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AQUINO, Ana Emilia Costa Araujo de. Aplicacdo da Técnica de Amplificacdo Isotérmica
em Alca (LAMP) para o Diagndstico da Leishmaniose Visceral. 2020. Dissertacdo
(Mestrado Académico em Biociéncias e Biotecnologia em Salde) - Instituto Aggeu
Magalhaes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2020.

RESUMO

A Leishmaniose Visceral (LV) € uma infeccdo causada por protozoarios do complexo
Leishmania donovani, no Brasil o agente etiolégico é a espécie Leishmania infantum, e
encontra-se entre as seis endemias consideradas prioritarias no mundo. O diagnostico precoce
desta parasitose € de grande importancia, pois quando ndo tratados ou tratados tardiamente os
casos tém maior letalidade. A visualizacdo do parasito em amostras de puncdo de medula
Ossea é definida como método de diagndstico padrdo ouro, entretanto, é considerado um
procedimento invasivo e necessita de ambiente adequado e profissionais capacitados. A
técnica de Amplificacdo Isotérmica em Algca (LAMP) é um teste molecular de amplificacdo
de DNA que nédo requer o uso de termocicladores, podendo ser realizado em banho-maria,
pois toda a reacdo acontece a uma temperatura constante. Tendo em vista todas as vantagens
do método LAMP, este estudo prop0s a otimizacdo e aplicacdo desta técnica para diagnostico
da LV em individuos residentes no municipio de Tamandaré, no estado de Pernambuco. Nesta
pesquisa, foram coletadas amostras de sangue periférico de 83 individuos residentes do
municipio em questdo. Nos ensaios de otimizacdo do LAMP foi avaliada a sensibilidade,
sendo possivel detectar o DNA de Leishmania infantum até a concentracdo de 100ag e, nos
ensaios de especificidade, apenas amostras contendo DNA de Leishmania infantum foram
positivas. Quando o sistema LAMP foi aplicado para o diagndstico da LV nas amostras
coletadas, ndo houve resultados positivos. Na aplicacdo da Reacdo em Cadeira da Polimerase
(PCR) utilizando o sistema ITS1 para diagnostico da LV, todos os pacientes também foram
negativos. A partir desta pesquisa, o sistema de LAMP pode ser considerado sensivel e
especifico para deteccdo molecular de DNA de Leishmania infantum no Brasil. Estudos
posteriores aplicando amostras clinicas positivas sdo necessarios afim de definir a
sensibilidade e especificidade analitica deste sistema.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral. Leishmania infantum. Diagndstico.
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Dissertation (Academic Master's in Bioscience and Biotechnology at Health) - Instituto
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ABSTRACT

The Visceral Leishmaniasis (VL) is an infection caused by protozoa from the Leishmania
donovani complex and is among the six endemic diseases considered to be priority in the
world. The early diagnosis of this parasitosis is of great importance, because when untreated
or treated late, the cases are more lethal. The visualization of the parasite in bone marrow
puncture samples is defined as a gold standard diagnostic method, however, it is considered
an invasive procedure and requires an adequate environment and trained professionals. The
Loop Isothermal Amplification (LAMP) technique is a molecular DNA amplification test that
does not require the use of thermocyclers, and can be performed in a water bath, as the entire
reaction takes place at a constant temperature. In view of all the advantages of the LAMP
method, this study proposed the optimization and application of this technique for the
diagnosis of VL in individuals living in the municipality of Tamandaré, in the state of
Pernambuco. In this research, peripheral blood samples were collected from 83 individuals
living in the municipality in question. In the LAMP optimization assays the sensitivity was
evaluated, being possible to detect the Leishmania infantum DNA up to the concentration of
100 ag and, in the specificity tests, only samples containing Leishmania infantum DNA were
positive. When the LAMP system was applied for the diagnosis of VL in the collected
samples, there were no positive results. In the application of the Polymerase Chair Reaction
(PCR) using the ITS1 system for the diagnosis of VL, all patients were also negative. From
this research, the LAMP system can be considered sensitive and specific for molecular
detection of Leishmania infantum DNA in Brazil. Further studies using positive clinical
samples are necessary in order to define the sensitivity and analytical specificity of this
system.

Keywords: Visceral leishmaniasis. Leishmania infantum. Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca causada por protozoarios do complexo
Leishmania donovani (VAN GRIENSVEN; DIRO, 2012). Essa infeccdo é considerada um
problema de salde publica e esta entre as seis endemias consideradas prioritarias no mundo,
acometendo anualmente quase dois milhdes de pessoas (ALVARENGA et al.,, 2010). O
diagnostico precoce desta parasitose é de grande importancia, pois quando ndo tratados ou
tratados tardiamente os casos tém maior letalidade, o que € um fato preocupante
principalmente nas &reas endémicas afastadas dos grandes centros e que possuem caréncia de
recursos, onde normalmente ha falta de profissionais capacitados para a realizacdo do
diagnostico (DOURADO et al., 2007).

A pesquisa microscépica das formas amastigotas do parasito em esfregacos realizados
a partir de puncoes de linfonodos, medula dssea e bago continua sendo 0 método diagndstico
definido como padrdo ouro (FAUCHER; PIARROUX, 2011; VAN GRIENSVEN; DIRO,
2019). Entretanto, este procedimento € considerado invasivo, apresentando contraindicacdes
como, por exemplo, pacientes com contagem de plaquetas menor do que 40.000 plaquetas/pL
ndo podem realizar o aspirado esplénico. Além disso, essa metodologia também necessita de
ambiente adequado e profissionais capacitados (SILVA; STEWART; COSTA, 2005;
SUNDAR; RALI, 2002). Outra forma de diagndstico laboratorial sdo 0s ensaios imunol6gicos,
porém, esses métodos possuem limitacdes em termo de especificidade e reprodutibilidade,
sendo relatadas reacdes cruzadas com agentes causadores de outras doencas infecciosas como
leishmaniose tegumentar, doenca de Chagas, esquistossomose e tuberculose (PAVLI;
MALTEZOQOU, 2010; SRIVASTAVA et al., 2011).

No que diz respeito ao diagndstico molecular, a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) é uma técnica considerada eficaz, até quando realizada a partir de uma Unica molécula
de DNA (MELO, 2006). Contudo, as técnicas baseadas em PCR requerem instrumentos de
alta precisdo, como o termociclador, e metodos elaborados para detec¢do dos produtos de
amplificagdo, além de possuir grande potencial para contaminagdo laboratorial sendo, muitas
vezes, inviavel sua implementacdo em laboratorios de paises em desenvolvimento (ADAMS
et al., 2010; PARIDA et al., 2008).

A técnica de Amplificacdo Isotérmica em Alca (do inglés Loop-mediated isothermal
amplification — LAMP) descrita por Notomi et al. (2000), é uma ferramenta para diagnostico
molecular simples e prética para deteccdo e identificacdo de doencas infecciosas, sendo

aplicado com sucesso no diagndstico da tripanossomiase africana, malaria, giardiase,
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criptosporidiose, entre outras (GAO et al., 2015; PARIDA et al., 2008; VERMA et al., 2017).
Essa técnica que consiste, basicamente, na amplificacdo isotérmica do DNA alvo utilizando
seis primers diferentes, sendo dois primers internos (FIP e BIP), dois primers externos (F3 e
B3) e dois primers que hibridizam na alca formada (FLP, BLP), especialmente desenhados
para amplificar oito regides no gene alvo (PARIDA et al., 2008). O uso destes seis primers
aumenta a especificidade do teste ao mesmo tempo em que melhora a velocidade da reagdo
(BOEHME et al., 2007).

Apos a amplificacdo, o resultado pode ser observado no proprio tubo, sendo assim,
ideal para monitoramento a olho nu ou anélise por espectrofotémetro (PARIDA et al., 2008).
Considerando as vantagens da rapida amplificacdo, operacdo simples, baixo custo, alta
sensibilidade e facil deteccdo, além de ser altamente especifico, 0 LAMP tem aplicacdes
potenciais para diagndstico clinico, assim como para vigilancia de doencas infecciosas em
paises em desenvolvimento, sem que haja requerimento de equipamentos sofisticados (MORI;
NOTOMI, 2009; PARIDA et al., 2008).

