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RESUMO

As leishmanioses sdo um complexo de doencas causadas por protozoarios do género
Leishmania. A leishmaniose visceral (LV) é considerada a forma clinica mais grave dentre as
leishmanioses e é classificada como um grande problema de salde publica, devido a sua
magnitude e elevada morbidade e letalidade. Atualmente, o diagnostico da LV é realizado
pela associacdo de aspectos clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais, entretanto ainda nédo
existe um método que seja totalmente eficaz. Dessa forma, o desenvolvimento de técnicas de
diagnostico sensiveis e especificos torna-se necessario. Neste contexto, a biologia molecular
vem propiciando a elaboracdo de técnicas com alta sensibilidade e especificidade o que a
torna uma importante e valorosa metodologia. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo
uma revisdo da literatura atual constituida de estudos que abordam o uso de técnicas
moleculares como forma de deteccdo da LV humana (LVH) causada por Leishmania
infantum. Para cumprir com esse objetivo, foram realizadas buscas em bases de dados
cientificos como Scielo e PubMed para a selecdo de artigos publicados entre os anos 2008 e
2018, redigidos em inglés ou portugués, cujos focos fossem a LVH Americana. Neste
trabalho foram descritas as distintas analises que podem ser utilizadas para o diagnoéstico da
LVH, abrangendo exames diretos, sorologia, deteccdo de antigenos e exames de biologia
molecular e seus avancos. A partir desta revisdo, observa-se que as técnicas PCR e suas
derivacBes tém se mostrado promissoras uma vez que Se apresentam mais sensiveis e
especificas quando comparadas aos métodos convencionais. Além disso, a técnica de gPCR
oferece vantagens em relacdo a PCR convencional, incluindo processamento mais rapido,
maior sensibilidade e menor risco de contaminagdo além de utilizar amostras menos
invasivas. No entanto, esta metodologia apresenta como desvantagem, ainda, o elevado custo.
Dessa maneira, o0 avango biotecnoldgico com o desenvolvimento de metodologias
moleculares mais simples, rapidas e baratas tendem a colocar, de maneira muito clara e

objetiva, a PCR e suas variantes como ferramenta fundamental no diagnostico da LVH.

Palavras-chaves: leishmaniose visceral humana, diagnéstico molecular, Leishmania infantum



ABSTRACT

Leishmaniasisis a complex of diseases caused by protozoa of the genus Leishmania. Visceral
leishmaniasis (VL) is considered the most serious clinical formamong leishmaniasis and is
classified as a major public health problem dueto its magnitude and high morbidity and
lethality. Currently, the diagnosis of VL is made by the association of clinical,
epidemiological and laboratory aspects, however, there is no method that is totally effective.
Thus, the development of sensitive and specific diagnostic techniques becomes necessary. In
this context, molecular biology has led to the development of techniques with high sensitivity
and specificity, which makes it an important and valuable methodology. Therefore, this work
aimed at a review of the current literature consisting of studies that address the use of
molecular techniques as a way of detecting human VL (VLH) caused by Leishmania
infantum. In order to comply with this objective, we searched scientific databases such as
Scielo and PubMed for the selection of articles published between 2008 and 2018, written in
English or Portuguese, with the focus on American LVH. This work describes the different
analyzes that can be used to diagnose LVH, including direct examinations, serology, antigen
detection and molecular biology tests and their advances. From this review, it is observed that
the PCR techniques and their derivations have shown to be promising since they are more
sensitive and specific when compared to the conventional methods. In addition, the gPCR
technique offers advantages over conventional PCR, including faster processing, higher
sensitivity and lower risk of contamination and this technique use non invasive samples.
However, this methodology presents as a disadvantage the high cost. In this way, the
biotechnological advances with the development of simple, faster and cheaper molecular
methodologies tend to put, in a very clear and objective way, the PCR and its variants as a

fundamental tool in the diagnosis of LVH.

Key words: human visceral leishmaniasis, molecular diagnosis, Leishmania infantum



ABREVIATURAS E SIGLAS

DAT Teste de Aglutinacdo Direta

ELISA Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica
HIV Virus da Imunodeficiéncia Humana

ITS Espacador Interno Transcrito
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OMS/WHO  Organizacdo Mundial da Saude/World Health Organization

PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase

RFLP Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restrigdo
RIFI Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta

RT-PCR Reverse Transcription-PolymeraseChainReaction

SCIELO Scientific Electronic Library Online
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca infecciosa grave de transmissdo vetorial
causada por parasitos do género Leishmania. Encontra-se amplamente distribuida pelo
mundo, principalmente em regides tropicais e subtropicais da Asia, Oriente Médio, Africa,
América Central e América do Sul. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, sdo estimados
cerca de 300.000 novos casos por ano em todo o mundo, levando ao dbito cerca de 20.000
pessoas (OMS, 2018).

No Brasil, o ciclo da transmissdo é zoon6tico, sendo o cdo domestico considerado o
principal reservatorio, e o flebotomineo Lutzomya longipalpis o vetor de maior importancia
epidemioldgica. Um dos principais fatores que dificulta a erradicacdo das leishmanioses em
algumas regides é a associacdo com outras doencas, como a AIDS, doenca que apresenta
carater pandémico e é considerada de alta gravidade (NUNO-MARQUES et al.,2007).

Para que haja um controle eficiente da doenca evitando, assim, sua pandemizacéo é
necessario o desenvolvimento de métodos de diagndstico sensiveis, especificos e capazes de
detectar individuos ainda em estagios iniciais da doenca. Atualmente, o diagnostico da LV é
realizado pela associacdo de aspectos clinicos, epidemiologicos e laboratoriais. Entre 0s
métodos laboratoriais convencionais destacam-se 0s testes sorologicos, cultura de parasitos e
visualizacdo de parasita por microscopia, entretanto apresentam importantes limitaces, como
por exemplo, baixa sensibilidade e especificidade. Além disso, os métodos imunoldgicos sdo
suscetiveis a reacGes cruzadas, o que causa consideravel falha diagnostica (GONTIJO;
MELO, 2004).

