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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € uma parasitose de grande
repercurssdo meédica e social no Brasil. Como seu diagnéstico muitas vezes é dificil
devido a escassez parasitaria nas amostras clinicas e a baixa sensibilidade das
técnicas tradicionais, modernas tecnologias com alvo na identificacdo gendmica
como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tém sido utilizadas na investigacéo
diagnostica da doenca. Diante da possibilidade do encontro de parasitas em varios
fluidos corporais no diagndstico das leishmanioses e sendo a saliva um produto do
organismo humano, cogitou-se a possibilidade da identificacdo de Leishmania nesse
tipo de material organico. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a possibilidade da
deteccdo do DNA de Leishmania através da PCR na secrecado salivar de pacientes
com o diagnéstico de LTA. Coletou-se, antes de instalado o esquema terapéutico, a
saliva de quatro pacientes com LTA para a realizacdo da PCR. Quando utilizados os
primers bl e b2, especificos para a espécie L.(V.) braziliensis, a deteccdo de
fragmentos de aproximadamente 103pb, tamanho estimado para essa espécie,
determinou resultados positivos nas amostras de secre¢ao salivar de um paciente
com a forma cutédnea da doenca e de outros dois com a forma mucosa. Demonstrou-
se, pela primeira vez, ser possivel a amplificacdo de DNA de Leishmania na saliva
de pacientes com LTA, identificando-se a espécie presente. Ndo existem relatos na
literatura médica sobre a presenca dos agentes etiolégicos da LTA no fluido oral de
pacientes com a enfermidade, o que confere originalidade ao estudo. Novas
pesquisas Sd0 necessarias com um maior numero de participantes de forma a
padronizar o tipo de coleta, verificar a sensibilidade e especificidade do teste e assim
demonstrar a utilidade do fluido salivar como substrato ndo invasivo a ser utilizado

para investigacao diagnostica da LTA através da PCR.

Palavras-chave: Saliva; Reagdo em Cadeia da Polimerase; Leishmania; Diagndstico

nao invasivo; Leishmaniose Tegumentar Americana.



ABSTRACT

The Cutaneous Leishmaniasis (ACL) is a parasitic disease of great medical and
social repercussions in Brazil. As its diagnosis is often difficult due to lack parasite in
clinical samples and the low sensitivity of traditional techniques with modern
technology to identify genomic targets as the Polymerase Chain Reaction (PCR)
have been used in the laboratory diagnosis of disease. Facing the possibility of the
presence of parasites in various body fluids in the diagnosis of leishmaniasis and the
saliva is a product of the human body, he considered the possibility of identification of
Leishmania in this type of organic material. The aim of this study was to evaluate the
possibility of detection of Leishmania DNA by PCR in the salivary secretion of
patients with the diagnosis of ACL.Was collected before installing the regimen, the
saliva of four patients with ACL for PCR analysis. When used the primers b1l and b2,
specific to the species L. (V.) braziliensis, the detection of fragments of approximately
103pb, estimated size for this species, determined positive results in samples of
saliva from a patient with the cutaneous form of disease and two with the mucosal
form. It was demonstrated for the first time, be possible to amplify Leishmania DNA in
the saliva of patients with ATL, identifying the species present. There are no reports
in the medical literature about the presence of the etiologic agents of leishmaniasis in
the oral fluid of patients with the disease, which gives originality to the study. Further
research is needed with a larger number of participants in order to standardize the
type of collection, verify the sensitivity and specificity of the test and thus
demonstrate the usefulness of salivary fluid as a noninvasive substrate to be used for

diagnosis of ACL using PCR.

Keywords: Saliva; Polymerase Chain Reaction; Leishmania; Non-invasive diagnostic;

American Cutaneous Leishmaniasis.
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1 INTRODUCAO

O impacto das infec¢cbes parasitarias entre os seres humanos € enorme.
Diferencas no comportamento da evolu¢cdo das moléstias infecciosas revelam a
complexidade dos fatores envolvidos em sua determinacéo. Estima-se que cerca de
um terco da populacdo mundial esteja infectada com parasitas.

As leishmanioses estdo no quadro das protozooses heteroxénicas com alta
prevaléncia em regides tropicais e neotropicais. S&o afec¢cdes complexas que se
desenvolvem como resultado da infeccdo por diferentes espécies do protozoério
intracelular Leishmania, parasita pro-ativo por necessitar intermediario (vetor) para
ter acesso ao ser humano. Os responsaveis pela transmissdo do parasita sao
pequenos insetos hematéfagos denominados flebotomineos.

Patologias ndo contagiosas do grupo das moléstias infecciosas, as
leishmanioses aparentemente subsistirdo por longo tempo no N0sso meio em razao
de terem sido subestimadas por muitos anos. Afecc¢des tipicas do passado e do
subdesenvolvimento persistem ou ressurgem nos contextos atuais. Inegavelmente, a
urbanizacdo e expansdo das leishmanioses a enquadram entre as doengas
emergentes e reemergentes, com aumento da incidéncia nas ultimas décadas. Por
este incremento faz-se necessario o aperfeicoamento de um sistema diagnostico
diferencial, precoce, preciso, efetivo e de alta sensibilidade.

As leishmanioses constituem um complexo de doencas que atingem o
homem, determinadas por diferentes espécies de parasitas morfologicamente
semelhantes, diferenciados por métodos bioquimicos, imunoldgicos, moleculares ou
mesmo patoldgicos. A expressao clinica da leishmaniose esta vinculada a linhagem
do patdgeno envolvido e a relacdo parasita-hospedeiro pela habilidade imunogénica,
ou seja, a faculdade do agente infectante em estimular uma resposta imune. Além
da espécie do parasita, o vetor, a constituicdo genética e imunoldgica do hospedeiro,
também sdo fatores predisponentes para as manifestacdes clinicas (1). A forma
mais agressiva € a Leishmaniose visceral (LV) ou Calazar, doenca sistémica que
pode ser fatal se ndo tratada. A do tipo tegumentar que afeta a pele e mucosa,
denominada de Leishmaniose tegumentar (LT), conhecida no Brasil como LT
Americana (LTA), pode apresentar-se na forma de Leishmaniose cutanea (LC) e

Leishmaniose mucosa (LM) ou Leishmaniose cutaneo mucosa (LCM).
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Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 350 milhdes de pessoas
estdo expostas ao risco de contrair a enfermidade (2). Aproximadamente dois
milhdes de novos casos ocorrem por ano, sendo 1,5 milhdes de formas
tegumentares e 500.000 de formas viscerais (2,3,4).

Desde os primoérdios do Século XX, quando a colonizag@o agricola expunha
trabalhadores aos vetores da doenca, a LTA ja era uma parasitose de grande
repercurssdo social e médica no Brasil (5). Na década de 40, afirmava-se que a
progressdo da derrrubada de matas e a diminuicdo das possibilidades de criacéao
dos insetos transmissores, aliada a imunidade adquirida pela infeccdo, resultariam
na diminuicdo da enfermidade. Entretanto, o que se observou e ainda se verifica, é o
recrudescimento da doenca, aumentando consideravelmente em todo o mundo.

O Brasil, por ser um pais tropical e regido de alta biodiversidade, apresentou
a partir de 2003, a expansdo geografica da enfermidade, quando foi confirmada a
autoctonia da LTA em todos os estados da Federacgéo (2).

Passados mais de 100 anos da primeira descricdo da LTA no Brasil, apesar
da evolucdo de métodos diagnosticos, a afeccdo continua vivamente presente na
nosologia atual, constituindo-se em importante problema de saude publica, em
diversas regibes do mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento e
subdesenvolvidos. Nomeada como "Doenca Orfa" e, em raz&o de ser praticamente
inexistente nos chamados paises do Primeiro Mundo, se encontra na lista das
enfermidades negligenciadas, fato que justifica a LTA nao ser alvo de interesse em
pesquisa por grandes grupos cientificos (6). Essa ocorréncia reforca ser a moléstia,
em grande parte, um problema associado a pobreza e, portanto, oferece pouco
incentivo comercial para as companhias farmacéuticas, protelando-se ainda mais o
incremento de medicamentos efetivos e baratos para tratamento (6).

Os classicos métodos disponiveis para o diagnostico das leishmanioses néo
apresentam a eficacia e aplicabilidade desejadas. Para diagnosticar estas
enfermidades, € necessario avaliar a historia epidemiolégica (procedéncia e
aspectos do habitat) e social (habitos e profissdo), como também os aspectos
clinicos (sinais e sintomas), usar métodos laboratoriais (pesquisa parasitologica,
testes sorologicos e diagndstico imunoldgico) e, nas ultimas décadas do século XX,
os testes moleculares. Para se chegar ao diagnéstico final, habitualmente a inter-

associagao epidemioldgica, social, clinica e laboratorial é imperativa.
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Entre os métodos moleculares desenvolvidos com alta sensibilidade e
especificidade, podendo ser aplicados no diagnostico taxonémico das
leishmanioses, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) - Polymerase Chain
Reaction - apresenta-se como 0pg¢ao nesse grupo, constituindo uma ferramenta
cada vez mais valorizada (7,8,9). Quando comparada aos métodos tradicionais, a
PCR fornece um resultado em menor tempo (9).

A metodologia da PCR é uma técnica relativamente simples, baseada na
amplificacé@o in vitro de um fragmento de acido desoxirribonucléico (DNA) devido a
extensdo simultanea das cadeias pela acdo de primers complementares (10). PCR
consiste em fazer copias de DNA utilizando os elementos basicos do processo de
replicacdo natural do DNA.

Apos o desenvolvimento da PCR, quantidade insuficiente de DNA deixou de
ser limitagdo em biologia molecular e no diagnostico clinico de doencas infecciosas
bacterianas, virais e parasitarias. A partir de amostras de diferentes materiais
biolégicos como sangue, urina, fluidos corporais, cabelo e tecidos, pode-se
amplificar qualquer sequéncia especifica de DNA presente. O avanco concreto na
compreensao génica permitiu que a ciéncia encontrasse na tecnologia molecular, um
forte aliado para a investigacdo diagnostica de inumeras enfermidades, com
efetividade e sensibilidade em relagédo as outras técnicas utilizadas para diagnostico.

A aplicabilidade clinica da técnica € bastante extensa. Por ser dotada de alta
sensibilidade, a PCR é capaz de detectar quantidades tdo pequenas quanto 1
fentograma do DNA de uma Leishmania, o equivalente a 1/10 do parasita (11).

O diagnéstico de certeza de um processo infeccioso por protozodrios é feito
pelo encontro do microorganismo ou de seus produtos nos tecidos ou fluidos
bioldgicos dos hospedeiros, constatado antes do inicio do tratamento (2).

O agente etiolégico da LV pode ser detectado em secre¢cdes ou superficies
das mucosas nasais e orais (12), sangue (13) e urina (14) de seres vivos quando
infectados e, os da LTA, em esfregacos das lesdes (15,16), escarificacdo e
aspirados das bordas das Uulceras, biopsias (2,3,4,6,11,17), imprints de tecidos da
lesdo (15) e cultura (16) in vitro e in vivo (11).

Diante da possibilidade do encontro de parasitas em varios fluidos corporais
no diagnostico das leishmanioses e sendo a secrec¢ado oral um produto do organismo
humano, cogitou-se a possibilidade da identificacdo de Leishmania nesse tipo de

material orgéanico.
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O uso da saliva como substrato diagnostico avancou extraordinariamente nas
ultimas décadas transformando-se de teoria em realidade. E um fluido singular cujo
interesse em torno deste liquido esta no fato de ser uma amostra biolégica de facil
obtencéo e baixo custo que, em termos de biosseguranca, o risco de contaminacao
é praticamente inexistente. Um importante fato a ser considerado é o de que a coleta
de secrecao salivar € um procedimento simples e, principalmente, n&o invasivo. Por
ser dispensada diretamente da boca do paciente no recipiente utilizado para
transporte e conservagdo, 0 processo é relativamente rapido, barato, além de
diminuir a possibilidade de ocorréncia de falhas técnicas por n&o necessitar
intervencdo direta de técnicos durante o processo de obtencdo da amostra para
investigacao diagnaostica.

A saliva é um humor aquoso resultante da atividade das glandulas salivares,
composta na maior parte por agua e, em quantidade expressiva por substancias
organicas e inorganicas, componentes sanguineos, células, secrecdes gengivais,
microorganismos, produtos de metabolismo e excrecdo da flora bucal. No fluido
salivar pode-se encontrar desde resquicios de DNA do proprio paciente como
também detectar possivel presenca de qualquer outro material genético ai presente.

O rapido progresso das tecnologias médicas, em particular das técnicas
moleculares permitiu um maior aproveitamento da saliva como meio diagnostico. Por
ser uma metodologia relativamente rapida cuja principal caracteristica € a elevada
sensibilidade e especificidade, essas propriedades habilitam a PCR como técnica
qualificada para uma investigacao de rotina nesse fluido corporal, contribuindo neste
contexto, para que a secrec¢do salivar possa ser considerada valida entre o arsenal
de amostras para exames diagnosticos.

Considerando-se esses aspectos, propds-se, através deste trabalho, verificar
a possibilidade de utilizacdo de ferramentas moleculares especificas como a PCR
para verificar e analisar a presenca de DNA de Leishmania no fluido oral de
pacientes com diagnostico de LTA. Como nédo ha relatos na literatura cientifica sobre
a presenca dos agentes etiolégicos da leishmaniose na secrecdo salivar de
pacientes com a enfermidade, o proposito desse estudo foi envolver o fluido salivar
como recurso auxiliar na investigacao diagnostica da LTA a partir de amostra nao

invasiva.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA
2.1.1 A Doenca

A LT é uma parasitose de distribuicdo mundial que, apesar de existirem
meétodos estabelecidos para seu diagnostico, protocolo para o tratamento e controle
de vetores, a carga por morbidade pela enfermidade no mundo persiste e inclusive
tende a aumentar (18).

E uma patologia de alta prevaléncia em muitas areas tropicais, neotropicais e
subtropicais mundiais (6,11). Em varios paises da América Latina (19) como em
alguns do Novo Mundo (11), a LT constitui um grave problema de saude publica pelo
impacto negativo nas esferas psicoldgica, sociocultural e econémica (19). Mesmo
que tenha sido ha muito tempo endémica nos paises em desenvolvimento, a
globalizacdo econdbmica e o0 aumento de viagens internacionais favoreceram a
ocorréncia da leishmaniose em paises desenvolvidos (20).

A suscetibilidade a afeccéo € universal e a doenca ndo confere imunidade ao
paciente (4). E considerada como um processo infeccioso ndo contagioso, de
evolucdo cronica, que acomete as estruturas da pele e cartilaginosas da
nasofaringe, de forma localizada ou difusa (21). Primariamente manifesta infeccbes
de carater zoondtico, afetando humanos e, de maneira secundaria, seus animais
domesticados (21).

Segundo dados do Ministério da Saude, a enfermidade esta entre uma das
endemias de maior importancia em saude publica no Brasil, devido sua ampla
distribuicdo pelo territério nacional, a ocorréncia de formas clinicas graves e pelas
dificuldades referentes tanto ao diagndstico como ao tratamento (22).

A relevancia da afecgéo reside ndo somente na sua alta incidéncia e extensa
distribuicdo geografica, mas também na possibilidade de assumir formas que podem
determinar lesbes destrutivas, desfigurantes e também incapacitantes, com grande
repercussao no campo psicossocial do individuo (11).

Patologia com comportamento endémico, a LTA tem seu valor fundamentado
na expansao e nos diferentes quadros clinicos complexos conhecidos que, se nao
diagnosticados ou incorretamente diagnosticados, podem evoluir determinando

severas mutilagdes (23).
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E uma das infeccbes dermatoldgicas mais significantes, ndo s6 pela
frequéncia, mas principalmente pelas deformidades e sequelas que pode acarretar
(2,24), pelo envolvimento psicolégico, com reflexos na esfera social e econémica (2),
além da magnitude, dificuldades terapéuticas, transcendéncia e pouca
vulnerabilidade as medidas de controle (24).

A LT é reconhecida como grave zoonose endémica em razéo da abrangéncia
demografica, associacdo com outras enfermidades e significativos niveis de
morbidade. A doenca € a expressao clinica da resposta imunologica do hospedeiro
ao agente etiolégico ou de seus antigenos. Independentemente da terapia
empregada e da forma de apresentagcdo cutdnea ou mucosa, a patologia é
dependente da resposta imune. (20)

A leishmaniose esté relacionada aos fatores de viruléncia do préprio parasita
(espécie Leishmania infectante) e da resposta imune estabelecida pelo hospedeiro
(homem). Para Medeiros e Roselino (1999) ndo sé esses fatores, mas também a
variedade de parasitas que afetam diferentes populacdes, assim como a relacéo
daqueles com vetores e animais reservatérios caracteristicos, proporcionam amplo
espectro de sindromes. Portanto, dependendo da espécie infectante e da resposta
imunocelular do individuo infectado, podem ser observadas desde uma infeccao
subclinica, les@es localizadas, generalizadas até a forma anérgica. (25)

Entre os importantes aspectos de doencas como a leishmaniose ressaltados
por Reis et al. em 2006, esta a imunidade concomitante resultante do longo tempo
de persisténcia do patégeno no hospedeiro. Essas infeccbes podem levar a uma
resposta imunoldgica por parte do individuo e, paralelamente a essa reacado, a
sobrevivéncia e a persisténcia parasitaria dependem de escape da resposta imune
adaptativa. A intensidade da resposta humoral parece estar relacionada com a carga
parasitaria e com a cronicidade da infeccéo. (26)

O tratamento para a LTA é baseado em drogas como 0s antimoniais
pentavalentes: antimoniato de N-metilglucamina (2,4,6,11,20,27,28) e stibogluconato
(11), o isotionato de pentamidina e anfotericina B (2,4,6,20,27,28). No Brasil o
medicamento de primeira escolha (2,4,11,20,27,29), e mais comumente usado é o
N-metilglucamina (Glucantime®) (20), indicado para tratar todas as expressées
clinicas da LTA, embora as formas mucosas exijam maior cautela, podendo
responder mais lentamente e apresentar maior possibilidade de recidiva (2,4,27), no

entanto, apresenta limitacdes: ndo pode ser administrado a mulheres gravidas e
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pacientes com insuficiéncia renal ou hepatica, arritmia cardiaca e doenc¢a de Chagas
(29). Nao havendo resposta satisfatéria com o tratamento pelo antimonial ou na
impossibilidade de seu uso, as drogas de segunda escolha sédo a anfotericina B e a
pentamidina (2,4,11,20,27,28). As diferencas responsivas as drogas leishmanicidas
podem estar relacionadas as formas da doenca e, pelas frequentes variacbes na
resposta terapéutica, pesquisadores estdo empenhados na busca de medicamentos

mais efetivos e terapias menos toxicas (20).

