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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € causada por protozodrios do género
Leishmania e acomete pele e/ou mucosas. E uma zoonose endémica no Brasil sendo
notificada em todas as Regides. Ha uma relag@o entre a espécie de parasito e as manifestagoes
clinicas, contribuindo a complexidade diagndstica, que até o presente, nao existi o diagndstico
espécie-especifico. No presente trabalho, a proposta foi padronizar a andlise dos produtos da
PCR/RFLP aos genes ITS e G6PD em gel de poliacrilamida. Para padronizar as andlises dos
produtos da PCR/RFLP aos genes ITS e G6PD, foram utilizadas DNA da amostra de
Leishmania spp., de referéncia, sendo testada a poliacrilamida na concentragdo de 5%, 6%,
7% 8% € 10%. O delineamento do protocolo considerou o tamanho dos amplicons gerados
pela PCR/RFLP, correlacionando-o a concentracdo da poliacrilamida. Para padronizar o
tempo da eletroforese foi monitorada a migracdo dos corantes usados no tampao da amostra
de DNA. Para validar a técnica, foram selecionadas 521 amostras de pacientes tocantinenses
fixadas em laminas e 43 amostras de isolados de parasitos armazenados no Leishbank. As
amostras dos pacientes tocantinenses foram analisadas pela PCR/RFLP ao kDNA e foram
selecionadas aquelas positivas para a validacdo. A concentracao da matriz para analise dos
produtos da PCR e RFLP ao gene ITS ficou padronizada respectivamente em 6% e 8% e
distinguiu a espécie L.(L.) amazonensis, porém as espécies L. (V.) braziliensis, L. (V.)
guyanensis e L. (V.) lainsoni ndo foram distinguidas entre si, ocorrendo o mesmo entre L. (V.)
naiffi e L. (V.) shawi. A concentragdo da matriz para analise dos produtos da PCR ao gene
G6PD ficou padronizada em 6% e distinguiu L. (V.) braziliensis das demais. A valida¢do da
andlise em gel de poliacrilamida dos produtos da PCR ao alvo ITS a partir de amostras de
pacientes fixadas em laminas ndo ser realizada, pois das 256 amostras analisadas somente 4
amplificaram. A validagdo da andlise dos produtos da PCR ao alvo G6PD em gel de
poliacrilamida a partir de 48 amostras fixadas em laminas caracterizou 81% como L. (V.)
braziliensis e, caracterizou 63% dos isolados de parasitos como L. (V.) braziliensis. As
andlises pela PCR/RFLP realizadas para discriminar Leishmania spp. se complementam e,

assim, contribuem para o diagnéstico espécie-especifico da LTA.

Palavras chave: Andlise molecular; Discriminar espécies; Padronizacdo; Validacdo;

Poliacrilamida.
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ABSTRACT

American Cutaneous Leishmaniasis (LTA) is caused by protozoa of the genus Leishmania
and it attacks the skin and/or mucous membranes. It is an endemic zoonosis in Brazil being
notified in all the Regions. There is a relation between the species of parasite and the clinical
manifestations, contributing to the diagnostic complexity, which up to the present, did not
exist species-specific diagnosis. In the present work, the proposal was to standardize the
analysis of the PCR/RFLP products to the ITS and G6PD genes in polyacrylamide gel. In
order to standardize PCR/RFLP analysis on the ITS and G6PD genes, DNA from the
reference Leishmania spp. Sample was used and 5%, 6%, 7% 8% and 10% polyacrylamide
were tested. The protocol design considered the size of the amplicons generated by the PCR /
RFLP, correlating the concentration of the polyacrylamide. To standardize the electrophoresis
time the migration of the dyes used in the DNA sample buffer was monitored. To validate the
technique, we selected 521 samples from Tocantins patients fixed on slides and 43 samples of
parasite isolates stored in Leishbank. The samples from the patients from Tocantins were
analyzed by PCR/RFLP to the kDNA and were selected to those positive for the validation.
The concentration of the matrix for analysis of the PCR and RFLP products to the ITS gene
was standardized in 6% and 8%, respectively, and distinguished the species L. (L.)
amazonensis, but the species L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis and L. (V.) lainsoni were
not distinguished among themselves, occurring the same between L. (V.) naiffi and L. (V.)
shawi. The concentration of the matrix for analysis of the PCR products to the G6PD gene
was standardized in 6% and distinguished L. (V.) braziliensis from the others. The validation
of the polyacrylamide gel analysis of the PCR products to the ITS target from samples of
patients fixed in slides was not performed, since of the 256 samples analyzed only 4
amplified. The validation of the analysis of the products of the PCR to the G6PD target in
polyacrylamide gel from 48 samples fixed in slides characterized 81% as L. (V.) braziliensis
and, characterized 63% of the isolates of parasites as L. (V.) braziliensis. The PCR/RFLP
analyzes performed to discriminate Leishmania spp. are complementary and thus contribute to

the species-specific diagnosis of LTA.

Keywords: Molecular analysis; Discriminate species; Standardization; Validation;

Polyacrylamide.
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1. INTRODUCAO

1.1. Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

As leishmanioses compreendem um grupo de doencas infecto-parasitdrias nao
contagiosas, causadas por protozodrios que pertencem a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania, parasito intracelular obrigatério das células do
sistema fagocitico mononuclear, principalmente macréfagos (Alexander & Russel,
1992; Utzinger et al. 2009; Zappa 2011). Durante o ciclo de vida apresenta duas formas,
amastigota que € intracelular de hospedeiros vertebrados, esférica e sem flagelo visivel
e promastigota, que se desenvolve no intestino de hospedeiros invertebrados, longa e
com flagelo visivel (Besteiro et al. 2007; Neves 2011).

A LTA ¢ uma zoonose primariamente de animais silvestres, transmitida por
flebotomineos do género Lutzomyia durante o repasto sanguineo. Porém, cada vez mais
se observam animais domésticos, como os cdes e gatos, atuando como hospedeiros
vertebrados acidentais da doenca, conseqiiéncia da adaptacdo do vetor ao ambiente
domiciliar (Rocha et al. 2015). Os seres humanos, embora ndao facam parte da cadeia de
transmissao habitual, apresentam suscetibilidade variada a doenca (Herwaldt 1999).

No Brasil, Alexandre Cerqueira em 1985 foi o primeiro a observar a doenca
relacionando a presenca dos flebotomineos. Seu ciclo de vida se inicia durante o repasto
sanguineo do flebotomineo fémea infectada, que ao inocular as formas promastigotas
metaciclicas no hospedeiro vertebrado, sdo fagocitadas pelas células do sistema
fagocitico monocitdrio, principalmente macréfagos. Apds a fagocitose, o parasito
adquire uma nova forma, amastigota, que se reproduz por divisao bindria e pode infectar
novas células ou novos hospedeiros invertebrados no momento de uma nova
hematofagia (Dantas-Torres 2012; Montalvo et al. 2012). Quando um novo
flebotomineo se alimenta desse hospedeiro, as formas amastigotas ingeridas se
transformam em promastigotas, no intestino do vetor, que ao migrar para a probdscide
se diferencia em promastigota metaciclica, formas infectantes ao hospedeiro vertebrado
que poderd ser infectado durante um novo repasto sanguineo (Moradim & Descoteaus
2012).

As espécies que causam a LTA no Brasil pertencem a dois subgéneros, Viannia
e Leishmania, que por andlises de isoenzimas demonstraram ser um grupo monofilético
e polifilético, respectivamente (Thomaz-Soccol et al. 1993; Cupolillo et al. 1994). Essa
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divisao teve como critério o local de desenvolvimento dos parasitos no tubo digestério
do vetor, sendo Viannia os que se desenvolvem no tubo digestério médio e posterior, na
regido peripilaria e Leishmania, os que desenvolvem no tubo digestdrio anterior € médio
na regido suprapilaria (Lainson & Shaw 1989). O agente etioldgico especifico da
doenca no Pais, L. (V.) braziliensis, foi proposto por Gaspar Vianna (Gontijo &
Carvalho 2003).

Atualmente sdo conhecidas sete espécies responsdveis por causar a LTA no
Brasil (Tabela 1). As principais sdo L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.)
amazonensis, € mais raramente L. (V.) shawi, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (V.)
lindenbergi (Grimaldi & Tesh 1993; Silveira et al. 2002). As espécies sao
morfologicamente iguais, porém, podem apresentar singularidades como, distribui¢do

geografica, hospedeiros vertebrados e vetores (Costa et al. 2007).

Tabela 1 — Principais Leishmania spp. que causam LTA no Brasil e suas possiveis
manifestacoes clinicas.

Subgénero Espécie Manifestagcdo Clinica

Viannia (Lainson & L. (V.) braziliensis (Vianna LesOes cutaneas e mucosas
Shaw 1987) 1911)

L. (V.) guyanensis (Floch 1954) Predominantemente lesdes
cutaneas e mucosas
L. (V.) lainsoni (Silveira et al. Rara ocorréncia, lesodes
1987) cutaneas
L. (V.) naiffi (Lainson & Shaw  Rara ocorréncia, lesodes
1989) cutaneas
L. (V.) shawi (Lainson et al. Rara ocorréncia, lesdes
1989) cutaneas
L. (V.) lindenbergi (Silveira et Lesdes cutaneas
al. 2002)
Leishmania (Ross L. (L.) amazonensis (Shaw & Lesoes cutineas e,
1903) Lainson 1972) ocasionalmente, cutaneo-
difusas

Os agentes etiologicos da LTA apresentam uma variedade de vetores,
hospedeiros vertebrados e a capacidade de se adaptar a ambientes geograficos com
diferengas no clima, temperatura e vegetacao (Lainson 1983; Grimaldi & Tesh 1993).
Somam-se as peculiaridades da LTA, a dependéncia do curso clinico da doenca e a
resposta imune do hospedeiro vertebrado resultante da interacdo com o parasito, da
espécie de leishmania, das condi¢cdes ambientais e do vetor (Kaye & Scott 2011;
Dantas-Torres et al. 2012). De acordo com essa evolucdo recebem as seguintes

denominacdes: Leishmaniose Cutinea Localizada (LCL), Leishmaniose Cutinea
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Mucosa (LCM), Leishmaniose Mucosa (LM), Leishmaniose Disseminada (LD),
Leishmaniose Difusa (LDf) (Silveira et al. 2009) e a Leishmaniose Cutanea Atipica
(LCA) (Guimaraes Et al. 2016). De modo geral, no desenvolvimento da doenca
observa-se que apds o periodo de incubacgdo, que pode variar de duas a trés semanas,
manifesta uma papula ou nédulo eritematoso acompanhado ou nao de linfadenopatia. A
lesdo pode ter cura espontanea ou evoluir as diferentes formas clinicas (Costa et al.
2009).

Dentre as modalidades clinicas da leishmaniose, a mais prevalente é LCL,
causada por todas as espécies de leishmanias relacionadas ao comprometimento
tegumentar, ¢ a forma cutinea cldssica, com lesdes que se desenvolvem no local do
repasto sanguineo. E caracterizada, inicialmente, por lesdo eritématopapulosa, tinica ou
multipla e que assume aspecto caracteristico de tlcera de contornos circulares, bordas
elevada em moldura, indolor e de fundo granulomatoso. Acometem, geralmente,
membros inferiores ou superiores, areas descobertas do corpo e pode ser acompanhada
de linfangite nodular e linfadenopatia regional (Silveira et al. 2005; Costa et al. 2009).

As formas clinicas LM e LCM t€m como agente etioldgico da infec¢do as
espécies L. (V.) guyanensis (Guerra et al. 2011; Paulo et al. 2013), e na maioria dos
casos, L. (V.) braziliensis (Amato et al. 2009). Pode afetar o trato respiratério e/ou
mucosa oral, das quais na forma LM as lesdes acomete somente mucosas, enquanto a
LCM extrapola essa area (Cruz et al. 2016). Apds a cura da lesdo cutinea ou
concomitante a esta, aproximadamente 3% dos pacientes com LCL irdo desenvolver a
forma LCM. A regido mais afetada € a mucosa nasal, caracterizada inicialmente por
lesdes nodulares e ulceragdes superficiais ou profundas, que de acordo com a evolugao,
podem causar a destrui¢cdo do septo e deformidades na pirdmide nasal. O motivo para
justificar o acometimento da mucosa ainda ndo € de todo conhecido. Atualmente, sabe-
se que a infec¢dao por L. (V.) braziliensis associada a forma clinica da doenca LCM,
depende de fatores intrinsecos do parasito, da resisténcia natural do hospedeiro e do tipo
de resposta imunoldgica (Scott 1989; Lessa et al. 2007; Gollob et al. 2014).

A modalidade clinica LD € causada principalmente pela espécie L. (V.)
braziliensis. Caracteriza-se por multiplas lesdes que se desenvolvem rapidamente, com
aspecto acneiformes, papulares, acomete frequentemente face e tronco, mas podem se
disseminar a vdrios segmentos corporais (Carvalho et al. 1994). Acredita-se que o
parasito seja disseminado do local do repasto sanguineo do flebotomineo por via

hemadtica ou linfética, posteriormente ao desenvolvimento das lesdes primarias (Turetz
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et al. 2002). O encontro do parasito nesta forma clinica é baixo e a resposta imune
celular se mantém, porém ndo € o suficiente para controlar a infec¢do. Nos casos em
que o paciente ndo € tratado ou de evolucdo tardia da doenga, pode ocorrer
simultaneamente lesdes na pele e mucosas (Carvalho et al. 1994; Costa et al. 2009).