Somado a isso, a aplicacdo de estratégias diagndsticas rapidas e confiaveis faz-se
necessaria, uma vez que possibilitam um controle mais eficaz da doenca através de uma
deteccdo precoce no paciente. Neste contexto, a biologia molecular vem se mostrando uma
importante e valorosa metodologia, devido ao continuo desenvolvimento de ferramentas com
ensaios cada vez mais rapidos, sensiveis e especificos (CUPOLILLO, 2005).

Dentre as principais técnicas da biologia molecular utilizada no diagnostico da LV,
tem se a reacdo da cadeia polimerase (PCR), a PCR-RFLP e gPCR. Elas contribuem
significantemente para identificacdo e quantificacdo das espécies de Leishmania, no entanto
nem mesmo essas técnicas tém conseguido alcancar 100% de sucesso, pois alguns desses
métodos sdo caros ou exigem metodologia sofisticada e demorada.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo realizar uma revisdo da literatura

atual, compreendendo estudos publicados nos altimos 10 anos, que abordaram técnicas
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moleculares como forma de diagnostico da leishmaniose visceral humana (LVH) com foco na

doenca causada por Leishmania (Leishmania) infantum, agente etioldgico da LV Americana.



2. JUSTIFICATIVA

Como discutido acima, as leishmanioses representam um grupo de doengas com
distribuicdo mundial e um amplo espectro de manifestacbes clinicas, constituindo um
importante problema de saude (OMS, 2018). Dentre as leishmanioses, a leishmaniose visceral
é a forma mais grave da doenca e leva cerca de 20 mil mortes por ano, sendo fatal em quase
100% dos casos graves ndo tratados (CARLI, 2011).

Existe uma grande dificuldade de diagnostico precoce e conclusivo da LV, devido as
limitacGes dos métodos classicos como, por exemplo, a baixa sensibilidade e especificidade
(devido a reacBes cruzadas com outros patdégenos) e a alta invasividade (testes
parasitologicos), levando a uma falta de precisdo principalmente em individuos no inicio da
infeccdo e no diagnostico de pacientes imunossuprimidos. Com um diagnostico conclusivo
seria possivel evitar resultados falsos positivos ou falsos negativos, auxiliando na
implementacédo correta e precoce da terapéutica adequada.

Diante do exposto, os métodos moleculares tém ganhado grande destaque e aplicacao
no diagnostico e progndstico da LV por serem muitas vezes mais especificos e sensiveis em
compara¢do aos métodos imunoldgicos. Desta forma, nosso trabalho buscou atualidades na
literatura cientifica sobre os métodos moleculares para deteccdo da leishmaniose visceral
humana causada por Leishmania (Leishmania) infantum, agente etioldgico de LV nas

Américas e principalmente no Brasil.



3. OBJETIVO GERAL

Revisar, na literatura cientifica dos ultimos 10 anos, as principais atualidades
associadas aos metodos moleculares utilizados no diagnostico da leishmaniose visceral

humana causada por Leishmania (Leishmania) infantum.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Conceituar leishmaniose visceral e apresentar suas principais caracteristicas;
e Apresentar 0s principais métodos moleculares e suas aplicagdes no diagndstico e
prognostico da leishmaniose visceral humana causada por Leishmania (Leishmania)

infantum por meio de uma revisdo da literatura cientifica entre os anos de 2008-2018;



4. METODOLOGIA

Este estudo trata-se de uma revisdo sistematica da literatura sobre métodos
moleculares aplicados na deteccdo da leishmaniose visceral humana, cuja fonte de dados
foram estudos primarios publicados nas plataformas principais de acesso a literatura cientifica
(Scielo e PubMed). A metodologia a seguir tem por objetivo identificar, selecionar, avaliar e
sintetizar resultados de pesquisas relacionados com um problema especifico que sera alvo do
nosso trabalho (GALVAO; PEREIRA, 2014).

Nossa estratégia foi embasada na busca em bases de dados cientificos como Scielo e
PubMed bem como uma busca manual nas paginas do portal do Ministério da Saldde. Os
artigos que foram selecionados ao fim da nossa busca deveriam ser redigidos em inglés ou
portugués e a data de publicacdo posterior ao ano 2008 (selecdo dos dltimos 10 anos de
producdo cientifica na area tema). A pesquisa dos artigos nas bases Scielo foi realizada
utilizando-se os descritores “leishmaniose visceral” em combina¢do com o descritor
“diagnostico molecular”. O operador AND foi utilizado entre os termos. Para a busca na base
PubMed, os descritores foram utilizados em inglés, sendo eles “human visceral leishmaniasis”
e “Leishmania infantum” em combinagdo com o descritor “molecular diagnosis”. O operador
AND foi utilizado entre os termos. Para todas as bases de dados, os artigos selecionados para
este trabalho foram publicados entre o periodo de Janeiro de 2008 e Janeiro de 2018.
Complementando este critério, aqueles trabalhos que se enquadravam no periodo citado, mas
que ndo abordavam temas relacionados ao diagnéstico da LVVH foram excluidos e, portanto,
ndo compuseram o presente trabalho. O Fluxograma 1 descreve, de forma objetiva, como 0s
artigos cientificos utilizados neste estudo foram triados e selecionados.

