. infantum. Esses
nossos achados revelam a diversidade de espécies de Leishmania que causam LTA nas
Américas. Os nossos achados corroboram o que ja foi descrito anteriormente, em que diferentes
espécies de Leishmania causam lesdo tegumentar no Novo Mundo (7, 11) prevalecendo
espécies do subgénero Viannia e mais precisamente a espécie L. braziliensis, como a principal
causadora de LTA nas Américas (26) incluindo a leishmaniose mucosa e muco-cutanea. Cabe
ressaltar, que em nossa casuistica ndo detectamos nenhuma espécie de L. naiffi, L. shawi, L.
lainsoni e L. lindenberg.

Com a utilizacdo de ferramentas robustas de identificacdo de Leishmania é possivel ndo
s0 confirmar as principais espécies causadoras de LTA, como identificar espécie que
comumente ndo esta relacionada com determinada forma clinica. Nesta nossa casuistica
identificamos L. infantum em uma amostra de um paciente procedente do estado da Paraiba, o
qual era cuidador de um cédo que faleceu de leishmaniose visceral. Este achado chama atencéo
para a importancia de espécies viscerotropicas causarem doenca tegumentar no Brasil, como ja
demonstrado por outros autores (6). Ademais a descricdo de L.infantum causando doenga
tegumentar necessita de melhor avaliagdo molecular objetivando identificar diferentes cepas
podem causar doenca visceral ou tegumentar, como descrito no continente Europeu (45) e na
Ameérica Central (44).
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Ao avaliarmos a procedéncia dos participantes deste estudo, houve uma diversidade de
provaveis locais de infeccdo, pois houve participantes das cinco regides geograficas brasileiras,
além de 3 pacientes procedentes da Bolivia e um procedente da Venezuela. L. braziliensis foi
identificada nas 3 amostras dos pacientes procedentes da Bolivia, em todas as amostras
procedentes de Minas Gerais (15 amostras) em 27 das 28 amostras procedentes de Sdo Paulo e
em 15 das 17 amostras procedentes da Bahia, além de haver sido detectada em amostras do
Para, do Maranhdo, do Rio de Janeiro, Parand, Mato Grosso e Goias. Estes resultados
confirmam a ampla distribuicdo de L. braziliensis no Brasil e na Bolivia, como principal agente
etiologico de LTA. L. amazonensis também estd amplamente distribuida no Brasil, pois foi
identificada em amostras de S&o Paulo, Bahia e Piaui. L. guyanensis esta restrita a regido Norte
do Brasil, pois foi encontrada somente em amostras procedentes do Amazonas e do Para e
ademais em uma amostra da Venezuela. Essas informac6es de identificacdo de espécie de
Leishmania de acordo com a procedéncia é necessaria, ndo so paras fins de ecoepidemiologia,
como também para auxiliar na tomada de decisdo dos programas de controle de LTA, pois
sabidamente as diferentes espécies de Leishmania circulam em diferentes reservatérios e sao
transmitidas por espécies diferentes de flebotomineos (1). Conhecendo-se a espécie circulante
em uma determinada regido é possivel ndo somente indicar a melhor escolha terapéutica em
decorréncia da espécie do parasito, como também poder-se-4 desenvolver programas de
controle vetorial e de reservatorios.

Apesar de ferramentas robustas para identificacdo de espécie de Leishmania (PCR-RFLP
e sequenciamento) estas podem apresentar sensibilidade varidvel. Nesta nossa casuistica das
211 amostras incluidas neste estudo, 110 tiveram diagnéstico de LTA confirmado por alguma
metodologia, porém em 26 amostras ndo houve amplificagdo de DNA de Leishmania
utilizando-se como alvo a regido ITS 1. Este resultado nos permitiu inferir uma sensibilidade
de 76% e uma especificidade de 100% pois todas as amostras em que o diagnostico de LTA
ndo foi confirmado, ndo obtivemos amplificacdo de DNA de Leishmania. A sensibilidade
encontrada, utilizando-se os alvos ITS 1 e hsp70 pode ser considerada baixa, quando avaliamos
que em 20 amostras em que ndo houve amplificacdo de DNA de Leishmania, a
imunoistoquimica foi positiva e em outras 6 amostras a confirmagdo foi pelo achado
anatomopatologico. Alguns fatores podem contribuir para que ndo se observe uma sensibilidade
mais elevada, devendo-se levar em consideracdo o tempo de evolucédo da lesdo, o tamanho do
fragmento da lesdo encaminhado para realizagdo de PCR e ainda o nimero de cdpias do alvo
analisado, pois € descrito entre 20 a 200 copias para 0 ITS1 e de 1 a 7 cdpias para hsp70