Tendo em vista todas as vantagens do método LAMP, este estudo propds a otimizacao
e aplicacdo desta técnica para diagnostico da LV, visando a sua posterior implementacdo em

laboratdrios de diagnostico clinico e sistemas de vigilancia em sadde.
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2 REFERENCIAL TEORICO CONCEITUAL

As leishmanioses sdo um grupo de infec¢bes causadas por parasitos do género
Leishmania, que pertencem a ordem Kinetoplastida e a Familia Trypanosomatidae.
Dependendo do tropismo dos parasitos, essas infeccdes podem apresentar-se em quatro
formas: leishmaniose cutanea, mucocutanea, visceral e post kala-azar dermal leishmaniasis
(PKDL). Os fatores que definem o tipo de manifestacdo clinica sdo inerentes as espécies
infectantes e a salde, constituicdo genética e imunidade do hospedeiro (TRIPATHI; SINGH;
NAIK, 2007). Nas suas diversas formas afetam populagdes de cerca de 98 paises espalhados
pelos 5 continentes (ORGANIZACAO PANAMERICANA DE SAUDE/ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2017).

2.1 Aspectos epidemioldgicos da leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como Calazar, € uma infeccédo
causada por protozoarios que pertencem ao complexo Leishmania donovani (VAN
GRIENSVEN; DIRO, 2012). Por ser uma das doengas mais negligenciadas no mundo, a LV é
considerada um problema de satde publica, cuja incidéncia anual esta estimada em 200 a 400
mil casos afetando cerca de 12 milhGes de homens, mulheres e criangas ao redor do mundo.
Além disso, mais de 350 milhGes de pessoas vivem em risco e mais de 2 milhdes de novos
casos surgem a cada ano, por esta razdo, encontra-se entre as seis endemias consideradas
prioritarias no mundo (ABBASI et al., 2016; ALVARENGA et al., 2010; MACHADO et al.,
2019; VERMA et al., 2017).

No Brasil, sua ocorréncia estava limitada a areas rurais e a pequenas localidades
urbanas, mas, atualmente, encontra-se disseminada em areas urbanas de grande e médio porte,
sendo uma endemia de franca expansdo geografica. Ha registros de casos em 21 das 25
unidades da Federagdo, atingindo as cinco regides brasileiras (BRASIL, 2008, 2012, 2014).
Esse processo de urbanizacdo da LV surge como consequéncia de alteragbes ambientais,
assim como da intensa migracdo de individuos residentes de &reas rurais para areas urbanas,
mais especificamente para periferias, onde ndo ha infraestrutura e saneamento basico
adequado, propiciando condicdes favoraveis a presenca do vetor nesses locais (MAIA-
ELKHOURY et al., 2008).
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O nordeste brasileiro é a regido mais acometida e responde por cerca de 50% dos casos
no pais. No periodo de 2005 a 2014, somente no estado de Pernambuco, foram registrados
2.408 casos e, destes, ocorreram 95 6bitos (PERNAMBUCO, 2016).

Por se tratar de uma doenca de carater endémico no estado de Pernambuco, a LV esta
incluida entre as doencgas negligenciadas consideradas prioritarias pelo Programa Sanar,
instituido pela Secretaria Estadual de Salude. Este programa tem como objetivo eliminar ou
reduzir a ocorréncias de infeccdes transmissiveis e negligenciadas, que persistem como
problema de saude publica (PERNAMBUCO, 2020). Dentro as cidades do estado, o
municipio de Tamandaré foi considerado pelo Programa Sanar - através do Plano Integrado
para Enfrentamento as Doencas Negligenciadas (2015-2018) - um dos municipios prioritarios
para enfrentamento da LV, por apresentar no periodo de 2010 a 2014 um risco de transmissao
considerado alto, com ocorréncia de 6bitos (PERNAMBUCO, 2015).

2.2 Classificagéo taxonémica

Trés espécies de Leishmania pertencem ao complexo Leishamnia donovani, séo elas: a
Leishmania (Leishmania) chagasi, Leishmania (Leishmania) infantum e a Leishmania
(Leishmania) donovani (DOURADO et al., 2007).

No Novo Mundo, a L. (L.) chagasi é a espécie de importancia epidemioldgica,
entretanto, existe um conflito sobre qual espécie é a de fato predominante. As teorias
divergem em relacdo ao surgimento da LV nas Ameéricas, pois caso ela tenha sido introduzida
recentemente durante o periodo de colonizacdo europeia, 0 agente etioldgico seria L. (L.)
infantum (espécie com maior incidéncia na Eupora) porém, se a infec¢do se desenvolveu
juntamente com a introducdo dos canideos na regido, hd milhdes de anos atras, neste caso,
seria a L. (L.) chagasi a espécie epidémica, caracterizando uma origem autdctone (BRASIL,
2014; GONTIJO; MELO, 2004; NEVES, 2011).

Em seu estudo, Cunha e Chagas (1938) consideram que a L. (L.) chagasi é
morfologicamente indéntica a L. (L.) infantum e, posteriormente, outros autores identificaram
através de métodos genéticos e enzimaticos que essas espécies estdo estritamente
relacionadas, devendo ser consideradas como sinénimas (MAURICIO et al., 2000). Contudo,
outra corrente cientifica defende que, devido as suas caracteristicas genotipicas e fenotipicas,
as especies devem ser consideradas como diferentes, classificando-as em duas subespécies: L.
(L.) infantum chagasi e L. (L.) infantum infantum (LAINSON; RANGEL, 2005).
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A corrente cientifica mais aceita atualmente € a que considera a L. (L.) chagasi e L.
(L.) infantum como espécies sindnimas, tendo prioridade o uso da nomenclatura L. (L.)
infantum para se referir ao agente etiologico da LV no Novo Mundo. Esta nomenclatura € a
que deve ser utilizada, até que numa nova classificacdo taxonémica seja proposta. (DANTAS-
TORRES, 2006; MAURICIO et al., 2000).

2.3 Formas de transmissao da LV

A depender da espécie, a LV apresenta aspectos clinicos e epidemioldgicos distintos.
A espécie L. (L.) donovani tem transmissdo restrita aos seres humanos (antroponose), é
responsavel pela leishmaniose cutdnea pds-calazar em adultos e tem maior incidéncia na
india, Bangladesh, Nepal e leste da Africa. Ja a espécie L. (L.) infantum ocasiona a forma
antropozoondtica onde, primariamente, ocorre uma zoonose em que 0s canideos sdo 0s
principais reservatorios domésticos, apresentando maior incidéncia nas Américas, Regido do
Mar Mediterraneo, Europa, Africa e China (MOLINA et al., 2003; NEVES, 2011). O Brasil
representa mais de 95% dos casos na Ameérica Latina (MACHADO et al., 2019).

A forma antropozoonética de transmissdo ocorre através de insetos vetores
denominados flebotomineos, também conhecidos popularmente como mosquito palha
(BRASIL, 2014). Esses vetores, definidos como os hospedeiros invertebrados, sdo dipteros

que pertencem a familia Psychodidae e constituem a subfamilia Phlebotominae (Figura 1).

Figura 1 - Fémea de flebotomineo adulto, ingurgitada.
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Fonte: Brasil (2014)

Dentre os géneros que estdo incluidos nesta familia e subfamilia, somente dois séo
considerados relevantes: o género Phlebotomus e o género Lutzomyia, este ultimo sendo o
responsavel pela transmissdo da LV nas Américas (REY, 2013). No pais, a Lutzomyia

longipalpis e Lutzomyia cruzi s&o as duas espécies responsaveis pela transmisséo da infeccéo,
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sendo a Lutzomyia longipalpis facilmente encontrada no interior de domicilios e em abrigos
de animais domésticos (BRASIL, 2014; CHAPPUIS et al.,, 2007). Na area urbana, 0s
reservatorios sao os cdes (Canis familiaris), sendo estes a principal fonte de infeccdo nas
grandes cidades, enquanto que no ambiente silvestre, 0s reservatdrios Sdo as raposas
(Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris) (BRASIL,
2016).

2.4 Ciclo bioldgico antropozoondtico do género Leishmania

O ciclo biolégico do género Leishmania é digenético, ou seja, 0 parasito se apresenta
em duas formas: uma forma flagelar promastigota, encontrada no intestino do vetor, e uma
forma amastigota, que evolui intracelularmente no homem, o hospedeiro mamifero (Figura 2)
(CHAPPUIS et al., 2007; FREITAS-JUNIOR et al., 2012).