2.1.2 Aspectos epidemioldgicos

bY

Diversos aspectos epidemiolégicos estdo relacionados a expansdo da
enfermidade. O surgimento de epidemias provavelmente esta relacionado a ecologia
humana e a contribuicdo relativa entre associacdo de fatores ambientais gera
predisposicao a doenca e distribuicdo da infeccéo (6). Nas ultimas décadas, analises
epidemioldgicas sugeriram mudancas comportamentais na difusdo da LTA (2,4). O
denominador comum € a populacao rural (30) e, ainda que a populacdo mais
afetada segue sendo homens jovens e adultos por exposi¢cdo ocupacional, a doenca
ganha importancia no contexto domeéstico, afetando crescente nimero de mulheres
e criancas (2,4,9). Alteracdes no ecossistema (9) e modificacbes socio-ambientais
(3) séo fatores indutivos a urbanizacgdo e peridomiciliagdo da parasitose (21).

Enfermidade emergente e reemergente, a leishmaniose tem um aumento
relacionado entre fatores demograficos, sociais e econdmicos como também
mobilidade populacional, induzindo a promocdo de adaptacbes ao meio pelos
microorganismos responsaveis pela doenca, dificultando seu diagnéstico e
tratamento por métodos convencionais (9). A propagacdo da LT é relativa ao
processo desordenado de colonizacdo, permanecendo endémica em vastas areas
da América Latina, acometendo com maior freqiiéncia, trabalhadores que invadem
as florestas tropicais ou que morem em suas proximidades (11).

A LT constitui uma afeccao de crescente incidéncia no mundo (6) considerada
um problema de saulde publica distribuidos nos continentes europeu, africano,
asiatico (2) e no americano no qual esti presente do sul dos Estados Unidos da

Ameérica até o norte da Argentina (2,11,27). Para a OMS, do total de casos ja



22

registrados da doenga no mundo, 90% ocorreram em apenas 6 paises: Ird, Arabia
Saudita, Siria, Afeganistdo, Brasil e Peru (30), mas o foco mais importante € o sul-
americano (3).

A incidéncia da LTA no Brasil aumentou nas ultimas duas décadas (3). Em
expansdo no territorio brasileiro (2,4,31), praticamente presente em todas as
Unidades Federativas (2,4,20,21,31), sob diferentes perfis epidemioldgicos (21,27), a
enfermidade demonstrou um crescimento progressivo no final da década de 1980,
ocorrendo surtos em todas as regides do pais (24), com freqUéncia constante a partir
do ano 2000 (19), quando em 2003 foi confirmada a autoctonia em todos os estados
brasileiros (2).

Os padrdes epidemioldgicos brasileiros, caracteristicos da LTA séo: silvestre,
ocupacional, lazer rural e periubano. Observa-se a coexisténcia de um duplo perfil
epidemiologico, expresso pela manutencédo de casos oriundos dos focos antigos ou
de areas proximas a eles, e pelo aparecimento de casos associados a fatores
decorrentes do surgimento de atividades econdmicas como garimpos, expansao de
fronteiras agricolas e extrativismo, em condi¢cdes ambientais altamente favoraveis a
transmissao da doenca. (2,4)

Ja foi observada a ocorréncia de surtos epidémicos nas regides Sudeste,
Centro-Oeste, Nordeste e regido Amazoénica, em funcdo do processo predatério de
colonizacdo dessas localidades (3,11,20). A regido Norte € a de maior incidéncia
(4,27), seguida da Nordeste (4), Centro-Oeste (4,20,22), Sudeste e Sul (20,27). Ja
em relacao ao coeficiente de prevaléncia da doenca na regiao Norte é de 93.8/100
mil habitantes, na Centro-Oeste 42.70 e na Nordeste 26.50 (4).

A LT é uma afeccédo que apresenta ocorréncia geografica restrita em muitas
regibes da Colémbia e a forma cutanea é a de maior prevaléncia. E o pais andino de

maior incidéncia, com aumento sustentado nos ultimos anos da década de 90. (18)

2.1.3 Etiologia

A LTA é uma doenca antropozoondtica causada por varias especies de

protozoarios do género Leishmania (2,4,6,21,26,27,31). Uma caracteristica comum
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em infec¢gBes por esse parasita, apos regressao clinica da doencga, € a persisténcia
desses microorganismos (20,25), tornando assim possivel a reativacdo (20).

A enfermidade é determinada por espécies pertencentes aos subgéneros
Viannia (V.) e Leishmania (L.) (11,21,25). Ja& foram identificadas 11 espécies
dermotrépicas de Leishmania responsaveis pela doenca humana, e oito espécies
descritas somente em animais (2). Os principais agentes responsaveis pela
enfermidade na América Latina sdo a L.(V.) braziliensis, L.(L.) mexicana, L.(V.)
panamensis (11,32), L.(V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis (32). A existéncia de
diversas espécies de Leishmania, como ainda a relacdo parasita-hospedeiro,
contribui para a ambiguidade da LTA (1).

No Brasil séo reconhecidas sete espécies, sendo seis do subgénero Viannia e
uma do Leishmania (2). As principais sao: L.(V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis e
L.(L.) amazonensis (2,3,4,11,21,27). Mais recentemente, as espécies L.(V.) lainsoni,
L.(V.) naiffi, L.(V.) shawi (2,4,27) e L.(V.) lindenberg (2) foram identificadas em
estados das regides Norte e Nordeste.

A distincdo das espécies do género Leishmania é praticamente impossivel
apenas pelo reconhecimento de caracteres morfologicos. A diferenciacao é feita em
laboratério, por métodos bioquimicos, identificacdo de isoenzimas ou utilizacdo de
métodos de biologia molecular. (3)

Em 2004, Basano e Camargo (21) comentaram que até a década de 70, no
Brasil, todos os casos de LTA eram atribuidos a L.(V.) braziliensis, parasitas
predominantes geograficamente (4,21), principalmente fora da regido amazonica
(4,33). Na América do Sul o agente mais comum da LMC ou LM é a L.(V.)
braziliensis (11,20,25,34) e apresenta nessa expressao clinica, caracteristicas de
alta agressividade aos tecidos cutaneos e mucosos, escassez (17,28) e dificil
isolamento assim como resisténcia ao tratamento por antimoniais, responsabilizados
por frequentes recidivas da doenca (28). Demonstra ainda baixo percentual de
crescimento em cultura e visualizacdo em esfregaco (17).

A L. braziliensis é responsavel pela forma mais destrutiva da LT no Novo
Mundo (25). Espécie mais prevalente no homem, encontrada em todas as zonas
endémicas do Brasil, desde o norte até o sul, tanto em areas de colonizacbes
antigas como recentes, geralmente estd associada a presenca de animais silvestres

e sinantropicos (3).
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O modo de difusdo é através da picada de fémeas de insetos hematéfagos
infectados (2). Os vetores responsaveis pela transmissdo da LT sdo os
flebotomineos (subfamilia Phlebotominae) pertencentes aos géneros Phlebotomus
no Velho Mundo (3,6,11) e, no Novo Mundo os dos géneros Lutzomyia
(2,3,4,6,11,21,24,27) e Psychodopygus, dependendo da localizacdo geografica
(2,4,27). Os fleb6tomos sdo frequentemente encontrados em ambientes Umidos,
escuros, onde tém muitas plantas, ocasionalmente proximo de casas e sdo pouco
antropofilicos (31).

Estudos tém descrito a especificidade entre o parasita e o vetor responsavel
pela sua transmisséo. A identificacdo de uma espécie vetora e a determinacdo da
taxa de infeccdo natural sdo de fundamental importancia na entomologia médica,

sobretudo nas regifes endémicas. (24)

2.1.4 Expressao clinica

A expressdo clinica da LTA apresenta um polimorfismo muito grande e,
geralmente a primo-infecgcdo aparece apdés um periodo de incubacdo variavel,
podendo ou ndo manifestar-se (23) e esta relacionada a espécie do parasita
envolvido em sua etiologia e da relacdo do hospedeiro com o mesmo, da
constituicdo genética e imunoldgica do paciente (1,25,26), além do vetor e de suas
caracteristicas epidemiolégicas (1,26).

A LTA é frequentemente referida como um complexo grupo de doencas em
relacdo ao seu variado espectro de formas clinicas (6). A manifestacdo da
enfermidade requer mecanismos que permitam a replicagdo no hospedeiro e sua
resisténcia, pelo menos inicialmente, as defesas imunes inatas e adquiridas do
individuo (26). As manifestacdes clinicas variam de pequenos nddulos cutaneos (6),
lesBes cutaneas, que tendem para a regressao espontanea (2,4,11,23,25,26,33) até
graves lesdes muco-cutaneas mutilantes (26,34) com destrui¢ao tecidual (6).

S&o0 mencionadas varias expressoes clinico-epidemioldgicas relacionadas a
diferentes subgéneros e espécies de Leishmania (27). As formas tegumentares
compreendem uma sindrome cujas manifestacdes clinicas dependem de alguns

fatores, como a Leishmania envolvida e a relacdo do parasita versus hospedeiro



25

(11). A presenca de lesbes na pele descreve a LC (11) e o envolvimento das
mucosas evidencia a LM, forma cronica da infec¢ao cutanea (20).

A complexidade do quadro clinico da LTA permite diversas classificacdes das
expressdes clinicas da doenca. Caracteriza-se por comprometimento da pele e/ou
da mucosa, abrangendo desde formas inaparentes, lesdes de pele discretas com
evolucao para cura espontanea, até formas com ulcerac6es multiplas e envolvimento
das mucosas, com tendéncia a recorréncias (35).

Em todas as formas clinicas da LTA pode haver recidiva das lesdes, pois tais
processos se caracterizam por fatores imunes inerentes ao hospedeiro. Recidiva e
recorréncia, em anatomia sao termos sinbnimos e caracterizam 0s sintomas ou
lesBes que reaparecem depois de remisséo do processo morbido. (35)

A resposta imune-celular é importante tanto para a recuperacdao do paciente
quanto para a resisténcia a reinfeccdo em todas as expressdes clinicas da
leishmaniose. A recidiva da LTA pode ser devida a uma infeccdo persistente ou a
reincidéncia infecciosa. Ja a reativacao esta relacionada a faléncia do tratamento ou
entdo, a hipétese que, pelo menos na afeccao por L. braziliensis, a cura clinica é
alcancada sem a erradicacéo dos parasitas. (5)

A apresentacdo cutanea é a manifestacdo mais comum da LT cujas les6es de
pele podem ser UGnicas ou multiplas (2,4,35), evidenciando o acometimento
tegumentar primario, caracterizado por lesdo do tipo Ulcera com tendéncia a
regressao natural (2,4,11,23,25,26,35) se ndo tratada (2,4) ou entdo ativa por muitos
anos (2,4). E representada por lesdo cutanea primaria (25) geralmente Unica,
embora eventualmente multiplas picadas do flebotomineo de aspecto papulo-
vesiculoso (11,23) que se desenvolve no local da inoculacdo do parasita. Um
namero elevado de lesdes pode surgir pela disseminacdo local (11). As lesdes
iniciais costumam ser nodulares, localizadas profundamente na hipoderme, ou
pequenas papulas que evoluem insidiosamente (2,4,25), aumentando em tamanho e
profundidade, com aspecto de lesdo ulcerada franca (2,4), distinguida por Ulcera
com bordas elevadas em moldura, de fundo granulomatoso, com ou sem exudacao,
em geral indolores (2,4,25,36), porém lesdes Ulcero-crostosa, impetigodide,
ectematoide, Ulcero-vegetante e verrucosa também podem ser observadas (2,4,35).
A sobreinfeccdo, fundamentalmente, pode alterar o aspecto caracteristico e
configurar aparéncia similar a outras enfermidades (18). E freqliente ocorrer

cicatrizacdo espontanea das lesbes cutaneas (35) e essas, ao evoluirem para cura,
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normalmente determinam cicatrizes atréficas deprimidas, com superficies lisas,
areas hipo ou hipercoradas, porém algumas vezes podem passar despercebidas em
razéo da coloracéo, forma e localizacdo (2,4).

O quadro da LC normalmente é assintomatico, e as lesdes se desenvolvem
normalmente nas éareas corporeas descobertas (1,11,29) como face, pescoco e
membros (23,29). Pode ter decurso abortivo ou assumir carater térpido, de evolucéo
lenta, para acabar em regressao espontanea (11). Na maioria dos casos, a infec¢cao
progride e, apdés um periodo de laténcia clinica, surgem lesdes cutaneas e/ou
mucosas, conseqlentes a disseminacao parasitaria (11)

O acometimento mucoso pode surgir com a lesdo cutdnea ainda em
atividade, ou anos ap0s sua cicatrizagdo, sendo esse tempo bastante variavel, de
acordo com a predisposicédo imunoldgica do paciente (34). A presenca de uma ou
varias cicatrizes em pele ou histéria de Ulcera cutdnea com evolucdo prolongada,
reforcam o diagnostico clinico de LCM (2,4,27,36) ou entdo ndo ser evidenciado
nenhuma cicatriz indicativa de LC, sugerindo ter sido a infeccdo inaparente (2,4).

A forma mucosa é uma doenca crbnica e progressiva, de diagnostico
complexo e de dificil tratamento, pode levar a lesGes destrutivas do trato respiratorio
superior (30,34). Na maioria das vezes suas lesdes sdo metastaticas (23),
secundéarias as afeccdes cutaneas (2,4,29), habitualmente sendo expressas
passado algum tempo consideravel apds a resolucdo dessas (2,4,23,25,34) como
também estar associada concomitantemente as lesdes de pele (2,4,34). O
comprometimento mucoso € a distancia da lesdo ativa de pele (2,4,23,25) ou
contigua, onde ocorre por extensdo da injuria cutanea situada proxima de mucosas
(2,4,25) ou devido a disseminacao linfatica ou hematogénica (11,25,29). A invasao
do trato respiratorio, incluindo laringe, traquéia e bronquios, resulta em
comprometimento respiratério e da degluticdo, com conseqiiente ma nutricdo e
pneumonia (25). Na apresentagdo mucosa, as feridas podem ser discretas com
poucos sintomas, e freqientemente comprometem as cavidades nasais (2,4,11,36)
com queixa de obstrucdo nasal, epistaxes, rinorréia e crostas. Com a evolugéo
apresenta importante comprometimento do septo, seguindo-se em ordem de
freqiéncia o envolvimento da mucosa oral (11). JA quando afeta a faringe induz a
odinofagia e, na laringe, rouquiddao e tosse (2,4,36). Se a cavidade oral for
comprometida, surgem feridas na mucosa bucal (2,4,34). Ao exame clinico de

suspeita de LCM, pode-se observar na mucosa afetada desde uma infiltragéo (2,4),



27

edema (23) até ulceracdo (2,4,23,36) com lesdes Ulcero-vegetantes, Ulcero-
crostosas ou Ulcero-destrutivas (2,4,35), podendo ainda ocorrer perfuracao de septo

nasal (2,4,23,36), destruicdo parcial ou total da piramide nasal (2,4,35).

2.1.5 Diagnéstico

O amplo espectro da LTA dificulta o diagndéstico de casos passados e
presentes (6). Sempre que possivel, a leishmaniose tem que ser diagnosticada
clinica, epidemiolégica e laboratorialmente (1,4,11,15,33,36,37), € na auséncia de
recursos laboratoriais, clinica e epidemiolégicamente (2,4,36). A identificacdo
microscépica e cultivo de parasitas ainda sdo ferramentas preliminares de
investigacdo diagndstica em regides onde a doenca € endémica e, embora
altamente especificas para diagnosticar a leishmaniose, ndo séo suficientemente
sensiveis (15). A confirmacéo diagndstica é limitada pela dificuldade da cultura das
diferentes espécies de Leishmanias e a possibilidade de contaminacdo da amostra
(16).

Clinicamente o diagnostico dessa patologia é dificil porque os sinais e
sintomas podem ser confundidos com outras enfermidades (30,38) e é feito através
de observacdo das lesBes cutdaneas e mucosas, porém faz-se necesséario o
diagnéstico diferencial (2,36,38), pois muitas vezes a LT € erroneamente
diagnosticada como diferentes doengas dermatolégicas (37).

As lesBes cutaneas impdem a diferenciacdo principalmente ndo sé com
neoplasias cutaneas malignas, hanseniase, Ulceras de pele, paracoccidioidomicose,
esporotricose (1,2,11,27,33) como também com outras dermatoses (37). Na LM
deve ser considerada a paracoccidioidomicose, sifilis terciaria, hanseniase,
neoplasias malignas como os carcinomas, entre outras afec¢cdes das mucosas no
diagnéstico diferencial (2,11,27).

Quanto ao inquérito epidemioldgico, as alteracbes cutaneas tém por base as
informacOes sobre a procedéncia do paciente, residéncias anteriores, atividades
profissionais com desmatamento ou atividades de lazer em florestas. Nas formas
mucosas, além dessas informacfes, deve-se investigar a preexisténcia de lesédo

cutanea. (36)
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O desempenho dos métodos laboratoriais tradicionais, aplicados para o
diagnostico da enfermidade, varia em uma proporcao consideravel de pacientes e
guando aplicados rotineiramente, tém sensibilidade variavel (37).

O diagnéstico laboratorial baseia-se  principalmente em exames
parasitolégicos e em provas imunoldgicas (4,27). A confirmagéo € obtida através da
demonstracdo do parasita em diferentes técnicas parasitoldgicas de pesquisa direta
e indireta (3,11,17,25).

Devido a escassez dos protozoarios que geralmente estdo presentes nas
amostras clinicas e a baixa sensibilidade das técnicas convencionais, a confirmagao
diagnostica nem sempre € possivel (15). O padrdao ouro nessa afeccdo é o
diagnoéstico parasitolégico, mas a sua sensibilidade tende a ser baixa e pode ser
altamente variavel, dependendo do numero e dispersdao do parasita nas amostras,
técnicas de pesquisa e meio de cultura (6).

A escarificacdo (2,11,25,36), impressdo por aposicdo (2,25,36), puncao
aspirativa (2,11,35), e o exame histopatolégico que € realizado a partir de biépsia da
lesdo (2,3,11,27), sdo métodos para a pesquisa direta. Os meios de cultura
permitem observar o parasita de forma indireta (2,3,11).

O exame microscopico direto é simples e rapido, porém ndo detecta parasita
em todos os casos e, a capacidade de isolar a leishméania de aspirados de lesbes
cutdneas ou de espécimes obtidos por biopsia é dependente tanto da espécie
parasitologica, quanto do meio de cultura utilizado (15). A chance de se encontrar o
parasita € inversamente proporcional ao tempo de duracdo da lesdo, e a
sensibilidade do método nos casos produzidos por L. braziliensis esta em torno de
100% nos dois primeiros meses de evolucdo, 75% aos seis meses e 20% acima dos
12 meses (11).

A histopatologia das lesGes biopsiadas pode ser indicativa, mas raramente
especifica o suficiente para se poder fazer a confirmacdo, sem a evidenciacdo
parasitaria (15), pois o diagnéstico histopatolégico de certeza da LTA s é possivel
mediante o achado dos parasitas (11). Caso contrario, as alteracdes histopatologicas
séo, no maximo, sugestivas do diagnostico (11).