Nesse contexto, a partir dos resultados apresentados, apos a realizagdo das buscas dos
artigos nas bases de dados foi realizada a leitura dos titulos e dos resumos dos artigos
encontrados, a fim selecionar apenas 0s que correspondessem aos critérios estabelecidos.
Nesse momento, foram excluidos artigos de revisdo e de relatos de casos, além de artigos nos
quais modelos experimentais animais foram utilizados, Leishmania donovani, Leishmaniose
Tegumentar, Leishmaniose Visceral Canina e artigos publicados ha mais de dez anos. Em
uma segunda etapa foi realizada a leitura do texto completo, para verificar se, de fato,
abordavam o diagndstico molecular da LVH. Nesta etapa, artigos cujos temas se
relacionavam ao proposto, mas que também abordavam patogenicidade e epidemiologia e/ou

ndo estavam escritos nos idiomas Inglés e Portugués foram excluidos. Todo o percurso



realizado para chegar nos artigos selecionados, bem como os critérios de incluséo e exclusado

utilizados no presente trabalho estdo descritos no fluxograma 1.

o Artigos selecionados por meio
i de busca eletronica:
S
= PubMed (n=101)
= Scielo (n=13)
@
=
» Artigos removidos por duplicacdo (n=2)
A 4 ,
= Excluidos (n=75)
@ .
o] Titulos e resumos L
8 selecionados Criterios: -
I: (n=112) o Artigos de revisdo
bibliogréafica
o Relatos de caso
o Estudos com animais (cées,
hamster, camundongos etc)
o Leishmania donovani
A 4 . .
o Leishmaniose Tegumentar
@ Titl o Leishmaniose Visceral canina
= ltulos e resumos o PublicacBes ha mais de 10
S elegiveis A0S
= (n=37)
=
o
D
LU
Excluidos (n=29)
Critérios:
v o Patogenicidade
o o Epidemiologia
‘g Estudos incluidos o Outras ifjiorr_]as (Anéo sendo em
= na analise portugués e inglés)
= qualitativa
(n=8)

Fluxograma 1- Esquema para selecéo dos artigos cientificos utilizados neste trabalho. Bases de dados como o
Scielo e 0 PubMed foram utilizados na busca.




5. REVISAO DE LITERATURA

As leishmanioses sdo doencas parasitarias, causadas por protozoarios da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania. Esses protozoarios s&o
parasitos intracelulares obrigatorios e se multiplicam, preferencialmente, dentro dos vactolos
de macréfagos por divisao binaria simples (GONTIJO; MELO, 2004).

Consideradas um conjunto de sindromes complexas e multifacetadas, as leishmanioses
apresentam diferentes formas clinicas, as quais estdo relacionadas a espécie do parasito,
aspectos epidemiologicos, além de fatores ligados ao individuo acometido (MCMAHON-
PRATT; ALEXANDER, 2004). Nesse contexto, dois grupos de doenga sdo bem estabelecidos
e caracterizados, sendo uma doenca com apresentagdo cutanea chamada de Leishmaniose
Tegumentar (LT) e uma doenca sistémica/visceral denominada Leishmaniose Visceral (OMS,
2018). A LV ¢ a forma mais grave das leishmanioses sendo considerada uma doenca
potencialmente fatal, com distribuicio mundial em 76 paises, sendo endémica em 12 paises
das Américas. Cerca de 90% dos casos nesta regido estdo concentrados no Brasil, onde se
destacam as regides Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste (OMS, 2018).

Dentre as leishmanioses, destaca-se a leishmaniose visceral (LV) considerada a forma
mais grave da doenga que pode ser causada por diferentes espécies do género Leishmania,
variando de acordo com a localizacdo geografica. A espécie Leishmania (L.) donovani é o
agente causador da doenca nas areas do mar Mediterraneo e da Africa Oriental e a espécie
Leishmania (L.) chagasi (sin. Leishmania (L.) infantum) é responsavel pela forma clinica da
leishmaniose visceral nas Américas Central e do Sul, incluindo o Brasil (ALVAR et al.,
2012). Por muito tempo, pensou-se que Leishmania infantum e Leishmania chagasi fossem
espécies diferentes, no entanto, atualmente ambas sdo tratadas como sindnimos, sendo a
primeira nomenclatura mais utilizada (MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000).

Dada a sua incidéncia e alta letalidade, principalmente em individuos ndo tratados e
criangcas desnutridas, a LV é também considerada emergente em individuos portadores da
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), tornando-se uma das doencas mais
importantes (MINISTERIO DA SAUDE, 2004). Esses fatores, somados ao uso
indiscriminado de medicamentos de uso humano para o tratamento de cdes além da baixa
adesdo ao tratamento em diversas regifes do pais e do mundo, fazem com que essa doenca
seja um sério problema de satde publica.

Em meados dos anos oitenta constatou-se uma transformagdo nos padrdes

epidemioldgicos da LV em que a doenca, antes restrita as areas rurais do nordeste brasileiro,
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avancou para outras regides indenes alcancando a periferia de grandes centros urbanos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006b). Desde entdo, a transmissio da doenca vem sendo
descrita em varios municipios de todas as regides do Brasil. A doenca apresenta aspectos
clinicos e epidemioldgicos diversos e caracteristicos para cada regido de ocorréncia, contudo
as principais manifestacdes clinicas sdo febre irregular de média intensidade e longa duracéo,
esplenomegalia e hepatomegalia além de alteracbes hemato-bioquimicas caracteristicas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006b).

Em relacdo a transmissdo do parasito, 0 inseto Lutzomyia longipalpis é considerado o
principal vetor da L. infantum no Novo Mundo. Esses insetos sdo dipteros da familia
Psychodidae, subfamilia Phebotominae, conhecidas, genericamente, por flebotomineos.
Apresentam-se, geralmente, de cor parda, o que explica o nome popular de “mosquito palha”.
As fémeas sdo responsaveis pela transmissdo do parasito, devido ao fato do seu aparelho
bucal ser adaptado para a realizacdo do repasto sanguineo. Uma higienizacdo ambiental que
impeca o desenvolvimento de formas imaturas dos flebotomineos e reduza a atracdo destes
para o intradomicilio é uma das formas utilizadas para combate da doenca (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006b). Em relacio aos reservatorios, o cdo (Canis familiaris) é o mais importante
hospedeiro vertebrado do parasito no ambiente doméstico, enquanto que as raposas
(Dusicyonvetulus e Cerdocyonthous) e marsupiais (Didelphis albiventris) contribuem para a
permanéncia da LV no meio silvestre, sendo o ultimo grupo um elo entre 0 ambiente silvestre
e o domiciliar (MINISTERIO DA SAUDE, 2006b).