Figura 2 - Ciclo Biolégico do género Leishmania.

Estagio no Flebotomineo Estagio no Hospedeiro Vertebrado

Fémeas de flebotominios realizam

o repasto sanguineo (injetam © Promastigotas sio fagocitadas
promastigotas na pele) por macréfagos e outros tipos de

} células do sistema fagocitico

Dividem-se no intestino

e migram para a B pe. 2
probéscide /\

v N

R

o Amastigotas se transformam em
promastigotas no intestino do
flebotominio

®8 -
D @@ Amastigotas se multiplicam no

B~ \ N interior de células de varios
oy A v tecidos e infectam outras células

Iﬁge.stéo de o
o

células [ ] "’
l/
e Fémeas de flebotominios realizam ' ,
o repasto sanguineo (ingerem /
macréfagos infectados com ", //// A
amastigotas) /

parasitadas
SAFER:HEALTHIER - PEORLE

mononuclear

Promastigotas se

transformam em
amastigotas

2

Fonte: Adaptado do Centers for Disease Control and Prevention (2018)

A infeccdo no vetor tem inicio a partir do momento em que as fémeas, ao realizarem o
repasto sanguineo em mamiferos infectados, ingerem macrofagos e monaocitos parasitados por

formas amastigotas de Leishmania. No trato digestivo anterior do inseto, ocorre 0 rompimento
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das células liberando as amastigotas. Essas amastigotas livres se reproduzem atraves de
divisdo binéria e se diferenciam nas formas flageladas, as promastigotas, que também se
multiplicam por divisdo binaria e logo ap0s esse processo se transformam em paramastigotas.
As paramastigotas colonizam o es6fago e a faringe do vetor, permanecendo aderidas ao
epitélio e depois se diferenciam em promastigotas metaciclicas (formas infectantes para o
hospedeiro vertebrado homem ou animal). O ciclo do parasito no vetor ocorre em um periodo
de aproximadamente 72 horas (BRASIL, 2014; NEVES, 2011).

Ao realizarem um novo repasto sanguineo, as fémeas liberam a saliva do inseto
contendo as promastigotas metaciclicas. No hospedeiro vertebrado, o parasito é
fagocitado/internalizado por células do sistema fagocitico mononuclear (SFM) como:
macrofagos do bago, da medula dssea e dos linfonodos, células dendriticas, neutrofilos e
principalmente por células de Kupffer do figado que sdo atraidos para a regido da picada na
pele (BRASIL, 2014; FREITAS-JUNIOR et al., 2012; REY, 2013).

Uma vez no interior destas células, os parasitos sdo capazes de sobreviver em vacuolos
(fagolisossomos) por meio de uma complexa interacdo parasita-hospedeiro. Dentro dos
vacuolos, diferenciam-se em amastigotas e multiplicam-se por divisdo binaria exaustivamente
até o rompimento da célula hospedeira. Os parasitos liberados disseminam-se por meio dos
sistemas linfatico e vascular, infectando outras células como mondcitos e macréfagos,
resultando em: infiltracdo da medula dssea, hepatoesplenomegalia e linfonodos aumentados
(BRASIL, 2014; CHAPPUIS et al., 2007; FREITAS-JUNIOR et al., 2012; REY, 2013).

O periodo de transmissibilidade do vetor ird depender do tempo em que persistir o

parasitismo na pele ou no sangue circulante dos animais reservatorios (BRASIL, 2010).

2.5 Manifestac0es clinicas e tratamento

A LV é uma doenca cronica e sistémica. O periodo de incubacdo no homem ¢ bastante
variavel, podendo ser de 10 dias a 24 meses. Ap6s o0 periodo de incubagdo, o individuo
infectado pode apresentar manifestacGes, de modo gradual, como: febre de longa duracéo,
perda de peso e de apetite, astenia, adinamia e anemia, entre outros sintomas que caracterizam
uma infeccdo sistémica persistente e, sintomas como ganglios linfaticos aumentados, baco e
figado que indicam a ocorréncia de invasao parasitaria no sangue (CHAPPUIS et al., 2007). O
desenvolvimento das manifestacdes clinicas da LV esté diretamente relacionado a parametros
como: desequilibrio entre a multiplicacdo dos parasitos no interior de células do SFM,;

resposta imune do hospedeiro e o processo inflamatorio. Do ponto de vista didatico e
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considerando a evolucao clinica dessa infeccdo, optou-se por sua classificacdo em periodos:
periodo inicial, periodo de estado e periodo final (BRASIL, 2010).

O periodo inicial, também denominado de “fase aguda”, é o periodo onde ¢ possivel
identificar o inicio dos sintomas, que variam de individuo para individuo. Contudo, em grande
parte dos casos, ocorre: febre alta e continua, com duracdo inferior a quatro semanas e
associada a calafrios, palidez cutaneo mucosa e hepatoesplenomegalia discretas (Figura 3).
Em geral, nesta fase, o estado do paciente esta preservado (BRASIL, 2014; NEVES, 2011).

Figura 3 - Paciente com LV na fase aguda.

Fonte: Brasil (2014)

Em regides em que a LV é endémica, criancas podem apresentar manifestacdo clinica
discreta (febre baixa e leve palidez cutaneomucosa), de curta duracdo (15 dias) e que
geralmente evolui para a cura espontanea, caracterizando a forma oligossintomatica da
doenca, que pode ser confundida com outras infec¢es (BRASIL, 2010, 2014).

No periodo de estado ocorre febre irregular associada a manifestacdes como:
emagrecimento progressivo, palidez cutdnea mucosa e aumento da hepatoesplenomegalia, 0
que pode causar distensdo abdominal e dor (Figura 4). Este quadro clinico apresenta evolucédo
mais lenta durando cerca de dois meses, levando a um comprometimento geral na maioria dos
casos (BRASIL, 2014; CHAPPUIS et al., 2007).
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Figura 4 - Paciente com LV no periodo de estado.

Fonte: Brasil (2014)

De modo geral, se o diagnostico e consequente tratamento da doenca néo for realizado,
a infeccdo progride para o periodo final, onde ha persisténcia da febre e comprometimento
grave do estado geral do paciente (Figura 5). O individuo passa a apresentar indicios de
desnutricdio como: cabelos quebradicos, cilios alongados e pele seca. E comum a ocorréncia
de hemorragias incluindo epistaxe, gengivorragia e petéquias. Outros sintomas comuns neste
periodo sdo: edema dos membros inferiores, ictericia e ascite. Quando néo tratada, o 6bito
pode ocorrer em 90% dos casos e geralmente ocorre em consequéncia de coinfeccGes

bacterianas, sangramentos e/ou anemia grave (BRASIL, 2010, 2014).

Figura 5 - Paciente com LV no periodo final.

Fonte: Brasil (2014)

Em areas endémicas, infeccOes assintomaticas ocorrem em uma proporc¢do de 5 a 10
vezes maior do que os casos de que se manifestam clinicamente. No Brasil, a forma
assintomatica é a mais frequente (SAPORITO et al., 2013; ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2010). Em relac&o ao ciclo de transmissdo da LV, o papel dos individuos portadores
da infecgdo assintomética ainda é desconhecido. De acordo com um estudo realizado no

Brasil, publicado por Costa et al. (2000), individuos infectados pela espécie L. infantum
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provavelmente ndo sdo infecciosos para o vetor, por apresentarem baixa ou indetectavel
parasitemia.

Contudo, caso os individuos assintomaticos apresentem algum fator de risco -
desnutricdo, condi¢des genéticas e outras doencas infecciosas — pode ocorrer a evolucdo da
doenca, ocasionando a manifestacdo clinica dessa infeccdo (ORGANIZACAO MUNDIAL
DE SAUDE, 2010). A infeccdo pelo HIV, por exemplo, aumenta de 100 a 2300 vezes as
chances de desenvolver manifestacdes clinicas da LV, em areas que apresentam endemicidade
(EZRA; OCHOA; CRAFT, 2010).