O cultivo pode ser in vitro através de cultura em meios artificiais (4) como
ainda cultura in vivo através da inoculacdo em animais experimentais (hamster)
(2,4,17,27,36). O meio mais empregado para isolamento em cultura € o agar-sangue

de Novy e McNeal modificado por Nicole, cuja sensibilidade global esta em torno de
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50% para L. braziliensis (11). A inoculacdo em animais de laboratério, necessita
longo tempo (2 a 9 meses, em média) para a evolugcdo da lesdo no modelo animal
(11,17) e a eficacia do isolamento apresenta grande variacdo conforme a espécie da
Leishmania (11).

O diagnéstico imunoldgico pode ser feito por teste cutaneo através da
intradermoreacdo de Montenegro (IRM) (2,11) que traduz a resposta alérgica de
hipersensibilidade celular retardada (2,5,11,27,29,36,38) e por sorologia pela reacao
de imunofluorescéncia indireta (IFI) e/ou testes imunoenzimaticos - Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), que expressam 0s hiveis de anticorpos circulantes
(2,4,21,27,36).

A primeira forma de avaliacdo da imunidade da LTA foi a IRM (5) cujos
indices de positividade oscilam entre 82.4 a 100%, permanece positiva durante toda
a vida do individuo, permitindo o diagnostico retrospectivo (25). E um exame de
grande valor presuntivo devido a sua sensibilidade especifica (25,36). Em situacdes
de até quatro meses do inicio da lesdo cutanea, na leishmaniose cutanea difusa
(LCD), na LV e em pacientes imunodeprimidos com LTA, pode apresentar-se
negativo (25,36).

Para o diagnostico soroldgico, distintas técnicas tém sido utilizadas. Os testes
diferem em sensibilidade, especificidade, a aplicacdo pratica, as condicbes de
campo e disponibilidade de reagentes (29). Metodologias sorolégicas tém sido
empregadas, com consideravel importancia, no diagndstico e em inquéritos
epidemiologicos da LTA (38). As reagBes soroldgicas de IFI e ELISA sdo muitos
Gteis, principalmente nos casos com lesdes extensas e mdltiplas. A IFI é um dos
métodos mais utilizados, todavia apresenta resultados variaveis na LTA, quer pela
reduzida antigenicidade do parasita ou pelos baixos niveis de anticorpos circulantes
(11,31) além do que pode apresentar reacdo cruzada com a LV e a doenca de
Chagas (36) como ainda ser freqliente a negatividade sorolégica em pacientes com
infeccdes recentes (1 a 6 meses de evolucdo) (11,31) além de ter que ser realizado
em centros de referéncia (2).

Entre os tradicionais métodos soroldgicos de deteccdo de anticorpos, o ELISA
€ 0 mais especifico e sensivel dos testes, porém, bastante caro. O teste de
aglutinagcéo indireta (TAD) requer poucos reagentes, mas precisa de um longo

periodo de incubacao. (15)
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O perfil de anticorpos na LTA ja foi também avaliado para investigacdo
diagnostica da doenca. A infecgdo por leishméania, normalmente leva a indugdo de
resposta imune complexa, caracterizada tanto por reacdes mediadas por células
como pela producdo de anticorpos. A natureza da resposta celular imunologica
desempenha papel fundamental na determinacao da resposta imune humoral pela
inducdo da produgdo de anticorpos de isotipos especificos de imunoglobulinas.
Como em outras doencas infectoparasitarias, o monitoramento da producdo de
anticorpos a antigenos, envolvidos nos diferentes estagios da infeccdo, pode
fornecer informagbes valiosas, auxiliares na compreensdo dos mecanismos de
controle do sistema imune sobre os parasitas. A andlise de anticorpos anti-
Leishmania permite avaliar o curso evolutivo da patologia, bem como fornecer dados
sobre as caracteristicas de sua resposta imune, contudo, o papel de anticorpos
especificos na imunidade ainda ndo esta completamente esclarecido. (39)

Para Passos et al. (2001), a presenca desses anticorpos apos tratamento,
poderia significar persisténcia do parasitismo e ser fator preditivo para a recidiva da
patologia, sendo que o risco € aumentado na presenca de uma resposta negativa da
IRM apds o tratamento (5).

Nos casos de duvida podem ser aplicados métodos mais sensiveis e
especificos para a deteccdo de formas amastigotas. Com o conhecimento do
genoma das leishmanias, importantes avancos no diagndéstico dessa parasitose tém
ocorrido. A técnica de hibridizacdo ou PCR tornou possivel a rapida deteccao e
identificacdo desses parasitas. (15)

Os testes moleculares que, além do diagnéstico, permitem o
acompanhamento do tratamento e estudos epidemioldgicos (1,29) e, entre esses, a
PCR é particularmente util em casos de baixa carga parasitaria (6,40) e monitoracao

de terapias (6). Representam uma nova perspectiva no diagndstico da LTA (4).

2.2 PCR
2.2.1 Consideracdes sobre a PCR

O conceito basico de sintese de sequéncias especificas dos acidos nucléicos

possibilitou a amplificacdo de pequenas amostras de DNA até um nivel grande o
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suficiente para permitir a identificacdo gendmica. A amplificacdo do DNA por essa
técnica € simples, entretanto de extraordinario impacto nas ciéncias bioldgicas. (41)

O arsenal de técnicas de biologia molecular tem crescido consideravelmente
nos ultimos anos. PCR, PCR - restriction fragment lenght polymorphism (PCR-RFLP)
(2,8,40), Trasncriptase reversa PCR (RT-PCR) (2,40), sequenciamento de DNA (41),
PCR Real Time e PCR Glucose-6-Phosphato-Desidrogenase (PCR G6PhD) (2)
estdo entre as mais modernas metodologias moleculares. Para as técnicas de PCR
(hibridizac&o de minicirculos) e sequenciamento utiliza-se DNA extraido da amostra
a ser analisada (40). A PCR-RFLP (2) ou PCR do kDNA (16) usa a regiao
conservada dos minicirculos do KDNA - DNA do Cinetoplasto (2,16). J& a RT-PCR
nao utiliza DNA e sim o acido ribonucleico (RNA) (40). A PCR Real Time, uma
variante da PCR convencional, permite a deteccdo direta dos produtos da PCR
durante a fase exponencial da reacdo, combinando amplificacdo e deteccdo em um
SO passo e seu resultado indica infeccao ativa (2).

A aplicacdo da técnica de PCR podera ampliar, de um lado, a qualidade do
diagnéstico e tratamento, e de outro, as chances de investigacdo efetiva em
doencas (41).

Desde sua introducao, a tecnologia da PCR tem sido reconhecida como uma
ferramenta de diagnostico rapida, sensivel e especifica que pode ser aplicada a
qualquer situacdo que exija ampliacdo de DNA para que ele possa ser detectado,
principalmente quando a quantidade € limitada. Bactérias encontradas clinicamente
em pequena porgao e que dificilmente seriam percebidas por um cultivo bacteriano,
podem ser identificadas com alta sensibilidade por esta metodologia. (41)

Em 2006, Sing relatou que entre os métodos moleculares utilizados para
diagnéstico clinico, a PCR provou ser mais sensivel e especifica, o que Ihe confere
potencial para se transformar em uma ferramenta adicional para diagnosticar varias
patologias, permitindo o estabelecimento de um diagndstico e progndstico mais
preciso como também tratamento individualizado. E uma metodologia relativamente
simples, exigindo cuidados de otimizacdo da reacdo para cada situagdo cuja
especificidade pode ser adaptada as necessidades especificas, visando a
conservacao do DNA. (38)

A amplificacdo genética através da PCR apresenta varias vantagens em
relacdo as técnicas tradicionais devido a sensibilidade extremamente elevada da

reacao, rapidez e a capacidade com que pode ser executada com uma ampla gama
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de espécimes clinicas, possibilitando ainda a identificacdo do agente etioldgico
diretamente de amostras clinicas (38).

Com a descoberta da molécula do DNA, o estudo dos tecidos e das células
passa da observacdo morfologica, macroscépica ou microscopica, para a molecular.
Virus, bactérias e qualquer outra forma de vida utilizam o codigo genético para a
expressao protéica. Um gene representa a unidade codificadora de uma proteina. O
DNA, molécula composta por varios genes, é empacotado por proteinas, formando
0s nucleossomos. Cada cromossomo é formado por Unica molécula de DNA de
dupla fita em forma de hélice supercondensada com proteinas. (40)

Cada fita é constituida pelas bases nucleotidicas adenina (A), citosina (C),
guanina (G) e timina (T) que estado ligadas entre si, numa mesma fita de DNA, por
um esqueleto formado por moléculas de deoxi-ribose. O arranjo das letras A, C, G e
T no DNA gera uma sequéncia (sequiéncia génica). Através de ligacdes por pontes
de hidrogénio a base A de uma fita de DNA sempre pareia com a base T da outra
fita, enquanto que a base C pareia com a base G (principio da complementaridade).
Devido a isso, as duas fitas de DNA sao chamadas complementares. (42)

Se o0 objetivo é amplificar um segmento de DNA entre duas regides de
sequéncia conhecida, a metodologia melhor indicada é a PCR. Assim, dois
oligonucleotideos (com seguimentos diferentes e complementares) sdo usados
como primers. O iniciador a ser utilizado é definido com base em encadeamento ja
conhecido, especifico para o agente a ser pesquisado. (43)

A PCR utiliza DNA extraido da amostra a ser analisada, quer seja sangue,
células ou tecido. Na andlise das células mantidas em meio de cultura, torna-se
necessario separa-las por centrifugacdo. O principio da reacdo se baseia na sintese
de milhares de coépias de DNA in vitro catalisada pela Tag polimerase, enzima
isolada da bactéria Thermus aquaticus que, por viver na natureza em fontes de agua
quente, evoluiu para sobreviver em altas temperaturas, portanto mantém-se estavel
depois de repetidas exposicdes a 94°C, temperatura atingida pela PCR. (40)

O éxito da técnica da PCR depende da preservacdo da integridade do
material genético evitando a degradacdo por acdo das nucleases. A reacao requer
componentes essenciais como desoxirribunucleotideos trifosfatos (ANTPs) que séo
0s quatro nucleotideos do DNA (A, C, G e T), para prover a energia e um par de
oligonucleotideos (primers) para iniciar a sintese de DNA; DNA polimerase

termoestavel (Tag polimerase); um molde de DNA (template), buffer contendo
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magnésio, o cloreto de magnésio (MgCl,) para garantir a atividade da enzima e
tampao para manter o pH. (10)

O método pelo qual a PCR funciona compreende a desnaturacdo do DNA
obtido da amostra, anelamento dos primers e extensdo ou sintese do DNA. Na fase
de desnaturacdo do DNA da dupla fita de DNA, a temperatura é elevada a 94-98°C
para que ocorra a ruptura das pontes de hidrogénio, que ligam a dupla hélice do
DNA. Na etapa seguinte a temperatura € reduzida entre 37-65°C por 30 segundos
(s) para permitir o anelamento dos primers. Em seguida a temperatura é elevada a
72°C em intervalo que varia de 2 a 5 minutos (min) para que ocorra a extensao ou
sintese do DNA pela Taqg polimerase, ocorrendo incorporacdo das bases
nitrogenadas as fitas copiadas. O ciclo se repete em torno de 25 a 35 vezes. (40)

Uma vez obtido o DNA amplificado, ele pode ser observado em gel de
agarose através da eletroforese, verificando-se o tamanho da banda esperada. Para
ser visualizado nesse gel, torna-se necessaria incubagdo com corante fluorescente,
o brometo de etideo, cujas moléculas se intercalam entre os nucleotideos da dupla

hélice, tornando-se fluorescente a radiacao ultravioleta (UV). (40)

2.2.2 PCR e Leishmaniose
2.2.2.1 PCR no diagnoéstico da LTA

A PCR é um método que, na rotina de diagnostico das leishmanioses,
acrescenta em sensibilidade quando utilizado com os métodos parasitologicos
tradicionais (2). Por permitir amplificar em escala exponencial seqtiéncias de DNA do
agente etiolégico da enfermidade, constitui importante método no diagnéstico em
razdo de sua precisdo, rapidez e seguranca (11). E extensivamente utilizada tanto
no diagndstico molecular de doencas humanas como a LTA, e ainda em estudos
epidemiologicos em raz&o de sua alta sensibilidade (44).

Métodos moleculares sdo op¢des na tecnologia diagnostica, de grande valor
como ferramenta para o diagnostico rapido e eficiente da LTA e, por permitirem a
conhecimento do genoma leishmaniotico, sdo considerados relevantes para o

diagnaostico e tratamento, pois pela identificacdo parasitaria, possibilita a seletividade
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do farmaco adequado a cada espécie. A PCR complementa as provas bioquimicas e
microbiolégicas empregadas comumente no diagnostico da afeccdo. (9)

Com o0 avanco das técnicas de biologia molecular, a PCR tem sido utilizada
com sucesso no diagnostico da LTA, mostrando alta sensibilidade e especificidade,
pois torna possivel a obtencdo de milhares de copias de DNA (8), em poucas horas
e a partir de uma quantidade genética minima. Para ser utilizada, a reacdo necessita
ser especifica para a sequéncia do genoma do microorganismo em estudo e néo
hibridizar o DNA do hospedeiro (25). A prova pode ser realizada em substratos
obtidos de fluidos corpdreos ou tecidos, como também em arquivo de tecido
parafinado para deteccdo de organismos infectantes (25), porém a quantidade
génica presente na amostra fixada em formol e conservada em parafina é pobre
(40,41) e, frequentemente o produto resultante da PCR ira conter fragmentos curtos
de DNA (41).

A PCR é uma ferramenta util no diagndstico dessa entidade clinica, mas é
uma técnica que deve ser aperfeicoada, a fim de remover inibidores sem perder a
sensibilidade em razéo da dificuldade na identificacdo de parasitas das les6es de LM
e os baixos desempenhos dos métodos tradicionais (30).

Para superar esses empecilhos, varias tecnologias moleculares foram
desenvolvidas na ultima década. Por ser particularmente dificil de diagnosticar a LM
por métodos convencionais, a PCR tem demonstrado ser uma ferramenta util para o
diagnéstico desta forma clinica. Na regido de endemicidade no estado do Rio de
Janeiro, Brasil, local do estudo, provou tanto ser uma excelente ferramenta para
melhorar a taxa de diagndstico da leishmaniose como também no diagnéstico
diferencial de lesbes ulcerativas cutaneas de outras etiologias, nos pacientes que
vivem em areas endémicas. Os dados obtidos a partir de testes com amostras de
bidpsias de lesdes cutdneas ou mucosas validaram a PCR como método diagnéstico
para a LTA no Novo Mundo, especialmente para LM. (45)

A possibilidade de automatizacéo de técnicas como a PCR e a simplificacdo
da obtencdo do material, tornam essa ferramenta molecular atraente para o
processamento de grandes numeros de amostras em regides endémicas da LTA.
Para a deteccdo de diferentes espécies de Leishmanias, a PCR € valiosa ndo sé
para o diagnostico diferencial de Ulceras dérmicas, mas também para a investigacao
das relacdes entre agentes etioldgicos, manifestacdes clinicas e epidemiologia da
doenca. (46)
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O diagnostico de pacientes cronicos com LC € de grande desafio pelos
critérios clinicos porgue as lesbes sao muitas vezes atipicas além de apresentarem
pouca ou até mesmo nenhuma Leishmania, tornando os exames laboratoriais
tradicionais inadequados e, pela baixa resposta imunoldgica, os testes sorolégicos
nao sao gratificantes. Por essa razdo, a PCR pode ser a metodologia adequada para
o diagndstico, capaz ainda de detectar parasitemia algumas semanas antes do
aparecimento de quaisquer sinais ou sintomas clinicos. Na tecnologia molecular,
varios tipos de amostras podem ser utilizados, tais como biopsias de pele, raspado
dérmico do fundo da ulcera, bem como aspirados por seringa de exsudatos de
lesdes ulcerativas. (38)

A PCR pode ser uma alternativa para o diagnostico de LTA em casos de
evidenciacao parasitaria negativa, especialmente em individuos com lesdes cronicas
que receberam tratamento especifico, ou em casos recorrentes que pode ocorrer em
pacientes quando o agente etiolégico é o parasita L.(V.) braziliensis. (47)

Ante o crescente niumero de pacientes que ndo respondem adequadamente
ao tratamento com antimoniais, estudos na biologia molecular possibilitam a
compreensao da resisténcia parasitaria aos medicamentos anti-Leishmania como
fator contribuinte nas falhas terapéuticas. A PCR permite adequada avaliagdo, com
resultado mais efetivo e em menor tempo. (9)

Para distinguir as principais espécies de Leishmania que causam a LC no
Novo Mundo, Mimori et al., em 1998, usaram primers desenhados para distinguir o
polimorfismo em sequéncias de bandas de DNA amplificado. As amostras foram
obtidas de biépsia de pele humana (lesdes cutaneas) fixadas em formalina 10%.
Apods extracdo do DNA pelo método fenol/cloroférmio seguido de precipitacdo de
etanol, o material genético foi submetido a analise pela PCR. Os produtos da PCR
amplificados a partir de cepas de Leishmania utilizando primers bl e b2
(MHOM/BR/75/M2904) para a espécie L.(V.) braziliensis, separados em géis de
agarose 2% corados com brometo de etideo, permitiram uma amplificacdo de 103pb
para a L.(V.) braziliensis. As amostras de biopsias fixadas em formol podem ser
transportadas sem refrigeracdo e seu uso é extremamente benéfico para o
diagndstico porque o procedimento pode ser realizado rapidamente. (7)

Foram divulgados por Mimori et al. em 2002 os resultados de um estudo em
qgue utilizaram o método da PCR para diagnosticar a LC em amostras obtidas com

cotonetes de exsudatos apdés remocdo de um pequena amostra de pele. Os
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cotonetes absorveram a secrecdo misturada com sangue. O DNA foi obtido através
do método fenol/cloroférmio e precipitado com etanol. A PCR amplificou material
proveniente de amostras de exsudato de lesdes com cotonete usando primers
especificos separados em géis de agarose 2% contendo brometo de etidio. Quando
comparada ao exame microscopico para a LC causada por L.(V.) braziliensis,
resultou em uma grande sensibilidade alcancando 93.8%. A coleta de material
exsudato com cotonete de algodao € facil, indolor e conveniente tanto para os
pacientes, bem como para os técnicos em comparagcdo com outros métodos de
amostragem. Pelo procedimento ser inGcuo ao paciente, sugere que as amostras de
exsudato obtidas por cotonete, possam ser alternativa as amostras de biopsias para
o diagnostico da LC, especialmente nas condicdes de campo. A bidpsia € um

procedimento que, além de invasivo, € doloroso. (32)

2.2.2.2 Sensibilidade da PCR na LTA

Entre os métodos moleculares para diagnostico clinico da LTA, a PCR tem
provado ser o método mais adequado pela sensibilidade (16,44) e especificidade da
técnica, independente do numero, estagio e localizacdo do parasita (44). A
sensibilidade é correlacionada com o nimero de copias da regido amplificada (16).