No Brasil a LDf constitui uma forma que ocorre em pacientes anérgicos, com
deficiéncia especifica na resposta imune celular a antigenos de leishmania, rara, contudo
grave. O agente etiolégico é a espécie L. (L.) amazonensis, que geralmente nao
compromete as mucosas, quando ocorre € de modo discreto, havendo infiltrado da
mucosa nasal por adjacéncia. Caracteriza-se inicialmente por lesdes nodulares nao
ulceradas, com infiltrado de macréfago repleto de parasitos, de dificil terap€utica e que
podem disseminar para o tronco e extremidades corporais. Ha poucos relatos de
destruicao do septo nasal ou presenca de pdlipos nas mucosas labiais e nasais. (Costa et
al. 2009; Hashiguchi et al. 2016; Blum-Dominguez et al. 2017).

A LCA compreende uma forma recentemente descrita, causada por estirpes de L.
(V.) braziliensis isolados a partir de pacientes residentes na regido de Corte da Pedra,
Bahia. As variacOes intra-especificas detectadas nos parasitos desta espécie, a partir dos
pacientes com LCA, foram correlacionadas ao comprometimento da resposta imune que
resulta em casos atipicos de LTA (Marlow et al. 2013). Esta forma foi caracterizada
quanto aos aspectos clinicos, imunoldgicos e genéticos, dos quais discernem das demais
descritas. Os pacientes com casos atipicos de LTA apresentaram significantemente mais
lesdes em relacao a LCL, influenciando na escolha do fiarmaco e no esquema de
tratamento. Além disso, o perfil imunolégico delineado a partir da expressao de
citocinas apresentou altos niveis de IL-10 e IL-17 e baixos de INF-y e TNF-oq, resultado
inversamente contrdrio aos pacientes com LCL. Assim, o estudo complementa a
hipétese do autor de que a resposta imune pode ser influenciada pelas variacdes
genéticas intra-especificas, das quais uma das conseqiiéncias pode ser o
comprometimento imunolégico (Guimaraes et al. 2016).

Neste contexto, a LTA € uma doenca importante por causar sérios problemas a
saude publica devido a possibilidade de causar lesdes com cicatrizagdo desfigurantes.
Além disso, as diferencas nas formas clinicas dificultam o diagndstico, que quanto mais
precoce realizado, maior serd a chance de sucesso no esquema de tratamento. E
importante ressaltar que mesmo a doenca sendo diagnosticada no inicio, a complexa

interacdo entre o parasito-hospedeiro influéncia no progndstico, cujas lesdes podem
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variar desde a cicatrizacdo espontanea até as formas resistentes aos farmacos (Silveira et

al. 2009; Fernandes et al. 2016).

1.2. Epidemiologia

A LTA € uma doenca subnotificada e as diferencas no clima, vegetacdo,
reservatorios e vetores no Brasil, ndo impediram sua disseminagdo pelo pais (Costa et
al. 2007; Cardoso et al. 2015). E uma zoonose de mamiferos silvestres, como
desdentados, carnivoros, marsupiais e primatas (Gontijo & Carvalho 2003). As sete
espécies que causam a doenca estdo representadas em todas as Unidades Federativas
(Figura 1), porém a regido Norte apresenta todas as espécies identificadas. No restante
do Pais ocorre a predominancia da espécie L. (L.) amazonensis e principalmente L. (V.)
braziliensis. Sua transmissdo € intimamente relacionada as mudancas ecoldgicas no
habitat do vetor, desmatamento e urbanizacdo (Costa et al 2009; Alvar et al. 2012).
Esses fatores contribuem por facilitar o contato dos flebotomineos infectados com o

homem e, assim, a transmissao (Brasil 2014).
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Figura 1 — Distribuicao das Leishmania spp. que causam a L TA no Brasil. Fonte:
Adaptado do Manual de Vigilancia da LTA — Brasil 2007.

De modo geral, a LTA apresenta os seguintes perfis epidemioldgicos: o
silvestre, que ocorre em dreas de vegetacdo primdria e a transmissao se mantém sem a

interferéncia humana; o ocupacional, exclusivamente relacionado ao desmatamento de
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areas florestais, sejam para fins econdmicos ou habitacionais, o que pode ocasionar
casos esporadicos ou epidémicos de leishmaniose; o rural ou periurbano, relacionado a
colonizacdo de dreas com matas residuais ou dreas urbanas proximas a matas (Basano &
Camargo 2004; Negrao 2014).

De acordo com o Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), o Brasil
lidera os casos de LTA na América Latina, fato que impulsionou a Organizacdo
Mundial da Saide (OMS), a inclui-la entre as 6 doencas consideradas prioritarias em
seu programa de controle (INPA 2015). Entre os anos de 2007 a 2013 foram registrados
no Pais 173.357 casos, sendo que o maior nimero de notificagdo foi em 2012, com
27.659 casos. A distribui¢do total por regides no Pais foi de 65.235 casos na Regido
Norte, 53.088 na Nordeste, 23.842 na Centro-Oeste, 13.866 na Sudeste e 3.256 na Sul.
A maior prevaléncia foi na Norte com mais de 395 casos por 100 mil habitantes. Dos
estados que compdem esta regido o que apresentou maior nimero de notificagdo foi o
Pard com 25.858, seguido do Amazonas com 13.274, Acre com 7.410, Rond6nia com
7.328, Amapd com 4.586, Tocantins com 3.679 e Roraima com 3.100 casos
(Matsumura et al. 2015).

O Norte contribui significativamente para o aumento dos casos de LTA
confirmados no Brasil, no qual os surtos epidémicos ocorridos na drea amazonica desta
regido sdo significantes (Coelho-Neto et al. 2012; Benicio et al. 2015), se destacando o
estado do Amazonas, com focos endémicos principalmente da zona rural (Oliart-
Guzman et al. 2013; Figueira et al. 2014; INPA 2015) e o estado do Tocantins, que
entre os anos de 2000 a 2011 se destaca por altos indices de incidéncia de leishmaniose
(Ferreira et al. 2012). Vérios trabalhos ressaltam a prevaléncia da doenca em individuos
do género masculino, em idade produtiva de 20 a 39 anos, sendo a maioria agricultores,
caseiros ou que tenham suas atividades laborais relacionadas a area rural (Coelho-Neto
et al. 2012; Figueira et al. 2014; Brito et al. 2015; Matsumura et al. 2015).

As mudangas antropicas ocorridas no Centro-Oeste afetam diretamente o cendrio
natural das florestas, com consequente mudanga de paisagem, e assim contribuem a
expansdo progressiva das leishmanioses (Negrao 2014). De 2007 a 2014 foi realizada
uma pesquisa epidemioldgica no municipio de Barra do Gragas, Estado do Mato
Grosso, onde foram notificados 546 casos de LTA. Os pacientes em sua maioria se
caracterizam por adultos, com uma média de 36 anos, predominio do género masculino.
Quanto a escolaridade, observou-se que a maioria alegou ter o Ensino Fundamental

incompleto (Moraes 2015).
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Em uma pesquisa retrospectiva, Graziani et al. (2013), caracterizaram a
epidemiologia da LTA no Estado de Goids. Dos pacientes analisados, 66% dos casos
foram autdctones, 19,5% aldctones e 14,5% indeterminados. Na distribuicao de casos
por género, 70,8% eram do masculino e 29,2% do feminino. Quanto a raga, o grupo dos
individuos pardos foi o mais afetado, seguido de brancos, negros e amarelos (Graziani
et al. 2013). Os municipios com os maiores casos notificados foram Niquelandia,
Minagu, Goiania, Mineiros, Baliza, Doverlandia, Sdo Miguel do Araguaia, Rio Verde,
Sdao Domingos, Caiapdnia, Uruagu, Aparecida de Goiania, Jatai e Porangatu (SINAN
2011).

Em 2013, foi realizado pela Organizacdo Pan-Americana de Saide, um
levantamento dos casos de LTA distribuidos nas zonas ecoldgicas com uma variagdo de
1 a 3.058 casos, onde os maiores nimeros estdo em dreas com presenca de vegetagao,
sejam elas florestas tropicais densas, temperada e seca (Figura 2). Porém, a notificacio
da doenga nas diversas dreas do Brasil, nem sempre é dependente da presenca de
florestas. As duas hipdteses para justificar o fato € a possibilidade de mudanca no perfil
selvatico dos flebotomineos, com adaptacdo a ambientes modificados, como no peri e
intradomicilio e a alteracdo nos mecanismos de transmissdo entre parasito-hospedeiro
(Cotton 2017), que antes era dependente da necessidade do hospedeiro humano adentrar

no habitat do vetor, seja por trabalho, turismo ou lazer (OPS 2015).

Figura 2 - Distribuicido de casos por ecossistemas da LTA nas Américas, 2013.
Fonte: Organizacao Pan-Americana da Sadde 2015.
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A notificagdo da LTA ao longo das regides, estados e municipios do Brasil,
aparentemente nao demonstra distribui¢do homogénea, com auséncia de periodicidade
em regides de clima semelhante. Porém, apesar de ndo existir um padrdo ciclico
regional, hd predominancia do vetor nas regidoes quentes e umidas (Souza et al. 2010).
Os processos antrépicos que visam o desenvolvimento como constru¢do de usinas
hidrelétricas, rodovias ou atividades de extrativismo vegetal e mineral causam
mudancas ambientais que influenciam no ciclo adaptativo dos vetores, cujo impacto a
saide publica pode ser o favorecimento da ocorréncia de zoonoses, como a LTA

(Moraes 2015).

1.3. Diagnostico da LTA na rotina laboratorial

O diagnostico da LTA € rotineiramente baseado em evidencias clinicas,
epidemioldgicas, histoldgicas e imunoldgicas (Marques et al. 2017). Diagnosticar a
doenca € de extrema importancia, porque as lesdes causadas podem ser desfigurantes de
modo irreversivel (Cruz et al. 2016). Os métodos de diagndstico dessa zoonose visam a
confirmacdo dos achados clinicos e a identificacdo do agente etiol6gico que contribuem
com informacdes epidemioldgicas que podem orientar medidas de controle (Fernandes
et al. 2016). O procedimento diagnoéstico considerado “Padrao Ouro” € a demonstracdo
do parasito a partir de amostras de tecido coradas ou seu crescimento em cultura
(Weigleet al. 1987).

Para o diagndstico epidemioldgico € necessdria uma investigagdo sobre a
procedéncia do paciente, como por exemplo, se reside ou esteve em dreas endémicas
para a LTA, tipo de atividade laboral e lazer e se ha a associacdo destas a regido recém-
desmatada, de vegetacdo primdria, margens de rios e ocupacdo de dreas de matas
secunddrias (Ferreira et al. 2006; Ministério da saide 2010). O diagnéstico clinico da
LTA realizado através da andlise das caracteristicas clinicas da lesdo associado a
anamnese do paciente (Martins et al. 2014).

O diagnostico para LTA é embasado em critérios laboratoriais associados a
clinica (OPS 2015). Para a realizagdo do exame parasitolégico podem ser utilizados
materiais bioldgicos obtidos por escarificac@o, bidpsias por puncdo aspirativa de borda
da lesdo ulcerada ou esfregacos (imprints) das bidpsias obtidas por punch ou bisturi com
impressdo por aposicdo em laminas. A partir desse material corado com Giemsa ou

Leishman, pode ser realizada a pesquisa direta das formas amastigotas através do
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microscopio. Pela rapidez, facilidade na execucdo e menor custo € o Unico exame
realizado em muitos Centros de Sauide, a exemplo os do estado do Tocantins. A
qualidade desse tipo de diagndstico depende, essencialmente, da experiéncia do
investigador, da qualidade dos equipamentos e insumos utilizados, do tempo de
evolucgdo das lesdes, bem como as formas clinicas e as espécies envolvidas (Ministério
da satude 2014; Singh & Sundar 2015).

A pesquisa parasitoldgica realizada de forma indireta é através do cultivo in
vitro e isolamento in vivo. Para o cultivo in vitro o material bioldgico obtido do paciente
€ inoculado em meios de cultivo e apds 5 - 10 dias, é possivel observar as formas
promastigotas. Contudo para liberar um resultado negativo € necessario manter a cultura
por até um més. No isolamento in vivo, o material obtido por bidpsia ou raspado da
lesdo € triturado em solucdo salina e inoculado via intradérmica, no focinho ou patas
dos animais de laboratdrio. As lesdes se iniciam a partir de um més com necessidade de
observacdo destes animais por trés a seis meses. E um método de elevada sensibilidade,
porém, devido a complexidade e alto custo € pouco utilizado (Weigle et al. 1987;
Ramirez et al. 2000; Oliveira et al. 2010).

