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Comunicacao Breve

Deteccao de DNA de
Leishmania braziliensis em
pacientes de Leishmaniose
Tegumentar Americana

Detection of Leishmania braziliensis
DNA in American Tegumentary
Leishmaniasis patients

RESUMO

Foi realizado diagndstico para leishmaniose tegumentar americana a partir de
sangue de pacientes residentes em dois municipios endémicos do estado de
Pernambuco. O DNA de 119 amostras de sangue foi extraido e submetido a
reagdo em cadeia da polimerase. Utilizaram-se primers do minicirculo do DNA
do cinetoplasto (kDNA) de Leishmania braziliensis, circulante em Pernambuco,
cuja seqiiéncia-alvo gera um fragmento de 750 pares de bases. No total 58
(48,7%) individuos apresentaram amplificagdo positiva e 61 (51,3%) negativa.
Das amostras positivas para a PCR, 37 (= 64%) pertenciam a individuos tratados
e sem lesdo. Conclui-se que a técnica de PCR ¢ eficaz para identificar o DNA
de leishmania em material de biopsias e em sangue venoso.

DESCRITORES: Leishmaniose Cutinea, diagnéstico. Leishmania
braziliensis, isolamento & purificacdo. Reacdo em Cadeia da Polimerase,
utilizacfio. Técnicas de Diagndstico Molecular. Sensibilidade e
Especificidade.

ABSTRACT

Diagnostic tests for American tegumentary leishmaniasis were performed on
blood samples of patients living in two endemic municipalities in the state of
Pernambuco, Northeastern Brazil. DNA was extracted from 119 samples and
used as template for polymerase chain reaction (PCR) analysis. The tests used
primers specific for the kinetoplast mini-circle DNA (kDNA) of Leishmania
braziliensis, a species circulating in Pernambuco, which amplify a 750 base
pair target sequence. In total, 58 subjects (48.7%) showed positive PCR
amplification and 61 (51.3%) were negative. Of the PCR-positive samples,
37 (=64%) were from treated, lesion-free subjects. In conclusion, the PCR
technique is efficacious at identifying leishmania DNA in biopsy and venous
blood samples.

DESCRIPTORS: Leishmaniasis, Cutaneous, diagnosis. Leishmania
braziliensis, isolation & purification. Polymerase Chain Reaction,
utilization. Molecular Diagnostic Techniques. Sensitivity and Specificity.
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INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) ¢ uma
zooantroponose endémica nos tropicos e neotropicos
que aumenta em cerca de 1,5 milhdo de casos a cada ano,
mundialmente.* Caracteriza-se por diversas manifesta-
¢oes clinicas, que abrangem desde pequenos nddulos a
destruicdo da mucosa.* No Brasil, pode ser encontrada
em todas as macrorregides, com alta incidéncia anual.?
No Nordeste o nimero de casos registrados € significa-
tivo, constituindo 30,5% dos casos do Pais.* O estado
de Pernambuco apresentou um coeficiente de detecgao
de casos de 9,6 em 1990 e 4,2 em 2008.*

Apesar de varias espécies de Leishmania estarem
envolvidas na manuten¢do da LTA no Pais, a
Leishmania braziliensis é a espécie predominante
como agente etioldgico. Estudos prévios em areas
endémicas de Pernambuco mostraram que os parasitas
isolados de pacientes e roedores com essa patologia
pertencem a essa espécie.’

Como a LTA ¢ um problema endémico de satide no
Nordeste do Brasil, ha necessidade de um diagndstico
rapido e preciso, que identifique os individuos infec-
tados e revele se existe material do parasita em indi-
viduos considerados curados, para prevenir recidivas,
a manutengdo e até a expansdo da endemia. Uma das
técnicas que possui efetividade e sensibilidade em
relag@o as outras técnicas utilizadas para diagnostico é
a polimerase chain reaction (PCR).?

Dada a importancia do diagnostico acurado, o obje-
tivo do presente estudo foi verificar a disseminagao
hematogénica da leishmania e sua detec¢ao em sangue
periférico, incluindo os pacientes considerados clini-
camente curados.