Essa metodologia molecular vem demonstrando ser uma técnica répida,
sensivel e especifica no diagnéstico da LC (10), provando alta sensibilidade (25),
com relatos em torno de 100% (38), com rapida deteccdo do parasita, podendo ser
utilizada na tipagem de leishméanias isoladas de material clinico, insetos vetores,
reservatérios ou cultura (25).

Por ser um método extremamente sensivel para proporcionar resultados
concretos e detectar diferentes espécies de Leishmania, a PCR € susceptivel de ser
ferramenta valiosa, tanto para o diagnostico diferencial de doencas cutaneas
(40,46), como na investigacdo das relacdes entre os agentes etiologicos e nas
manifestacdes clinicas e epidemiologia da LTA (46). Em amostras tegumentares de
pacientes com LC confirmada, Rodrigues (2002) evidenciou uma sensibilidade de
95.4% (46).
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A sensibilidade da PCR foi testada por Bracho et al. (2007) em amostras de
tecidos de pacientes com diagnoéstico de LT e suspeita clinica de LM. Dos
espécimes utilizados, 20% apresentaram inibidores e, nas amostras que foram
submetidas a PCR, a sensibilidade foi de 68.6% e especificidade de 92%. (30)

Para verificar quéo sensivel é a PCR no diagnoéstico da LT e LM através de
bidpsias, Garcia et al. em 2005 avaliaram a reacao e tiveram um resultado de 85.1%
positivo e 14.9% negativo na confirmacdo diagndstica da forma cutanea e, na
expressao muco-cutanea, 66.6% foram positivos contra 33.4% negativa (8).

A sensibilidade e reprodutibilidade da PCR foi testada por Romero et al. em
2009 com o objetivo de ampliar DNA de Leishmania, utilizando material genético
extraido de bidpsia da pele das bordas da Ulcera de pacientes com LC, impressas
em papel filtro e armazenadas a —20°C. As amostras foram processadas em trés
laboratérios onde foram codificadas. Em 68.8% dos pacientes foram isolados
parasitas e identificados como L.(V.) braziliensis. Do total, 80.5% mostraram acordo
global para o filtro de papel. A sensibilidade no papel filtro foi satisfatéria e podera
ser usada em ensaios clinicos e trabalhos de campo. A reprodutibilidade pode ser
aprimorada usando duas partes distintas de uma mesma amostra de bidpsia. (48)

A sensibilidade da PCR foi avaliada em 2001 por Romero et al. em pacientes
com LT causada por L.(V.) guyanensis, utilizando, como padrdo-ouro, o isolamento
in vitro do parasita através da cultura da secrecdo das Ulceras cutaneas. Os
resultados apresentados indicaram que a PCR foi uma ferramenta sensivel para
diagndstico de pacientes com lesdes tegumentares de evolugdo recente causadas
por esse microorganismo em uma area endémica do Brasil. A eletroforese dos
produtos amplificados da PCR permitiram a visualizacdo de 120 pares de base (pb)

em gel de agarose corado com brometo de etideo através de luz UV. (50)

2.2.2.3 PCR na identificacao parasitaria

Em 1994, Rodriguez et al. (49) avaliaram a eficacia da PCR em estabelecer o
diagnostico como também a identificagdo do agente etiologico da LC em pacientes

de areas endémicas na Venezuela, demonstrando que esta técnica serve tanto para
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o diagnéstico da enfermidade, como também para a discriminacdo taxonémica,
essencial para a epidemiologia e terapia da doenca.

Em 2001, a utilidade dessa técnica molecular na avaliacdo epidemioldgica de
focos da afeccao permitiu a identificacdo do ciclo biolégico da L. braziliensis e L.
infantum em seu ambiente natural com rapidez, sensibilidade e especificidade. Nos
estudos realizados, a identificagdo taxondmica permitiu conhecer a distribuicdo dos
subgéneros Viannia e Leishmania, constatando ser a L.(V.) braziliensis responséavel
por 80% dos casos de LC, evidenciado somente quando se analisaram o subgénero
Viannia, 0 que permitiu concluirem que os 20% restantes eram do subgénero
Leishmania. (10)

A identificacdo precisa e a classificacdo das leishmanias é importante, em
razdo de que diferentes espécies causam distintas caracteristicas clinicas da
afeccdo. Para Mimori et al. (1998), a PCR ¢é altamente especifica e permitiu analisar
a presenca de DNA das cinco principais espécies de Leishmania responsaveis pela
LC do Novo Mundo, oferecendo importante abordagem para analise padronizada
em exames de campo. (7)

Para a deteccdo do agente etiolégico da LTA por essa metodologia, foram
utilizados primers especificos para a duplicacdo do DNA sendo que ja se pode
identificar a espécie em um Unico passo da PCR (25).

A determinacdo precisa das espécies de Leishmania para confirmacao
diagnéstica é imprescindivel em razdo da coexisténcia da LC com outras doencas
tropicais e manifestacfes clinicas similares além do que, o diagndstico diferencial
permite a instalacdo de um pronto tratamento (51). A PCR permitiu a deteccao da
L.(V.) braziliensis, demonstrando ser esse parasita responsavel pela LC em
diferentes areas endémicas na Venezuela (51), como também em Pernambuco (46).

Altamente especifica e sensivel a PCR foi capaz de detectar parasitas
pertencentes ao género Leishmania e da diferenciacdo entre os microorganismos
L.(L.) mexicana e L.(V.) braziliensis. A identificacdo das espécies nas diferentes
formas clinicas da LTA é possivel com o uso dessa ferramenta molecular. (52)

Ao utilizarem a metodologia molecular para identificacdo parasitaria em
amostras cutaneo-mucosas, Garcia et al. em 2005 concluiram que exames
subsidiarios como o seqguenciamento de DNA evidenciou 39.2% de casos para a
especies L.(V.) braziliensis, 19.6% para L.(L.) amazonensis, 1% para spp., 1% para
L.(V.) guyanensis e 39.2% de resultados nao identificados. A PCR-RFLP identificou
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as especies L.(V.) braziliensis em 52% das amostras, L.(L.) amazonensis em 10,7%,

L.spp. em 15.3%, e 22% apresentaram resultados negativos. (8)

2.2.2.4 Comparacao da PCR com métodos tradicionais de diagnostico da LTA

Os métodos de identificacdo da Leishmania em amostras de tecido por exame
microscépico em esfregaco ou analise histoldgica (46) ou cultura (16) sdo simples e
baratos, porém com limitada sensibilidade (16,46). Em 2002 Rodrigues et al.
avaliaram uma sensibilidade de 95.4% da PCR em pacientes com LC que foi
significativamente superior a dos métodos convencionais de pesquisa direta:
microscopia (66.7%), histopatolégico (66.2%); isolamento por cultura (46.5%); IFI
(82.9%) (46). Ja Benssoussan et al. em 2006 obtiveram 98.7% de sensibilidade para
a PCR enquanto a cultura isolada foi de 62.8% e a microscopia 74.8% e, quando
juntas, a sensibilidade global ficou em 83.3% (16).

A metodologia molecular tém se apresentado mais eficaz para o diagndstico
da LTA e, para afirmarem isso, Garcia et al. (2005) compararam os resultados da
IRM, presenca de leishmania em biopsia, IFI e PCR. Esta ultima mostrou-se
superior, em relacdo a IRM, ao exame histopatologico e a IFl, na deteccdo dos
casos de LTA. Ao confrontaram os resultados da PCR com a IRM, observaram que
dos 81.6% dos pacientes com positividade na reacdo molecular, 60% tiveram
resultado positivo na IRM, e 21% negativo. Dos 18.4% com amostras negativas a
PCR, 13.3% apresentaram resultado positivo na IRM e 5.6% foram negativo. Quanto
a IFl, foi positiva em 59.7% das amostras. JA nos exames histopatolégicos de
bidpsias de pele e mucosas, a presenca da leishmania foi constatada em 30.6%. (8)

Divulgado por Pirmez et al. em 1999 um estudo em uma regido endémica de
LTA citando que os métodos convencionais foram positivos em apenas 17% dos
pacientes com LM, enquanto a PCR juntamente com hibridizagdo foi positiva em
71% dos casos. Ja quando os pacientes tinham diagndéstico clinico sugestivo de
LTA, a sensibilidade da PCR foi de 94%. (45)

A habilidade dessa reacdo para deteccdo de Leishmania foi comparada em
1994, por Rodriguez et al. com as metodologias convencionais: teste cutaneo (IRM),

a microscopia de esfregagos obtidos por biopsia e corados por Giemsa e a cultura in
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vitro de tecido de bidpsia. A técnica de PCR detectou a presenca de Leishmania em
98% dos pacientes diagnosticados clinicamente e IRM positiva. Em comparacao, a
positividade da cultura foi de 42% e a da microscopia 64%. (49)

Ja no ano de 2001 em um estudo similar e em uma amostra maior, avaliaram
pacientes com Ulceras indicativas de LC avaliados por profissionais clinicos e IRM
positiva. Procederam a biopsia para o diagnostico parasitolégico mediante cultura e
PCR. No diagnéstico da LC, a PCR apresentou uma sensibilidade de 88.86%, sendo
mais efetiva que a cultura que foi positiva somente em 18% dos casos. (10)

No ano seguinte (2002) ao confrontaram a sensibilidade da PCR com
métodos subsididrios no diagndstico da LTA em amostras de bidpsias de pele, essa
metodologia molecular foi mais sensivel que o histopatolégico e cultura de
esfregacos, detectando 80%, dos casos, enquanto nas amostras avaliadas a
histopatologia apresentou 72% de positividade e a cultura 42% (51).

Objetivando avaliar a PCR com outras técnicas tradicionais para o
diagnoéstico da LTA, em 2006 Venazzi et al. examinaram pacientes com lesdes
cutaneas e sintomatologia suspeita de LTA. O material da borda da lesdo foi obtido
usando uma espatula de metal estéril. O DNA foi amplificado com os iniciadores
MP1L/MP3H. No estudo, 50.6% dos pacientes apresentavam resultado positivo para
pesquisa direta dos parasitas e, 51.9% IRM positiva. J4, quando avaliados
juntamente, a pesquisa direta e o teste intradérmico, o resultado positivo da PCR foi
em 57.7% dos individuos. A sensibilidade da PCR foi de 91.1% daqueles com
positividade na pesquisa direta e IRM. (47)

2.2.3 PCR no fluido salivar

A capacidade de controlar o estado de saude, o inicio e a progressao da
doenca como também o resultado do tratamento, além de um diagndstico por meios
de técnicas néo invasivas, € uma meta altamente desejavel na promocao da saude.
O fluido oral € um meio perfeito para ser explorado para confirmagdo e seguimento
de inumeras enfermidades. Esfor¢cos coletivos e a convergéncia das tecnologias
diagnésticas moleculares apresentam oportunidades sem paralelo para explorar o

potencial diagnostico da saliva em afecc¢des bucais e sistémicas. (53)
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A saliva é o espelho do nosso sangue, por isso, estamos conduzindo novos
estudos, usando-a como um possivel fluido de diagnéstico para outras
doencas e outros tipos de cancer. David Wong, 2006. (53)

O fluido salivar cada vez mais vem sendo usado como substrato auxiliar na
investigacdo diagnostica de doencas sistémicas (53,54) e orais (53). O seu valor
como meio de diagndstico, tem sido objeto de estudo com o intuito de acrescentar
possibilidades como exame complementar (55). A natureza néo invasiva dos testes
salivares o habilita como meio de diagndéstico baseado em fluidos orais (54). Obter a
secrecdo salivar em quantidades suficientes para analise geralmente é simples e os
custos de armazenagem e transporte sdo inferiores aos do soro e urina (56).

A analise da secrecdo salivar, similar aos exames baseados no uso do
sangue, é identificar a enfermidade e seguir a sua evolucéo, avaliando a efetividade
do tratamento empregado. Dentre as vantagens do uso desse recurso pode-se
enfatizar a facilidade de coleta do material bem como do seu manuseio, pontos
importantes na operacionalizacéo técnica. (54)

Progressos nos estudos de métodos diagndsticos que empregam saliva como
substrato biolégico de amostragem ja apresentaram resultados promissores, 0 que
estimula a sua utilidade como meio de exame na rotina investigatoria (55). A PCR
pode ser executada em fluidos bucais na detec¢cdo de DNA de virus e bactérias
(55,56).

O fluido oral além de prover DNA microbiano, fornece ainda DNA humano, o
que tem se mostrado Util para identificacdo forense. A medida que se avanca na era
da medicina genémica, o uso crescente de diagnoésticos salivares auxilia a catalisar
mudancas no diagnostico das enfermidades. (54)

Com os avancos em microbiologia, imunologia, bioquimica e biologia
molecular, testes salivares em clinica e pesquisa, revelaram-se como um meio
pratico e confiavel de reconhecer sinais de doenca sistémica e exposicdo a fatores
de risco. A eficacia do papel da saliva no diagnéstico da salude sistémica e na
investigacdo do cancer de mama € evidente em razdo de que, testes salivares para
marcadores da doenca estdo sendo estudados com uso potencial em conjunto com
a mamografia. (56)

Por conter os mesmos marcadores biolégicos que se encontram no sangue,
s6 que em niveis muitos mais baixos, a saliva foi utilizada por Hu et al. em 2008 para
avaliar a presenca de biomarcadores de RNA visando a deteccdo de células

escamosas do carcinoma oral. O “RNA mensageiro”, intermediario molecular entre o
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gene e a proteina, pode ser mensuravel na saliva indicando um tumor em
desenvolvimento. A combinacdo dos biomarcadores resultou em uma sensibilidade
de 90% e especificidade de 83% na deteccao de células escamosas do carcinoma
oral. (57)

A infeccdo por Plasmodium falciparum ja foi detectada pela PCR em urina e
amostras de saliva do hospedeiro humano. O aperfeicoamento da técnica de
extracdo do DNA desses espécimes produziu amplificacdo em grande escala no
rastreio do parasita da maldaria, ilustrando assim a aplicacdo da técnica na
genotipagem da doenca em secre¢gdes humanas, possibilitando levantamentos
epidemiologicos sem a necessidade de coletar sangue. O fato que a amplificacdo
tenha sido possivel em infeccBes de baixa densidade parasitaria, demonstrou o
potencial da aplicacdo da PCR em secre¢do salivar no diagnéstico de doencas
infecciosas. (58)

O uso de saliva tem sido sugerido como alternativa para testar anticorpos no
caso da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), hepatite A, B e C,
identificando os virus em secrecbes das glandulas salivares, através de PCR
podendo relacionar a positividade com a presenca viral na glandula. (59)

Genes do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), agente etiol6gico da AIDS,
ja foram detectados em amostras salivares utilizando a metodologia da PCR. Apos
coleta, essa secrecao foi disposta em discos de papel filtro, secos e desinfetados por
temperaturas elevadas. Foi possivel identificar o DNA do HIV a partir da saliva e os
resultados nao tem relacado com o estagio da doenca ou a via de infeccao. (60)

A PCR foi capaz também de amplificar fragmentos de DNA especificos para
Streptococcus (S.) mutans e S. sobrinus a partir de 1ml de amostras de saliva
(60,61), indicando ser essa ferramenta molecular simples, rapida e confiavel,
podendo ser aplicada em estudos na relacdo entre bactérias cariogénicas e cérie
(61). A especificidade da PCR nas amostras da saliva para o S. mutans foi de
50% e a sensibilidade de 95% e, para o S. sobrinus foi 95% e 100%
respectivamente (62), demonstrando ser essa metodologia capaz de avaliar o nivel
de prevaléncia desses microrganismos identificados, como também pode ser usada
em secrecdes salivares para estudos epidemiolégicos (63) e da transmisséo
intrafamiliar (62).

Considerando a importancia do isolamento, identificacdo e deteccdo de

microorganismos na compreensdo da inter-relagdo entre essa microbiota e seu
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hospedeiro, Shimada et al. em 2008 avaliaram o uso da PCR no fluido salivar e
biofilme gengival. Foram realizadas coletas de saliva ndo estimuladas. Os autores
verificaram uma concordancia de 79% a 86% entre as amostras de saliva e do
biofilme subgengival para a ocorréncia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Campylobacter rectus e Fusobacterium nucleatum. Os
resultados apresentados evidenciaram que a microbiota presente na saliva refletiu
ser a mesma subgengival. A obtencdo de saliva conta com vantagem sobre o
biofilme gengival, uma vez que é considerada ndo invasiva. (63)

O virus do sarampo foi detectado por RT-PCR na saliva por Oliveira et al. em
2003. Essa metodologia nédo utiliza o DNA de cadeia dupla como molde e sim RNA
de cadeia simples. A partir do RNA, a enzima transcriptase reversa sintetiza uma
cadeia de DNA complementar, agora chamado de cDNA e a esse se aplica a técnica
de PCR. A positividade da PCR em trés casos com historia de vacinacao indicou que
os individuos previamente imunizados, ainda podem ser infectados e contribuir para
a circulacdo do virus do sarampo. O estudo demonstrou a utilidade de RT-PCR em
amostras clinicas ndo invasivas para a investigacdo de casos de sarampo. (64)

Com o advento da técnica de estudo do DNA viral pelo método da PCR,
Lazarini et al. em 2006 detectaram o virus herpes simplex tipo | no liquido
cefalorraquidiano e na saliva de pacientes com paralisia de Bell, relacionando-a com
a evolucéo clinica da doenca. A positividade para o DNA viral correspondeu a 29%
das amostras salivares. A identificacdo de DNA do virus herpes simplex tipo | pode
ainda, apontar provavelmente esse microorganismo como principal agente etiol6gico
da enfermidade. A deteccdo do virus na secrec¢do salivar dos pacientes nao

influenciou o progndstico da doenca. (65)


http://pt.wikipedia.org/wiki/DNA
http://pt.wikipedia.org/wiki/RNA
http://pt.wikipedia.org/wiki/CDNA
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3 OBJETIVOS
3.1. GERAL

O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar a possibilidade de deteccao do
DNA de Leishmania por meio da PCR em secrecdo salivar de pacientes com

diagnostico de LTA.

3.2 ESPECIFICOS

- Verificar a presenca de DNA de leishméania no fluido oral de pacientes com
diagnostico de LTA.

- Detectar a presenca de DNA de leishméania em raspado de lesdo mucosa nasal e
oral.