Nos casos em que os processos ulcerativos ndo sd@o muito caracteristicos, o
exame histopatolégico auxilia para o sucesso do exame parasitolégico, através da
andlise de alteracdes dérmicas ou de cérion da mucosa, identifica cinco padrdes: reacdao
exsudativa celular, reacdo exsudativa celular e necrética, reacdo exsudativa e necrética-
granulomatosa, rea¢ao exsudativa e granulomatosa e rea¢do exsudativa e tuberculdide
(De Magalhaes et al. 1986; Jara et al. 2013; Saldanha et al. 2017). Nos casos em que ha
inflamacdo cronica inespecifica e/ou reagdo granulomatosa com poucos parasitos, a
avaliagdo por imunohistoquimica € uma ferramenta confidvel que pode complementar a
andlise descritiva do exame histopatoldgico, pois sua identificagdo € através da reacdo
antigeno-anticorpo (Amato et al. 1998; Shirian et al. 2014; Marques et al. 2017).

O diagnostico imunoldgico indica indiretamente a infec¢do por leishmania e é
considerado simples e pouco invasivo (Boelaert et al. 2004). Os testes utilizados
comercialmente sdao a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), que detecta
anticorpos especificos circulantes, e a Intradermorreacio de Montenegro (IDRM), que
detecta a hipersensibilidade tardia (Vidigal et al. 2008).

A RIFI é o método soroldgico mais utilizado, recomendado pelo Ministério da
Saude associada a IDRM (Sampaio et al. 2009) e/ou outros testes parasitologicos, pela

possibilidade de haver reagdes cruzadas com antigenos de outras doencas como
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Leishmaniose Visceral e Doenca de Chagas. Comparada a outros métodos de
diagnostico, sua sensibilidade varia entre 50 e 70% (Souza et al. 1982; Brito et al.
2000). Balian (2014) investigou as caracteristicas epidemioldgicas e moleculares da
LTA de pacientes do estado de Goids e Mato Grosso entre os anos de 2000 a 2006, a
RIFI estava entre os métodos utilizados com sensibilidade de 44, 2%. Na LTA os
resultados sdo varidveis, mas nao ha correlagao entre os niveis de anticorpos circulantes
e o estidgio da doenca (Reis et al. 2008). Apesar da aplicabilidade da RIFI na rotina
laboratorial para diagnosticar a LTA, Barroso-Freitas et al. (2009), constataram a
dependéncia dessa reacdo ao treinamento dos técnicos, havendo reducdo da
confiabilidade, pois esse parametro variou de acordo com o observador.

A Intradermorreagdo de Montenegro (IDRM) ou Teste de Montenegro ¢ um
método para diagnosticar a LTA com boa aplicabilidade clinica e baixo custo (Skraba et
al. 2015; Fernandes et al. 2016). Ela demonstra uma previa exposi¢do aos antigenos de
LTA em que, antigenos de leishmania s@o inoculados via inje¢do intradérmica para
detectar células antigeno-especificas mediadoras da imunidade. A reacdo € uma
sensibilidade do tipo tardia, que estimula processos inflamatérios granulomatosos
caracterizados pela presenca de Linf6citos T no infiltrado celular (Nogueira et al. 2008),
com sensibilidade de 68,9% (Balian 2014). Ap6s a inoculagdo do antigeno na face
flexora do antebraco, a leitura da enduracdo é realizada em torno de 48 ou 72 horas e
considera-se positiva se for maior que 5 mm. O individuo se torna reator em torno de 4
meses apos o inicio da lesao (Montenegro 1926).

Os resultados da IDRM devem ser interpretados com cautela, pois existem
fatores que podem gerar falsos negativos ou positivos (Pedral-Sampaio et al. 2016). Em
populagdes de areas endémicas, o resultado positivo para IDRM pode ser interpretado
como aplicacdo prévia do antigeno de IDRM, leishmaniose anterior, exposicdo ao
parasito sem a doenga, ou reacdo cruzada com outras doencas. Ainda, o teste pode
persistir positivo apds o tratamento, cicatrizacdo da lesdo tratada ou curada
espontaneamente, ou se tornar negativo em individuos fraco-reatores € nos
precocemente tratados (Schnorret al. 2012). Outro fator que pode influenciar é a forma
clinica, por exemplo, na LCM a IDRM pode ser exacerbada com varios centimetros de
enduracdo e presenca de vesiculacdo na regido central da reacdo, podendo causar
ulceracdo e necrose no local (Gomes et al. 2017), e na LDf o teste frequentemente €

negativo (Silveira et al. 2005).
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A LTA apresenta um amplo espectro de manifestagdes clinicas que dificultam
seu diagnéstico, assim, ha a necessidade de aplicar métodos diferenciais. Os métodos
classicos aplicados na rotina laboratorial dos Centros de Satide do Brasil apresentam
limita¢des, como: o uso de protocolos invasivos para obten¢cdo de amostras biolégicas
(Adams et al. 2010; Bentes et al. 2015), necessidade de repeticdo para aumentar a
sensibilidade e o resultado estd relacionado a experiéncia do examinador. As
caracteristicas subjetivas geradas pelo exame direto, somadas a falta de experiéncia do
examinador podem resultar em erros de interpretacdo (Weigleet al. 1987; Alves et al.
2013). Diante das varias questdes a serem respondidas sobre a zoonose, a principal
delas € a precisdo diagndstica (Lima et al. 2017), especialmente na identificacdo de
espécies do subgénero Viannia. Acredita-se que o investimento em técnicas que
viabilizem este tipo de diagndstico, poderd tornar factiveis avaliagdes terapéuticas,
prognésticas e profildticas. Além disso, possibilitard a compreensao da histéria natural
das espécies que causam a LTA ou, at¢ mesmo, uma reavaliacdo da distribui¢ao
geografica e taxondmica (Lyra et al. 2015; Teles et al. 2015; Mohammadpour et al.

2017).

1.4. PCR/RFLP no diagnéstico da LTA

Considerando as limitacdes das técnicas de diagndstico convencionais para a
LTA, os métodos moleculares baseados em andlise do DNA (Acido
Desoxirribonucléico) sdo alternativas promissoras para o diagndstico laboratorial.
Resultam da busca por métodos mais rapidos, sensiveis e especificos, baseados nas
caracteristicas genéticas dos parasitos, que além da possibilidade de deteccdo da
infeccdo precoce, podem identificar a espécie envolvida (Reithinger & Dujardin 2007;
Satow et al. 2013). Dentre os métodos em desenvolvimento e aprimoramento, 0s
sistemas baseados nas técnicas de PCRs (Polymerase Chain Reaction) e suas variantes
(PCR multiplex, nested-PCR, PCR em tempo real), associada a RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), constituem uma ferramenta relevante (Simon et al.
2017).

A PCR € um método molecular que amplifica segmentos de DNA in vitro a
partir de uma tnica molécula, através de uma reacdo enzimética catalisada pela Taq
DNA Polimerase, uma enzima extraida da bactéria aqudtica Thermus aquaticus, que

naturalmente vive em altas temperaturas. A andlise do polimorfismo de DNA por PCR ¢é
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realizada com base em primers que sinalizam o segmento de DNA que poderd ser
analisado por sequenciamento, hibridizacio com sondas moleculares e muito
comumente utilizado, a RFLP. Os resultados da amplificacdo produzida podem ser
analisados por eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida, onde os fragmentos sdo
separados e caracterizados de acordo com o tamanho e peso molecular (Auwera &
Dujardin 2015). A sensibilidade e especificidade tém se mostrado elevada, uma vez que
pode se detectar pequenas quantidades de parasitos na bidpsia seja devido a espécie
envolvida ou advindas de lesdes antigas (Tomasiniet al. 2017). Além disso, no genoma
das leishmanias existem muitos alvos com sequéncias repetidas e/ou polimdrficas
conservadas ideais para serem utilizadas na amplifica¢ao (Reithinger & Dujardin 2007).

A RFLP € uma técnica que auxilia na identificacdo das Leishmania spp. e
complementa a PCR (Porfirio-Passos et al. 2012). Emprega-se o uso de enzimas
bacterianas de restricdo (endonucleases) com propriedades de clivar pontos da dupla
hélice do DNA, comumente conhecidos como sitios de restricdo. Atualmente, ha uma
diversidade de enzimas que permite uma variedade de aplicacdes. Assim, nessa técnica
os produtos da PCR podem ser digeridos com uma ou vérias endonucleases de restricao
e, dependendo da presenca ou auséncia do local de reconhecimento da enzima, sdao
gerados fragmentos de tamanhos variados, que permitem subsequentemente a
classificagdo do parasito (Schonian et al. 2003; Garcia et al. 2005; Auwera & Dujardin
2015).

Para aplicar as técnicas de PCR/RFLP € importante conhecer a organizagdo e a
disposi¢ao do DNA dos parasitos. O tamanho do genoma das leishmanias € na ordem de
10" a 108 pb (Pares de Base) de DNA, variando de acordo com a espécie. E composto de
34 a 36 cromossomos dos quais ndo possuem a alta compactacdo observada em outros
eucariotos. Destes, 31 sdo conservados e os demais, resultantes de processos celulares
como fusdo ou fissdo bindria. Inclusive hd estudos que sugerem que as leishmanias sao
dipléides para muitos loci (Wincker et al. 1996; Suarés et al. 2015). O material genético
a ser analisado pode ser de origem mitocondrial ou nuclear. O DNA da mitocondria,
denominado kDNA (DNA Mini-circulo do Cinetoplasto), ¢ composto por maxi € mini-
circulos, sendo responsdvel por guardar e regular parte das informagdes essenciais ao
funcionamento mitocondrial. Constitui cerca de 10 a 30% do DNA celular total, cerca
de 10 a 20 mil copias e sequéncias de 500 a 2.500 bp (Grimaldi & Tesh 1993;
Ranasinghe et al. 2015).
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No nicleo esta 0o DNA gendmico, com cerca de 100 a 500 cdpias por parasito,
guarda informacdes que conduzirdo a manutencdo bdsica do organismo e apresenta
sequéncias codificadoras altamente conservadas (Wincker et al. 1996), como as regides
do ITS, um alvo ideal para discriminar as espécies (Cupolillo et al. 1995; Schonian et al.
2003; Mateus et al. 2006). Graga et al. (2012), investigaram os alvos ITS, kDNA, G6PD
e hsp70 (Heat-Shock Protein 70 gene) para a precisao diagndstica e a identificacdo das
espécies. Silva sugere que a PCR/RFLP para a regido do ITS-1 das Leishmania spp.
auxilia na abordagem clinico-terapéutica e no diagndstico diferencial da doenca (Silva
2015).

Conhecendo as caracteristicas genéticas dos parasitos, a escolha do alvo deve ser
direcionada pelos objetivos da pesquisa (Bracho et al. 2007). No caso da leishmaniose,
nem sempre € possivel que esse alvo possua sensibilidade e especificidade a0 mesmo
tempo. Para atingir esse objetivo em conjunto, ele deve conter regides conservadas com
sequéncias repetidas para conferir sensibilidade a reagcdo, porém varidvel o suficiente
para identificar as espécies. O mais comum € o uso de mais de um alvo para anélise ou a
associacdo de técnicas, considerando a PCR/RFLP, que em conjunto detecta o parasito
com exatidao e pode identificar a espécie envolvida na infec¢ao (Volpini et al. 2004;
Garcia et al. 2005; Andrade et al. 2005; Graga et al. 2012; Simon et al. 2017).

Diversas seqiiéncias alvos e protocolos de PCRs estdo sendo empregados e
outros investigados, para serem utilizados como métodos de diagnéstico e identificacdao
das espécies que causam a LTA (Beldi et al. 2017). Levando em considera¢do a
importancia das regides do DNA altamente conservadas, os alvos rotineiramente
utilizados para amplificacdo sdao: o ITS (Cupolillo et al. 1995), o l6cus da enzima G6PD
(Castilho et al. 2003), o kDNA (Volpini et al. 2004), gene mini-exon (Harris et al.
1998), gene hsp70 (Garcia et al. 2004; Montalvo et al. 2012), sequéncias repetitivas de
DNA nuclear (Piarroux et al. 1993), gene do citocromo b (Kato et al. 2005), gene gp63
(Joshi et al. 1998) e sequéncias de RNA (Zelazny et al. 2005; Arora et al. 2008).

As regides do gene ITS1 e ITS2 que estdo no genoma nuclear do parasito sao
relevantes para a identificacdo das Leishmania spp. O alvo apresenta alto nivel de
variagdes intra e interespecificas que permitem a diferenciac@o entre as espécies e tém
sido importantes para o diagnéstico e estudos da genética populacional. Taxonomistas
vém utilizando marcadores do ITS e as informagdes geradas podem determinar uma
medida mais precisa de distdncias genéticas entre espécies, o que facilita as andlises

filogenéticas (Cupolillo et al. 1995). A RFLP aos produtos resultantes da PCR com
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endonucleases de restricdo, como Apal, Rsal e Haelll, tém sido amplamentes utilizadas
nas pesquisas (Rotureau et al. 2006), porque permitem o diagndstico e a identifica¢ao de
algumas espécies (Kazemi-Rad et al. 2008; Schonian et al. 2010).