A depressdo do sistema imunologico pode ser considerada uma das consequéncias da
LV, principalmente nos estagios avancados da doenca ou, pode se tornar mais grave pela
associacdo da infeccdo com outras comorbidades, como a coinfec¢cdo com HIV, individuos
transplantados que fazem uso de imunossupressores e em pacientes portadores de doencas
autoimunes. Essas condicGes, além de reduzirem a capacidade da resposta imunoldgica,
também permitem a reincidéncia da doenca (AKUFFO et al., 2018; SAPORITO et al., 2013).

As manifestacdes clinicas de individuos coinfectados com HIV sdo semelhantes as de
individuos ndo infectados pelo virus. Entretanto, a grande diferenca entre esses dois grupos,
se encontra no fato de que o primeiro apresenta uma menor taxa de resposta ao tratamento e,
como consequéncia, também apresentam uma alta taxa de reincidiva da LV (LOPEZ-VELEZ,
2003). Em individuos transplantados, também s&o frequentes as mdltiplas reincidivas. Isto se
deve, principalmente, ao quadro clinico da LV ser semelhante a outras infec¢bes, o que pode
gerar um diagnostico inadequado, atrasando o inicio do tratamento correto (ANTINORI et al.,
2008; SAPORITO et al., 2013).

No Brasil, os farmacos de escolha para o tratamento da LV sdo o antimoniato
pentavalente e a anfotericina B. Entretanto, na decisdo de qual farmaco seré utilizado, deve-se
levar em consideracdo fatores como: faixa etaria, presenca de gravidez e morbidades. Os
antimoniais pentavalentes (antimoniato de N-metil glucamina) s&o recomendados pelo
Ministério da Saude (MS) como os medicamentos de primeira escolha, exceto em alguns
casos (mulheres gravidas nos dois primeiros trimestres de gestagdo e pacientes com
insuficiéncia renal ou hepatica, por exemplo) onde se recomenda a utilizagdo da anfotericina
B, em sua formulagéo lipossomal (BRASIL, 2010, 2016).

Os critérios de cura para a LV sdo basicamente critérios clinicos, sendo observado a
curto e longo prazo: desaparecimento da febre; reducdo da hepatoesplenomegalia; melhora
nos parametros hematoldgicos; retorno do apetite e melhora do estado geral. O paciente

devidamente tratado deve ser acompanhando durante os trés, seis e 12 meses ap0s 0
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tratamento e na Gltima avaliagdo é considerado curado se estiver com o quadro estavel
(BRASIL, 2016).

2.6 Diagnostico clinico-epidemioldgico

Em se tratando do diagnostico da LV, segundo o MS, a confirmacdo da doenca tem
como critério no aspecto clinico-laboratorial: febre, astenia, adinamia, anorexia, perda de
peso/caquexia, hepatoesplenomegalia, micropoliadenopatia, anemia, gengivorragias,
epistaxes, equimoses e petéquias. Entretanto, este diagnostico clinico é de dificil conclus&o,
pois o0s sinais e sintomas do Calazar se confundem com os de outras enfermidades, como:
esquistossomose, hepatite, malaria, toxoplasmose aguda e doencas hematoldgicas e
autoimunes, principalmente na fase inicial da doenca (BRASIL, 2008; NEVES, 2011).

Por se tratar de uma doenca grave, de curso cronico e de alta letalidade - caso néo seja
tratada -, a LV exige um diagndstico precoce, o que é um fato preocupante principalmente nas
areas endémicas afastadas dos grandes centros e que possuem uma caréncia de recursos, onde
normalmente ha falta de profissionais capacitados dificultando o acesso dessa populacdo ao
diagndéstico (DOURADO et al., 2007). Em consequéncia, muitas vezes sdo aplicados para
diagndstico apenas critérios basicos como caracteristicas clinicas e aspectos epidemioldgicos
(BRASIL, 2008).

2.7 Diagnostico laboratorial

O diagnéstico laboratorial da LV consiste basicamente em: exames parasitoldgicos,
testes sorologicos, deteccdo de antigenos e identificagio do DNA da Leishmania
(TLAMCANI, 2016). Devido as suas caracteristicas clinicas e por se tratar de uma doenca de
notificacdo compulséria o diagndstico laboratorial deve ser realizado de forma precoce e
precisa (BRASIL, 2016).

2.7.1 Exames parasitologicos

A busca microscépica da Leishmania permanece como o padrdo ouro no diagndstico
da LV devido a sua alta especificidade (VAN GRIENSVEN; DIRO, 2019). Esta técnica
demonstra as formas amastigotas do parasito, geralmente observados dentro de células
fagociticas (FAUCHER; PIARROUX, 2011). Os esfregacos séo realizados a partir da puncéo
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de linfonodos, medula Ossea e bago, sendo observada uma variagdo de positividade
dependendo da amostra usada e, a sensibilidade ir4 depender do tecido utilizado (BURZA,
CROFT; BOELAERT, 2018; VERMA et al., 2017).

Os esfregacos do baco possuem a melhor sensibilidade variando entre 93,1-98,7%,
enquanto que os de medula éssea e linfonodo tém menor sensibilidade com 52-85% e 52-
58%, respectivamente (SRIVASTAVA et al.,, 2011). A alta variacdo de sensibilidade na
puncdo da medula 6ssea pode estar relacionada a distribuicdo da densidade parasitaria do
individuo, que pode apresentar um nivel de parasitemia escasso, moderado ou forte, j& tendo
sido relatada uma baixa sensibilidade desta técnica em amostras de pacientes com baixa carga
parasitaria (ADAMS et al., 2010; SILVA; STEWART; COSTA, 2005). Essas punc¢des sao
consideradas procedimentos invasivos, com contraindicacdes (pacientes com anemia severa,
tendéncia a sangramento e mulheres gravidas nao podem realizar aspirado esplénico, por
exemplo) e exigem ambientes e profissionais habilitados para a coleta, tornando-se, desta
forma, inadequadas para estudos epidemiol6gicos e, algumas vezes, também para
diagnosticos individuais (DESJEUX, 2004; SILVA; STEWART; COSTA, 2005; SUNDAR,;
RAI, 2002).

Quando a escassez de parasitos dificulta a busca microscopica, o aspirado deve ser
semeado em meio NNN (Novy e McNeal modificado por Nicolle), LIT (Liver Infusion
Triptose) ou Schneider. As culturas sdo incubadas a 24-26°C e examinadas ap6s 5, 7 ou 10
dias. Entretanto, caso permanecam negativas, deve-se repicar outro meio apos 15 dias, sendo
a demora na obtencdo de resultados a maior deficiéncia desta técnica (FERREIRA,;
MORAES, 2013; REY, 2013)

A cultura sofre as mesmas dificuldades da microscopia, por utilizar uma amostra
obtida através de um procedimento invasivo, apresentar variacdes na sensibilidade e
necessitar de expertise profissional, além de ser uma técnica demorada e de alto custo. Isto a
torna pouco requisitada para o diagnéstico, sendo raramente utilizada na rotina da pratica
clinica, com aplicacdo mais frequente em laboratorios de pesquisa (NEVES, 2011,
SRIVASTAVA et al., 2011).

2.7.2 Diagnostico imunolégico
Uma ampla gama de métodos imunoldgicos, variando em sensibilidade e

especificidade, estdo disponiveis para o diagndstico da LV. Os métodos imunol6gicos sdo

aqueles nos quais € possivel identificar a presenca de anticorpos ou de antigenos. Os que
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detectam anticorpos sdo chamados de testes soroldgicos e se baseiam na resposta humoral
especifica, podendo ser classificados em: testes especificos e ndo especificos
(SRIVASTAVA, et al., 2011). Entre esses métodos, os principais sdo: o Teste de
Imunofluorescéncia Indireta (IFI), o Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), o Teste de
Aglutinacdo Direta (DAT) e o Teste Imunocromatogréfico Répido rK39 (rk39-1CT) (PAVLI;
MALTEZOQOU, 2010).