Em relacdo ao diagndstico clinico, o Ministério da Satde considera um caso suspeito
de LV todo individuo com febre e esplenomegalia, proveniente de area com ocorréncia de
transmissdo de LV (MINISTERIO DA SAUDE, 2006a). Além disso, € suspeito todo
individuo com febre e esplenomegalia, proveniente de area sem ocorréncia de transmissao,
desde que descartados os diagnosticos diferenciais mais frequentes na regido (MINISTERIO
DA SAUDE, 2006a). O diagndstico clinico deve ser acompanhado pelo diagnostico
laboratorial, utilizando técnicas sorolégicas como imunofluorescéncia indireta (IFI) ou ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Entretanto, pela variabilidade nos parametros de sensibilidade e
especificidade observada nestes testes, os testes rapidos ou testes remotos tém ganhado
destaque pela facilidade de execucdo e o resultado rapido (até 30 minutos) com alta
sensibilidade e especificidade. Além disso, técnicas parasitoldgicas de diagndstico também
estdo disponiveis para auxiliar e confirmar ensaios sorolégicos como exame direto e

isolamento do parasito de aspirados em meios de cultura, os quais permitem a visualizacdo do



parasito em microscopio oOptico, além da técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)
que se baseia na amplificacdo de regides especificas do DNA do parasito. Somado a isso, pela
alta sensibilidade e especificidade dos métodos moleculares, a PCR é uma técnica bastante
versatil, constituindo-se em uma nova perspectiva para o diagnéstico da LV no Brasil e no
mundo (MINISTERIO DA SAUDE, 2006b).

5.1 Diagnéstico da leishmaniose visceral humana

Por ser uma doenca de notificagdo compulsdria e com caracteristicas clinicas de
evolucdo grave, o diagndstico da LV deve ser feito de forma precisa e 0 mais precocemente
possivel (MINISTERIO DA SAUDE, 2006b). Além disso, é fundamental procurar uma
instituicdo terapéutica imediata assim que seja confirmado o diagndéstico pois, como se sabe, a
LV ¢ fatal em grande maioria dos casos sintomaticos de evolucao crénica ndo tratados. Nesse
sentido, o diagnostico passa inicialmente com base em parametros clinicos e epidemiolgicos.
Entretanto, um diagnostico definitivo requer a demonstracdo do parasito através de métodos
parasitologicos. O diagnéstico por parametros clinicos é complexo, pois a doenca pode
apresentar sinais e sintomas que sdo comuns a outras doencas presentes nas areas onde incide
a LVH, dessa forma é fundamental o diagndéstico auxiliar utilizando métodos imunoldgicos,
parasitologicos e/ou moleculares (MINISTERIO DA SAUDE, 2006b). Em relacdo ao
diagnostico auxiliar, diferentes técnicas podem ser utilizadas para o diagndstico de
leishmaniose visceral humana. Muitos avan¢os tém ocorrido nos Gltimos anos, porém, mesmo
com o grande nimero de testes disponiveis para o diagnostico da LV, nenhum apresenta
100% de sensibilidade e especificidade (GONTIJO; MELO, 2004). Dessa maneira,
atualmente os métodos auxiliares para diagnéstico da leishmaniose visceral podem ser
divididos em diagndstico parasitoldgico, imunoldgico ou molecular, 0s quais estdo descritos a

seguir.

5.1.1 Diagnostico parasitoldgico

O diagnostico parasitologico tem por base a demonstracdo do parasito na amostra
coletada por puncéo aspirativa do baco, figado, medula dssea ou linfonodos, sendo que na LV
a amostra mais utilizada é a puncdo aspirativa de medula 6ssea. O material obtido é utilizado
para confeccdo de esfregaco ou impressdo em laminas. A especificidade deste método é de
100%, mas a sensibilidade € muito variavel, sendo a sensibilidade mais alta alcancada quando
se utiliza aspirado de baco (90-95%). Essa variacdo pode ser explicada pela heterogeneidade
da distribuicdo dos parasitos em um mesmo tecido. As puncdes sdo consideradas
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procedimentos invasivos e ndo sdo procedimentos adequados para estudos epidemioldgicos
em larga escala (MINISTERIO DA SAUDE, 2006b). Para analise do material aspirado pode-
se utilizar o exame direto em lamina, apds coloracdo por Giemsa ou Panético Rapido para
visualizacdo de formas amastigotas do parasito, isolamento em meios de cultivo especifico
e/ou inoculacdo em animais de laboratorio susceptiveis a infeccdo pelo parasito (ASSIS et al.,
2008).

5.1.2 Diagnostico imunologico

A LV ¢ caracterizada por uma forte estimulacdo policlonal de linfocitos B, que resulta
em grande produc&o de anticorpos e, consequentemente, hipergamaglobulinemia. Isso facilita
o diagnostico através de testes soroldgicos/imunoldgicos, evitando, deste modo, 0s invasivos
métodos parasitoldgicos. Diferentes técnicas soroldgicas tém sido utilizadas no diagnéstico da
LV, diferindo-se principalmente em sensibilidade e especificidade (GONTIJO; MELO, 2004).

Atualmente as técnicas mais utilizadas para o diagnostico da LVH no Brasil sdo a
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), aglutinacdo direta (DAT) e ensaio
imunoenzimatico (ELISA), que utilizam antigenos brutos e apresentam sensibilidade e
especificidade varidveis. Entretanto, apesar da variabilidade, devem ser a escolha imediata na
suspeita clinica da doenca, principalmente, pela auséncia de riscos para 0 paciente
(GONTIJO; MELO, 2004).