METODOS

Foram escolhidos dois municipios endémicos do estado
de Pernambuco: o Cabo de Santo Agostinho, que por
ocasido da coleta (2004) estava passando por um surto
de LTA, ¢ o municipio de Triunfo, que apresentou um
surto no ano de 2001. Os pacientes foram selecio-
nados a partir das unidades basicas de satide de cada
municipio. Foram coletadas 63 amostras de sangue
venoso de individuos do Cabo e 56 de Triunfo. O
sangue venoso foi escolhido devido a possibilidade de
disseminagdo hematogénica® e por constituir uma coleta
mais confortavel para o paciente. Amostras de sangue
venoso de individuos ndo-infectados, moradores de area
nao-endémica de LTA e sem historico de LTA, como
também sangue sem DNA do parasita, foram utilizados
como controle negativo na investigacao.

O DNA foi extraido com o kit (DNAzol BD Reagent®,
Life Technologies) especifico para material sanguineo,
de acordo com o protocolo do fabricante. Ao final da
extragdo obteve-se 20-40 ug de DNA por mL de sangue
total. O DNA foi estocado em freezer a -20°C.

As reagdes foram preparadas a partir do kit (Ready-
to-go PCR Beads®, Amersham Biosciences) cujos
componentes sdo liofilizados. Acrescentou-se ao kit
7 uL do DNA, 16 pL de agua e 1 pL de cada primer
(20 pmoles), resultando num volume final de 25 pL.
Foram utilizados os primers B1 e B2,! que amplificam
uma seqiiéncia de 750 pares de bases do kKDNA da
leishmania e cujas seqiiéncias sao:

B1:5’- GGG GTT GGT GTAATATAG TGG -3’
B2:5°- CTAATT GTG CAC GGG GAG G -3

Todas as reagdes incluiram controle positivo (L. brazi-
liensis — MHOM/BR/1975/M2903) e negativo (DNA
de individuo ndo-infectado; sem DNA). Utilizou-se
um termociclador (Biometra®) com o seguinte
programa:'

1%, Etapa: 96°C por 6 min; 2% Etapa: 93°C por 30 seg;
3% Etapa: 60,8°C por 1 min; 4*. Etapa: 72°C por 1 min;
5% Etapa: volta para etapa 2, 39x; 6*. Etapa: 72°C por
10 min; 7°. Etapa: 4°C por o.

O produto da amplificagdo foi analisado em eletroforese
em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de
etidio, visualizado sob luz ultravioleta e fotografado por
um capturador de imagens e digitalizado em arquivo
eletronico.

Todos os pacientes assinaram um termo de consenti-
mento aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Pernambuco (Protocolo 233/2002-CEP/
CCS).

RESULTADOS

Todos os pacientes foram diagnosticados por um
médico e variaram quanto ao tratamento. Cabo: oito
pacientes ndo tinham sido tratados, 14 estavam em trata-
mento no momento da coleta, 41 tinham sido tratados,
dos quais 40 foram considerados clinicamente curados.
Triunfo: 54 tinham completado o tratamento ha pelo
menos dois anos antes da coleta, um tinha interrompido
o tratamento ¢ um havia abandonado o tratamento por
ter apresentado cura espontanea.

No total, 95 pacientes, sendo 40 do Cabo e 55 de
Triunfo, apresentaram o critério de cura, que € a reepi-
telizacdo da lesdo.

@ Ministério da Satde. Coeficiente de deteccdo de casos de leishmaniose tegumentar americana por 100.000 habitantes: Brasil, grandes
regides e unidades federadas: 1990 a 2008 [internet]. 2009 [citado 2009 set 14]. Disponivel em http:/portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/

coef_deteccao_lta_2008
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Figura. Pacientes PCR-positivo e PCR-negativo. PM= peso
molecular 100 pb; Lb= L. braziliensis (controle+); pogos
1-3=pacientes PCR-positivo; pocos 4-6= pacientes PCR-
negativo; pogo 7=controle- (individuo nao-infectado); poco
8=controle- (sem DNA).