No Brasil, o Programa de Vigilancia e Controle da LV fornece o rK39-ICT para o
diagnostico da LV. Além disso, sdo vendidos comercialmente kits para realizacdo do IFI e do
ELISA, enquanto que para o DAT, ainda nédo existe kit comercial disponivel no pais, sendo
aplicado principalmente em pesquisas (FREIRE et al., 2019). E importante ressaltar que os
resultados dos testes sorologicos devem ser interpretados juntamente com o contexto do
historico clinico e epidemiologico do paciente (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

A IFI se baseia na deteccdo de anticorpos anti-leishmania utilizando como antigenos
as formas promastigotas fixadas em laminas. Esses anticorpos podem ser detectados na fase
inicial da doenca e se tornam indetectaveis de seis a nove meses apds o tratamento
(TLAMCANI, 2016). Em uma revisao sistematica sobre o desempenho de testes sorolégicos
para o diagndstico de LV, a IFI demonstrou uma sensibilidade fraca entre 11-82% e
especificidade um pouco maior entre 79-100% (SARKARI; REZAEI; MOHEBALLI, 2018).
Entretanto, a principal limitacdo desta técnica € que podem ser observadas reacdes cruzadas
em individuos infectados por outros tripanossomatideos como leishmaniose tegumentar e
doenca de Chagas e, também em pacientes com maléria e tuberculose (NEVES, 2011;
SARKARI; REZAEI; MOHEBALLI, 2018).

O ELISA vem sendo aplicado para o diagnodstico da LV e, a sua sensibilidade e
especificidade variam de acordo com o antigeno empregado. Uma variedade de antigenos
recombinantes pode ser utilizada, sendo o rK39 o mais aplicado, apresentando uma
sensibilidade de 67-100% e especificidade de 93-100% (TLAMCANI, 2016). Em decorréncia
da necessidade de uma equipe qualificada, equipamento sofisticado e eletricidade, o ELISA
ndo é comumente utilizado na pratica clinica para o diagndstico de LV em regides endémicas
(SRIVASTAVA et al., 2011).

O DAT é uma técnica altamente especifica e simples, apresentando taxa de
sensibilidade 92-100% e de especificidade 72-100%. Entretanto, as principais deficiéncias do
DAT séo a necessidade de tempo de incubagéo relativamente longo, multiplas pipetagens e,
os antigenos utilizados demandam um custo alto, além de apresentar reacdo cruzada com
outros tripanossomatideos (SARKARI; REZAEI;, MOHEBALI, 2018). Sua aplicacdo &
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restrita no que diz respeito a avaliacdo da eficacia do tratamento, pois permanece positivo por
um extenso periodo mesmo apdés a cura clinica (até 5 anos em mais de 50% dos casos de LV)
ja que os anticorpos permanecem detectaveis por um longo tempo. Além disso, entre 20 a
30% dos individuos saudaveis que residem em areas endémicas para LV apresentam resultado
positivo no DAT (GHASEMIAN et al., 2014; SRIVASTAVA, 2011).

O desenvolvimento das tiras imunocromatogréaficas que utilizam o antigeno K39 foi
um grande passo no diagndstico da LV e tornaram-se bastante populares, sendo aplicadas em
larga escala nos Gltimos anos. Porém, o rK39-ICT sofre da mesma desvantagem do DAT:
permanecer positivo por um longo periodo em individuos saudaveis de regiGes endémicas
mesmo apods o tratamento (SRIVASTAVA et al.,, 2011; VAN GRIENSVEN; DIRO, 2019).
Atualmente, os testes baseados na proteina rK39 que estdo validados para uso clinico séo: o
Kalazar Detect (Inbios, Seattle, Estados Unidos), o IT-LEISH® (BioRad, Marnes-la-
Coquette, Franca) e o OnSite™ (CTK Biotech, Califérnia, Estados Unidos) (VAN
GRIENSVEN; DIRO, 2019).

O Teste de Aglutinacdo em Latex (KAtex) trata-se de um método imunol6gico de
diagnostico em que ha a detec¢do de antigeno na urina, tem sido apontado como um método
diagndstico sendo capaz de detectar a doenca ativa e tornando-se negativo apos o tratamento.
O teste foi avaliado em diferentes areas endémicas e apresentou especificidade variando entre
80-100% e sensibilidade considerada pobre a moderada, variando de 40-95%. (SARKARI,
REZAEI; MOHEBALLI, 2018).

Como descrito anteriormente, os métodos imunoldgicos possuem limitagdes em termo
de especificidade e reprodutibilidade, sendo relatadas reagOes cruzadas com agentes
causadores de outras doencas como leishmaniose tegumentar, doenca de Chagas,
esquistossomose e tuberculose (SRIVASTAVA et al., 2011). Além disso, possuem a
incapacidade de diferenciar entre uma infeccéo ativa e assintomatica e a permanéncia de um
resultado positivo ap6s a cura, 0 que as tornam incapazes de predizer a eficiéncia do
tratamento (SRIVASTAVA et al., 2011; VERMA et al., 2013).

2.7.3 Diagnostico molecular

Nas ultimas décadas diversas ferramentas moleculares foram desenvolvidas para suprir
as lacunas existentes nos métodos imunolégicos e parasitologicos. Entre estas ferramentas,
estd a amplificacdo in vitro de uma sequéncia de &cido nucléico especifica para um patdgeno.

Tais abordagens podem permitir um diagndstico rapido com um aumento da sensibilidade e
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especificidade, comparaveis ou até melhor do que os métodos classicos utilizados (ADAMS
et al., 2010; MORI; NOTOMI, 2009). As principais técnicas utilizadas sdo a Reagdo em
Cadeia de Polimerase (PCR) e suas variantes: a PCR quantitativa (QPCR), Nested PCR e PCR
multiplex (PARIDA et al., 2008).

A técnica de PCR é considerada eficaz até quando realizada a partir de uma Unica
molécula de DNA (MELO, 2006), tornando possivel detectar baixas cargas parasitérias
(FAUCHER; PIARROUX, 2011). Progressos em técnicas que se baseiam na PCR tém sido
aplicados para o diagndstico da LV, ao longo dos ultimos anos. Diversos protocolos de PCR
tém sido desenvolvidos para deteccdo mdltipla e diferenciagdo de parasitos, como a PCR
triplex, PCR multiplex, analise de polimorfismo de comprimento fragmento de restrigdo
(RFLP) e Nested PCR. (VERMA et al., 2013; VERMA et al., 2017). Para estas técnicas,
normalmente sdo utilizadas amostras de sangue periférico, sem necessitar da realizacdo de
procedimentos invasivos para a coleta de amostras bioldgicas (GHASEMIAN et al., 2014).

Este método baseia-se em ciclos que ocorrem em diferentes temperaturas de incubagédo
em um mesmo tubo, na presenca de reagentes termoestaveis e sequéncias especificas de DNA
a serem amplificadas (BASTIEN; PROCOP; REISCHL, 2008). Para que a reacdo ocorra, 0
tubo deve conter o DNA com a sequéncia alvo a ser amplificada, uma enzima DNA
polimerase termoestavel, no minimo dois (ha PCR Multiplex o nimero é acima de dois)
oligonucleotideos iniciadores também chamados de primers, desoxirribonucleotideos
(dNTPs), tampdo de reacdo e cloreto de magnésio (MgCl,). Todos esses componentes sao
misturados em proporcdes padronizadas, colocados em microtubos juntamente com o DNA
extraido de amostras bioldgicas. Esse sistema sera submetido a um protocolo de ciclagem
(mudangas de temperatura necessarias para que aconteca a amplificagdo) que ocorrera em um
termociclador. A primeira etapa do ciclo ao qual a mistura dentro do tubo serd submetida, é a
desnaturacdo do DNA pela elevacdo da temperatura a 90-95°C. Em seguida, com a
diminuicdo da temperatura para 45-65°C, ocorre o anelamento dos primers a molécula de
DNA alvo e, por fim, a ultima etapa do ciclo € a extensdo da cadeia da regido alvo do DNA,
onde a enzima DNA polimerase atua numa faixa de temperatura de 68-72°C. Esse ciclo é
repetido varias vezes, resultando em milhares de cdpias do DNA alvo (Biologia Molecular
Basica, 2014).

As técnicas baseadas em PCR sdo consideradas um dos principais métodos de
diagnostico da LV devido a sua alta taxa de sensibilidade e especificidade. Ao longo dos anos,
diversas regifes do genoma da Leishmania foram estudadas para fornecer primers especificos

e sensiveis para a diagnostico da LV pela técnica de PCR. Entre essas regides, pode-se citar:
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KDNA, rRNA e o Espacador Interno Transcrito 1 (ITS-1) do DNA ribossomal (rDNA)
(TLAMCANI, 2016).