O método de imunofluorescéncia indireta utiliza como antigeno as formas
promastigotas do parasito fixadas em lamina. Apresenta uma sensibilidade alta na deteccéo de
casos de LV. Contudo, uma das principais limitacGes da técnica é a ocorréncia de reacdes
cruzadas com leishmaniose tegumentar, doenca de Chagas, malaria, esquistossomose e
tuberculose pulmonar, prejudicando assim sua especificidade (MINISTERIO DA SAUDE,
2006b).

O teste de ELISA é um teste mais rapido quando comparado a RIFI, de facil execuc¢do
e leitura, sendo um pouco mais sensivel e um pouco menos especifico que a RIFI. ELISA é o
teste mais utilizado para imunodiagnostico da LV. O método permite a detecgdo de baixos
titulos de anticorpos, mas € pouco preciso na deteccdo de casos subclinicos ou assintomaticos.
Portanto, no diagndéstico soroldgico da LV é necessario considerar o diagndstico diferencial
com outras doencas (MINISTERIO DA SAUDE, 2006b). Além disso, é importante salientar
que para 0 prognostico os testes soroldgicos atuais apresentam grande limitacdo, pois na
maioria dos casos pacientes tratados mantém-se reativos a estas técnicas por longo periodo.

Desta forma, muitas vezes o paciente é considerado curado clinicamente, mas ainda apresenta
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parasitos viaveis que podem, a curto, médio ou longo prazo, serem causas de recidivas da

doenca.

5.1.3 Diagnostico por métodos moleculares

Varias técnicas de biologia molecular foram desenvolvidas para a deteccdo e
identificacdo dos parasitos do género Leishmania, sem necessidade de isolamento do parasito
em cultura (GONTIJO; MELO, 2004).

O diagndstico molecular, normalmente, é realizado utilizando DNA extraido do
material coletado do paciente. Entretanto, pode-se utilizar também, amostras de parasitos
oriundos do isolamento de tecidos e aspirados, 0 que aumenta a sensibilidade de deteccéo.
Métodos de PCR convencional, hibridizagio com sondas especificas e técnicas de
amplificacdo de acidos nucléicos, incluindo a reacdo em cadeia da polimerase - transcriptase
reversa (RT-PCR) para deteccdo de RNA, sdo algumas das ferramentas que estdo disponiveis
para identificacdo do parasito. As amostras mais comumente utilizadas sdo fragmentos de pele
ou mucosa, sangue periférico, aspirado de medula 6ssea ou aspirados de 6rgaos do sistema
fagocitico-mononuclear como linfonodos e baco (GONTIJO; MELO, 2004).

No diagnostico da LVH, a reacdo em cadeia polimerase convencional (PCR) é a mais
utilizada, pois apresenta alta sensibilidade para a deteccdo de DNA de Leishmania em uma
variedade de amostras bioldgicas (GONTIJO; MELO, 2004). Além disso, com a
popularizacdo destas técnicas e dos reagentes e equipamentos associados, o custo efetivo para
realizacdo desta metodologia tem propiciado sua aplicagdo em diversos laboratorios de

diagnostico da rede particular e publica (centros de referéncia).
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6. RESULTADOS

A metodologia molecular mais empregada no diagndstico da leishmaniose visceral
humana é a PCR convencional, uma técnica desenvolvida em 1983 e que concedeu a Kary
Banks Mullis o prémio Nobel de quimica. Baseia-se na amplificacdo das sequéncias-alvos,
seguidas por eletroforese em gel de agarose e/ou poliacrilamida para deteccdo do DNA
amplificado (NOVAIS; ALVES, 2004). Para que a amplificacdo ocorra é necessario um par
de oligonucleotideos iniciadores especificos que reconhecam o DNA que deve ser
amplificado, denominado primers e uma enzima, DNA polimerase, como exemplo a Taq
polimerase, muito utilizada em ensaios laboratoriais. Essa reagdo pode ser repetida inimeras
vezes, gerando quantidade de DNA suficiente para realizar diversas analises, a partir de uma
fita molde. O principio da técnica consiste em trés etapas basicas de variacdo de temperatura
por ciclo, sendo a primeira desnaturacdo da fita molde, por rompimento das pontes de
hidrogénio, seguida da hibridizacao, reconhecimento dos primers com o segmento especifico
do DNA e por ultimo a polimerizagao, onde se forma novamente uma fita dupla de DNA, pela
incorporacao dos nucleotideos a extremidade dos primers iniciadores (COSTA, 2009).

Cada ciclo é repetido em torno de 30/40 vezes e promove a amplificacdo da regido
alvo determinada conforme o anelamento dos iniciadores sintéticos de DNA, ou seja, 0
iniciador reconhece, por complementaridade de bases, o local de inicio da regido do DNA a
ser amplificada e fornece uma extremidade livre para a sintese da nova cadeia pela DNA
polimerase (COSTA, 2009).

O fato central que faz a PCR tdo Util é que todo organismo vivo possui sequéncias de
nucleotideos de DNA que sdo Unicas e especificas para cada espécie. No entanto, ainda
persiste a busca por uma metodologia mais confidvel, mais segura, altamente especifica e
sensivel e menos invasiva para o paciente.

Neste sentido, diversas variacdes da PCR tém sido desenvolvidas e validadas para uso
no diagndstico das leishmanioses. Entre estas variagfes tem-se a PCR-RFLP (polimorfismo
de tamanho dos fragmentos de restricdo), que € baseada na amplificacdo de um fragmento
especifico do DNA e sua subsequente restricdo com enzimas extraidas de bactérias chamadas
endonucleases de restricdo, que clivam esta molécula em sitios especificos de
reconhecimento, conhecidos como sitios de restricdo. Essa técnica permite a caracterizacdo
direta do parasito, pois pode ser realizada a partir de amostras clinicas, sem necessidade de
isolamento prévio em cultura (VOLPINI et al., 2004; GARCIA, et al., 2006; ROMERO et al.,
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2009). Além disso, por usar a estratégia de identificagdo de polimorfismos especificos,
aumenta a especificidade da técnica de PCR associada.