A enzima G6PD atua na via das pentoses, dos quais os produtos sdo essenciais
ao organismo, como por exemplo, na producdo de proteinas, nucleotideos e a NADPH
(Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate), cuja funcdo € a de doador de elétrons
para reduzir a biossintese e auxiliar na defesa contra o estresse oxidativo enfrentado
pelo parasito dentro da célula hospedeira. As investigacdes mostram haver isoformas da
GO6PD para leishmania, o que viabiliza, através de sequéncias peculiares localizadas no
locus dessa enzima, discernir espécies pertencentes ao subgénero Viannia e ainda mais
especificamente, a espécie L. (V.) braziliensis (Barrett 1997; Cupolillo et al. 1994;
Castilho et al. 2003). Diante dessas possibilidades, Castilho determinou as sequéncias
de G6PD de algumas espécies de referéncia de Leishmania spp. da LTA, e baseado
numa diferenga de 3 bp, desenharam oligonucleotideos para identificar a espécie L. (V.)
braziliensis. A discriminacdo dessa espécie, em particular, contribui para estudos
epidemiolégicos em regides em que as espécies de parasitos vivem em simpatria,
principalmente se pertencerem ao mesmo subgénero (Castilho et al. 2003; Castilho et al.
2008). O alvo também tem sido utilizado para quantificar a carga parasitiria dos
pacientes com LTA (Jara et al. 2013).

Em contraste com as investigagdes desenvolvidas para o gene G6PD e ITS,
ensaios de PCR/RFLPs para o alvo kDNA apresentam maior sensibilidade para o
diagnostico da LTA (Mary et al. 2004). O alvo apresenta essa caracteristica pelo seu
elevado nimero de copias, o que o torna ideal para o diagndstico, mesmo que haja
pouco material genético do parasito (Da Silva et al. 2010; Weirather et al. 2011; Gualda
et al. 2015; Hamouchi et al. 2017; Verma et al. 2017). O diagndstico, realizado com
base na investigagdo por PCR desse alvo, demonstrou uma sensibilidade de 97,9% e
especificidade de 87,5 (Jara et al. 2013). Porém, seu uso ndo € o ideal para distinguir as
espécies do subgénero Viannia devido suas similaridades genéticas (Cruz et al. 2013).

As técnicas moleculares sao rotineiramente empregadas nos laboratorios de
pesquisa cientifica e diante de suas vantagens, ¢ cada vez mais comum o
desenvolvimento de protocolos que visem seu aprimoramento (Queiroz et al. 2012;
Srivastava et al. 2012). No Campo de Instru¢cdo Militar Marechal Newton Cavalcanti,
localizado nos remanescentes da Mata Atliantica, no estado do Pernanbuco, foi

investigado por PCR em tempo real, os vetores da leishamaniose, correlacionando-os as
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espécie de parasitos que foram encontrados no material bidlogico de soldados com
diagnostico da doenga. Além da acurdcia do método, é importante ressaltar a
contribuicdo epidemioldgica, informagdo que poderd direcionar medidas preventivas a
populacdo (Dantas-Torres et al. 2017).

A aplicabilidade da PCR/RFLP a vdrios tipos de amostras bioldgicas
independentemente do cultivo do parasito in vivo e/ou in vitro (Guerbouj et al. 2014), é
uma vantagem relevante comparada as técnicas convencionais que sdo baseadas em
microscopia e cultura de células. E possivel utilizar diversos tipos de material bioldgico
como amostras de sangue, linfonodos, aspirados de medula 6ssea, biopsia de pele e
mucosas, raspado da les@o com bisturi e aposi¢do em laminas de vidro corada com
Giemsa (Beldi et al. 2017), ou coleta com swab estéril (Gomes et al. 2017), sendo estes
dois ultimos uma alternativa ndo invasiva para diagnoéstico e identificacdo das espécies.
Além disso, podem ser analisadas amostras conservadas em diversas solu¢des ou por
um longo periodo de tempo (Piarroux et al. 1993; Volpini et al. 2006). Todavia,
comparada as metodologias empregadas no diagndstico laboratorial, ¢ uma op¢ao mais
onerosa em termos de custos financeiros, sua sensibilidade e a especificidade dependem
do alvo a ser pesquisado, da qualidade do método de extragao do DNA, do treinamento
e experiéncia de quem realiza e das condi¢cdes laboratoriais a fim de evitar

contaminagdes durante a execuc¢do (Silva et al.2005; Porfirio-Passos et al. 2012).

1.5. Tratamento da LTA

Atualmente, o fairmaco de primeira escolha para tratar a LTA no hospedeiro
humano € o antimonial pentavalente, N-metilglucamina, com exce¢do dos pacientes
coinfectados com HIV, criancas menores de 1 ano, idosos com mais de 50 anos e
gestantes (Ministério da Satde 2017). Considerado leishmanicida, pois interfere no
metabolismo energético das formas amastigotas, com inibi¢ao da glicélise e a oxidagao
dos 4cidos graxos. E prescrito para todas as formas de manifestagdes clinicas, variando
nas dosagens e no tempo de tratamento, no qual s@o observados vdrios efeitos colaterais.
Para o tratamento da forma clinica LCM pode apresentar falhas, com possibilidades de
recidivas ou de uma resposta mais lenta (Azeredo-Coutinho et al. 2007; Goto &
Lindoso 2010).

O desoxicolato de anfotericina B, tem sido o “Padrao Ouro” contra infec¢oes

fingicas invasivas hd mais de 40 anos (Kleinberg 2006; Lacerda & Oliveira 2013). No
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Brasil é o farmaco de primeira escolha no caso de gestantes. Durante o tratamento com
esse farmaco, é necessario o acompanhamento e cuidados ao paciente, pois sao
associados diversos efeitos colaterais como a toxidade renal, cardiaca e gastrointestinal,
diminui¢do do apetite, sensacdo de ndusea, vomitos entre outros sintomas (Thakuret al.
1999; Ministério da Saidde 2017). Com o objetivo de melhorar a sintomatologia, mas
sem afetar seu mecanismo de a¢ao contra os parasitos dentro do vactolo parasitéforo,
em lipossomas pode ser administrado em doses menores, o que diminui os efeitos
colaterais (Adler-Moore et al. 2016). Porém, apesar das vantagens da formulagdo
lipossomal, o método aumenta os custos financeiros e ainda hd necessidade de mais
investigacao sobre a férmula (Rocio et al. 2014; Perez et al. 2016).

A miltefosina, medicamento antineopldsico indicado no tratamento para céncer,
também mostrou efetividade e seguranca no tratamento da LTA, evidenciado pela
efetividade contra algumas espécies de leishmania. Um ensaio clinico randomizado
comparou os efeitos da miltefosina admistrado via oral com o fdmaco de primeira
escolha via parenteral. Foram demonstradas taxas similares de cura em 6 meses com 0s
2 medicamentos e eventos adversos de menor gravidade com a miltefosina (Soto et al,
2014). O famaco € uma opg¢ao para os portadores da doenca, indicado para crianca,
doente renal e cardiaco. Seus efeitos adversos incluem sintomas gastrointestinais como
nduseas e vomitos, alteracdes nos niveis de creatinina e elevagcdo das enzimas hepdticas,
além de inchacgo testicular doloroso (Reveiz et al 2013). Com administragdo oral é
prescrito em alguns paises, como os Estados Unidos e a India, enquanto que no Brasil

ainda nao possui registro na ANVISA para tratar a LTA (Ministério da Saude 2017).
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2. JUSTIFICATIVA

A LTA é uma zoonose endémica no Brasil, com notificagdo em todas as regioes,
gera impacto e prejuizos a sadde publica. Apesar de ser milenar, ainda ha dificuldade no
seu diagnodstico espécie-especifico mesmo quando se associa os critérios clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais.

Diante disso, sdo recomendados esquemas terapéuticos idénticos para todas as
manifestacoes clinicas de LTA, o que provavelmente pode ser uma estratégia
equivocada, diante da relagdo entre as espécies de parasitos e as manifestagcdes clinicas.
Assim, desenvolver ou melhorar métodos de diagnosticos diferenciais para identificar as
espécies de Leishmania spp. € uma questdo importante para um tratamento mais
adequado. O procedimento € relevante por vdrios fatores, dos quais sdo importantes:
precisdo diagnostica, direcionamento na prescri¢do do farmaco com doses adequadas
(Fernandes et al. 2016), avaliacdo da eficdcia terapéutica com monitoramento da cura
parasitoldgica. Além disso, o conhecimento de que as infeccdes cutaneas,
principalmente as causadas pela espécie L. (V.) braziliensis, a espécie prevalente no
Pais, podem evoluir para a forma LCM, também justificaria a importancia do
diagnostico espécie-especifico, para monitoramento do paciente. A associacdo das
ferramentas moleculares, PCR/RFLP, ¢ eficaz na precisao diagndstica, porém quanto a
identificacdo do agente etioldgico, as similaridades genéticas entre as espécies do
subgénero Viannia dificultam a identificacdo, ndo existindo um unico protocolo
(Montalvo et al. 2012; Auwera & Dujardin 2015; Tomasine et al. 2017).

Diferentes alvos vém sido descritos para identificacio de espécies de
leishmanias e a PCR/RFLP tem sido a principal ferramenta utilizada. Critérios como as
variagdes no tamanho e peso molecular dos fragmentos, devem nortear a escolha do tipo
de gel que serd usado como matriz para analise do produto amplificado. Assim, o
presente trabalho tem como objetivo propor a padroniza¢do da andlise dos produtos da
PCR/RFLP em gel de poliacrilamida com intuito de contribuir na melhoria da
interpretacdo dos resultados. Acredita-se que, diante das pequenas variacdes entre as
espécies do subgénero Viannia e o fato da impregnagdo pelo nitrato de prata adicionar
melhoria na sensibilidade e resoluc@o na interpretagdao dos resultados, a poliacrilamida
poderd ser uma melhor escolha. Neste sentido, justifica-se a proposta do trabalho em
padronizar a andlise dos produtos da PCR/RFLP em gel de poliacrilamida, e assim

contribuir com informacdes importantes para a acuracia no diagndstico, elaboracao de
34



progndsticos, escolha do farmaco e esquema de tratamento, 0 que consequentemente

poderia evitar o aparecimento de novas lesdes e a progressao da LTA.
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3. OBJETIVO

Padronizar a andlise dos produtos amplificados na PCR/RFLP que utilizam
como alvos os genes ITS e G6PD em gel de poliacrilamida para caracterizar as espécies

do subgénero Viannia de Leishmania.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Utilizar a PCR/RFLP que amplifica o alvo kDNA de Leishmania spp. para
selecionar as amostras positivas de pacientes tocantinenses com suspeita de LTA;

e Padronizar a andlise dos produtos da PCR/RFLP ao gene ITS em gel de
poliacrilamida a partir de amostras de DNA das espécies de Leishmania de
referéncia;

e Padronizar a anélise dos produtos da PCR ao gene G6PD em gel de poliacrilamida a
partir de amostras de DNA espécies de Leishmania de referencia;

e Validar a padronizacdo da anélise dos produtos da PCR/RFLP para o gene ITS em
gel de poliacrilamida, a partir das amostras pacientes tocantinenses amplificadas na
PCR/RFLP ao alvo kDNA;

e Validar a padroniza¢do da andlise dos produtos da PCR ao gene G6PD em gel de
poliacrilamida, a partir das amostras pacientes tocantinenses amplificadas pela
PCR/RFLP ao alvo kDNA;

e Validar a padronizacdo da anédlise dos produtos da PCR ao gene G6PD em gel de
poliacrilamida, a partir das amostras de DNA dos isolados estocados no Leishbank

do Laboratério de Imunobiologia do IPTSP/UFG.

36



4. METODOLOGIA

4.1. Local de realizacio da pesquisa e consideracoes éticas

O presente trabalho foi executado no laboratério de Imunobiologia das
Leishmanioses do Departamento de Microbiologia, Imunologia, Parasitologia e
Patologia do IPTSP/UFG (Instituto de Patologia Tropical e Satide Publica da
Universidade Federal de Goids). Os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica

do Hospital da Clinicas da UFG (Anexo 1).

4.2. Delineamento da pesquisa

Para o delineamento da pesquisa foram adaptados 3 protocolos de PCR/RFLP,
descritos anteriormente na literatura, e as andlises dos produtos da PCR amplificados
nessas reacdes foram padronizadas em gel de poliacrilamida. A PCR/RFLP ao alvo
kDNA com os primers L. 150/152 foi adaptada segundo Volpini et al. (2004), a
PCR/RFLP ao alvo ITS com os primers IR1/IR2 adaptada conforme Cupolillo et al.
(1995) e a PCR ao alvo G6PD com os primers ISVB/ISVC adaptada conforme Castilho
et al. (2003). O primeiro passo para o delineamento do trabalho consistiu em selecionar
amostras positivas para o subgénero Viannia, a partir da PCR/RFLP para o alvo kDNA
com os primers L. 150/152 e a enzima Haelll, usando 521 amostras bioldgicas de
pacientes tocantinenses com suspeita de LTA armazenadas em laminas de vidro (Figura

3).