O ITS-1 é uma regido ndo codificadora, que se localiza entre a regido codificadora de
RNA ribossémico (rRNA) 18S e a regido codificadora de rRNA 5.8S que codificam ssu
rRNA, produzindo um fragmento de 300 a 350 pares de bases, a depender da espécie de
Leishmania spp (Figura 6) (POLANCO et al., 1998; SILVA, 2012).

Figura 6 - Localizacdo do ITS-1 no DNA ribossomal.
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Fonte: Adaptado de Polanco et al. (1998)

Nesse contexto de diagndstico de LV pela técnica de PCR, o alvo mais utilizado é
oITS-1, sendo largamente aplicado para diagnéstico dessa infecgdo, assim como também é
utilizado em estudos de caracterizacdo molecular de espécies do género Leishmania
(BARBOSA JUNIOR, 2016; SCHONIAN; KUHLS; MAURICIO, 2011).

Contudo, as técnicas baseadas em PCR requerem instrumentos de alta precisdo e
métodos elaborados para deteccdo dos produtos de amplificacdo, necessidade de tempo para
analise ap0s a PCR, expertise técnica e além de possuir grande potencial para contaminagéo
laboratorial sendo, muitas vezes, inviavel a sua implementacdo em laboratdrios de paises em
desenvolvimento (ADAMS et al., 2010; PARIDA et al., 2008).

2.8 Amplificacdo Isotérmica em Alca — LAMP

A técnica de Amplificagdo Isotérmica em Alca (do inglés Loop-mediated isothermal
amplification — LAMP) descrita por Notomi et al. (2000), é um teste simples que néo requer o
uso de termocicladores (POON et al., 2006), o que tem atraido muita atengéo para esta técnica
de amplificagdo de nucleotideos potencialmente répida, acurada e com um bom custo-

beneficio.
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2.8.1 Definicgéo

O LAMP tem muitas caracteristicas que o torna adequado para uma detecgédo simples e
répida de &cidos nucleicos (MORI; NOTOMI, 2009). E uma técnica que consiste,
basicamente, na amplificacdo isotérmica do DNA alvo utilizando trés pares de primers
diferentes, sendo dois primers internos (Forward Internal Primer - FIP e Backward Internal
Primer - BIP), dois primers externos (Forward Outer Primer - F3 e Backward Outer Primer -
B3) e dois primers que hibridizam no loop (Forward Loop Primer - FLP, Backward Loop
Primer - BLP), especialmente desenhados para amplificar oito regides do gene alvo (PARIDA
et al., 2008). O par externo hibridiza na regido alvo do DNA e o par interno se liga a regides
internas da zona hibridizada pelo par externo (NOTOMI et al., 2000). O uso destes seis
primers aumenta a especificidade do teste ao mesmo tempo em que melhora a velocidade da
reacao e sdo especialmente projetados para permitir a formacao de estruturas em haste e al¢a
(ABBASI et al., 2016; BOEHME et al., 2007; VERMA et al., 2017).

Algumas substancias presentes em amostras clinicas e alguns fluidos bioldgicos
(plasma, soro, urina) sdo capazes de inibir a reacdo da PCR e, por este motivo, a extracao de
DNA é indispensavel para a qualidade dos resultados, ja que a PCR é mais sensivel a esses
inibidores do que o LAMP (KANEKO et al., 2007). Esse fato permite que seja utilizado como
fonte de DNA para LAMP amostras parcialmente processadas ou ndo processadas, sendo
possivel dispensar a etapa de extracdo de DNA, que tende a contaminacdo, além de ocorrer
perda significativa de DNA. Assim, a eliminacdo desta etapa reduz tempo de processamento e
custos para reacdo de LAMP (NJIRU, 2012).

Este método utiliza uma enzima chamada Bacillus stearothermophilus (Bst) DNA
polimerase. A Bst DNA polimerase foi primeiramente isolada por Stenesh e Roe (1972), que
descreveram o método de purificacdo e as propriedades desta enzima extraida da bactéria
termofilica Bacillus stearothermophilus e, relataram em seu estudo, que a Bst DNA
polimerase se apresentava mais termoestavel em comparagdo a outra enzima, oriunda do
Bacillus licheniformis, com uma temperatura 6tima em torno de 65°C (STENESH; ROE,
1972). A Bst DNA polimerase é ativada apenas em temperaturas relativamente altas, o que
reduz a possibilidade de ligacbes ndo especificas entre os primers e torna a reacdo mais
tolerante a inibidores presentes em amostras clinicas, que séo capazes de impedir a reacao de
PCR convencional (ABBASI et al., 2016; KHAN et al., 2012).



26

2.8.2 Desenho dos primers

Cada um dos primers internos, FIP e BIP, apresentam duas sequéncias distintas que
correspondem as sequéncias sense e antisense do DNA alvo: uma sequéncia hibridiza a regido
do gene alvo do DNA na primeira fase da reacéo e a outra tem a funcéo de autohibridizar nas
fases seguintes (NOTOMI et al., 2000). As sequéncias de regides do gene alvo s&o
denominadas da seguinte forma na fita de DNA sentido 3°-5’: as regifes F3c, F2c, F1c na
extremidade 3’ ¢ as regides B1l, BLP, B2 e B3 na extremidade 5. No sentido 5°-3°, na
extremidade 5’ estdo as regides F3, F2, FLP e F1 e, na extremidade 3’, se encontram as
regides Blc, B2c e B3c (Figura 7) (PARIDA et al., 2008).

Figura 7 - Sequéncias das regides do gene alvo.
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Fonte: PARIDA et al. (2008)

O FIP ¢é formado pela regido Flc (localizada na extremidade 5’ do primer) e pela F2
(localizada na extremidade 3”), que é complementar a regido F2c do gene alvo (Figura 8A). O
primer F3 é formado pela regido F3 do gene alvo que é complementar a regido F3c (Figura
8B). O BIP consiste na regido B2 (localizada na extremidade 3’ do primer) que é
complementar a regido B2c, e também é formado pela regido Blc (localizada na extremidade
5%) (Figura 8C). O B3 é formado pela regido B3 do gene alvo que é complementar & regido
B3c (Figura 8D). Os primer FLP e BLP sdo formados por sequéncias complementares as
sequéncias localizadas entre as regides F1 e F2 e B1 e B2, respectivamente (Figura 8E e F)
(NOTOMI et al., 2000; PARIDA et al., 2008).

Figura 8 - Desenho dos primers do LAMP.

A) Forward Internal Primer (FIP) B) Forward Outer Primer (F3) E) Forward Loop Primer (FLP)
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B1C B2
, 0
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Fonte: Adaptado de PARIDA et al., 2008
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Para que os primers utilizados no LAMP sejam desenhados corretamente é necessario
seguir alguns critérios como: entre as regides F1c e F2 do FIP deve existir um espagador
TTTT, assim como entre as regides B1c e B2 do primer BIP (Figura 8A e C). Além disso,
todos os primers devem apresentar conteddo GC em torno de 50 a 60% do seu total e
contedo AT em torno de 40 a 50% do seu total. Esses critérios, entre outros, tem o objetivo
de projetar os primers para que sejam incapazes de formar estruturas secundérias facilmente
(NOTOMI et al., 2000; PARIDA et al., 2008).

2.8.3 Etapas da reacéo

A reacdo de LAMP é uma amplificacdo isotérmica, portanto, ocorre a uma
temperatura constante que varia de 63°C a 65°C e € dividida em trés etapas: etapa nao-ciclica,
etapa de ciclagem e etapa de alongamento e reciclagem. A reacdo tem inicio apenas quando
todas as regides do DNA alvo séo reconhecidas corretamente pelos primers. Em se tratando
da reacdo, primeiramente deve ocorrer a hibridacdo dos primers internos, em detrimento dos
externos, que so hibridizam as suas zonas complementares posteriormente, fazendo com que a
enzina Bst DNA polimerase abra a fita dupla de DNA que se encontra a sua frente (GILL;
GHAEMI, 2008; MORI; NOTOMI, 2009; PARIDA et al., 2008).