Nos ultimos anos, foi desenvolvido o método de PCR em tempo real, que permite
realizar a quantificacdo do alvo durante o processo de amplificacdo de DNA com elevada
sensibilidade e especificidade. O metodo utiliza sistema fluorescente em plataforma capaz de
detectar a luz oriunda da reacdo de amplificacdo, possibilitando a analise comparativa de
expressdo de tal gene entre as amostras logo no inicio da fase exponecial de amplificacdo, em
que nio ha saturacdo da amplificacdo (MACKAY et al., 2007). E o avanco atual mais
importante no que diz respeito a biologia molecular diagndstica, pois, além da avaliacéo
qualitativa da amostra, esta técnica traz, em tempo real, uma avaliacdo semiquantitativa
(relativa) e/ou uma quantificacdo absoluta do DNA alvo envolvido. Além disso, esta técnica
pode utilizar tanto o DNA quanto o RNA como alvo especifico para analise
(BACHMAN,2013).

Tendo como base os métodos moleculares previamente descritos, a maioria dos
trabalhos cientificos tem buscado, de forma distinta, alvos mais especificos do parasito e a
utilizacdo de amostras bioldgicas menos invasivas com foco em uma metodologia mais rapida
e mais barata. Toz e colaboradores (2013) realizou um estudo para dignoéstico e identificacdo
de L. infantum diretamente de amostras clinicas ou em amostras submetidas a isolamento do
parasito. As amostras utilizadas para pesquisa de DNA do parasito foram sangue, aspirado de
medula dssea e linfonodo. O estudo foi realizado buscando o desenho e padronizacdo de
sistemas de primers e sondas para identificacdo de Leishmania utilizando cepas de
Leishmania turcas previamente identificadas pela técnica de eletroforese enzimatica
multilocus (MLEE). Para validacdo do método, foram utilizados isolados de parasitos e
diferentes tipos de amostras clinicas obtidas apenas de casos confirmados de leishmaniose. A
técnica empregada foi a PCR em tempo real, que teve como alvo a regido transcrita do
espagador 1 (ITS1) utilizando os primers LITRS e L5.8S. A identificacdo das espécies foi
realizada nos produtos amplificados pelo ITS1-PCR por andlise do polimorfismo de
fragmento de restricdo (RFLP) e confirmadas por sequenciamento. O teste identificou a
espécie L. infantum em 72,5% e L. tropica em 10% no entando em 17,5% das amostras foram
observados dois picos, sendo o pico mais alto concordante com os resultados de
sequenciamento em 96,96%, em termos de identificacdo de espécies. O ensaio de PCR ITS1
em tempo real identificou claramente as espécies de Leishmania em 81,58% de todas as

amostras clinicas. Concluiu-se que a técnica tem alta capacidade de identificar DNA de
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Leishmania em amostras biolégicas mas em amostras que apresentam dois picos (amostras
mistas), a capacidade do método de identificacéo de espécies € limitada.

Buscando utilizar amostras previamente coletadas, um estudo conduzido por Beldi e
colaboradores (2017) tentou validar duas metodologias de PCR para deteccdo de DNA do
parasito em laminas de esfregaco de pele e aspirado de medula dssea, de pacientes portadores
de leishmaniose, coradas pelo metodo de Giemsa. Raspados das laminas foram obtidos e o
DNA foi extraido pelo método fenol-cloroformio. Dois protocolos de PCR foram aplicados
tendo o primeiro como alvo a regido ITS1 utilzando os primers LITRS e L5.8S e, 0 segundo,
genes de mini-exon usando os primers Fme e Rme. Os produtos amplificados foram digeridos
usando as enzimas de restricdo Haelll e Eael, os perfis foram analisados para identificacdo de
espécies de Leishmania por PCR-RFLP. O estudo concluiu que as analises por PCR-RFLP
confirmaram L. infantum como responsavel pela LV e o ITS1-PCR foi significativamente
mais sensivel que o mini-exon-PCR (77,95% vs 67,95%). Concluiu também que laminas
coradas com Giemsa constituem uma valiosa fonte de DNA que poderia ser usada ndo sé para
diagnostico de leishmaniose, mas também para retrospectiva de estudos epidemioldgicos
(BELDI etal., 2017).

Trajano-Silva e colaboradores (2017) realizaram um estudo objetivando padronizar e
avaliar a inclusdo de um controle de qualidade em um protocolo quantitativo de PCR em
tempo real (QPCR) para detecgdo de DNA de L. infantum, permitindo o rastreamento de falsos
positivos, visto que uma limitacdo desse método é poder produzir resultados falsos positivos
devido ao armazenamento incorreto e perda de DNA durante a etapa de extracdo. Todos 0s
pacientes incluidos no estudo foram submetidos a um teste imunoldgico para deteccdo de
anticorpos, um teste molecular (qQPCR) e alguns pacientes com suspeita de LV ainda foram
submetidos a teste parasitoldgico que incluiu uma biopsia aspirativa da medula dssea. O teste
duplo de gPCR foi desenvolvido através da combinagdo dos primers de L. infantum (LINF1B)
e G3PD1 para a deteccdo simultanea do KDNA de L. Infantum e o gene G3PDH de mamiferos
(controle interno), por meio do ensaio Tagman. Para validacdo da metodologia duplex qPCR,
as amostras submetidas foram tambem analisadas por outras duas metodologias padrbes
(biopsia de medula dssea e o teste imunocromatografico) e a concordancia entre os testes
validavam a reagdo. Além disso, a positividade do duplex era admitida quando a curva de
amplificacdo ndo ultrapassasse o limiar do ciclo 36 da qPCR. O estudo concluiu que o novo
duplex indicou um bom potencial para a deteccdo precisa, rapida e confiavel do DNA de L.

infantum, quando aplicado como complemento as ferramentas de diagnostico classicas ja
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disponiveis, especialmente em centros de referéncia de salude ou pesquisa (TRAJANO-
SILVA etal., 2017).