Selecio das a_m:::stras . Andlise Pela PCE. ao alvo kDINA e seleciio
dos | pacientes das positivas:
tocantinenses em —+  Anilise pela RFLP com a enzima Haelll

liminas de vidro dos produtos da PCR e selegio das
positivas ao sub-género Fiannia.

Figura 3 - Selecao de amostras dos pacientes tocantinenses positivas para LTA pela
PCR/RFLP.

O segundo passo foi realizar a padroniza¢do da andlise dos produtos da PCR,

com primers IR1/IR2 ao alvo ITS em gel de poliacrilamida, seguidos da padronizacdo
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da andlise dos produtos da RFLP com a enzima Haelll em gel de poliacrilamida. O
mesmo procedimento foi realizado aos produtos da PCR ao alvo G6PD com os primers
ISVB/ISVC (Figura 4). Para esses objetivos foram usadas amostras de DNA das
espécies de referéncia de leishmanias, depositadas no Leishbank do laboratério de

Imunobiologia do IPTSP/UFG12

Padronizacio. a partir * Da PCR ao alvo ITS com os primers
de DNA de espécies de IR1IIR2;

referéncia. da  andlise L * Da andlise pela RFLP com a enzima
dos pmdu-ms em gel de Haelll dos produtos da PCE. ao alvo ITS;
poliacrilamida * Da analise dos produtos da PCE. ao alvo

GGOPD com os primers ISVB/ISVC.

Figura 4 - Padronizacdo da analise dos produtos da PCR/RFLP em gel de
poliacrilamida.

Para finalizar, o dltimo passo no delineamento da pesquisa, foi a validagcdo da
padronizacdo da andlise dos produtos da PCR/RFLP ao alvo ITS e dos produtos da PCR
ao alvo G6PD em gel de poliacrilamida (Figura 5). Para alcancar esses objetivos foram
utilizados dois tipos de material biol6gico: DNA da amostra provenientes de laminas
dos pacientes tocantinenses que foram selecionadas pela PCR/RFLP para o alvo kDNA
e 43 amostra de DNA de isolados do subgénero Viannia e Leishmania, estocados no

Leishbank do Laboratério de Imunobiologia do IPTSP/UFG.
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Validagio da padronizacio da anilise dos produtos da PCER/RFLP em gel de poliacrilamida
a partir de:

\ J

Amostras dos pacientes tocantinenses Amostras de DNA de isolados de
em lidminas de wvidro selecionadas parasitos armazenados no Leishbank
pela PCE/EFLP ao alvo kDNA

| | | |

. PCR ao alvo ITS; . PCR ao alvo G6PD.

. RFLP com a enzima Haelll aos
produtos da PCR ao alvo ITS;
. PCF. a0 alve GaFD.

Figura 5 - Validacdo da padronizacio da analise dos produtos da PCR/RFLP em

gel de poliacrilamida.

4.3. Amostras de pacientes tocantinenes : caracterizacao e método de coleta

Foram utilizadas 521 amostras biologicas armazenadas em laminas,
correspondentes aos anos de 2012 e 2013, provenientes de pacientes com suspeita de
LTA do Estado de Tocantins, atendidos no Centro de leishmaniose do SAE (Servigo de
Atencdo Especializada), localizado no CEME (Centro Municipal de Especialidades
Médicas Dr. Gismar Gomes, Porto Nacional — TO), e de outras principais redes de
saude distribuidas por todo o Estado.

Para coleta das amostras bioldgicas os profissionais da saide higienizaram a
borda da les@do com soro fisiolégico. Depois, realizaram o raspado da borda da lesdo
com bisturi estéril e o material obtido foi transposto em movimentos circulares para a
superficie de laminas de vidro. Os esfregacos foram fixados com metanol e corados
com solu¢do de Giemsa ou foram armazenados -20°C para extra¢cdo de DNA. Para o
diagnostico, os profissionais examinaram as laminas coradas em microscépio Otico

utilizando objetiva de imersao.
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4.4. Leishamania spp. de referéncia e caracterizacio dos isolados dos isolados de
parasitos do Leishbank

Para realizar as reacdes moleculares PCR/RFLP foram usados como controle
positivo, amostras de DNA das espécies de leishmania referéncia, que estdo
armazenadas no Leishbank IPTSP/UFG, a -80°C em nitrogénio liquido. As espécies de
Leishmania spp. de referéncia utilizadas foram: L. (L.) amazonensis
(IFLA/BR/1967/PH8), L.(V.) braziliensis (MHOM/BR/M2903), L. (V.) naiffi:
(MDAS/BR/M5533), L. (V.) guyanensis (MHOM/BR/1975/M4147), L. (V.) shawi:
(MCEB/BR/1984/8408) e L. (V.) lainsoni (WHOM/BR/1981/M6426).

Para validar a padronizacio da analise dos produtos amplificados pela
PCR/RFLP em gel de poliacrilamida foram utilizadas 43 amostras de DNA dos isolados
de parasitos pertencentes aos subgéneros Viannia e Leishmania, armazenadas no
Leishbank do Laboratério de Imunobiologia das Leishmanioses do IPTSP/UFG e
mantidas a -80°C em nitrogénio liquido, provenientes de casos autéctones dos Estados
das Regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste, sob a coordenagdo da prof. Dra. Miriam

Leandro Dorta.

4.5. Extracio de DNA : Amostras de pacientes em laminas e DNA genémico de
espécies de referéncia

Para realizar a extragcdo do DNA dos isolados de Leishmania spp., 0s parasitos
foram descongelados e cultivados segundo Oliveira et al. (2010). A extracdo do DNA
dos isolados e/ou das amostras bioldgicas em laminas provenientes do raspado da borda
da lesdo oriundas de pacientes do Tocantins com suspeita de LTA, foi realizada
utilizando o Kit de extracdo illustra™bloodgenomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare
UK Limited, Buckinghamshire, UK.), conforme instrucdes do fabricante. A dosagem do
DNA das amostras foi realizada no aparelho Nano Drop ® Spectrophotometer ND-
1000.

4.6. Concentraciao das amostras bioldgicas armazenadas em laminas

O volume resultante da extragdo de DNA das amostras dos pacientes
tocantinenses com suspeita de LTA armazenadas em laminas, conforme a instru¢dao do

fabricante foi de 200 uL. Visando melhorar a sensibilidade da reacdo para amplificacdo
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do DNA foi realizada a concentracdo para 50 puL, do qual, para o procedimento foi
utilizado o aparelho liofilizador da marca LABCONCO CentriVap micro IR, que
comporta 24 amostras por ciclo de concentracdo. O periodo de cada ciclo para a
concentracdo foi de 10 horas. Depois desse procedimento, foram feitas as dosagens de

DNA no aparelho Nano Drop ® Spectrophotometer ND-1000.

4.7. PCR/RFLP

Para executar o trabalho foram adaptados 3 protocolos de PCR/RFLP, conforme
descrito anteriormente na literatura, por Volpini et al. (2004), Cupolillo et al. (1995) e
Castilho et al. (2003), com objetivo de amplificar os alvos kDNA, ITS e G6PD
respectivamente. Em cada reacdo da PCR, além das amostras bioldgicas a serem
analisadas, amostras de DNA de formas promastigotas metaciclicas de L. (V.)
braziliensis e L. (L.) amazonensis foram adicionadas como controles positivos.

Os primers L. 150/152 especificos para a regido conservada dos minicirculos do
kDNA das leishmanias (Degrave et al. 1994), o IR1/IR2 que amplifica a regido do ITS
do rDNA (Cupolillo et al. 1995) e o ISVB/ISVC que amplifica o alvo G6PD do rDNA,
especifico da espécie L. (V.) braziliensis (Castilho et al. 2003), (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracterizac¢do da sequencia de nucleotideos e o tamanho em pares de bases
dos pares de Primers empregados na PCR/RFLP.

Primers Alvo Sequéncia de nucleotideos (5" - 37) *bp
PCR RFLP
L.150/152  kDNA Forward: GGG (G/T)AG GGG CGT 116/120 40 -
TCT (G/C)CG AA 80
Reverse: (G/C) (G/C) (G/C) (A/T)CT
AT(A/T) TTA CAC CAACCCC
IR1/IR2 ITS/rDNA Forward: GTC GTA GGT GAA 900/1.000 80—
CCT GCA GCA GCT GGA TCA 300
TT
Reverse: GCG GGT AGT CCT GCC
AAA CAC TCA GGT CTG
ISVB/ISVC G6PD/ItDNA Forward: TAC TCG CCA TGT 234/333 Nao
CGG AGG se
aplica

Reverse: ATC ACA ATG ATG GTC
AACGCAC

*bp: Amplicons em pares de bases.
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4.7.1. Descricao da PCR/RFLP ao alvo kDNA

Inicialmente, o DNA de formas promastigotas das espécies de referéncia L. (L.)
amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L.
(V.) lainsoni, com uma concentracdo de 5X10° parasitos por m/L, foram amplificados
utilizando os primers L. 150/152 e os produtos dessa reacdo foram submetidos a RFLP
com Haelll. Apés a andlise das referéncias, foi realizada a triagem das amostras dos
pacientes tocantinenses com suspeita de LTA fixadas em laminas. O DNA controle foi
diluido a 1/100, e o DNA das amostras extraidos das laminas foi utilizado sem diluir.

Os reagentes da pré-mix da reacdo da PCR foram: 2 pl. de tampdo 10x
(Invitrogen Brasil), 1,2 pL. MgCl, (50 mM, Invitrogen Brasil), 0,2 uL. dUTP (10 mM),
0,5 puL de cada primer L. 150/152 (10 mM), 5,44 uL de 4dgua MilliQ, 0,16 uL de Taq
DNA Polimerase (5 U/uL) e 10 uL de DNA da amostra dos pacientes tocantinenses
concentrado, totalizando 20 pL. As reagdes foram realizadas no termociclador
automético (Eppendorf - Mastercycler personal) de acordo com as condi¢des descritas
na Tabela 3. As amostras dos pacientes amplificadas foram submetidas a RFLP, os
reagentes foram: 2 uLL de Tampao da enzima, 4 uL de dgua MilliQ, 1 pL da enzima
Haelll ¢ 5 pLL de produto amplificado. A reagdo foi incubada a uma temperatura de

37°C por 3 horas no aparelho termobloco (Bioer Mixing Block MB — 101).

Tabela 3 - Condi¢bes da PCR ao alvo kDNA no termociclador

Temperatura (°C) Tempo em minutos (") e segundos (7) Numero de ciclos
94 5" (Desnaturagao inicial) 1
94 45°" (Desnaturagdo intermedidria) 35
60 45°" (Anelamento) 35
72 307" (Extensdo intermediaria) 35
72 7" (Extensao final) 1
4 oo (Fim da reagao)

4.7.2. Descricao da PCR/RFLP ao alvo ITS

Inicialmente, realizado em 4.7.1, § 1°, para a padronizagdo das andlises em gel
de poliacrilamida, as amostras de DNA de promastigotas das espécies de referéncia
foram submetidos a amplificacdo pela PCR/RFLP ao alvo ITS. Em cada reacdo para
validacdo das andlises padronizadas foram utilizados dois controles positivos, o
negativo e as amostras dos pacientes tocantinenses fixadas em laminas positivas pela
PCR ao alvo para KDNA sem diluir e/ou DNA da amostra dos isolados armazenados no

Leishbank.
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Os reagentes da pré-mix da PCR para o ITS foram: 14,8 pL de dgua MilliQ, 5
uL tampao 10x (Invitrogen Brasil), 2 ul. MgCl, (50 mM, Invitrogen Brasil), 1 uL de
dNTP (100 mM), 1 pLL de cada primer IR1/IR2 (100 pg/uL, Sigma Life Science), 0,2 pL
de Tag DNA Polimerase (5 U/uL) e 25 pL do de DNA da amostra dos pacientes
tocantinenses concentrado, totalizando 50 pL.. A PCR foi realizada no termociclador
automdtico de acordo com as condicdes descritas na Tabela 4. As amostras dos
pacientes amplificadas foram submetidas a RFLP, onde os reagentes dessa reacdo
foram: 2 pLL de tampao da enzima, 7,5 pL. de dgua MilliQ, 0,5 pL. da enzima de restri¢dao
Haelll e 10 pL de produto amplificado. A reacdo foi incubada a uma temperatura de

37°C por 3 horas no aparelho termobloco.

Tabela 4 - Condi¢des da PCR ao alvo ITS no termociclador

Temperatura (°C) Tempo em minutos () Numero de ciclos
94 3" (Desnaturacao inicial) 1
94 17 (Desnaturacao intermedidria) 34
55 17 (Anelamento) 34
72 17 (Extensao intermedidria) 34
72 10" (Extensdo final) 1
4 oo (Fim da reacgdo)

4.7.3. Descricao da PCR ao alvo G6PD

Conforme realizado em 4.7.1, § 1°, para a padronizacdo das andlises em gel de
poliacrilamida, as amostras de DNA de promastigotas das espécies de referéncia foram
submetidos a amplificacdo pela PCR ao alvo G6PD. A validacdo ocorreu conforme
4.7.2,§ 1°.