- Identificar o subgénero e as espécies dos complexos de Leishmanias no material

amplificado.
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4 METODOLOGIA

Foi elaborada uma ficha prépria (Apéndice A) com espaco para insercdo de
dados quanto a identificacdo do paciente assim como a histdria social (procedéncia,
profissdo, habitos, residéncias anteriores, aspectos habitat, presenca de animais),
historico médico (doencas presentes, localizacdo e aspecto das lesdes, evolucdo da
doenca e tratamento), sinais e sintomas que antecederam o diagnostico
evidenciando os que precederam o diagnoéstico, exames complementares realizados
e suas respostas além dos procedimentos médicos executados. Constaram ainda
espacos para informacfes da avaliacdo clinica oral, descricdo e localizacdo das
lesbes além dos processos executados, como por exemplo, coleta da saliva,
processamento e avaliacdo da PCR. As informacdes pertinentes (clinicas,
laboratoriais, terapéuticas e médicas) foram recolhidas retrospectivamente, dos
respectivos prontuarios médicos dos pacientes, e constaram de informacgfes quanto
ao seguimento da doenca, tratamento médico, medicamentoso, intercorréncias e
exames especificos no transcorrer de seu atendimento.

Todos os participantes foram informados através do Termo de Consentimento
Informado, Livre e Esclarecido (TCILE) (Apéndice B) quanto ao propdésito do estudo,

assinando a declaracdo de consentimento (Apéndice C).

4.1 SUJEITOS DA PESQUISA

Participaram do estudo quatro pacientes portadores de LTA, identificados por
nameros de 1 a 4, atendidos no Hospital Dia Professora Esterina Corsini do Nucleo
de Hospital Universitario (NHU) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS).

O paciente de numero (n°) 1 apresentava suspeita de recidiva de LC tratada 9
meses antes. Os de n° 2 e 3 no momento do atendimento eram portadores de
qguadro clinico sugestivo de LCM, por provavel recidiva de LC tratada anteriormente.
O de n°4 apresentava diagndstico prévio de carcinoma basocelular em face e

carcinoma epiderméide em cavidade oral, e na oportunidade da avaliacao,
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suspeitou-se de LM. Todos os pacientes apresentaram, em algum momento,
confirmagdo diagndstica de LTA, seja atravées de métodos soroldgicos,
histopatoldgicos, imunoldgicos ou prova terapéutica satisfatoria.

Todos eram do género masculino, procedentes de regido endémica para a
enfermidade.

A identificacdo, o histérico médico, manifestac6es clinicas, evolu¢do da
doenca, tratamento e resultado da PCR dos pacientes do estudo estdo descritas a
seqguir.

1- Individuo de 35 anos, trabalhador rural, procedente de Pedro Gomes, MS, que em
agosto de 2007 teve diagnostico de LTA, na forma cuténea, pela histéria clinica,
epidemioldgica, exame fisico com lesdo na panturrilha esquerda e témpora
esquerda, IRM positiva e resposta terapéutica com cura clinica ao tratamento com N-
metilglucamina, 20mg SbV/kg/dia, durante 20 dias. Foi encaminhado em maio de
2008 ao Hospital Dia do NHU/UFMS Universitario da UFMS com queixa de lesfes
cutaneas na face e suspeita de recidiva de LC. A IRM foi repetida, porém com
resultado negativo. Durante a avaliacdo apresentou uma lesdo descamativa
localizada préximo ao angulo esquerdo da boca, trés lesdes papulo-infiltrativas na
regido pré-auricular esquerda e duas no lado direito. Na face esquerda, uma pustula
na regido mentoniana e uma lesdo papulo-vesiculosa na lateral direita do pescoc¢o

semelhante a uma picada de mosquito além de uma cicatriz atrofica deprimida na

regido temporal (Figuras 2 e 3).

Figura 1 — Face lateral direita do paciente Figura 2 — Face lateral esquerda com

n°l com 2 lesBes papulo-infiltrativas na cicatriz atréfica deprimida na témpora,
regido pré- auricular e 1 papulo-vesiculosa lesBes papulo-infiltrativas na regiéo pré-

na regido cervical auricular, descamativa no angulo da boca e

pustular na regido mentoniana
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Para uma melhor compreensao, o quadro 4 descreve a localizagc&o, o aspecto

das lesOes, as informacdes laboratoriais e terapéuticas relativas ao paciente de n°1.

Quadro 1 — Caracteristicas clinicas, laboratoriais e terapéuticas no primeiro episédio (2007) e na
recidiva (2008) do paciente n°1 com LC

Ano Lesdes cutaneas Aspecto Exames laboratoriais | Tratamento
2007 Panturrilha esquerda Sem informagbes  IRM positiva N-metilglucamina
Témpora esquerda Resposta favoravel
2008 Angulo esquerdo da Descamativo IRM negativa Sem informacdes
boca
Regido pré-auricular Péapulo-infiltrativo
esquerda
Regido mentoniana Pustula
esquerda
Regido temporal Cicatriz atréfica
esquerda deprimida
Regido pré-auricular Infiltrativo

direita

Regido cervical direita Péapulo-vesiculoso

2- Paciente procedente de Jardim, MS, 64 anos, lavrador, com suspeita de
reativacdo de LCM. Em 1997 teve diagnostico de LC, em razdo de uma lesdo no
tornozelo direito e resultado da IFI de 1:80, iniciando tratamento com o antimoniato
N-metilglucamina, 2 ampolas de 5 ml/dia. No ano de 1999 apresentou tosse
produtiva com secrecao sangtliinea e leséao fistular na regido submandibular direita
diagnosticada através de biopsia como paracoccidioidomicose. Em razdo das
recorréncias das lesdes no mesmo local, envolvendo todo o tornozelo, recebeu o
mesmo esquema terapéutico em 1999, 2000 e 2002. Foram evidenciadas lesdes
crostosas nasais de aspecto granuloso cuja bidpsia foi sugestiva de LCM, sorologia
por IFI 1:80, recebendo novamente tratamento com N-metilglucamina em 2004. Em
2006, ocorreu edema nasal com secrecdo amarelada e, na impossibilidade da
biépsia, foi prescrito empiricamente, por 28 dias, o antimonial dos tratamentos
anteriores. Em 2008 surgiram extensas lesfes intranasais, bilaterais, de aspecto
granuloso, lesbes esbranquicadas no palato duro e relatou coriza amarelada,
odinofagia, emagrecimento e cefaléia noturna. A bidpsia do palato foi sugestiva de
LCM e a IFlI 1:80, sendo mantido o esquema terapéutico anterior por 30 dias.

Queixou ainda de dispnéia aos minimos esforcos e arritmia cardiaca trans-terapia.
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J& em 2009, apresentou lesé@o ulcerada purulenta em palato mole, lesdo granulosa
na tonsila e Gvula palatina cuja biépsia foi sugestiva de LCM. Considerado refratério
ao antimonial, o tratamento eleito foi com anfotericina B lipossomal. Ao exame
clinico relatou obstrucdo nasal e pode ser observada cicatriz atrofica de superficies
lisas com areas hipocrébmicas ao redor de todo o tornozelo direito (Figura 4),

infiltracdo nasal com deformidade do nariz e mucosa nasal hiperemiada (Figura 5).

Figura 3 — Cicatriz de lesdo leishmanidtica circundando o tornozelo direito de aspecto atréfico,
superficie lisa e hipocrdmica no paciente n°2 portador de LCM

Figura 4 — Infiltracdo difusa do nariz no paciente n°2
portador de LCM

As informacgdes quanto a localizacdo, aspecto das lesdes, informacdes laboratoriais

e terapéuticas no periodo de 1997 a 2009 estao apresentados no quadro 5.
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Quadro 2 — Caracteristicas clinicas, laboratoriais e terapéuticas no primeiro episodio de LC (1997),
nas recidivas (1999, 2000, 2002) e nos episddios de LCM (2004, 2006, 2008, 2009) do paciente n°2
com LCM

Ano Lesbes Aspecto Exames laboratoriais | Tratamento
1997/99 Tornozelo Sem informacdes IFI -1:80 N-metilglucamina:
direito melhora clinica das
lesdes
1999 Mandibula Fistula Biopsia:
direita Paracoccidioidomicose
2000/02 Tornozelo IFI 1:80 N-metilglucamina
direito
2004 Nasais Granuloso IFI -1:80 N-metilglucamina
Bidpsia: sugestiva de
LCM
2006 Nasais Edema e secrecéo N-metilglucamina
2008 Nasais extensas Granuloso N-metilglucamina
Palato duro Esbranquicado IFI -1:80 N-metilglucamina
Biopsia: sugestiva de
LCM
2009 Palato mole, Ulcerado/purulento Bidpsia: sugestiva de  Anfotericina B
tonsila, tvula LCM lipossomal

Deformidade nasal

3- Individuo procedente de aldeia indigena da regidao de Bodoquena, MS, 63
anos de idade, de profissdo agricultor, com diagnéstico de LCM. Em 2004 relatou
lesdo cutadnea no antebraco esquerdo com IRM positiva e cura pds-tratamento com
Glucantime® (SIC). Na anamnese em dezembro de 2009, o paciente relatou
anorexia, emagrecimento, tosse seca, obstrucao nasal, saliva e secre¢cédo nasal com
sangue desde setembro do mesmo ano e dor orofaringeana, tipo queimacédo ao
ingerir alimentos liquidos e sélidos desde 2007. Na avaliacdo clinica em 2009,
observou-se lesdo cicatricial sugestiva de LC no antebraco esquerdo (Figura 6) e
comprometimento do palato mole onde foram evidenciadas lesbes de aspecto
exulcerado granulomatoso (Figura 7) cujo exame sorologico (IFI) foi 1:40 e o
diagnéstico presumido foi de LCM. O tratamento prescrito foi desoxicolato de
anfotericina B, 30mg diaria. A resposta terapéutica permitiu confirmar o diagndstico
de LCM. A PCR amplificou o DNA de leishmania tanto na secrecéo salivar quanto no
substrato do raspado com cotonete da lesdo em mucosa oral conservada sem o gel
do swab (meio de transporte). O quadro 6 descreve as Informagdes quanto a

localizacéo, aspecto das lesdes, dados laboratoriais e terapéuticos.
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Figura 5 — Lesao cicatricial sugestiva de LC no  Figura 6 — Infiltracdo mucosa do palato mole com
antebracgo esquerdo no paciente n°3 com LCM lesBes granulomatosas no paciente n°3 com LCM

Quadro 3 — Caracteristicas clinicas, laboratoriais e terapéuticas no episédio de LC em 2004 e no de
LCM em 2009 do paciente n°3 com LCM

Ano | Lesbes cutneas | Aspecto Exames laboratoriais | Tratamento

2004 Antebraco Sem informag8es Sem informag@es N-metilglucamina:
esquerdo resposta favoravel

2009 Palato mole Exulcerado/ IFI 1:40 Anfotericina B

Granulomatoso

4- Individuo residente em Campo Grande, 84 anos de idade, lavrador e
morador em zona rural por mais de 30 anos. Em 1998 através de bidpsia cutanea da
regido temporal direita, teve como diagndstico carcinoma basocelular na face, cujo
tratamento foi radioterapia (35 doses). No prontuario médico estava descrito que, em
outubro de 2003, comentou ter odinofagia além de dor de garganta constante desde
2002. Em setembro de 2008, o paciente relatou dor a degluticdo, ardéncia na
garganta e obstrucéo nasal desde 2007. Ao exame clinico, na época, foi evidenciada
lesdo ulcerada no palato mole atingindo a transicdo com o palato duro, além de
destruicdo da uvula e pilar amigdaliano anterior, com resultado através de biopsia de
carcinoma epiderméide moderadamente diferenciado e o tratamento indicado foi
radioterapia nas faces laterais perfazendo um total de 25 doses. As lesbes mucosas
de palato persistiram e, em junho de 2009 acometeu a mucosa nasal e da orofaringe
com lesdo ulcerada sem perfuracdo do septo e hiperemia da orofaringe. A bidpsia
nasal foi sugestiva de LM e a do palato, processo inflamatério exsudativo com
auséncia de malignidade, sendo encaminhado para tratamento antileishmaniético. A

resposta sorolégica pela IFI foi ndo reagente. Realizada nova biépsia da laringe cujo
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resultado foi discreto processo inflamatorio crénico, e do meato nasal direito e
esquerdo, processo inflamatério crénico sugestivo de leishmaniose. Iniciou
tratamento com anfotericina B, que foi interrompido apds quatro dias, pois outro
resultado da biopsia apresentou diagnéstico sugestivo de carcinoma epidermaoide
moderadamente diferenciado de Uvula e palato mole, estadgio IV (T3N2MO).
Encaminhado para tratamento oncoldgico, porém como apresentou IRM de
60x45mm, retornou entdo para tratamento antileishmaniotico em dezembro de 2009.
Durante a anamnese em dezembro de 2009 relatou feridas antigas no nariz néo
sabendo precisar o tempo transcorrido. Na avaliacdo clinica apresentava infiltracao
labial superior e nasal (Figura 8) e lesbes no palato de aspecto granulomatoso
(Figura 9). O esquema terapéutico foi feito com desoxicolato de anfotericina B. Com
uma semana de tratamento, apresentou Ulceras nasais (Figura 10), no labio superior
e regido anterior da lingua (Figura 11) como também insuficiéncia renal estabelecida
por intolerancia ao desoxicolato, iniciando tratamento com anfotericina B lipossomal.
Ao exame clinico observou-se melhora no quadro clinico, pois as lesées mucosas do
palato regrediram (Figuras 12 e 13). Para uma melhor compreensdo o quadro 7
descreve as caracteristicas clinicas, localizacdo e aspecto das lesdes assim como
os dados laboratoriais e terapéuticos do paciente n°4.

Quadro 4 — Caracteristicas clinicas, laboratoriais e terapéuticas do paciente n°4, inicialmente
diagnosticado como portador de processo neoplasico (1998-2008) posteriormente confirmando-se LM

(2009)
Ano ‘ Lesdes Aspecto ‘ Exames laboratoriais Tratamento
1998 Regido Sem informacdes Bidsia: Carcinoma basocelular Radioterapia

temporal direita

2008 Palato mole e Ulcerado/ Biopsia: Carcinoma epidermoéide Radioterapia
duro, uvula , granulomatoso moderadamente diferenciado
pilar amigdaliano

2009 Mucosa nasal e Infiltracdo nasal e IFI: negativa Anfotericina B
orofaringe labial superior
Granulomatoso IRM:positiva (65x45mm)

(palato mole)
2 bidpsias nasais sugestivas de LM
Biopsia de orofaringe sugestiva de
carcinoma epidermdide
moderadamente diferenciado

Narinas, labio  Ulceras Anfotericina B
superior e lipossomal
lingua
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Figura 7 — Infiltracdo nasal e labial superior no
paciente n°4 com LM

e

Figura 9 — Infiltracdo nasal com ulceragdo na
parte anterior do septo, base e asas nasais ap0s
1 semana de tratamento com desoxicolato de
anfotericina B no paciente n°4 com LM

Figura 11 — Melhora da infiltragdo nasal e labial
com cicatrizacdo das Ulceras apés 20 dias de
tratamento com anfotericina B lipossomal no
paciente n°4 com LM

Figura 8 — Lesbes granulomatosas no palato
mole no paciente n°4 com LM

Figura 10 — Infiltracdo do |abio superior e Ulceras
labiais, nasais e na lingua, ap6s 1 semana de
tratamento com desoxicolato de anfotericina B no
paciente n°4 com LM

Figura 12 — Regressdes das lesées mucosas no
palato apés 20 dias de tratamento com
anfotericina B lipossomal no paciente n°4 com
LM
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Em maio de 2010, o paciente foi encaminhado para reabilitacdo da cavidade
oral na Divisdo Clinica de Pacientes Especiais da Faculdade de Odontologia
Professor Albino Coimbra Filho da UFMS, com indicacéo de proétese total superior e
inferior, objetivando proporcionar uma melhor qualidade de vida. Ao exame clinico foi

observado auséncia de lesdes tanto orais quanto nasais, permitindo constatar a cura

clinica, fato confirmado pelo otorrinolaringologista (Figuras 14 e 15).

Figura 13 — Cura clinica das lesfes nasais no Figura 14 — Cura clinica das lesfes orais no
paciente n°4 com LM apos 3 meses da paciente n°4 com LM apos 3 meses da conclusdo
concluséo do tratamento antileishmaniotico do tratamento antileishmaniético

4.2 PACIENTES INCLUIDOS NA FASE PRELIMINAR DO ESTUDO

Na fase inicial do estudo, foi colhida ainda a saliva de seis pacientes com
suspeita diagnostica de LV para verificar a possibilidade de presenca de DNA de
L.(L.) chagasi nesse fluido salivar quando do uso do primer especifico para essa
espécie. No entanto, esses pacientes foram excluidos do estudo, permanecendo

apenas os portadores de LTA.
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4.3 PROCEDIMENTOS CLINICOS
4.3.1 Avaliagéo clinica dos sujeitos e coleta da secrecgao salivar

O fluido oral ndo estimulado dos pacientes foi obtido no dia do atendimento
médico, antes do inicio da terapia medicamentosa.

A secrecéo salivar do paciente n°1 foi recolhida com uma seringa descartavel
de 3ml, estéril e sem agulha, e depois transferida para microtubos tipo Eppendorf
estéreis de 1,5ml.

J& nos pacientes de n°2 e 3, preferiu-se dispensar a saliva diretamente nos
microtubos (2 microtubos = 3ml). No individuo de n°4, em razdo da xerostomia que o
mesmo apresentava devido a ter sido submetido a tratamento radioterapico na
regido de cabeca e pescoco, tentou-se coletar alguma quantidade de saliva através
de cotonete estéril.

ApoOs a coleta das amostras salivares, estas foram lacradas, identificadas e
acondicionadas em recipiente resfriado, tipo isopor com gelo reciclavel para
transporte até os laboratérios para execucdo da PCR onde ficou conservada em
uma temperatura de —20°C até o procedimento de extracdo do DNA.

4.3.2 Exame intra-oral

O exame clinico bucal foi realizado apés a coletada saliva com a finalidade de
identificar possiveis lesdes intra-orais. A avaliacdo da cavidade bucal foi executada
com espelho bucal odontoldgico para melhor visualizacdo da cavidade oral e
espatula de madeira descartavel para afastamento da mucosa (bochecha). Em
presenca de lesBes orais, procedeu-se raspagem e obtencdo do material para
realizacdo da PCR.

Os procedimentos clinicos foram dentro dos padrées e normas de
biosseguranga com uso de instrumentais esterilizados e materiais clinicos

apropriados.
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4.3.3 Coleta do material das lesdes

Nos pacientes com lesdes mucosas, foram coletadas amostras provenientes
de raspado com cotonete do swab.

No paciente de n°3 foi realizado esfregaco da lesdo mucosa de palato com
espatula de madeira e com cotonete (swab), cujas pontas foram quebradas e as
amostras foram acondicionadas no tubo (estéril).

No paciente de n°4 foram realizadas coletas de lesGes nasais e orais com
espatula de madeira e cotonete de algodao, ambos estéreis. A ponta da espatula de
madeira ou a parte do cotonete que procedeu a raspagem das lesées mucosas e
nasais foram quebradas e colocadas no tubo do swab.