Outro estudo envolvendo PCR em tempo real, utilizando o sistema SYBR Green,
visando a regido conservada de minicirculos do DNA do cinetoplasto (KDNA) foi capaz de
diferenciar os subgéneros de Leishmania em amostras clinicas. A realiza¢do desta distin¢do é
importante entre os isolados de Leishmania dada sua importdncia para a condugdo de
prognostico, terapia e epidemiologia apropriados. O estudo também concluiu que a analise
das curvas de dissociacdo térmica visando a regido de minicirculos do kDNA conservado é
capaz de fornecer um metodo rapido e confidvel para identificar os principais agentes
etiologicos das leishmanioses cutdnea e visceral em regifes endémicas do Brasil (PITA-
PEREIRA, D. et al., 2012).

Visando o uso de amostras menos invasivas, o estudo conduzido por Motazedian e
colaboradores (2008) analisou amostras de urina em pacientes com suspeita de LVH. A
técnica empregada foi a PCR convencional utilizando primers especificos RV1 e RV2 que
possui 0 KDNA como alvo. Neste sentido, 0 DNA total foi extraido da urina dos pacientes e
os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose e detectados por
ultravioleta ap6s marcacdo com brometo de etidio. Este método mostrou ser eficaz em
pacientes imunocompetentes, pacientes nao tratados, com ou sem insuficiencia renal e
pacientes tratados atuando como um controle de cura no estudo.

Com este mesmo foco, Costa Lima Junior e colaboradores (2018) avaliaram se 0 DNA
de amastigotas de L. infantum poderia ser detectado na urina de pacientes infectados,
utilizando a PCR convencional com os primers ACTIN-F e ACTIN-R. As amostras positivas
foram submetidas a outra PCR com os pares de oligonucleotideos LITSR e L5.8S. Estes
iniciadores amplificaram a regido ITS1. Para caracterizacdo das espécies de Leishmania, os
amplicons dessas PCRs foram submetidos a RFLP utilizando a enzima de restrigdo Hae I11.
Em seguida os produtos de PCR-RFLP foram analisados por eletroforese em gel de agarose
de alta resolugdo. Baseado no PCR-RFLP, o agente infeccioso em todas amostras foi
identificado como L. infantum, este foi o primeiro estudo que identificou amastigotas viaveis
na urina dos pacientes brasileiros, logo sugere-se a viabilidade de amostras de urina para
diagnostico da L V.

Pessoa-e-Silva, et al., (2016) realizaram um estudo para deteccdo de DNA de L.
infantum por PCR em tempo real (QPCR) em amostras de urina e observou que ha uma rapida

deplecdo do DNA do parasito na urina apés o tratamento (antimoniato de meglumina). Esse
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dado torna o método uma abordagem interessante na investigacdo da progressdo da doenca e
na deteccdo precoce e precisa da infeccdo, bem como o acompanhando de sucesso ou ndo do
tratamento (prognostico).

Estes estudos mostraram resultados promissores e concluiram que os métodos
baseados em biologia molecular possuem alta sensibilidade e especificidade. Essa abordagem
pode servir como uma ferramenta valiosa no diagnéstico da LV. No entanto, resutados
confiaveis dependem de uma verificacdo em condi¢cGes de campo e com uma amostragem
relativamente maior, além de variabilidades como area endémica, o tipo de amostra, o alvo do
DNA utilizado para amplificacdo e até o método de extragdo do DNA (MINISTERIO DA
SAUDE, 2004; PESSOA-E-SILVA et al., 2016).

Apesar dos avancos tecnoldgicos, os métodos de PCR e suas variagbes também
podem apresentar algumas limitagbes, como resultados falso-positivo decorrentes de
contaminagdo e resultados falso-positivo devido a presenca de inibidores da PCR. Esses
problemas podem ser contornados melhorando as condi¢Bes de realizacdo das técnicas, para
reduzir os riscos de cotaminagdo. O uso de amostras menos invasivas como a urina,
apresentado em alguns estudos acima, mostrou ser uma alternativa interessante no entanto
ainda precisa de alternativas para uma coleta e metodo de preservacéao eficaz da amostra.

Outro método que também vem sendo estudado é a amplificacdo isotérmica mediada
por loop para o diagnostico da LV. Diferentemente da PCR, o fragmento alvo amplificado por
LAMP (Loop-mediated Isothermal Amplification) ndo apresenta apenas uma regido especifica
para atuacdo de um par de iniciadores especificos. Nessa técnica os iniciadores reconhecem
quatro ou seis regides especificas do gene. A identificacdo dessas seis regides alvos presentes
no acido nucleico se da pela hibridizacdo de dois ou trés pares de iniciadores. Cada par de
iniciador hibridiza e direciona a enzima DNA polimerase para sintese e posterior
deslocamento da fita (NOTOMI et al., 2000). Por se tratar de um método que trabalha em
condicdes isotérmicas e considerada uma técnica molecular simples, devido a praticidade e a
detecgdo do gene de interesse.