(64,65,66,70). Quando sdo usados genes alvos com maior nimero de cépias, por exemplo
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KDNA que tem cerca de 20.000 copias a sensibilidade é proximo a 100 % conforme descrito
por Satow et al 2013(69). Satow et al 2013, utilizando o gene alvo KDNA obteve 87,5% de
sensibilidade, porém quando as mesmas amostras foram analisadas com o alvo ITS 1 a
sensibilidade foi de 85,7 % e de 68,4% utilizando o gene alvo hsp70 (62). Em nosso estudo
obtivemos uma sensibilidade mais baixa com o alvo ITS1, porém no estudo de Satow houve
reamplificacdo da PCR-ITS1. Provavelmente este fator, reamplificagédo, foi determinante para
diferenca na sensibilidade nestes dois estudos, pois na primeira rodada de PCR-ITS1, Satow
obteve sensibilidade de 57,1%. Acreditamos que se reamplificassemos o produto de PCR obtido
com a primeira andlise, teriamos uma sensibilidade maior, porém ndo utilizamos esta
abordagem. Em relacdo as formas clinicas, houve diferenca na sensibilidade, sendo de 77,5%
na forma cutanea e 69% na forma mucosa. Esta diferenca de sensibilidade entre as formas
clinicas pode ser em decorréncia da maior quantidade de parasitos, pois sabidamente a forma
mucosa apresenta escassez parasitaria em relacdo a forma cutanea (1). Outro fato que pode ser
considerado se refere ao tamanho do fragmento da leséo disponibilizado para deteccdo de DNA
de Leishmania, pois em amostras de lesdo cutdnea o fragmento obtido € maior quando
comparado ao fragmento de lesdo mucosa.

Em conjunto, os nossos resultados permitem inferir que tanto a PCR-RFLP-hsp70 (Haelll),
sequenciamento ITS1 e sequenciamento hsp70 sdo ferramentas de grande valia e adequadas
para identificacdo de espécies de Leishmania causadoras de diferentes formas clinicas de LTA
de diferentes regides geograficas.

A obtencdo dos resultados, aqui descritos, podem subsidiar pesquisas futuras que visem
melhorar as metodologias para estudos taxonémicos de Leishmania. Certamente a utilizacéo de
dados mais robustos permitira conhecermos melhor a ecoepidemiologia da LTA, mas também
podera auxiliar na tomada de decisdo terapéutica e de politicas publicas de controle de
leishmaniose tegumentar.

Apesar de todo o empenho, para obtengdo dos melhores resultados possiveis, este estudo
apresenta limitaces, tais como: a) uso de amostras de conveniéncia, que pode induzir um viés
de representacdo das amostras e b) ndo utilizacdo de um método, que pudesse ser usado como
referéncia no diagndéstico da LTA, como por exemplo, a PCR tendo como alvo o KDNA, que
apresenta maior numero de copias, 0 que permitiria analisarmos melhor a sensibilidade dos
métodos aqui usados.

Apesar das limitagdes, este estudo realizado com espécimes clinicas reflete o que acontece
no cotidiano nos centros de atendimentos de pacientes e reforca a importancia de que outros

estudos sejam realizados para definicdo do melhor alvo e da melhor metodologia para o
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diagndstico espécie especifico de leishmaniose, pois até 0 momento ndo dispomos de método
padronizado e validado para uso na préatica clinica.
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7.  CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste estudo podemos concluir que:

O sequenciamento do gene hsp70 de 234pb permitiu identificar a espécie de Leishmania
em todas as amostras clinicas analisadas, diferenciando as entre as varias espécies de
Leishmania de ambos os subgéneros: Leishmania e Viannia.

A PCR-RFLP hsp70 com enzima Haelll é capaz de identificar espécies de Leishmania
causadoras de LTA, porém ndo é possivel diferenciar L. brazilensis de L. naiffi;

O sequenciamento da regido ITS1 de 320pb permitiu identificar espécies de Leishmania
causadoras de LTA, porém ndo foi possivel discriminar L. guyanensis de L. panamensis em
uma das amostras analisadas;

A PCR-RFLP-ITS1 com a enzima Haelll ndo permite identificar espécies de
Leishmania do subgénero Viannia, causadoras de LTA,

Em conclusdo a ferramenta mais robusta, usada neste estudo para diagnostico espécie-

especifico de LTA, foi o sequenciamento do fragmento de 234pb do gene hsp70.
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