A etapa ndo-ciclica é a de formacdo de produto para as fases seguintes. Inicialmente,
uma nova fita de simples de DNA é sintetizada pela acdo da Bst DNA polimerase, tendo como
molde a sequéncia de sentido 3’-5’complementar do DNA alvo. A sintese tem inicio na
extremidade 3°, a partir da ligagdo da regido F2 do primer interno FIP a sua regido
complementar F2c no DNA alvo (Figura 9B e C) (NOTOMI et al., 2000; PARIDA et al.,
2008).

Em seguida, o primer externo F3 hibridiza a sua regido complementar F3c, levando a
formacdo de uma nova fita e liberando a fita complementar ligada ao FIP (Figura 9D, E e F).
Na extremidade 5’ da fita simples liberada, ocorrera autohibridizacdo pela ligacdo da regido
F1c aregido F1 do primer FIP, formando uma estrutura em loop em uma extremidade (Figura
9G). Esta cadeia simples com a estrutura em loop servird de modelo para a sintese de uma
nova fita de DNA. A partir da ligacdo da regido B2 do primer BIP a regido B2c do DNA
molde, ocorrendo a sintese de uma nova fita desfazendo a estrutura em loop. Posteriormente,
haverd a ligagdo do primer B3 a regido B3c levando a sintese de uma nova fita de DNA,
liberando aquela sintetizada anteriormente pela ligacdo do primer BIP (Figura 9G e H). Esta

fita simples liberada apos a ligagdo do primer B3, ira se autohibridizar formando estrutura em



28

loop em ambas as extremidades 3’ e 5° (Figura 9l). Este é estrutura principal que servira como

molde para as etapas seguintes de amplificagdo (NOTOMI et al., 2000; PARIDA et al., 2008;

TOMITA et al., 2008).

Figura 9 - Etapa nao-ciclica da reacdo do LAMP.
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Fonte: Adaptado de PARIDA et al. (2008)
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Na etapa seguinte, denominada etapa de ciclagem, o FIP ira hibridizar na estrutura em

loop da extremidade 3’ pela ligagdo da regido F2 do primer a regido F2c do gene alvo,

ocorrendo em seguida a formacdo de uma novo fita de DNA por meio da sintese por

deslocamento de cadeia (Figura 10A e B). Posteriormente, o primer BIP ira hibridizar na

estrutura em loop da extremidade 5 pela ligagdo da regido B2 do primer a regido B2c do gene

alvo, ocorrendo a sintese de uma nova fita por deslocamento de cadeia e consequentemente

liberando da fita produzida anteriormente pela ligagdo do FIP na extremidade 3’ (Figura 10C

e D). Essa nova fita produzida, possui regides complementares, sendo capaz de se

autohibridizar em ambas as extremidades, formando uma estrutura semelhante ao um haltere
(Figura 09D) (NOTOMI et al., 2000; PARIDA et al., 2008).



Figura 10 - Etapas de ciclagem, de alongamento e reciclagem da reacdo do LAMP.
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Essa estrutura em haltere serve como molde para a etapa seguinte de alongamento e

reciclagem. Como resultado desta Gltima etapa, além dessa estrutura semelhante a um haltere,

também ha a formacdo de outras estruturas resultando em produtos finais de diversos

comprimentos que sdo repeticdes alternadas e invertidas da sequéncia do gene alvo (Figura
10D, F e G) (NOTOMI et al., 2000; PARIDA et al., 2008).

No método original da amplificacdo do DNA pela técnica de LAMP descrito por

Notomi et al. (2000) ndo havia a presenca dos primers de loop na reacdo. Contudo, Nagamine,

Hase e Notomi (2002) descreveram um método mais rapido adicionando os dois primers de

loop, o FLP e BLP, que sdo capazes de acelerar a reacdo reduzindo o tempo de amplificacédo
(Figura 11) (NAGAMINE; HASE; NOTOMI, 2002; NOTOMI et al., 2000).

Figura 11 - Adicdo dos primers de loop, BLP e FLP, na reacdo de LAMP.
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O LAMP tem a capacidade de amplificar poucas cdpias de DNA para 10° moléculas
em aproximadamente uma hora, sob condicdes isotérmicas (ABBASI et al., 2016).

2.8.4 Visualizacdo dos resultados

A reagdo de amplificagdo de DNA pela técnica de LAMP pode ter um tempo de
duracdo de 15 a 60 minutos (PARIDA et al., 2008). Apos a amplificacdo, o resultado pode ser
observado no proprio tubo, dispensando o uso da eletroforese em gel de agarose, necessaria
para visualizar os produtos da PCR convencional, eliminando as chances de contaminagéo
dessa etapa (KHAN et al., 2012). Os produtos do LAMP podem ser detectados visualmente
pela turvacdo, fluorescéncia e alteracéo de cor dos produtos, ideal para monitoramento a olho
nu ou analise por espectrofotdmetro (SRIWORARAT et al., 2015). A turbidez vista ao fim da
reacdo de LAMP ocorre devido a formacdo de um precipitado branco decorrente da
acumulacdo de pirofosfato de magnésio, em uma concentracdo diretamente proporcional a
quantidade de produtos amplificados (Figura 12) (PARIDA et al., 2008).

Figura 12 - Alteracdo da turbidez da amostra ap6s a amplificagdo: tubo 1, a esquerda, positivo e tubo 2, a
direita, negativo.

Fonte: GHASEMIAN et al. (2014)

Adicionalmente, para observacao destes resultados através da fluorescéncia podem ser
utilizados os corantes SYBR Green | ou a calceina, reagentes de baixo custo que potencializam
a observacdo da turbidez da amostra.

A calceina se trata de um reagente quelante de deteccdo de fluorescéncia, capaz de
formar complexos com jons Mg?* (magnésio) durante a reacdo de amplificacio (FANG et al.,
2018). Nesse caso, é utilizada como um indicador de metal fluorescente e o ion metalico
usado € o Mn?* (manganés). Antes do inicio reacio, a calceina é combinada com os fons Mn?*
e ambos s&o adicionados ao tubo de reacdo (PARIDA et al., 2008; TOMITA et al., 2008). No
inicio da reacéo, a coloracdo do tubo se apresenta laranja porque a fluorescéncia da calceina é

inibida pela sua combinacdo com os fons Mn?*. A medida que a reagio avanca, a calceina é
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privada de fons Mn?*" pelos ifons de pirofosfato de magnésio produzidos durante a

amplificacdo, resultando na emissao da sua fluorescéncia (Figura 13) (ZHU et al., 2009).

Figura 13 - Representacdo do mecanismo de emissdo de fluorescéncia pela calceina.
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Fonte: TOMITA et al. (2008)

Se apos a reacdo a cor do tubo alterar de laranja para coloracdo verde, € indicativo de
que ocorreu a amplificagdo do DNA alvo (Figura 14) (PARIDA et al., 2008).

Figura 14 - Alteracao da cor da solucdo do tubo contendo calceina ap6s o fim da reacdo. Resultado
positivo, a esquerda (coloracdo verde) e resultado negativo a direita (coloracdo laranja).

Fonte: FANG et al. (2018)

O SYBR Green |, desde sua introducéo a partir dos anos 90, tem sido aplicado em larga
escala em diversas técnicas de andlise e deteccdo do DNA devido as suas propriedades como
alta sensibilidade e seletividade para DNA de fita dupla (dSDNA) (DRAGAN et al., 2012;
ZIPPER et al., 2004).

Quando se utiliza o SYBR Green I, em caso de a amplificacdo ser positiva, a cor
laranja do corante se transformara em verde e essa mudanca de cor pode ser observada sob luz
natural, assim como sob luz ultravioleta (302 nm), se n&o tiver ocorrido amplificagéo a cor
permanecera laranja (Figura 15). A conversdo de cor é permanente podendo ser mantida para
fins de registro (PARIDA et al., 2008). Diferentemente da calceina, o SYBR Green | é
adicionado ap0s a reacdo para evitar a ligacdo néo especifica deste corante a qualquer dsSDNA
presente na amostra (NJIRU, 2012).
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Figura 15 - Resultado da reacdo apds a adicdo do SYBR Green I. A esquerda, tubo 1 positivo (coloragéo
verde) e a direita, tubo 2 negativo (coloragéo laranja).