Verma e colaboradores (2013) aplicaram o ensaio LAMP usando o sistema SYBR
Green para deteccdo a olho nu de DNA de Leishmania em amostras de pacientes com
leishmaniose visceral. Foram utilizadas amostras de sangue, aspirados de medula e biopsia
tecidual. O recém-desenvolvido método LAMP é um método simples de amplificacdo de
DNA baseado em um design Unico de primers e ndo requer uma etapa de desnaturacdo

durante a amplificacdo. O método apresenta alta especificidade, é rapido, simples e uma
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econémica ferramenta de diagndstico em comparagdo com o ensaio de PCR. Contudo,
segundo os autores, 0s estudos ainda sdo limitados e precisam ser ampliados para validar a
ferramenta.O DNA do parasito foi detectado em 53 amostras de sangue de 55 casos,
apresentando uma sensibilidade de 96,4% e em todas amostras de aspirados de medula
apresentando uma sensibilidade de 100%, enquanto a microscopia foi positiva em 62% dos
casos. Além disso o ensaio foi negativo em 67 de 68 amostras de controle com uma
especificidade de 98,5%. Os parasitos foram detectados em todos os casos por qPCR baseada
em SYBR Green, o ensaio LAMP foi positivo para DNA de L. donovani e negativo para
DNA de outras Leishmanias spp., sendo que foram analisadas L. infantum, L. tropica e L.
major (VERMA etal., 2013).

Apesar de apresentar poucos estudos utilizando o ensaio LAMP para diagnostico da
leishmaniose essa técnica € uma metodologia de baixo custo quando comparada com a PCR,
rapida, sensivel e especifica, mostrando ser uma metodologia ideal para o diagndstico.

De acordo com a revisdo realizada nos trabalhos selecionados com foco em técnicas
moleculares aplicadas a LV, compilamos a Tabela 1 que sumariza os principais resultados
obtidos nos diferentes trabalhos. De forma geral, pode-se concluir que a técnica de gPCR
oferece varias vantagens em relacdo a PCR convencional, incluindo processamento mais
rapido, maior sensibilidade e menor risco de contaminacédo, principalmente quando o sistema
Tagman € associado (inclusdo da sonda). No entanto, esta metodologia apresenta como
desvantagem, ainda, o elevado custo. Apesar disso, o padrdo-ouro para o diagnéstico da LVH
ainda tem sido tradicionalmente a detec¢do de formas amastigotas em aspirado da medula
6ssea ou do baco, mas este € um procedimento invasivo que acarreta o risco de complicacGes
ao paciente que ja se encontra debilitado pela doenca. Dessa maneira, 0 avanco
biotecnoldgico com o desenvolvimento de metodologias moleculares mais simples, rapidas e
baratas tendem a colocar, de maneira muito clara e objetiva, a PCR e suas variantes como

ferramenta fundamental no diagnostico da LVH.
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Referéncia Método utilizado

Tipo de amostra

Principais resultados

Limitacdes

Motazedian et PCR convencional

al., 2008

Urina

Detecgdo de L. intantum em 29/30 amostras; 100% de especificidade

Auséncia de
grandes estudos

epidemioldgicos

Pita-Pereira, et
gPCR- SYBR Green

Sangue, medula
0ssea, bidpsia de

Foi capaz de diferenciar as espécies L. infantum, L. brasiliensis,

Elevado custo

al., 2012 lesdo e saliva de L. amazonensise e L. shawi
flebotomineos
Tozetal., ITS1-PCR emtempo Sangue, medula y ] Baixa
] ) Deteccdo de L. intantum em 81,58% das amostras L
2013 real 6ssea e linfonodo especificidade
Auséncia de
Verma et al., Sangue, medula o ) o
LAMP ] 97% de sensibilidade para L. donovani e 98,5% de especificidade grandes estudos
2013 Ossea e pele o
epidemiologicos
Baixa
Pessoa-e-Silva ) 3 ] ] 3 sensibilidade
gPCR- SYBR Green Urina Deteccdo de L. infantum em amostras de pacientes tratados ou ndo

etal., 2016

Duplex qPCR, teste
Trajano- Silva
etal., 2017

parasitologico e

imunocromatografico

Sangue, medula

0ssea

Houve concordéancia entre o duplex e os testes

(técnicas de referéncia) de 81,7%.

Resultados falso-

positivo
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Beldi et al., ITS1-PCR Medula 6sseae  Houve confirmagdo por PCR-RFLP da L. infantum como responsavel pela LV. Auséncia de

2017 Mini-exon-PCR pele (laminas  ITS1-PCR apresentou mais sensivel que mini-exon PCR. Concluiu que I[dminas grandes estudos
PCR-RFLP coradas com corada com Giemsa constituem uma valiosa fonte de DNA, para identificacdo epidemioldgicos
Giemsa) da espécie e retrospectiva de estudos epidemioldgicos.
Dificuldades
Costa Lima 3 ) ] técnicas durante a
) ) ) Houve deteccdo de DNA de Leishmania em 37% das amostras; 100% de
Junior et al., PCR convencional ~ Cultura de urina o coletae
especificidade 3
2018 preservacgéo da
amostra

Tabela 1: Descricdo suscinta dos estudos utilizados nesta revisdo. Métodos moleculares utilizados, tipos de amostra bioldgica, principais resultados e limitag6es dos estudos
avaliados.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho evidenciou como a existéncia de um diagndstico rapido e eficaz
para o controle da doenga ainda ndo é uma realidade. Além disso, devido as dificuldades
encontradas no diagndéstico da LV em areas endémicas, é necessario o emprego de técnicas
simples, de baixo custo, de facil execucdo e que apresentem elevada sensibilidade e
especificidade. A PCR tem se mostrado ser uma ferramenta sensivel, especifica e Gtil para a
deteccdo de Leishmania spp. em amostras clinicas de humanos naturalmente infectados. Além
disso, PCR-RFLP apresenta maior confiabilidade e diagnostico espécie - especifica. A PCR
em tempo real também tem se destacado e parece ser uma metodologia promissora para
estudos de quantificacdo da carga de DNA de Leishmania, visto que as técnicas até entdo
utilizadas sdo laboriosas, pouco sensiveis ou pouco especificas.

Entretanto, tendo em vista o risco na obtencdo do aspirado de medula 0ssea e baco
para o diagnostico considerado padrdo ouro, faz-se necessaria a busca de amostras menos
invasivas, que provoquem menos obstaculos ao diagnostico e menos sofrimento aos

pacientes.
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