ApoGs serem lacradas e identificadas, as amostras foram acondicionadas em
recipiente de isopor com gelo reciclavel para transporte e posterior conservacao a —
20°C até extracdo do DNA.

A dindmica do estudo na fase de avaliacdo dos pacientes de estudo seguiu 0

fluxograma apresentado na figura 1.

Pacientes com suspeita ou diagnéstico de LTA

I
I I I |

Paciente 1 - LC Paciente 2 — LCM Paciente 3 — LCM Paciente 4 — LM

Coleta Exame Coleta Exame Coleta Exame Coleta Exame
saliva intra-oral | [saliva intra-oral saliva intra-oral saliva intra-oral
Seringa Diretamente Diretamente | |Lesdo palato| |Cotonete | Lesdo palato e nasal
microtubo microtubo | I
Raspado Tubo swab Raspado
Transferéncia
microtubo
Espatula Etonete Espatula || Cotonete
madeira madeira
I I
Tubo swab Tubo swab Tubo swab| [Tubo swab
I I [ [

Lacre, identificacdo, acondicionamento em recipiente de isopor e conservacado a —20°C

Figura 15 — Diagrama do fluxo da dindmica na fase de coleta dos substratos para realizacdo da PCR
em pacientes com diagndstico de LTA do estudo
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4.4 EXTRACAO DO DNA

Os procedimentos necessarios a metodologia da PCR inicialmente foram
realizados no laboratério de sanidade animal da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) Gado de Corte, laboratério de Biologia Molecular 2 e,
posteriormente, no laboratorio de Biologia Molecular da UFMS.

O protocolo para extracdo do DNA foi desenvolvido no laboratério de Biologia
Molecular da EMBRAPA Gado de Corte e consistiu dos seguintes passos:

- As amostras homogeinizadas em vortex, coletadas através de pipeta de 1mililitro
(ml) do material em um microtubo tipo Eppendorf de 2ml e centrifugada a 10.000
rotacbes por minuto (rpm) por 10 min. O sobrenadante foi descartado e
acrescentado no material centrifugado, 400 microlitros (ul) de tampéao de lise e
posterior homogeneizacdo. O volume final consistiu aproximadamente de 500pl.
Adicionada Sulfato duodecil de sédio a 1% do volume final juntamente com 50ul de
solucdo estoque e novamente homogeneizado. Acrescentou-se proteinase K a
200ug/ml e foi feita a incubag&o por no minimo 2 horas (h) em banho-maria a 55°C.
Adicionou-se cloroformio V/V e homogeneizou em vortex (500ul). Procedeu-se o
acréscimo de 250ul de solugdo de precipitacdo protéica e homogeneizacdo em
vortex (metade do volume do cloroférmio). Centrifugada a 10.000 rpm/10 min. A fase
aguosa foi pipetada e transferida para outro microtubo de 2ml, acrescido etanol
absoluto resfriado duas vezes do volume obtido, e incubado a —20°C overnight. Apos
centrifugagem a 13.000 rpm/ 15min a 4°C, com descarte do sobrenadante. Lavagem
do sedimento com 300ul de etanol 70% resfriado. Centrifugado a 13.000 rpm/5 min a
4°C e descarte do sobrenadante. A lavagem e centrifugacdo foram novamente
repetidas. O pellet foi secado por 10 min em temperatura ambiente. Feita a
ressuspensao do pellet em 100pul de agua millliQ estéril, incubado a 55°C por 20 min,

executada dosagem do DNA e conservado a —20°C.
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4.5 CONTROLES

Foram utilizadas cepas padroes de DNA cada espécie (chagasi, amazonensis
e braziliensis) em questdo para cada sintese como controle positivo nos quais eram
acrescidos os reagentes necessarios a amplificacdo e com o DNA molde em
questdo. Para excluir a possibilidade de reacbes cruzadas foi empregado um

controle negativo, amostra composta somente de agua sem adicao de DNA.

4.6 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE — PCR

Os protocolos de PCR foram testados com preparacdes de DNA de amostras
de secrecdo salivar e dos substratos das lesbes mucosas de pacientes com
diagnéstico de leishmaniose, acompanhados da amostra do individuo saudavel.
Foram utilizados pares especificos de primers para deteccdo do DNA de
Leishmania. A reacdo foi padronizada com DNAs controles fornecidos pelo
Laboratorio de Leishmanioses do Centro de Pesquisa René Rachou/FIOCRUZ (Belo
Horizonte, Minas Gerais (MG), Brasil), considerando o tamanho da amplificacédo
aguardada e as temperaturas de anelamento dos primers. Para confirmacédo dos
resultados, a PCR foi repetida em todas as amostras.

As sequéncias do primers RV1 e RV2, al e a2, bl e b2, especificos para as
espécies L.(L.) chagasi, L.(L.) amazonensis e L.(V.) braziliensis respectivamente
assim como o DNA controle e os produtos de amplificacdo padrao utilizados para

amplificagéo na PCR do estudo estdo descritas no quadro 1.

Quadro 5 — Primers para as espécies L.(L.) chagasi, L.(L.) amazonensis e L.(V.) braziliensis utilizados
na PCR para identificagdo de DNA de leishménia na saliva e nos raspados das lesbes mucosas dos
pacientes com diagnéstico de LTA atendidos no Hospital Dia Professora Esterina Corsini do
NHU/UFMS

Espécie Primers DNA Controle Produto
esperado
L.(L.) RV1 CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG
L.(L.) al TGCGAGGATAAAGGGAAAGAA
amazonensis a2 GTGCCCTGACTTGCATGTCTA IPLA/BR/67/PH8 62pb
L.(V.) bl GTGGGCGTATCTGCTGATGAC

braziliensis b2 CAAAAAGCGAGGGACTGCGGA MHOM/BR/75/M2903 103pb




58

As condi¢cdes da PCR empregando os primers RV1/RV2, especificos para a
espécie L.(L.) chagasi, que proporcionaria uma amplificacdo de 145pb, produto para
essa espécie quando do uso do DNA controle MHOM/BR/74/PP/75, os reagentes e
proporcéo utilizados foram: 25ul tamp&o Phoneutria 2X ((Phoneutria Biotecnologia e
Servigos Ltda., Brazil); 0.2 milimolar (mM) dNTPs; 0.3mM MgCl,; 0.16 picomol
(pMol) primers RV1/RV2; 0.5ul de DNA a 40 namograma (ng)/ul; 0.2 ul Taqg
Polimerase Phoneutria 4 unidades (U); 19.4ul H,0.

A reacdo usando os iniciadores para a espécie L.(L.) amazonensis, primers
al/a2, com expectativa de amplificacdo de 62pb, foi realizada utilizando-se um mix
composto pelos seguintes reagentes: 25ul tampao Phoneutria 2X (Phoneutria
Biotecnologia e Servicos Ltda., Brazil); 0.2mM dNTPs; 0.3mM de cloreto de
magnésio (MgCly; 0.4pMol primers al/a2; 0.5ul de DNA a 40 ng/pl; 0.2 pl Tag
Polimerase Phoneutria 4U; 18.8ul de agua (H-0).

Ao se utilizar os iniciadores b1/b2, os oligonucleotideos correspondentes para
o complexo L.(V.) brazilensis, com geracdo de um fragmento delO3 pb, as
substancias utilizadas foram: 25ul tamp&o Phoneutria 2X (Phoneutria Biotecnologia
e Servicos Ltda., Brazil); 0.2mM dNTPs; 0.3 mM MgCl,; 1.0 pmol primers bl/b2;
0.5ul de DNA a 40ng/ul; 0.2 ul; 0.2 ul Tag Polimerase 4U; 17,3ul de H,O.

Para amplificagdo das sequiéncias, a reagdo foi realizada em termociclador
automético modelo BIOER XP cycler (BIOER Technology, Ltd, China). Apdés
introducdo dos microtubos com o mix contendo os iniciadores especificos para cada
espécie, na primeira etapa que corresponde a desnaturacdo da dupla fita de DNA, a
temperatura foi elevada a 95°C/5min para separacao inicial das fitas e, nas fases
seguintes foi de 95°C durante 30s. Na etapa correspondente ao anelamento, para
gue os primers se liguem por complementaridade com o DNA alvo, a temperatura foi
reduzida a 70°C durante 1 min para a espécie chagasi, 55°C/90s para a
amazonensis e de 70°C/90s para a braziliensis. JA na relativa a extensédo ou
amplificacéo, isto é, o inicio da polimerizacdo, a temperatura foi elevada a 72°C/90s
e, a extensao final foi a 72°C durante 10 min para todas as espécies. Os materiais
resultantes do primeiro ciclo foram desnaturados, anelados aos primers no segundo,
e entdo amplificados pela DNA polimerase no terceiro e, assim o ciclo se repetiu por
40 vezes para a especie chagasi e 35 vezes para as espécies amazonensis e
braziliensis. As condicbes para realizacgdo da PCR e o0 mix para cada espécie

utilizado na reacéo estao descritos no quadro 2, e os ciclos da PCR, no quadro 3.
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Quadro 6 — Elementos e condi¢cdes da PCR utilizando os primers para as espécies chagasi,
amazonensis e braziliensis em substratos de pacientes com diagnéstico de LTA

Espécie L.(L.) chagasi L.(L.) amazonensis L.(V.) braziliensis
Primer RV1/RV2 all/a2 b1/b2
Mix 25ul tampéo Phoneutria 2X; 25yl tampdo Phoneutria 25ul tampdo Phoneutria

0.2mM dNTPs; 0.3mM 2X; 0.2mM dNTPs; 0.3mM 2X; 0.2mM dNTPs; 0.3mM
MgCl,; 0.16 pMol primers MgCly; 0.4 pmol primers MgCl,; 1 pmol primers
RV1/RV2; 0.5pul de DNA al/a2; 0.5ul DNA 40ng/pl; bl/b2; 0.5ul DNA 40mg/pl;
40ng/pl; 0.2ul Taq 0.2ul Tag Polimerase 4U; 0.2 pl Taq Polimerase 4U;
Polimerase 4U; H,0— 19.4pl.  H,O — 18,8yl. H,O — 17,3pl.

Quadro 7 — Ciclos da PCR utilizando os primers para as espécies chagasi, amazonensis e braziliensis
em substratos de pacientes com diagndstico de LTA

Espécie | L.(L.) chagasi L.(L.) amazonensis L.(V.) braziliensis
PCR 40 ciclos 35 ciclos 35 ciclos
Ciclos * Desnaturacao » Desnaturacéo * Desnaturacao
- Inicial = 95°C/5 min - Inicial = 95°C/5 min - Inicial — 95°C/5 min
- Seguinte — 95°C/30 s - Seguinte — 95°C/30 s - Seguinte — 95°C/30 s
* Anelamento — 70°C/60 s * Anelamento — 55°C/90 s * Anelamento — 70°C/90 s
* Extensao — 72°C/90 s * Extensdo — 72°C/90 s * Extensdo — 72°C/90 s
Extensao final — 72°C/10 min Extensao final — 72°C/10 min Extensao final — 72°C/10 min
40 vezes 35 vezes 35 vezes
Produto 145pb 62 pb 103 pb
Padréo

4.7 ANALISE DOS PRODUTOS RESULTANTES DA PCR

pY

Os fragmentos amplificados foram submetidos a corrida eletroforética
submarina horizontal em gel de agarose 2%, em tampdao Tris-EDTA-Acetato (TAE)
1X pH 8 a 80v e 200mA (Tris-acetato 0,04M, EDTA 0,001M). Os géis foram corados
com brometo de etideo, os produtos visualizados sobre o transluminador de luz UV e
analisado pelo sistema de fotodocumentacédo alfadigidoc. Para confirmacédo dos

resusltados a eletroforese foi novamente realizada.
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4.8 APROVACAO DA PESQUISA PELO COMITE DE ETICA

Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa/CEP/UFMS, sob o n° 1152 em
30 de abril de 2008 (Anexo A).

4.9 FINANCIAMENTO

Este projeto teve recursos financeiros da Fundacéo para o Desenvolvimento
da Educacdo, Ciéncia e Tecnologia (FUNDECT), edital Chamada
MS/CNPqg/FUNDECT 04/07 — SAUDE.
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5 RESULTADOS

Na primeira etapa do estudo, a PCR foi realizada em DNA obtido de substrato
salivar proveniente de seis pacientes com suspeita de LV e um com suspeita de
recidiva da LTA na forma cutanea (n°l). Nessa reacdo ocorreu somente
amplificacdo de DNA quando usado os iniciadores para as espécies L.(V.)
braziliensis na amostra obtida em substrato de secre¢do salivar referente ao
paciente (n°l). Portanto, os pacientes com LV foram excluidos do estudo, pois
sentiu-se que havia necessidade de adequacao da técnica para utilizagdo nesse tipo
de amostra para o0s pacientes com essa patologia.

Estabelecidas todas as condi¢cdes da PCR e apds a padronizacdo da técnica,
ao serem utilizados os primers para a espécie L.(L.) chagasi, RV1 -
CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG e RV2 — CCACCTGGCCTATTTTACACCA e os
primers especificos para a espécie L.(L.) amazonensis, al - TGCG
AGGATAAAGGGAAAGAA e a2 — GTGCCCTGACTTGCATGTCTA, ndo ocorreu
amplificacdo de DNA leishmani6tico em nenhuma amostra dos pacientes do estudo.

Ao se utilizar os primers para a identificacdo de L.(V.) braziliensis, bl — GTG
GGCGTATCTGCTGATGAC e b2 — CAAAAAGCGAGGGACTGCGGA, a avaliagao
do limiar de deteccao revelou a geracdo de um fragmento de aproximadamente
103pb, tamanho estimado para essa espécie, determinando um resultado positivo.
Esse resultado foi encontrado nas amostras salivares dos pacientes n°1 (figura 16),
2 e 3 (figura 17). Também resultaram positivos os esfregacos das lesdes da mucosa
oral do paciente n°3 (figura 17) e nasal do paciente n°4 (figura 18).

A amplificacdo de DNA e o substrato utilizado para cada paciente estédo

demonstradas no quadro 8.

Quadro 8 — Relacdo da amplificacdo de DNA e substrato utilizado

Espécie | L. (V.) braziliensis
Primer bl —-GTGGGCGTATCTGCTGATGAC b2 — CAAAAAGCGAGGGACTGCGGA
DNA controle MHOM/BR/75/M2903
N°1 - LC Positivo saliva
P N°2-LCM Positivo saliva
C N°3-LCM Positivo saliva e lesé@o do palato
R N°4-LM Positivo lesdo nasal
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Figura 16 — Produtos provenientes de amostra de secre¢do salivar de pacientes com LC e LV,
demonstrando amplificacdo por PCR de L.(V.) braziliensis na amostra de um paciente com LTA.
Canaletas 1, 3, 4, 5, 6 e 7 pertencentes as amostras dos pacientes com LV; canaleta 8 - amostra do
paciente com LTA (n°l); canaleta 2 - controle saudavel; canaleta 9 - controle positivo; canaleta 10 -
controle negativo; canaleta 11 - marcador que determina o padrdo de tamanho molecular

Figura 17 — Eletroforese identificando os produtos da amplificacdo da PCR em amostras da saliva
dos pacientes n°2 e 3 com LCM usando os iniciadores bl e b2, cepa referéncia L. (V.) braziliensis.
Canaleta 1 - marcador que determina o padrdo de tamanho molecular; canaleta 2- saliva do
paciente n°2; canaleta 3 - saliva do paciente n°3; canaleta 4 - esfregaco da lesdo do palato coletada
com cotonete do paciente n°3; canaleta 5 - controle positivo; canaleta 6 - controle negativo

No paciente n°4, cujo diagnostico inicial foi sugestivo de carcinoma
epiderméide moderadamente diferenciado de uUvula e palato mole, estagio IV
(T3N2MO) atraves de bidpsia, ndo foi constatada nenhuma amplificagdo na amostra

proveniente da secrecdo salivar, provavelmente porqgue 0 mesmo apresentava
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xerostomia e a quantidade coletada de saliva foi insuficiente ou inexistente (figura
18). No entanto, ocorreu a geracao de fragmentos de DNA do parasita L.(V.)

braziliensis diretamente da amostra, obtida com cotonete de algodéo, do substrato

das lesbes nasais desse paciente (figura 18).

103pb : o
1 o+ e Y . 5 6

Figura 18 — Eletroforese identificando os produtos da amplificagdo da PCR em substratos
provenientes do paciente n°4 com LM, usando os iniciadores bl e b2, cepa referéncia L. braziliensis.
Canaleta 1 - marcador que determina o padrdo de tamanho molecular; canaleta 2 — esfregaco da
lesdo da leséo da mucosa nasal coletada com cotonete; canaleta 3 — amostra da lesdo da mucosa do
palato coletada com cotonete; canaleta 4 — substrato da secrec¢é@o salivar coletada com cotonete;
canaleta 5 — controle positivo; canaleta 6 — controle negativo

Todavia, a PCR néo detectou presenca de DNA do parasita nas amostras
obtidas com espatula de madeira das lesdes do palato dos pacientes n°3 e n°4, e

nas provenientes da lesdo da mucosa do palato através de cotonete do quarto

paciente (n°4) (figura 17).

Figura 19— Eletroforese em gel de agarose 2% demonstrando amplificacdo de DNA L. (V.) braziliensis
na canaleta 3 - secrecdo salivar do paciente n°2; canaleta 4 — secrecdo salivar do paciente n°3;
canaleta 5 - lesdo do palato colhida com cotonete sem gel do paciente n°3; canaleta 10 — substrato
de leséo nasal coletado com cotonete, conservada c/ gel do paciente n°4
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O quadro n°9 resume os resultados de PCR nos pacientes do estudo, em

todas as amostras coletadas.

Quadro 9 — Relacéo resultados da PCR nas amostras dos pacientes com LTA do estudo

Amostra Saliva Lesao palato Leséo nasal
Paciente ~ :
Cotonete Espéatula madeira
N°1 Positivo NR NR NR
N°2 Positivo NR NR NR
N°3 Positivo Positivo Negativo NR
N°4 Negativo Negativo Negativo Positivo

NR:néo realizado
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6 DISCUSSAO

Diversos autores utilizaram a PCR para diagnostico da LTA tanto na
expressdo cutdnea quanto na mucosa (2,7,11,38,44,47,48,49,50,51,52) através de
bioépsias (7,8,30,38,45,47,48,49,50,51), exsudatos e raspados obtidos com cotonetes
(32). No entanto, ndo encontramos relatos do uso da saliva como substrato
diagnostico na LTA.

Em se tratando da LTA, a sensibilidade e a especificidade da PCR
independem do numero, estégio e localizagdo do parasita (44), o que poderia fazer
supor que a amplificacdo do DNA de Leishmania fosse possivel também na saliva, o
gue motivou a realizacdo do presente estudo.