Nas amostras do Cabo a maioria dos individuos (49/63,
77,7%) teve resultado PCR-positivo. Destes, 28 (57,0%)
apresentavam o critério de cura. No caso de Triunfo,
nove individuos da amostra (16,0%) apresentavam o
critério de cura e foram PCR-positivos.

No total 58 (48,7%) individuos foram PCR-positivos
e os demais 61 (51,3%), negativos. Das amostras posi-
tivas para a PCR, 37 (= 64%) pertenciam a individuos
tratados e sem lesdo.

Trés pacientes PCR-positivos e trés pacientes
PCR-negativos estdo representados na Figura, assim
como os controles positivo e negativo, para as amostras
das areas investigadas.

DISCUSSAO

Como ha relatos de disseminagdo hematogénica da
leishmania, assim como sua deteccdo em sangue
periférico,® o presente trabalho mostrou que ¢é possivel
utilizar sangue venoso para diagnosticar LTA, uma vez
que isso poderia ser realizado a partir de qualquer coleta
para hemograma, utilizando quantidades minimas,
como 0,5 a 1 mL.

A técnica de PCR foi escolhida em fungdo de alguns
critérios. O primeiro referia-se ao fato de que os
pacientes relatavam desconforto por ocasido da coleta
da bidpsia da les@o. O segundo motivo foi a otimizagao
das chances de se encontrar o DNA do parasito no

sangue de um individuo que tivesse sido infectado,
pela utilizacao do primer do minicirculo do DNA do
cinetoplasto (kKDNA) da leishmania, o qual apresenta
de 10.000 a 50.000 moléculas por célula. O terceiro
motivo devia-se a rapidez do diagndstico, que nao
depende da inoculagdo em cobaias, ou da cultura de
parasitas, técnicas que demandam tempo e nem sempre
fornecem garantia de que havera resultados, ou de
que ndo ocorrera contaminagao, respectivamente. Um
teste de PCR pode ser realizado em poucas horas ¢ em
numero consideravel de amostras.

Finalmente, estudos realizados em biopsias mostraram
que a PCR foi capaz de detectar DNA de leishmania em
amostras em que os resultados de técnicas como imprint
e histopatoldgico haviam sido negativos.> A PCR de
bidpsias também mostrou a presengca de DNA de L.
braziliensis em individuos considerados clinicamente
curados ha mais de dez anos.

Apesar da cura clinica da lesao, a PCR pode permanecer
positiva por muitos anos depois. Tudo isso indica o uso
da PCR como uma ferramenta que poderia verificar e
analisar a presenga de material do parasita. Esse fato ¢
confirmado pelo achado em que, dos 93 pacientes sem
lesdo, 37 (39,8%) foram PCR-positivos, o que indica
a presenca do material da leishmania. Destes, 28 eram
do Cabo e nove de Triunfo; todos tinham sido tratados
e os de Triunfo haviam sido considerados curados ha
pelo menos dois anos.

Mendonga et al® prepararam culturas a partir de 32
biopsias de lesdo e identificaram DNA de L. brazi-
liensis, utilizando a PCR em trés pacientes considerados
curados ha seis anos. Esses autores’ consideram que a
presenga do DNA pode ocorrer em razdo da estratégia
de sobrevivéncia microbiana, que decorre de meca-
nismos, como modulagao de atividade antimicrobiana
da célula hospedeira, sintese ou inibi¢ao de citocinas,
deteriorizag@o na ativagdo das células T e recuo dos
patogenos para dentro de células que ndo executam
a resposta imune. Outra explica¢do pode ser a maior
chance de exposicdo ao parasita e, portanto, uma
reinfec¢do dos individuos considerados clinicamente
curados, em regides endémicas.

Concluindo, a técnica de PCR mostrou ser capaz de
identificar DNA de leishmania, ndo apenas em material
de bidpsias como também em sangue venoso.
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