Os reagentes da pré-mix da reacdo de PCR foram: 28,6 pL de dgua MilliQ, 5 pL
tampao 10x (Invitrogen Brasil), 4 pL MgCl, (50 mM, Invitrogen Brasil), 1 pL de ANTP
(100 mM), 0,5 uL de cada primer ISVB/ISVC (10 mM, Sigma Life Science), 0,4 uLL de
Tag DNA Polimerase (5 U/ulL) e 10 uL do DNA da amostra, totalizando 50 pL. As
condi¢des das reagdes foram realizadas no termociclador automédtico, conforme tabela

5.
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Tabela 5 - Condi¢bes da PCR ao alvo G6PD no termociclador

Temperatura (°C) Tempo em minutos () e segundos (7) Numero de ciclos
94 4" (Desnaturacao inicial) 1
94 17 (Desnaturacao intermedidria) 40
44 17 (Anelamento) 40
72 307" (Extensdo intermediaria) 40
72 4" (Extensao final) 1
4 oo (Fim da reacdo)

4.7.4. Controle das condicoes para a realizacao da PCR/RFLP

Em todas as etapas de realizacio da PCR/RFLP foram adotadas medidas de
seguranca como prevencdo a possiveis contaminagdes com amplicons, tanto dos
reagentes como dos materiais de uso. Para isso, as etapas, como o preparo da pré-mix e
dos reagentes, manipulagdo do amplificado, eletroforese e revelagao, foram processadas
em ambientes separados. A pré-mix e o preparo de todos os reagentes foram realizados
com pipetas, ponteiras € em capela de fluxo laminar de uso exclusivo. A cada
procedimento molecular, o ambiente de preparo era submetido a limpeza com
hipoclorito 1%, dlcool 70% e exposi¢do com luz UV por 30 minutos, antes e depois de
cada procedimento. As ponteiras eram novas, estéreis e com filtro, a dgua Milli-Q
utilizada, tanto para as reacgoes, dilui¢des de reagentes, quanto para completar o controle

negativo, autoclavada.

4.8. Analise dos produtos da PCR/RFLP ao alvo KDNA em gel de poliacrilamida

Ap6s a amplificacdo dos produtos da PCR/RFLP ao alvo kDNA, a analise foi
realizada em gel de poliacrilamida, com pentes de plasticos de 10 ou 15 pogos,
utilizando-se o kit de aparatos Mini-PROTEAN® Bio-Rad. O gel para andlise dos
produtos amplificados pela PCR foi preparado com 6 mL de sopa primitiva a 8%
(Anexo 2), 62,5 mL de Persulfato de amoénio a 10% e 6,25 pl. de TEMED e, para
andlise dos produtos da RFLP com Haelll, a sopa a 15% (Anexo 2). Foram pipetados na
primeira canaleta de cada gel 2 pl. do marcador de peso molecular 100 bp (DNA
ladder, Invitrogen Brasil), e nas demais canaletas 2 pl. de tampao da amostra de DNA
com 8 pL de produto da PCR e/ou RFLP. O tampao de corrida utilizado foi o TBE 1X

(Tris/Borato/EDTA) (Anexo 2), e o tempo de voltagem inicial para andlise dos produtos
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da PCR foi de 50 V por 20 minutos, seguidos de 100 V por 70 minutos e dos produtos
da RFLP foi inicialmente de 50 V por 20 minutos, seguidos de 100 V por 90 minutos.
Para a visualizacdo do produto amplificado o gel de poliacrilamida foi imerso
sequencialmente em uma cuba contendo solugdes diferentes, das quais, em cada uma
delas ficou em constante agitacdo no aparelho Biomixer Rotary Shaker por 10 minutos:
solucdo fixadora (15 mL de etanol P.A., 750 pL de 4cido acético P.A. e dgua MilliQ
quantidade suficiente para 150 mL), que foi armazenada para o gel ao final do
procedimento, em seguida foi imerso em solucdo de nitrato de prata 0,2%, que apds a
lavagem em dgua destilada em constante agitacdo por 2 minutos, foi acrescentada a
solugdo reveladora (45 mL de solucdo de hidréxido de sdédio, 450 pL. de formaldeido e

agua MilliQ quantidade suficiente para 300 mL), até o nitido aparecimento das bandas.

4.9. Padronizacio da analise dos produtos da PCR/RFLP ao alvo ITS em gel de
poliacrilamida

Para a padronizagdo das anélises dos produtos da PCR ao alvo ITS em gel de
poliacrilamida foi realizada a partir do DNA da amostra das espécies de leishméanias de
referéncia do Leishbank L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) naiffi, L. (V.)
shawi, L. (V.) lainsoni e L. (L.) amazonensis. O gel de poliacrilamida foi preparado com
a matriz testada nas concentracdoes de 4%, 5%, 6%, 7% e 8%. Apos a verificar a
amplificacdo pela PCR e determinar a concentragdo da poliacrilamida, o mesmo
procedimento foi realizado nos produtos da RFLP com Haelll, iniciando o teste com a

matriz a 5%, 6%, 7%, 8% e 10%.

4.10. Padronizacao da analise dos produtos da PCR ao alvo G6PD em gel de
poliacrilamida

ApO6s padronizacdo da andlise dos produtos da PCR ao alvo G6PD em gel de
poliacrilamida, o mesmo procedimento foi realizado conforme item 4.9 no qual os
produtos amplificados a partir da amostra de DNA das espécies de referéncia foram

analisados na matriz do gel a 5%, 6%, 7% e 8%.
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4.11. Gel de poliacrilamida: validaciao da padronizaciao da analise dos produtos da
PCR ao alvo ITS

Apbs Apds a padronizagdo da andlise dos produtos da PCR/RFLP ao alvo ITS
em gel de poliacrilamida, a validacdo da técnica foi realizada a partir de 256 amostras

de pacientes tocantinenses com LTA fixadas em laminas.

4.12. Gel de poliacrilamida : validacao da analise dos produtos da PCR ao alvo
G6PD

ApOs a padronizacdo da andlise dos produtos da PCR ao alvo G6PD em gel de
poliacrilamida, a validacdo da técnica foi realizada a partir de 48 amostras de pacientes
tocantinenses com LTA fixadas em laminas e 43 amostras de DNA dos isolados
estocados no Leishbank do IPTSP/UFG. As amostras dos pacientes tocantinenses foram
aquelas selecionadas como positivas para o subgénero Viannia pela PCR ao alvo

kDNA.
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S. RESULTADOS

5.1. Padronizacao da PCR/RFLP para o alvo kDNA

Os produtos da PCR para o alvo kDNA foi analisado em gel de poliacrilamida
8%. O DNA de formas promastigotas metaciclicas de 6 espécies de referéncias L. (L.)
amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L.
(V.) lainsoni foram amplificados conforme o protocolo desenvolvido por Volpini et al.
(2004), e adaptado neste trabalho. Os produtos da PCR geraram amplicons com 120 bp
para espécies do subgénero Viannia e 116 bp para a L. (L.) amazonensis. No controle

negativo nio houve amplificacio (Figura 6).

100 bp

Figura 6 - Produtos da PCR amplificados utilizando os primers L. 150/152 ao alvo
kDNA em amostras de DNA de Leishmania spp. de referéncia. Em 1: padrio de
peso molecular de 100 bp; 2: L. (L.) amazonensis; 3: L. (V.) braziliensis; 4: L. (V.)
guyanensis; 5: L. (V.) naiffi; 6:L. (V.) shawi; 7: L. (V.) lainsoni; 8: controle negativo.
Gel de poliacrilamida 8% corado pelo nitrato de prata 0,2%.

ApOs a andlise em gel de poliacrilamida dos produtos da amplificacio do DNA
das amostras das espécies de Leishmania de referéncia, foi feita a RFLP com a
endonuclease de restri¢do Haelll e o produto analisado em gel de poliacrilamida 15%.

As espécies do subgénero Viannia apresentaram amplicons de 40 e 80 bp, enquanto que

a espécie L. (L.) amazonensis foi de 116 bp (Figura 7)
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100 bp

Figura 7 — Produtos da PCR/RFLP ao alvo kDNA utilizando a endonuclease
HAEIII em amostras de DNA de Leishmania spp. de referéncia. Em 1: padrao de
peso molecular de 100 bp; 2: L. (L.) amazonensis; 3: L.(V.) braziliensis; 4: L. (V.)
guyanensis; 5: L. (V.) naiffi; 6: L. (V.) shawi; 7: L. (V.) lainsoni. Gel de poliacrilamida
15%, corado pelo nitrato de prata 0,2%.

5.1.1. PCR/RFLP para o kDNA: selecao das amostras de pacientes tocantinenses
com suspeita de LTA

A PCR para o alvo kDNA foi realizada em 521 amostras, provenientes de
pacientes tocantinenses com suspeita de LTA. Do total das amostras, 223 (43%) foram
amplificadas, das quais 209 (94%) foram caracterizadas como pertencentes ao
subgénero Viannia e 14 (6%) como L. (L.) amazonensis.

Na figura 8 A observa-se que as amostras dos pacientes tocantinenses que foram
amplificadas pela PCR ao alvo kDNA das leishmanias, distinguiu a espécie L. (L.)
amazonensis, com amplicons de 116bp e as amostras do subgénero Viannia, com
amplicons de 120 bp. A RFLP com a endonuclease de restricdo Haelll, ndo clivou os
amplicons da espécie L. (L.) amazonensis, permanecendo com 116 bp, enquanto que as

amostras do subgénero Viannia, apresentou dois fragmentos, de 40 e 80 bp (Figura 8 B).
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100 bp

8§ 9 10 11 12 13

100 bp

Figura 8 — Produtos da PCR/RFLP ao alvo kDNA com os primers L. 150/152. Em
A: produtos da PCR analisados em gel de poliacrilamida 8% corado pelo nitrato de
prata 0,2%. 1: padrao de peso molecular de 100 bp; 2: L. (L.) amazonensis; 3: L. (V.)
braziliensis; 4 - 12: amostra de pacientes tocantinenses com suspeita de LTA fixadas
em laminas, cedidas pelo LACEN-TO; 13: controle negativo. Em B: produtos da RFLP
tratados com Haelll analisados em gel de poliacrilamida 15% corado pelo nitrato de
prata 0,2%. 1: padrao de peso molecular de 100 bp; 2: L. (V.) braziliensis; 3: L. (L.)
amazonensis; 4 - 13: amostra de pacientes tocantinenses com suspeita de LTA fixadas
em laminas, cedidas pelo LACEN-TO.

5.2. Padronizacio da analise dos produtos da PCR/RFLP ao alvo ITS em gel de
poliacrilamida

Utilizando diferentes concentracdes de poliacrilamida foi demonstrado que os
amplicons de todas as espécies sdo melhor visualizados na concentracdo de 6%. O
tempo da eletroforese foi padronizado em 50 V por 20 minutos seguidos de 100 V por

70 minutos. A partir da amplificacdo, os amplicons das espécies de Leishmania
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referéncia analisadas, tiveram seu tamanho molecular variando entre 900 bp a 1.000 bp.
Dessa forma, observou-se que as espécies L. (V.) naiffi e L.(V.) shawi, poderiam ser
distinguidas das demais, mas ndo entre si, pois ndo foram observadas diferenca entre
seus amplicons. A espécie L. (L.) amazonensis apresentou amplicons cuja disposi¢ao no
gel foi diferente em relacdo as demais. E as espécies L. (V.) braziliensis, L. (V.)

guyanensis e L. (V.) lainsoni nao puderam ser distinguidas entre si (Figura 9).

1.000 bp
900 bp

Figura 9 — Produtos da PCR ao alvo ITS com os primers IR1/IR2 em DNA da
amostra de Leishmania spp. de referéncia. Em 1: padrao de peso molecular de 100
bp; 2: Controle Negativo; 3: L. (L.) amazonensis; 4: L. (V.) braziliensis; 5: L. (V.)
guyanensis; 6: L. (V.) naiffi; 7: L. (V.) shawi; 8: L. (V.) lainsoni. Gel de poliacrilamida
6% corado pelo nitrato de prata 0,2%.

A concentragdo do gel de poliacrilamida utilizada para analisar os produtos da
RFLP, com a endonuclease de restricdo Haelll, que melhor discriminou os produtos
gerados foi de 8%. O tempo da eletroforese ficou padronizado em 50 V por 20 minutos
seguidos de 100 V por 50 minutos. Os amplicons gerados pela RFLP variaram entre 150
bp e 300 bp. A espécie L. (L.) amazonensis pode ser diferenciada das demais, porém, as

espécies L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (V.) lainsoni eram muito similares

entre si, ocorrendo o mesmo entre as espécies L. (V.) naiffi e L.(V.) shawi (Figura 10).
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300 bp

200 bp

100 bp

Figura 10 — Produtos da PCR/RFLP ao alvo ITS com a endonuclease de restricao
Haelll em amostras de DNA de Leishmania spp. de referéncia. Em 1: padriao de
peso molecular de 100 bp; 2: L. (L.) amazonensis; 3: L. (V.) braziliensis; 4: L. (V.)
guyanensis; 5: L. (V.) naiffi; 6: L. (V.) shawi; 7: L. (V.) lainsoni. Gel de poliacrilamida
8% corado pelo nitrato de prata 0,2%.