Metodologias diagnésticas sensiveis como a PCR podem usar a saliva como
um método ndo invasivo para detectar enfermidades sistémicas (41,53) e orais (53)
como também alguns tipos de cancer, entre eles o de mama (56) e células
escamosas do carcinoma oral (57). O fluido salivar pode ainda fornecer fonte de
DNA para identificar o virus do sarampo (64), da AIDS (60) assim como o da
hepatite C (59) além de anticorpos para hepatite A,B e C como também o da AIDS
(59), infeccdo por Plasmodium falciparum (58); microorganismos como herpes
simplex tipo | (65), S. mutans e S. sobrinus (61,62), periodontopatogenos (41,63) e
qualquer organismo que contenha DNA. A possibilidade de amplificacdo do DNA de
Leishmania nesse tipo de substrato foi demonstrada pela primeira vez, através da
positividade da reacao nos pacientes 1, 2 e 3.

A aplicabilidade da PCR em secrecéo salivar quando analisada do ponto de
vista custo X beneficio, em termos diagndsticos, tem um grande valor.

O custo quanto a obtencdo do substrato pode ser considerado baixo. No caso
do paciente n°l, a coleta utilizou apenas uma seringa e, no n°2 e 3, foram
empregados somente microtubos tipo Eppendorf nos quais a saliva era dispensada
diretamente, ndo havendo necessidade de transferéncia de recipiente para
transporte. Quando comparados com amostras de sangue e urina, 0s valores para
transporte e conservacéo dos substratos salivares também séo menores (56).

A técnica de captacdo € muito simples, como demonstrado pela coleta
realizada nos pacientes do estudo, em que essa secrecao foi dispensada
diretamente no tubo ou através de aspiracdo com seringa e também pelo uso de

cotonete. A simplicidade da técnica de captacéo da saliva diminui a possibilidade de
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ocorréncia de falhas técnicas por ndo necessitar intervencdo direta de técnicos
nessa fase.

O nao envolvimento de material biolégico critico propicia um menor risco de
contaminacdo, tanto para os clinicos e técnicos de laborat6rio quando no manuseio
das amostras, como para a prépria amostra. Entre outras vantagens da utilizacéo do
fluido oral como substrato, esta o acesso facil a boca (55) com procedimento nao
invasivo (53,54,63,64). A coleta da saliva pode ser considerada in6cua e indolor,
diferentemente da biopsia, que necessita anestesiar o local que ira fornecer o
material (2,27).

A LCM é uma doenca progressiva, é condicdo de grande desafio diagndstico
(11,30,34,45), de progndstico reservado quanto a possibilidade de cura (11) e dificil
tratamento (20,28,30,34). Normalmente se expressa decorrido algum tempo apés a
inoculacdo do parasita na pele (11) e podem levar a lesbes destrutivas do trato
respiratério superior (30,34). Na apresentacdo mucosa as manifestacdes podem ser
graves e mutilantes (26,34), causando desconforto fisico e estético além de
apresentar alto indice de morbidade e significativa mortalidade por complicacbes
advindas (20,34). Portanto, na expressdo mucosa da leishmaniose, a saliva como
meio diagnostico pode ter grande relevancia, capaz de vir a ser uma alternativa ou
até mesmo solucdo para a dificuldade em se obter substrato das lesdes mucosas
para a realizacdo de bidpsia, método considerado invasivo e doloroso (32). O fluido
oral como substrato da PCR pode ser extremamente Util na identificacdo parasitaria
e, assim, auxiliar a investigacao diagndstica de LCM através de técnica ndo invasiva.

Os meétodos parasitoldgicos classicos apresentam baixo desempenho para o
diagnéstico da doenca, e a confirmacdo parasitaria nem sempre € possivel
(15,16,30,38) em razao do restrito nimero dos microorganismos presentes na leséao
(38), especialmente na forma mucosa (40,45). A PCR, técnica de amplificacédo
extremamente sensivel, podendo detectar uma Unica molécula de DNA num
substrato ou um fragmento contanto que no mesmo o alvo esteja presente, pode
contribuir na deteccdo gendmica e ser aliada aos métodos convencionais, visto que
0 parasita, se presente, sera identificado na amostra através da amplificacéo de seu
DNA. Inclusive, a PCR ¢ util mesmo se aplicada em situacdes de reduzida presenca
de DNA (24,38).

No presente estudo, a utilidade da PCR foi bem demonstrada, pois todos os

individuos do estudo apresentaram dificuldade diagnostica através dos métodos
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classicos e tiveram amplificacdo de DNA de leishmania através dessa metodologia
molecular.

No paciente n°4, a PCR seria de grande importancia desde que foi
estabelecido o diagndstico de carcinoma espinocelular de palato. Provavelmente, a
patologia tratava-se desde o inicio de LTA, j& que o tratamento radioterapico
realizado quando do envolvimento mucoso ndo apresentou regressao das lesdes.
Pelo contrario, estas foram s6 aumentando, e somente tiveram resolucdo apos o
tratamento especifico com anfotericina B. Se o diagndéstico de leishmaniose tivesse
sido confirmado desde o inicio, poderia ter sido evitado um tratamento tdo agressivo
e radical como a radioterapia, com consequéncia comprovada através de seus
efeitos deletérios e residuais principalmente na regido de cabeca e pescoco (66).

A metodologia molecular tem valor principalmente nos casos inconclusivos,
de davida ou entdo naqueles que a terapia indicada seja agressiva e possa
apresentar complicados efeitos residuais. Esses fatos foram de suma importancia no
estudo, pois 0 paciente n°l apresentou diagnostico inconclusivo no segundo
episodio, o n°2 era refratario ao antimonial, o n°3 apresentou sorologia com titulos
baixos de anticorpos e os resultados da bidpsia do paciente n°4 ndo detectaram
parasitas e foram apenas sugestivos de LM.

A identificacdo precisa e a classificacdo das espécies de Leishmania é
importante na vigilancia em saude publica, pois diferentes espécies sao
responsaveis por distintas expressdes clinicas da LTA (7). Nos individuos
participantes do estudo, a PCR identificou a L.(V.) braziliensis como agente
etiolégico da doenca em todos os casos. De fato, essa é a espécie predominante
causadora da LTA no Brasil, possuindo a mais extensa distribuicdo geogréafica no
Pais (1,4,21,33). Outros pesquisadores identificaram essa espécie como
responsavel pela maioria dos casos de LTA na regido Centro-Oeste (22).

O parasita L.(V.) braziliensis é responsavel pela forma mais destrutiva da LT
no Novo Mundo (25), apresenta caracteristicas de alta agressividade aos tecidos
cutdneos e mucosos, escassez (17,28) e dificil isolamento nos tecidos assim como
resisténcia a terapia antimonial (9) além de frequentes recidivas (28) o que sintetiza
a utilidade da PCR na identificacdo parasitaria, como no caso do paciente n°2,
refratario ao tratamento antimonial, com frequentes reativacbes dessa expressao

clinica.
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Entre as dificuldades encontradas para a realizacao deste trabalho, como em
qualquer um que necessite interdisciplinaridade, pode ser relatada a necessidade da
presenca constante no ambulatorio a espera dos pacientes, o que é dificil, pois nem
sempre é possivel estar presente no momento da consulta antes de se iniciar a
terapia medicamentosa. O seguimento pos-terapia dos pacientes também foi
complicado. No caso do individuo com LC (n°l), esse nunca mais retornou ao
NHU/UFMS para monitoramento da evolucdo e possivel nova avaliacdo tanto
meédica quanto na saliva, tampouco respondeu as solicitacdes para comparecimento.
Ja nos com LCM (n°2 e 3) e no com LM (n°4), foi possivel o acompanhamento
enquanto eles retornavam para avaliagdo clinica em razdo de que tanto o
envolvimento mucoso e o tratamento, sdo mais complicados que na expressao
cutanea, logo nao ha interrupcédo ambulatorial.

Na LTA recomenda-se supervisdo mensal por trés meses consecutivos apés
0 esquema terapéutico para a forma cutéanea visando verificacdo da evolucdo da
doenca, seguimento e reavaliacdo e, para a mucosa seis meses (2,11,27). Apés a
cura clinica da LC, ou seja, reepitelizacdo das lesdes ulceradas e ndo ulceradas,
regressao da infiltracéo e eritema num prazo de até trés meses apods a concluséo do
esquema terapéutico (2,11,27). Na LM, o critério de cura é determinado pela
regressédo de todos os sinais clinicamente e comprovado pela rinoscopia anterior
para a avaliacdo de cura até seis meses pos-terapia medicamentosa (2,11,27). Em
ambas expressodes, o0 paciente devera ser acompanhado de dois em dois meses até
completar 12 meses apés o tratamento (2,27). Os pacientes n°2 e 3 nao foram
avaliados regularmente no NHU/UFMS em razéo de residéncia distante mas tiveram
seu acompanhamento na unidade de saude de suas cidades de origem. O de n°4 foi
avaliado de acordo com o protocolo como também foi encaminhado para reabilitacdo
oral (protese dentaria) visando uma melhora na sua qualidade de vida. Para
avaliacdo da prétese, necessitou acompanhamento regular, oportunizando o
seguimento da evolucao clinica da doenca apés o esquema terapéutico, permitindo
observar a cura clinica, pois houve regressao total tanto das lesées orais quanto
nasais, fato confirmado pela avaliacdo do otorrinolaringologista.

O restrito niumero de pacientes participantes do estudo se deve ao fato da
dificuldade de se encontrar sujeitos com o critério essencial para inclusdo no estudo:
individuos com sinais e sintomas que permitissem a suspeita ou diagndstico da LTA,

sem estar em terapia medicamentosa.
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O presente estudo foi pioneiro, pois revelou pela primeira vez ser possivel a
amplificacdo do DNA de Leishmania através de PCR na secrecdo salivar de
pacientes com LTA. Possibilitou também a identificacdo da L.(V.) braziliensis como
espécie envolvida na etiologia da doenca.

Mesmo que precoce esta pesquisa pode representar um horizonte na
colaboragdo da investigacdo diagnostica da LTA, utilizando-se uma amostra que
permite uma coleta ndo invasiva.

Novos estudos sdo necessarios para avaliar a utilidade do uso da saliva pela
PCR para o diagndstico da LTA, através do estudo da sensibilidade e especificidade
do método, com um maior nimero de participantes, para a confirmacao e otimizagéo

destes resultados.
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7 CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos:

— Pela primeira vez foi possivel identificar DNA de Leishmania em saliva de

pacientes com LTA, conferindo pioneirismo ao estudo.

—A L.(V.) braziliensis foi a Unica espécie identificada nos pacientes do estudo.

— A secrecdo salivar apresentou varias vantagens que indicam a possibilidade de

seu uso como substrato na PCR para investigacao diagnéstica da LTA.

— Novos estudos sao necessarios para consolidar a utilidade da saliva como amostra
adequada para o diagnéstico da LTA através da PCR, colaborando na

complementaridade de métodos diagndésticos da LTA.
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IDENTIFICACAO — HISTORIA SOCIAL ORDEM /
N° Pront HU Suspeita LV LT-C CM M Grupo controle_
Nome END
DN _/ / Ildade_ anos Data  / /| GenM F Raca BN A | NivEsc
Naturalidade / Profisséo
Procedéncia Area U PU
Animais SN Habitos

Residéncias anteriores

Aspectos habitat

Obs.

HISTORICO MEDICO
Doengas presentes

Lesdo  Data / / Local 1-PELE 2-MUCOSA obs

1-FACE NARIZ 2-ASA 3-SEP 4-PALATO- MOLE DURO 5-LABIOS___ 6-ORELHA

7-PESCOCO 8-GARGANTA 9-TORAX 10-MAO 11-MSS
12-MMI| 13-PE 14- OUTRO
ASPECTO1-GRANULOMATOSO 2-PURULENTO 3-PAPULA
4-ULCERA 5-CROSTOSA 6-ERITEMATOSA 7-PRURIGINOSA
8-CICATRICIAL 9-OUTRO

Evolucéo

Tratamento

Obs

[1]2]3]4]s5]6]7]8]ofJ1o]1rf12]13]1a]x]1]2]3]4a]ls5]6]7][8]9]

SINAIS E SINTOMAS

1-CEFALEIA F O 2-FEBRE 3-SENSACAO GRIPE
4-PESO NA FACE 5-TOSSE 6-EXPECTORACAO

7-OTALGIA 8-ZUMBIDO 9-TONTURA 10-ROUQUIDAO
11-DISPNEIA 13-ARTRALGIA 140UTROS

A-NARIZ- 1-OBSTRUCAO 2-PRURIDO 3-ODOR FETIDO
4-EPISTAXE 5-CORIZA 6-DOR 7-HIPEREMIA
8-EDEMA 9-AUMENTO VOL.NASAL 10-OUTRO
B-BOCA-PRURIDO PALATO 1-M 2-D DOR PALATO 3-M 4-D
5-SIALORREIA 6-XEROSTOMIA 7-SECRECAO 8-HALITOSE
C-GARGANTA-1-PRURIDO 2-DOR 3-HIPEREMIA
4-SECRECAO 5-DISFAGIA 6-ODINOFAGIA
D-FACE-1-PRURIDO 2-DOR 3-HIPEREMIA 4-EDEMA
E-PESCOCO-1-PRURIDO 2-DOR 3-HIPEREMIA 4-EDEMA
F-TORAX-1-PRURIDO 2-DOR 3-HIPEREMIA 4-EDEMA

G-MEMBROS-1-PRURIDO 2-DOR 3-HIPEREMIA 4-EDEMA
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SINAIS QUE ANTECEDERAM DIAGNOSTICO

DATA DESCRIGAO TEMPO OBS

PROCEDIMENTOS

AVALIACAO CLINICA

BOCA DENTES-Bom Ruim N° SALIVA — Normal Espessa Reduzida
GENGIVA-Normal Sangrante TARTARO-Presente Ausente HIGIENE ORAL —Boa Ruim
Obs

LESOES
PELE A-FACE B-ORELHA C-MMSS D-MMII  E-PE F-MAO
G-TORAX H-PESCOCO I-OUTRO J-NARIZ K-SEPTO NASAL
OROFARINGE L-LABIOS____ M-PALATO DU N-PALATO MOLE- O-GARGANTA
ASPECTO

1-NORMAL 2-ULCERA 3-PAPULA 4-HIPEREM 5-L.CROSTOSA 6-L.GRANULOMATOSA
7-CICATRICIAL 8-MORIFORME 9-EDEMA NASAL 10-DESABAMENTO ASA NARIZ

SEPTO 11- PERFURACAO 12- DESTRUICAO PARCIAL 13-DESTRUICAO TOTAL

PALATO 14-PERFURACAO 15-LESAOVERRUCOSA 16-OUTRO

AlB]c|]D|J]E]JF]Gg]H][IT]J]J]K]L|IMI|INI]O

1| 2] 3]a4a]5]6 [ 7[8] 9 ]10]11]12]13[14]15]16
LESOES

DATA LOCAL ASPECTO OBS

EXAMES COMPLEMENTARES SOLICITADOS

IDRMN Parecer
IFI Parecer
Mielograma Parecer
Biopsia Local

Parecer

Obs

AVALIACAO PCR
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO, LIVRE E
ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO, LIVRE E ESCLARECIDO (TICLE)

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um projeto de pesquisa intitulado “PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) em saliva humana para investigacdo de
Tegumentar Americana” (LTA). Leia atentamente estas informacdes antes de decidir.
a) A principal justificativa para essa pesquisa esta na razao do crescente numero de
casos confirmados de leishmaniose no estado do MS. Sera utilizado o momento da
sua consulta médica para coletarmos sua saliva (cuspe) e assim buscarmos, testar
um meétodo de diagnéstico através da PCR, para identificar precocemente e
investigar de modo nao invasivo, a possivel presenca na saliva, do agente que
causa a leishmaniose.

b) As leishmanioses sdo doencas infecciosas que acometem humanos e outros
vertebrados, causadas por varias espécies de parasitas (microorganismos). A
Tegumentar americana € uma doenca que causa feridas na pele e muitas vezes na
boca e garganta. A visceral afeta os 6rgdos internos como o baco, figado e medula
Ossea, da febre, emagrecimento, tosse seca, sua barriga pode ficar inchada
(hepatoesplenomegalia) e vocé pode ter manifestacdes como dor de barriga e
diarréia. Ambas doencas sao transmitidas pela picada de um mosquito.

c) O diagnéstico de qualguer uma das formas da leishmaniose exige que se
demonstre a presenca do protozoario (parasita - agente que causa a doenca). Deve
ser clinico, epidemiolégico e laboratorial. O diagndstico clinico é baseado nos
sintomas da doenca. O laboratorial baseia-se na evidenciacdo do parasita atraves
do exame parasitolégico direto e indireto e em provas imunoldgicas. Para a pesquisa
direta sdo utilizados os seguintes procedimentos: escaraficacdo, puncéo aspirativa e
biopsia (histopatoldgico). No caso da LTA os exames mais comumente utilizados é a
coleta de material das lesbes por bidpsia que retira um pedacinho da ferida ou entéo
raspado na lesdo e depois leva para exames de laboratério, ou entdo pode ser por
uma reacdo chamada intradermoreacdao de Montenegro. Na LV, além da reacado de
Montenegro, tem que fazer também um exame de aspirado da medula 6ssea para
exame de laboratorio. Quem decide quais exames serdo € o médico e, caso ele
ache necessario, podera solicitar outros exames.

d) Nesse teste que estamos te convidando a participar sera para testar um método
molecular chamado Reacédo em Cadeia da Polimerase que ja provou, no diagnostico
da leishmaniose, ter alta sensibilidade com rapida deteccdo do parasita, podendo
ser utilizada na tipagem de leishméanias (agente que causa a doenca) isoladas de
material clinico, insetos vetores (que transmite a doenca), reservatorios (animais) ou
cultura (material coletado para exames), mediante o sistema completo de
amplificagdo do DNA (igual ao teste de paternidade). A PCR é um método rapido,
facil e confiavel para uma investigacdo de rotina. Baseado nessas informacdes e
sabendo que o agente etioldégico da leishmaniose pode ser encontrado em fluidos
corporais aonde apenas testes laboratoriais muito sensiveis podem detectar sua
presenca, e por ser a saliva (cuspe) um produto do organismo humano, buscamos
tentar encontrar o parasita nessa secrecdo amplificando ou multiplicando vestigios
de seu DNA.

e) Os desconfortos e riscos possiveis para a coleta da saliva ndo existe, pois € um
método simples e sera coletada através de uma seringa. Os beneficios que posso
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esperar em participar dessa pesquisa, caso tenha sinais e sintomas da doenca, é
que posso ter um diagnostico complementar aos outros testes usados para
comprovacdo da doenca e ja protocolados. O resultado da PCR né&o ira interferir na
decisdo médica, pois o diagndstico definitivo da doenca depende da associacdo de
outros fatores conhecidos pela equipe médica. Como vocé esta em
acompanhamento clinico para a doenga, quem decide o tratamento sera o médico.

f) Em caso de fazer parte do grupo controle, ou seja, aquele que ndo tem suspeita
da doencga, caso o resultado seja positivo, lembrar que este é um estudo para testar
a sensibilidade e especificidade do teste na saliva, devendo ser conferido com todos
os dados usados rotineiramente no diagnostico da leishmaniose como procedéncia
do paciente, clinica da doenca e testes laboratoriais. O diagnostico por PCR néo vai
ser usado para diagnostico de tratamento, mas sim aproveitado para discutir
diagnéstico de rotina.

g) A forma de acompanhamento e assisténcia é a proposta pela avaliagdo médica e
os dados de interesse da pesquisa coletados serdo informados no transcorrer de
minhas consultas e/ou tratamento, anotados em ficha especifica previamente
conhecida. Quanto as informacdes coletadas do prontuario médico, serdo somente
as de interesse da pesquisa e estas seréo transcritas para essa ficha na qual vocé
podera acessar quando julgar necessario;

h) Sera garantido esclarecimentos antes e durante o curso da pesquisa, sobre a
metodologia (modo de desenvolvimento), assim como poderei consultar o
pesquisador responsavel (acima identificado), sempre que entender necessario obter
informacdes ou esclarecimentos sobre o projeto de pesquisa e minha participacao
no mesmo.

i) Nao ocorrerd penalizacdo alguma e a garantia da continuidade do tratamento
médico sera mantida caso venha ocorrer recusa em participar ou retirar o
consentimento, em qualquer fase da pesquisa;

j) Fica consentida a divulgacdo em publicacGes cientificas dos resultados obtidos
durante este estudo e sendo a imagem (fotografia de possiveis lesbes) parte
necessaria do estudo, fica também liberada, desde que as informacdes pessoais
nao sejam mencionadas, tendo como garantia o sigilo quanto aos dados
confidenciais envolvidos na pesquisa, assegurando-me absoluta privacidade,
preservando a meu anonimato e minha identificacao;

k) Por se tratar de pesquisa em doenca pré-existente com protocolo médico definido,
ndo ha ressarcimento por conta de que sera executada durante 0 acompanhamento
médico.