5.3. Padronizacio da anilise dos produtos da PCR ao alvo G6PD em gel de
poliacrilamida

Ap6s a amplificagdo pela PCR com os primers especificos ao alvo G6PD,
utilizando o DNA das espécies de referéncia L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L.
(V.) guyanensis, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (V.) lainsoni, a padronizacdo da andlise
do produto da PCR em diferentes concentragdes de poliacrilamida, demonstrou que a
concentragdo da poliacrilamida a 6% discriminou melhor os amplicons das espécies de
Leishmania do subgénero Viannia. A eletroforese ficou padronizada em 50 V por 20
minutos seguidos de 100 V por 50 minutos. Os amplicons dessa reacdo variaram entre
234 bp a 333 bp. As andlises realizadas neste estudo demonstraram que a banda de
interesse que caracteriza a espécie L. (V.) braziliensis possui aproximadamente 234 bp

(Figura 11).
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Figura 11 — Produtos da PCR ao alvo G6PD com os primers ISVB/ISVC a partir de
DNA da amostra de Leshmania spp. de referéncia. Em 1: padrdo de peso molecular
de 100 bp; 2: Controle Negativo; 3: L. (V.) braziliensis; 4: L. (L.) amazonensis 5: L. (V.)
guyanensis;, 6: L. (V.) naiffi; 7: L. (V.) shawi; 8: L. (V.) lainsoni. Gel de poliacrilamida
6% corado pelo nitrato de prata 0,2%.

5.4. Validacao da padronizacdo da analise dos produtos da PCR/RFLP ao alvo
ITS em gel de poliacrilamida

A validagdo da andlise dos produtos da PCR/RFLP ao alvo ITS em gel
poliacrilamida realizada a partir do DNA das amostras bioldgicas dos pacientes
tocantinenses fixadas em laminas ndo pode ser realizada. Ao todo foram analisadas 256

amostras por esse método e apenas 4 amplificaram.

5.5. Validacao da padronizacio da analise dos produtos da PCR ao alvo G6PD
em gel de poliacrilamida

5.5.1. Amostras de pacientes tocantinenses com LTA

Foram analisadas 66 amostras de pacientes tocantinenses com suspeita de LTA
pela PCR/RFLP ao kDNA sendo observada a amplificagdo em 73% (48) das amostras,
das 90% (43) foram caracterizadas como perncentes ao subgénero Viannia e 10% (5) a
espécie L. (L.) amazonensis. As 48 amostras positivas foram selecioandas para validar a
padronizagdo da andlise dos produtos da PCR ao alvo G6PD em gel poliacrilamida 6%.
Como resultado da anélise foi observado que em 81% (39) das amostras, o agente
etiolégico caracterizado € L. (V.) braziliensis e 4 ndo pertencem a essa espécie € nem L.

(L.) amazonensis (Tabela 9).
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Tabela 9 - Validacdo da padronizagdo da andlise dos produtos da PCR ao alvo G6PD, a
partir de amostras fixadas em laminas positivas para LTA, selecionadas pela PCR/RFLP
ao alvo kDNA.

Alvo Amostras  Positivas Subgénero Viannia Espécie
L. (L.) amazonensis
kDNA 66 48 (73%) 43 (90%) 5 (10%)

L. (V.) braziliensis
G6PD 43 39 91%) 4 (9%) 39 91%)

Conforme foi observado na padronizagdo, o fragmento resultante da
amplificacdo pela PCR ao alvo G6PD ¢ de aproximadamente 234 bp, das quais todas as
amostras que amplificaram com a banda no padrdo correspondente pertencem a espécie

L. (V.) braziliensis (Figura 12).

200 pb

Figura 12 — Valida¢do da padronizacao da analise dos produtos da PCR ao alvo
G6PD, a partir de DNA das amostras armazenadas em laminas, por eletroforese
em gel de poliacrilamida 6%. Em 1: padrdao de peso molecular de 100 bp; 2: Controle
Negativo; 3: L. (V.) braziliensis; 4 - 11: DNA da amostra provenientes de laminas de
pacientes tocantinenses com suspeita de LTA, cedidas pelo LACEN-TO.

5.5.2. Amostras de DNA dos isolados armazenados no Leishbank

Para complementar a validag@o das andlises dos produtos da PCR ao alvo G6PD
em gel poliacrilamida 6%, realizada anteriormente, foi utilizada DNA da amostra de 43
isolados de parasitos pertencentes aos subgéneros Viannia, armazenados no Leishbank
do IPTSP/UFG. Foi demonstrado que 63% (27), desses isolados teve seu agente
etioldgico identificado como pertencente a espécie L. (V.) braziliensis cujo amplicon

possui aproximadamente 234 bp (Figura 13).
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200pb

Figura 13 — Analise dos produtos da PCR ao alvo G6PD com os primers
ISVB/ISVC. Em 1: padrdo de peso molecular de 100 bp; 2: Controle Negativo; 3: L.
(L.) amazonensis; 4: L. (V.) braziliensis; 5 - 15: Amostras dos isolados de parasitos
pertencentes aos subgéneros Viannia armazenados no Leishbank do laboratério de
Imunobiologia do IPTSP/UFG. Gel de poliacrilamida 6% corado pelo nitrato de prata
0,2%.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho foi feita a padronizacio da andlise dos produtos da
PCR/RFLP ao gene ITS e G6PD em gel de poliacrilamida, com o objetivo de distinguir
as espécies de parasitos de causam a LTA pertencentes do subgénero Viannia, que por
possuirem proximidade filogenética, é de dificil discriminacdo. Assim, depois de
realizada a padronizacdo das analises dos produtos da PCR utilizando diferentes alvos
em gel de poliacrilamida, a validacdo ocorreu a partir de amostras dos pacientes
tocantinenses e de amostras dos isoladosdo do Laboratério de Imunobiologia do
IPTSP/UFG.

O diagnéstico espécie-especifico de Leishmania spp., agente etioldgico da LTA,
baseado na PCR/RFLP, vem sendo descrito ao longo dos anos e tem contribuido para o
diagnéstico de certeza da doenca, principalmente nos paises endémicos (Avileset al.
1999; Shirian et al. 2014). O Brasil € um exemplo onde a LTA € endémica e ainda
assim, existem regides em que o diagndstico € realizado exclusivamente pelo exame
direto (Coelho et al. 2011; Bentes et al. 2015), como no estado do Tocantins (Brasil
2011).

Um dos aspectos do diagnostico da LTA pela PCR/RFLP € a possibilidade de
avaliar vdrios tipos de amostras, ou seja, o fato de ndo limitar o diagndstico somente a
partir de bidpsias, viabiliza o uso de métodos de coleta menos invasivo, como por
Swabs estéreis ou esfregacos fixados em laminas (Kazemi-Rad et al. 2008; Beldi et al.
2017; Gomes et al. 2017). O alvo kDNA ¢é caracterizado por conferir sensibilidade ao
diagnostico espécie-especifico possuindo aproximadamente 10.000 cépias por célula
(Guerbouj et al. 2015). Baseado nesses aspectos, no presente estudo a PCR/RFLP ao
kDNA foi utilizada para selecionar amostras de pacientes tocantinenses com suspeita de
LTA fixadas em laminas de vidro utilizados para a pesquisa de parasitos. A técnica
detectou DNA dos parasitos com uma positividade de 43% em relagdo as 521 amostras.
Em conformidade com esses achados, Volpini demonstrou que € possivel detectar o
DNA dos parasitos em laminas armazenadas (esfregaco e corados com Giemsa) por um
periodo de 36 anos, das quais os pesquisadores obtiveram um resultado com
positividade de 83,2% (Volpini et al. 2006). Resultados semelhantes foram observados
por Kazemi-Rad, ao analisar 48 amostras fixadas em laminas, pela PCR/RFLP,

obtiveram positividade de 89.6% (Kazemi-Rad et al. 2008).
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E imprescindivel conhecer o alvo molecular das leishméanias a ser investigado de
modo a relacionar aos objetivos do trabalho. Em pesquisa recente, Auwera (2016)
relatou a tipificacdo de 21 isolados oriundos de 16 laboratorios de 12 paises diferentes
pela PCR/RFLP aos alvos kDNA, hsp70 e ITS. Dentre os achados, o autor ressaltou
dois importantes em relacio ao kDNA e ITS; a caracterizacdo das espécies pela
PCR/RFLP direcionadas somente ao alvo kKDNA discrimina a nivel do subgénero e
possui a vantagem de poder ser aplicado em diversos tipos de amostras, inclusive
aquelas com pouco material genético do parasito, a exemplo amostras fixadas em
laminas obtidas por esfregagos por aposi¢ao e, enquanto que investigagdes ao alvo ITS
do rDNA, se restringe a alguns tipos de amostras, que pela baixa sensibilidade
comparada ao kKDNA, pode ndo detectar o DNA do parasito nos casos de haver pouco
(Auwera et al. 2016). Assim, andlises moleculares ao kDNA das leishmanias
compreende um alvo ideal para fins diagnésticos, justificado pela alta sensibilidade. O
alvo é composto por cerca de 10 a 20 mil minicirculos, com seqiiéncias de 500 a 2.500
bp (Disch et al. 2005; Cortes. 2008; Godoy et al. 2016; Verma et al. 2017). Enquanto
que o ITS do rDNA possui cerca de 100 a 500 cépias, nimero reduzido comparado ao
kDNA, sendo explorado para identificacdo de Leishmania spp., com o uso de enzimas
de restricao (Schonian et al. 2010).

A sensibilidade do alvo kDNA pela PCR para detectar DNA € uma caracteristica
importante, porém nao distingue as espécies do subgénero Viannia. Considerando a
sensibilidade, Ereshet al. (1994) desenvolveram um protocolo de PCR, que resultou em
um marcador com sensibilidade para detectar a espécie L. (L.) amazonensis mesmo em
amostras com pouco material genético. Volpini et al.(2004), utilizando PCR/RFLP ao
kDNA, com o objetivo de desenvolver um protocolo para diagndstico e identificacdo
dos parasitos, realizou as andlises em bidpsias e obtiveram concordancia de 91,5% para
L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis, cuja identificacdo foi confirmada pelo
sequenciamento dos amplicons. E relevante destacar que Volpini et al. (2004), para
validar sua técnica ndo utilizaram outras espécies do subgénero Viannia, ficando suas
andlises restritas as espécies L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis. Sendo assim, 0s
autores nao demonstraram que as demais espécies do subgénero Viannia causadoras da
LTA, geram perfis de amplicons semelhantes, ndo podendo ser caracterizados pelo
método. Os dados representados nas figuras 7 e 8 do presente estudo, demonstram que
as espécies do subgénero Viannia nao podem ser caracterizadas pela PCR/RFLP ao

kDNA com a enzima Haelll.
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Diante do desafio de distinguir as espécies do subgénero Viannia, pesquisadores
vém desenvolvendo novos protocolos para investigar novos alvos. Montalvo et al.
(2012) desenvolveram 4 protocolos de PCRs, nos quais foram utilizados quatro pares de
primers diferentes para explorarem um fragmento do gene hsp70 de 1422 bp para
discriminacdo das Leishmdnia spp. e, em seguida a RFLP com 8 enzimas de restricao
diferentes. Das espécies caracterizadas no trabalho de Montalvo que representam o
Novo Mundo, foram discriminadas as espécies L. (V.) lainsoni e L. (V.) guyanensis,
porém as espécies L. (V.) braziliensis e L. (V.) naiffi ndo foram diferenciadas (Montalvo
et al. 2012). Os resultados obtidos nesse trabalho quanto a especificidade as Leishmania
spp., demonstraram a importancia de combinar vdrios protocolos de PCR para
discriminar as espécies, o que corrobora com a metodologia escolhida na presente
pesquisa em investigar mais de um alvo genético para caracterizar as espécies de
leishmanias que causam a LTA.

Contrario aos resultados de Beldi et al. (2017), que detectaram DNA de
Leishmania spp. pela PCR/RFLP ao alvo ITS em amostras fixadas em ldminas com uma
positividade de 77,7%, no presente estudo o protocolo de PCR/RFLP ao ITS em
amostras fixadas em laminas, analisadas em gel de poliacrilamida, nao foi capaz de
detectar DNA de parasitos, pois das 256 amostras utilizadas e que haviam sido
amplificadas pela PCR/RFLP ao kDNA com 209 positivas, somente 4 amplificaram.
Assim, a técnica ndo pode ser validada a partir deste tipo de amostra. Estes dados
podem ser explicados por diversas varidveis. No proprio trabalho de Beldi et al. (2017),
foi observado diferenca de sensibilidade entre amostras recentemente preparadas com
aquelas armazenadas por um longo periodo. Ainda podem ser citados: o tipo de amostra
bioldgica, bem como seu método de coleta e a forma de armazenamento, quantidade de
DNA a ser amplificado, método empregado na extragdo do DNA e o préprio protocolo
de amplificagdo utilizado na detec¢@o do alvo (weigleet al. 1987; Reithinger & Dujardin
2007; Baneth et al. 2008). A distribui¢do heterogénea do parasito pelos tecidos e 6rgaos
e a resposta imune local do hospedeiro vertebrado frente a invasdao do parasito, o que
pode causar diminui¢ao destes no local da lesdo, pode explicar parte dessa varidvel, o
que ressalta a necessidade de uma melhor comparacao e avaliacdo ao alvo ITS a partir
de amostras oriundas de laminas (Reis et al. 2013; Satow 2016).