[) Direito de garantia de tomar conhecimento, pessoalmente, do(s) resultado(s)
parcial(is) e final(is) desta pesquisa.

m) A sua participacdo sera importante independente ser do grupo principal ou
controle. Se vocé for do grupo suspeito da doenca, 0s procedimentos convencionais
de diagnéstico e tratamento da doenca nao sofrerdo interferéncia, pois se trata de
doenca ja com protocolo estabelecido tanto para diagnéstico quanto para o
tratamento. Se for do grupo controle, serd importante saber se o teste em questéo
tem sensibilidade em reconhecer o agente causador da doenca e diferenciar de
outros microrganismos que fazem parte da cavidade bucal e ndo séo causadores de
doencas.

n) Fica garantido o direito de renuncia, sem qualquer prejuizo ao tratamento e a
qualguer momento. Em caso de duvidas quanto a sua participacdo, entre em contato
com a pesquisadora Fatima Heritier Corvalan (9983 5499 ou 3304 9663) e/ou
Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS (3345 7187).
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APENDICE C — DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

QUALIFICACAO DO DECLARANTE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Objeto da Pesquisa

Nome RG

Data de nascimento......... A /... Sexo: M( ) F()
Endereco n° Complemento:___
Bairro Cidade ESTADO

Cep Telefones

Assinatura do Declarante

Representante Legal de

Nome RG

Data de nascimento......... A /... Sexo: M( ) F()
Endereco n° Complemento:__
Bairro Cidade ESTADO
Cep Telefones

Assinatura do Declarante

Eu, , portador(a) do RG
N° , DECLARO para fins de participagdo na pesquisa, na
condicdo de sujeito objeto da pesquisa ou representante legal do sujeito objeto da
pesquisa, menor ou incapaz,
gue fui devidamente esclarecido do Projeto de Pesquisa intitulado: PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase) em saliva humana para investigacdo de Leishmaniose
Visceral ou Tegumentar Americana, desenvolvido por Fatima Heritier Corvalan,
aluna do Curso de P6s Graduacdo em Ciéncias da Saude, Doutorado, Consércio
entre a Universidade Nacional de Brasilia, Universidade Federal de Goias e
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Campo Grande, de de 200___ .

Prof® Ms. Fatima Heritier Corvalan Sujeito da pesquisa e/ou
Pesquisadora Responsavel pelo Projeto responsavel
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APENDICE D - DECLARACAO DO PESQUISADOR

DECLARACAO DO PESQUISADOR

DECLARO, para fins de realizacdo da pesquisa “PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase) em saliva humana para investigacdo de Leishmaniose Visceral ou
Tegumentar Americana”, ter elaborado este Termo de Consentimento Informado,
Livre e Esclarecido (TCILE), cumprindo todas as exigéncias contidas nas alineas
acima elencadas e que, obtive de forma apropriada e voluntaria, 0 consentimento

livre e esclarecido do declarante acima qualificado para a realizacao desta pesquisa.

Campo Grande, 30 de outubro de 2007

Fatima Heritier Corvalan

Pesquisadora Responsavel
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APENDICE E — SHORT COMUNICATION ACEITA PARA PUBLICACAO

DNA identification of Leishmania Viannia braziliensis in human oral fluid samples (saliva) of a
patient with American Cutaneous Leishmaniasis
FH Corvalan™’, RNR Sampaio®, YM Brustoloni®, R Andreotti*, MSC Lima Janior°.

(1) Department of Special and Community Dentistry. School of Odontology. Federal University of Mato
Grosso do Sul. Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil;(2) Laboratory of Dermatology,
Department of Clinical Medicine, School of Medicine, University of Brasilia, Brasilia, Federal District,
Brazil; (3) Department of Pediatrics. School of Medicine. Federal University of Mato Grosso do Sul.
Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil; (4) Molecular Biology Laboratory. EMBRAPA Beef Cattle.
Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil; (5) Doctoral Program of Infectious and Parasitic

Diseases. Federal University of Mato Grosso do Sul.

Abstract: This study aims to report the amplification of the DNA of Leishmania (V.) braziliensis, using
polymerase chain reaction, obtained from the saliva of a patient with American cutaneous
leishmaniasis who did not present any lesion in the oral mucosa. Amplification produced fragments of
103 pb, an estimated size employing Leishmania (V.) braziliensis primers (bl e b2). The present
results revealed, for the first time, that the in vitro amplification of Leishmania DNA is possible from
the salivary fluid of a patient with American cutaneous leishmaniasis. However, more studies are
required with a larger number of participants to evaluate the usefulness of saliva as a non-invasive
sample for PCR. The development of such non-invasive technique is necessary for the diagnosis of

many diseases in the future, especially infectious and parasitic ones.

Key words: Cutaneous leishmaniasis; saliva; Leishmania; Polymerase Chain Reaction; noninvasive
diagnosis.
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Correspondence to: Fatima Heritier Corvalan. School of Odontology. Federal University of Mato
Grosso do Sul. Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil. Phone: 55- 67- 33457381, Cel phone: 67
99835499. email: fhcorvalan@hotmail.com

Leishmaniasis is a disease that affects humans and is caused by different species of parasites that
can be differentiated only by biochemical, immunological, molecular and pathological methods.
Sensitivity, with its capacity of detecting microorganisms, and the speed with which the identification of
the parasite can be made, are the main advantages of techniques based on DNA detection.

Advances in molecular biology have enabled the development of specific tools for diagnosing various
infirmities (1), allowing the establishment of a more precise diagnosis and prognosis (2). Among the

molecular methods group that have been developed with high sensitivity and specificity which can be
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applied in the diagnosis taxonomy, the Polymerase Chain Reaction (PCR) is presented as an option in
diagnosis of leishmaniasis (3,4,5). It has the potential of becoming an additional diagnostic tool,
allowing the establishment of a correct diagnosis and a more precise prognosis.

It has been reported in the literature that it is possible to detect the causative agent of the visceral
leishmaniasis (VL) in tissue samples, blood, urine, feces and swabs of human nasal and oral
secretions (6). However, there are no records in the medical literature concerning the presence of
etiologic agents of American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) in the oral fluids, thus, in the present
study objective was to use molecular methods like the PCR to detect Leishmania in these secretions.
Knowing of the high sensitivity and specificity of the PCR, this molecular tool was used to verify the
possibility of detecting DNA of Leishmania in the saliva of a patient with clinical diagnosis of ACL.
Because of the difficult diagnosis of this disease (7,8), the detection of Leishmania DNA in saliva could
be an option in the parasitological investigation.

This study presents the case of an individual of 35 years, coming from rural area, a farmer, who in
August 2007 showed a skin lesion in the left calf and the temporal region. The Montenegro skin test
was positive and clinical cure was obtained with the use of N-methylglucamine, 20mg/kg/day for 20
days. Nine months later the patient returned with skin lesions on the face, distributed next on the left
angle of the mouth, on right and left pre-auricular region, on the chin and on the right lateral neck and
no lesions in the oral mucosa (Figure 1).

Besides the patient with ACL, were also tested 6 patients with VL and a healthy, without leishmaniasis,
whose saliva was collected and included in the reaction.

The oral fluid was collected during the medical examination of the patients, put in a 1.5 mL sterile
Eppendorf microtube, and frozen at -20°C until the DNA extraction. The DNA extraction method used
was phenol/chloroform and precipitated with ethanol (4,9).

Polymerase chain reaction. Primers described in literature were used in the PCR. The reaction was
standardized by the Laboratory of Molecular Biology of, Federal University of Mato Grosso do Sul,
according description by Lima Jr et al (2009). The DNAs used as controls were provided by the
Leishmaniasis Laboratory of the Research Center René Rachou/Fiocruz (Belo Horizonte, Brazil):
L.(L.) chagasi (MHOM/BR/74/PP/75), L.(L.) amazonensis (IPLA/BR/67/PH8) and L.(V.) braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), taking into account the expected product size and annealing temperatures of
primers. For L.(L.) chagasi were used primers RV1 (CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG) and RV2
(CACCTGGCCTATTTTACACCA), with the expected product of 145pb; for L.(L.) amazonensis the
primers were al (TGCGAGGATAAAGGGAAAGAA) and a2 (TGCCCTGACTTGCATGTCTA), with the
expected product of 62pb; and for L.(V.) braziliensis, the primers used were bl
(GTGGGCGTATCTGCTGATGAC) and b2 (CAAAAAGCGAGGGACTGCGGA), with the expected
product of 103pb. These informations are shown in table 1.

PCR conditions: a) with a volume of 25uL RV1/RV2: Phoneutria 2X buffer (Belo Horizonte, MG), 0.2
mM dNTPs, 0.3 mM MgCI 2, 0.16 pmol RV1/RV2 primers, 0.2ul Taq polymerase Phoneutria 4U, 0.5l
DNA 40ng/pl, 19.4 ul water and thermal cycler BIOER XP cycler model. The cycles were 95°C - 5min,
40 cycles of 94°C - 30 sec, 70 C-1 min, 72°C - 1 min and final extension at 72°C - 10 min. b) with a
volume of 25uL al/a2: Phoneutria buffer 2X, dNTPs 0.2 mM, 0.3 mM MgClI2, 0.4 pmol al/a2 primers,
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0.2ul Taqg polymerase Phoneutria 4U, 0.5ul DNA 40ng/ul;, water 18.8 ul thermal cycler and cycler
BIOER XP model. The cycles were 95°C - 5min, 35 cycles: 95°C - 30 sec, 55°C - 1 min 30 sec, 72°C -
1 min/30 sec and final extension at 72°C - 10 min. c) with a volume of 25uL b1/b2: Phoneutria 2X
buffer, 0.2 mM dNTPs, MgCI2 - 0.3 mM, 1 pmol al/a2 primers, 0.2 ul Taq polymerase Phoneutria 4U,
0.5ul DNA 40mg/ul;, 17.3 pl water and thermal cycler model BIOER XP cycler. The cycles were 95°C -
5 min, 35 cycles: 95°C - 30 sec, 70°C - 1 min 30 sec, 72°C - 1 min/30 sec and final extension at 72°C -
10 min.

The electrophoresis was performed in agarose gel with 2% tris-acetate-EDTA (TAE) 1X pH 8.0 to 80v
and 400mA (0.04 M Tris-acetate, EDTA 0.001 M42). The gels were stained with ethidium bromide (0.5
mg/mL) and visualized with ultraviolet light.

When all the conditions for PCR aiming to amplify the DNA of Leishmania species were established,
and the RV1 and RV2 primers specific for the species of the L.(L.) chagasi and al/a2 of the species of
L.(L.) amazonensis were tested, the results were not satisfactory, since they not allow the amplification
of DNA in the saliva of patients tested. However, when primers bl/b2, specific to the specie L.(V.)
braziliensis were used, a PCR proved positive in the detection of DNA in the saliva from the patient
with ACL (Figure 2). In ACL, this specie is dominant (11) and the PCR in skin and mucosal samples
makes it possible to identify from 39,2% (3) to 93,8% (9) of the prevalence of this parasite. Leishmania
DNA for this species was also detected in the salivary fluid of two more patients with mucocutaneous
leishmaniasis, but these results are still being evaluated.

The PCR technology is very flexible, allowing a series of adaptations that permits its use in the
analysis of a wide variety of substrates. In literature there are numerous studies and reports describing
the use of salivary secretion as a potential biological fluid sample for laboratory tests. Its diagnosis
value has been corroborated by studies using body fluids, whereby it is possible to analyze specific
substrates important in clarifying diagnosis of diseases (12,13). Oral fluids can be used for detection
and characterization of microorganisms by molecular tests on the grounds of providing a convenient
source of microbial DNA (12,13,14). An important aspect to consider is that saliva collection is simple
and noninvasive. It does not involve critical biological material due to the fact that it is dispensed
directly from the mouth into the tube used for transportation. It is not complex, and decreases the
possibility of contamination and technical failures since it does not depend on the intervention of
technicians in this phase. Among the other advantages of using saliva as a substrate, is its easy
access to the mouth (12) with a noninvasive procedure (13,15). When compared with samples of
blood and urine, the transportation and preservation of salivary substrates is also simpler and cheaper
(15). The present study can be considered pioneer, since it was the first to be able to detect the
parasite L.(V.) braziliensis in the saliva sample from a patient with ACL utilizing the PCR. To validate
this molecular method employing the saliva as a substrate in the diagnosis of this disease, the

research continues with a larger number of cases.
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Table 1 - Primer and DNA control for the species L.(L.) chagasi, L.(L) amazonensis and L.(V)
braziliensis used in PCR for identification of Leishmania DNA in the saliva of patients with ACL and VL

DNA Expecte

Species Primer Control d
product
L.(L) RV1 | CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG
chagasi RVZ | CACCTGGCCTATTTTACACCA MHOM/BR/74/PP/75 145pb
L.(L) al TGCGAGGATAAAGGGAAAGAA
amazonensis IPLA/BR/67/PH8 62pb
a2 GTGCCCTGACTTGCATGTCTA

L.(V) bl GTGGGCGTATCTGCTGATGAC
braziliensis MHOM/BR/75/M2903 | 103pb

b2 CAAAAAGCGAGGGACTGCGGA

Figure 1 - A patient with papular lesions in the right, left pre-auricular region and in the right cervical
region, scaly lesion on the left angle of the mouth and pustular on chin region

103pb

Figure 2 - PCR products from oral fluids sample showing amplification by PCR of L. (V.) braziliensis
(channel 8) of a patient with American Cutaneous Leishmaniasis showing amplification of 103 pb. The
channels 1, 3, 4, 5, 6 and 7 identify samples of the patients with visceral leishmaniasis; in channel 2,
sample of a healthy control; in channel 9 a positive control; in channel 10 a negative control; channel
11 is the marker that determines the pattern of molecular size — 103 pb
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PRESENCE OF DNA OF LEISHMANIA (VIANNA) LEISHMANIA BRAZILIENSIS IN
SALIVA COLLECTED FROM A CASE OF LEISHMANIASIS - CASE REPORT

Prof Fatima Corvalan, Anamaria Mello Miranda Paniago, Yvone Brustoloni Maia, Renato
Andreotti, Manoel Sebastido da Costa Lima Junior, Raimunda Non

Faculty of Dentistry, Federal University of Mato Grosso do Sul fhcorvalan@hotmail.com

Purpose: To describe the amplification of DNA of Leishmania (V.) braziliensis through the polymerase
chain reaction (PC3) in saliva of a patient with recurrence after treatment for leishmaniasis. The impact
of parasitic diseases among humans is huge. The leishmaniasis have high prevalence in tropical
regions. In recent years, advances in molecular biology has enabled the development of specific tools
for diagnosis of diseases and PCR was the chosen methodology to detect the causative agent of the
disease and identify the different species of Leishmania in salivary secretion of patients with suspected
ACL, amplifying or multiplying traces of their DNA. Report: 35 year-old man diagnosed with cutaneous
leishmaniasis in 2007, treated with N-methyl glucamine for 30 days and in 2008 presented two injuries
in the region papular infiltrating right pre-auricular, atrophic scar on the face and right hand injury
papular infiltrating the left. The collection of saliva was during the medical consultation. DNA extraction
was performed using the protocol developed in the laboratory of Molecular Biology of EMBRAPA Beef
Cattle, Mato Grosso do Sul, Brazil. We used pairs of specific primers to identify the species of Leishmania
in the methodology of PCR. The products amplified by PCR were analyzed by agarose gel
electrophoresis to 2% stained by etideo bromide, viewed on the translumination of UV light and analyzed
by the fotodocumentacao alfadigidoc. Conclusion: The debris generated by amplification totaled 103
pairs of basic size estimated when the initiators used B1 and B2, primers for the kind Leishmania (V.)
braziliensis, demonstrating satisfactory specificity. It is not like previous report. It is important to continue
the study aimed noninvasive diagnostic measure. Acknowledgment: The Foundation for supporting
the development of education, science and technology in the state of Mato Grosso do Sul - FUNDECT,
funding this research.
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Abstract

CORVALAN, FH et al. DNA identification of Leishmania (Viannia) braziliensis in human
saliva from a patient with American cutaneous leishmaniasis. J. Venom. Anim. Toxins
incl. Trop. Dis [online]. 2011, vol.17, n.1, pp. 98-102. ISSN 1678-9199. doi:
10.1590/51678-91992011000100013.

This study aims to report the amplification of the DNA of Leishmania (V.) braziliensis, using
polymerase chain reaction, obtained from the saliva of a patient with American cutaneous
leishmaniasis who did not present any lesion in the oral mucosa. Amplification produced
fragments of 103 bp, an estimated size employing Leishmania (V.) braziliensis primers (bl e
b2). The present results revealed, for the first time, that the in vitro amplification of
Leishmania DNA using samples from the salivary fluid of a patient with American cutaneous
leishmaniasis is possible. However, more studies are required with a larger number of
participants to evaluate the usefulness of saliva as a non-invasive sample for PCR. The
development of such non-invasive technique is necessary for the diagnosis of many diseases
in the future, especially infectious and parasitic ones.

Keywords : cutaneous leishmaniasis; saliva, Leishmania; polymerase chain reaction; non-
invasive diagnosis.
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