Considerando o trabalho de Castilho et al. (2003) ao desenvolver um protocolo
de PCR que investigou o lécus da enzima G6PD com os primers ISVB/ISVC, esse

mesmo protocolo foi escolhido devido sua especificidade a espécie de maior
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prevaléncia no Brasil, L. (V.) braziliensis, caracterizando a espécie com amplicons que
podem variar entre 234 a 333 bp. No presente estudo, os achados obtidos na
padronizacdo da andlise dosprodutos da PCR ao alvo G6PD a partir de amostras de
DNA de Leishmania spp. de referéncia, em gel de poliacrilamida (realizada com
exclusividade), corroboram com os de Castilho et al. (2003), do qual caracteriza a
espécie L. (V.) braziliensis com aproximadamente 234 bp (Figura 11).

A LTA € uma doenca de alta incidéncia no estado do Tocantins (Costa et al.
2016), cuja parte de seu territorio esta localizada na Regido Amazonica, caracterizada
por diferentes espécies de leishmanias vivendo em simpatria (Coelho et al. 2011;
Benicio et al. 2015; Teles et al. 2015), comportamento este, que destaca a importancia
de estudos que discriminem quais espécies podem ser observadas no estado (Martins et
al. 2013). Considerando essa importincia Teles realizou um levantamento
epidemioldgico, no qual identificou pela primeira vez no Acre, Regido Norte, as
espécies L. (V.) shawi e L. (L.) amazonensis (Teles et al. 2015). Estes achados
corroboram com os obtidos no presente estudo ao detectar espécies vivendo em
simpatria na Regido Norte. Na validacdo da padronizacdo da andlise dos produtos da
PCR ao alvo G6PD em 48 amostras de pacientescom LTA do Estado do Tocantins, em
poliacrilamida, os primers especificos a espécie L. (V.) braziliensis detectou esse agente
etiolégico em 39 amostras. APCR/RFLP ao alvo kDNA, destas mesmas amostras,
caracterizou 5 como L. (L.) amazonensis e 4, como nao amplificaram pela PCR ao alvo
G6PD, foram caracterizadas como do subgénero Viannia nao L. (V.) braziliensis
(Tabela 9).

Outro aspecto relevante € quando comparamos as amostras positivas para o
subgénero Viannia pela PCR/RFLP ao kDNA com as amostras positivas pela PCR ao
alvo G6PD. Na tabela 9, pode-se observar que das 43 amostras identificadas
inicialmente como pertencentes ao subgénero Viannia, 39 foram caracterizadas como L.
(V.) braziliensis pela PCR ao alvo G6PD. Esse dado demonstra que a PCR ao alvo
GO6PD, identificou em nivel de espécie 91% das amostras que antes haviam sido
confirmadas para LTA no nivel de subgénero. A porcentagem de 91% de positividade
obtida na PCR ao alvo G6PD corrobora com a recente revisdo dos métodos de
diagndsticos moleculares realizado por Auwera & Dujardim (2015), onde ele compara a
sensibilidade deste alvo ao kDNA. Ambas as andlises moleculares foram importantes,
porque complementam a identificacdo das espécies. Assim, o protocolo padronizado no

presente estudo, abre novas possibilidades para analisar os produtos da PCR ao alvo
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G6PD a partir de diferentes amostras bioldgicas, com sensibilidade comparada as
investigacdes ao alvo kDNA, o que contribui ao diagndstico espécie-especifico, com
énfase em L. (V.) braziliensis, que de acordo com Costa et al. (2009) Queiroz et al.
(2012), Guimaraes et al. (2016) é a espécie prevalente no Pais.

A combinacdo das andlises moleculares pela PCR/RFLP aos alvos kDNA e
G6PD, para caracterizacdo das Leishmania spp. oriundas de pacientes fixadas em
laminas, mostrou-se relevante, tanto para caracterizacdo quanto para diagnostico da
LTA. Pereira Juinior, no municipio de Tefé, Estado do Amazonas, corroborou com a
metodologia do presente trabalho em combinar métodos de investigagdes moleculares
para caracterizar as espécies de flebotomineos associado a espécie de leishmania. Na
regido foi o primeiro registro da presenga de Trichophoromyia ubiquitalis associados a
L. (V.) lainsoni (Pereira-Junior et al. 2015).

As andlises moleculares do presente trabalho, realizadas em amostras
provenientes de isolados de parasitos de pacientes (Regides norte, Nordeste e Centro-
Oeste) e de amostras de pacientes tocantinenses fixadas em laminas demonstraram que
a LTA foi causada principalmente por parasitos do subgénero Viannia, pertencentes a
espécie L. (V.) braziliensis. Esses resultados corroboram com os de Graca et al. (2012)
que em andlises pela PCR/RFLP aos alvos ITS, kDNA e hsp70 a partir de amostras de
pacientes com LTA, demonstraram que a maioria dos achados parasitdrios pertenciam
ao subgénero Viannia. Os dados do presente trabalho coadunam com os de Graga et al.
(2012) refor¢ando a hipétese de que a maior circulacdo de leishméanias no Brasil que

causam LTA sao do subgénero Viannia, pertencentes a L. (V.) braziliensis.
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7. CONCLUSOES

v' Das 521 amostras dos pacientes tocantinenses, 223 amplificaram pela PCR/RFLP ao
kDNA, das quais o agente etioldgico causador em 94% foi caracterizado como
pertencente ao subgénero Viannia e 6% a espécie L. (L.) amazonensis;

v A padronizac¢io das andlises dos produtos da PCR e RFLP ao alvo ITS em amostras
de Leishmania spp. de referéncia, foram realizadas em gel de poliacrilamida na
concentracdo de 6% e 8%, respectivamente;

v" A padronizagdo das anélises dos produtos da PCR ao alvo G6PD, em amostras de
Leishmania spp. de referéncia, foi realizada em gel de poliacrilamida na
concentracdo de 6%;

v' A validagio das andlises dos produtos da PCR/RFLP ao alvo ITS em gel
poliacrilamida realizada a partir do DNA das amostras dos pacientes tocantinenses
fixadas em laminas ndo pode ser realizada;

v' A validagdio das andlises dos produtos da PCR ao alvo G6PD em gel de
poliacrilamida, realizada em 48 amostras de pacientes tocantinenses positivas para o
subgénero Viannia, caracterizou 81% como L. (V.) braziliensis;

v A validac¢do da padroniza¢io das andlises dos produtos da PCR ao alvo G6PD em
gel de poliacrilamida, realizada em 43 amostras de isolados identificou 63% como

L. (V.) braziliensis.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Parecer do Comité de Etica
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Mao se aplica

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

M3o se aplica

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Mao se aplica

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
M3o se aplica

Recomendagies:

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

As pendéncias foram devidamente atendidas. Pesquisa aprovada.

Situagido do Parecer:
Aprovado

Enmdarego. 1 Avenida s - Unidade de Pesquisa Clinica

Balmo: 5t Leste Universitano CEP: 74505020
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Talefone: (62)3265-5338 Fax: (62)3265-8426 E-mall: caphcufigil yahoo. com.br

Pgirea 11 dm 82

85



HOSPITAL DAS CLINICAS
UNIVERSIDADE FEDERAL DE nﬂ: e
GOIAS - GO

Continusgin do Farecer 863,111

Mecessita Apreciagdo da CONEP:

M3o

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, a Comissio de Etica em Pesquisa do Hespital das Clinicas/UFG - CEP/HC/UFG, de
acordo com as atribuigies definidas na Resolugdo CNS 466/12, manifesta-se pela aprovagio do projeto de
pesquisa proposto.

Apods inicio, o pesquisador responsavel devera encaminhar ag CEP/HCIUFG, via Plataforma Brasil,
relatorios trimestrais/semestrais do andamento da pesquisa, encerramento, conclusies e publicagies.
O CEP/HC/UFG pode, a qualquer momento, fazer escolha aleatoria de estudo em desenvolvimento para
avaliagio e verificagdo do cumprimento das nomas da Resolugio 466/12 e suas complementares.
Situagdo: Protocolo aprovado.

GOIAMIA, 12 de Novembro de 2014

Assinado por:
JOSE MARID COELHO MORAES
[Coordenador)

Engerego: 1% Avenida sAT - Unidads de Pesquisa Clinica
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ANEXO 2 - Protocolo para preparo dos reagentes do gel de poliacrilamida e

solucoes complementares

> Solucdo de EDTA 0,5 M pH 8,0: 9,3 g de EDTA (PM: 372,24), 35 mL de dgua
MilliQ e diluir concomitantemente acertando o pH para 8,0 com NaOH 5 N a uma
temperatura em torno de 23°C. Completar o volume com dgua MilliQ para 50 mL em
um tubo falcon.

> TBE 5X: 54 g de tris-base (PM: 121,12), 27,5 g de acido bérico (PM: 61,83),
300 mL de agua MilliQ e homogeneizar até a completa dilui¢do. Acrescentar 20 mL de
EDTA 0,5 M pH 8,0 e completar o volume da solucdo em um baldo volumétrico de 1 L
com agua MilliQ.

> TBE 1X: Diluir 200 mL de TBE 5 X em 800 mL de dgua MilliQ.

> Acrilamida mix 30%: 29 g de acrilamida 99,9% (PM: 71,08) e 1 g de bis
acrilamida (PM: 154,17). Diluir em 100 mL de 4gua deionizada e deixar overnight
protegido da luz. Armazenar a 4°C protegido da luz.

> Sopa primitiva 4%: 13,35 mL de acrilamida mix 30%, 20 mL de TBE 5X e
56,65mL de dgua MilliQ. Homogeneizar e guardar a 4°C protegido da luz.

> Sopa primitiva 5%: 16,687 mL de acrilamida mix 30%, 20 mL de TBE 5X e
53,31 mL de dgua MilliQ. Homogeneizar e guardar a 4°C protegido da luz.

> Sopa primitiva 6%: 20,025 mL de acrilamida mix 30%, 20 mL de TBE 5X e
49,975 mL de dgua MilliQ. Homogeneizar e guardar a 4°C protegido da luz.

> Sopa primitiva 7%: 23,36 mL de acrilamida mix 30%, 20 mL de TBE 5X e
46,63 mL de dgua MilliQ. Homogeneizar e guardar a 4°C protegido da luz.

> Sopa primitiva 8%: 26,7 mL de acrilamida mix 30%, 20 mL de TBE 5X e 43,4
mL de dgua MilliQ. Homogeneizar e guardar a 4°C protegido da luz.

> Sopa primitiva 10%: 33,375 mL de acrilamida mix 30%, 20 mL de TBE 5X e
36,625 mL de dgua MilliQ. Homogeneizar e guardar a 4°C protegido da luz.

> Sopa primitiva 15%: 50 mL de acrilamida mix 30%, 20 mL de TBE 5X e 30 mL
de dgua MilliQ. Homogeneizar e guardar a 4°C protegido da luz.

> Persulfato de amoénio 10%: propor¢cao de 1 g de persulfato de amodnia (PM:
228,28) para 10 mL de dgua destilada. Diluir no momento de uso.

> Tampao da amostra 6X caseiro: 0,25% de xileno cianol (PM: 538,61), 0,25% de
azul de bromofenol (PM: 669,96), 30% de glicerol e dgua MilliQ qg.s.p (quantidade

suficiente para). Armazenar no freezer a -20°C.
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> Padrio de peso molecular 50 ou 100bp DNA Ladder (50 ug — 1 ug/ul,
Invitrogen): propor¢ao de 1 uLL de padrao de peso molecular concentrado para 50uL de
tampdo da amostra caseiro. Armazenar no freezer a -20°C.

> TEMED (N,N,N',N-Tetramethylethylenediamine, PM: 116,21): Pronto pra uso.
> Solugdo fixadora: 15 mL de etanol P.A. (PM: 46,7), 750 uL de 4cido acético
P.A. (PM: 60,05) e 150 mL de dgua MilliQ (q.s.p).

> Nitrato de prata (AgNO3) 0,2%: 0,3 g de nitrato de prata (PM: 169,83) e 150 mL
de dgua MilliQ.

> Solugdo reveladora: 9 g de hidréxido de sédio (NaOH, PM: 40,0) e 300 mL de
dgua MilliQ. No momento de uso acrescentar 45 mL de solugdo reveladora a 450 pL de

formaldeido (PM: 30,03) e homogeneizar.

88



89