Fonte: GHASEMIAN et al. (2014)

Um dos métodos mais simples para deteccdo dos produtos amplificados é a medicao
colorimétrica pelo azul de hidroxinaftol e o verde malaquita. O azul de hidroxinaftol é um
reagente indicador de ions de metal, sendo utilizado como indicador colorimétrico para
deteccdo e quantificacio de fons Ca?* (célcio), em pH 13.0 e ions Mg?* em pH 10.0 (GOTO et
al., 2009). Na reacdo de LAMP ocorre a producdo de grandes quantidades de ions pirofosfato
que reagem com fons Mg?* levando a formagdo de moléculas de pirofosfato de magnésio.
Nesse sentido, & medida que a reagdo avanca a concentrago de fons Mg?* diminui.

O azul de hidroxinaftol é considerado um novo método de medicdo colorimétrica para
o LAMP pela sua propriedade de detectar alteragdes na concentragio de fons Mg?* na reagao.
Além disso, é apropriado para o uso em laboratorios devido ao seu baixo risco de
contaminacdo, devendo ser adicionado ao tubo no inicio da reacdo (GOTO et al., 2009;
TRANGONI et al., 2015).

A cor do azul de hidroxinaftol altera de acordo com a mudanca do pH da solucéo. Se
apos a reacdo o tubo apresentar uma cor violeta, é indicativo de que a reacdo é negativa e caso
0 tubo apresentar uma cor azul-celeste é indicativo de resultado positivo (Figura 16). A
alteracdo da cor ocorre devido a quelacdo de ions Mg?" por dNTPs e o pH da solugdo é
alcalino, pois a Bst DNA polimerase sintetiza 0 DNA em solugdes de carater basico (GOTO
et al., 2009; TRANGONI et al., 2015).

Figura 16 - Alteracdo da cor da solucdo do tubo contendo azul de hidroxinaftol ap6s o fim da reacao.
Tubo a esquerda, positivo (coloracéo azul-celeste) e a direita, negativo (coloracéo violeta).

Fonte: Adaptado de GOTO et al. (2009)
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A medicdo colorimétrica também pode ser feita através do verde malaquita. Este
reagente € um intercalante de DNA e sua coloracdo € considerada mais facil de ser
interpretada e altamente consistente. Além da vantagem de ser de baixo custo, esse reagente
ndo precisa ser congelado podendo ser armazenado a temperatura ambiente, 0 que aumenta a
sua aplicabilidade para o LAMP. (NZELU et al., 2014; SRIWORARAT et al., 2015). Caso
tenha ocorrido amplificacéo, a solugdo do tubo apresentara coloracéo azul-claro, caracteristica
do verde malaquita, sendo interpretado este resultado como positivo. Ndo tendo ocorrido
amplificacdo, a solucdo do tubo se apresentara transparente caracterizando um resultado
negativo (Figura 17) (SRIWORARAT et al., 2015).

Figura 17 - Alteracao da cor da solugdo do tubo contendo verde malaquita apés o fim da reacéo. Tubo a
esquerda positivo (coloragéo azul-claro) e a direita, negativo (incolor).

Fonte: Adaptado de NZELU et al. (2014)

2.8.5 Aplicacdo da LAMP para o diagnostico da LV

A LAMP ¢é uma ferramenta simples e pratica para deteccdo e identificacdo de doengas
infecciosas. Considerando as vantagens da rapida amplificacdo, operacdo simples, baixo
custo, alta sensibilidade e facil deteccdo, além de ser altamente especifico, a LAMP tem
aplicacBes potenciais para diagnostico clinico, assim como para vigilancia de doencas
infecciosas em paises em desenvolvimento, sem que haja requerimento de equipamentos
sofisticados (MORI; NOTOMI, 2009; PARIDA et al., 2008).

Esta técnica vem emergindo como um teste promissor sendo aplicado com sucesso no
diagndstico de outras doengas causadas por protozodarios, como: tripanossomiase africana,
maldria, giardiase, criptosporidiose, entre outros (GAO et al., 2015; VERMA et al., 2017).
Estudos anteriores demonstraram a capacidade da LAMP em detectar infecgbes por
Leishmania com alta sensibilidade e especificidade a partir de amostras de sangue. Ao longo
dos ultimos dez anos, diversos estudos sobre o desenvolvimento de um sistema de LAMP

para o diagnostico da LV foram publicados na literatura. Entre os principais, pode-se citar:
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Takagi et al. (2009), Adams et al. (2010), Ghasemian et al. (2014), Verma et al. (2017) e
Avelar; Carvalho; Rabello (2019) (Tabela 1).

Quadro 1 - Comparacao entre os artigos publicados sobre desenvolvimento de um sistema de LAMP para
diagnostico da LV, no periodo de 2009 a 2019.

Artigos | TAKAGIl etal, | ADAMSetal.,, | GHASEMIAN | VERMA etal.,, | AVELAR et
LAMP 2009 2010 etal., 2014 2017 al., 2019
Pais Bangladesh Sudao Ird india Brasil
Espécie L. donovani L. donovani L. infantum L. donovani L. infantum
Alvo kDNA rRNA kDNA kDNA K26

molecular

GenBank Y11401 M80295 235271 Y11401 AF131228
Quantidade de 4 6 6 4 6

primers
Amostra Sangue Sangue Sangue Sangue Sangue
biolégica periférico periférico periférico periférico periférico
e
Punc¢do da MO

Limite de 1fg 1fg 100 fg 1fg 1fg

deteccao
Sensibilidade 95% 94% 95% 96,9% em 99,8%

sangue
periférico e
100% em
Puncédo da MO

Especificidade 100% 100% 95% 100% 99,8%

Fonte: Adams et al. (2010); Avelar, Carvalho e Rabello (2019); Ghasemian et al. (2014); Takagi et al. (2009);
Verma et al. (2017).

O primeiro estudo foi desenvolvido por Takagi et al. (2009) que, assim como Adams

et al. (2010) e Verma et al. (2017), tinha como objetivo desenvolver um sistema para
identificar a espécie L. donovani. Essa espécie € responsavel pela ocorréncia da infec¢do na
Africa Oriental, Bangladesh, india e Nepal, enquanto que na América do Sul, bacia do
Mediterraneo, China e Oriente Médio, o agente etioldgico é a L. infantum (ROCHA et al.,
2018; VAN GRIENSVEN; DIRO, 2012). Entretanto, por esta razdo, esses estudos nao
poderiam ser reproduzidos no Brasil.

Recentemente, um estudo realizado no Brasil por Avelar, Carvalho e Rabello (2019)
realizou a otimizacdo de um sistema de LAMP para diagnoéstico da LV. Diferentemente dos

outros estudos, neste o alvo molecular de escolha foi 0 K26 (K26-LAMP). A proteina K26,
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também é conhecida como Hydrophilic acylated surface protein B (HASPB), é uma proteina
que faz parte de uma familia de moléculas de superficie pertencentes ao género Leishmania.
O gene codificador do antigeno K26 tem sido utilizado como sequéncia alvo para tipagem
molecular, a fim de caracterizar e distinguir cepas do complexo L. donovani. A aplicabilidade
deste gene se baseia no polimorfismo genético de tamanho e de sequéncia dos produtos de
amplificacdo obtidos e, esses polimorfismos variam de cepa para cepa de acordo com a
localizagdo geografica de origem de cada uma delas (BARBOSA JUNIOR, 2016;
HARALAMBOUS et al., 2008).

Recentemente, um kit de LAMP para o diagnostico de leishmaniose, denominado
Loopamp™ Leishmania Detection Kit foi desenvolvido em uma colaboragdo da Eiken
Chemical Co. e da Fundacdo para Novos Diagndsticos Inovadores (IBARRA-MENESES et
al., 2018). Este kit apresenta-se em um formato pronto pra uso e baseia-se na utilizacdo de
reagentes secos inseridos em um tubo de reacdo, ndo sendo necessarias condi¢des especiais de
armazenamento. Na reacdo, é utilizada a Bst DNA polimerase e a calceina também esta
incluida entre os reagentes secos, para permitir a visulizacdo a olho nu dos produtos
amplificados (MUKHTAR et al., 2018).

Para amplifica¢@o pelo Loopamp™ Leishmania Detection Kit, sdo utilizados primers
direcionados para duas regides diferentes: gene 18S rRNA e minicirculos de kDN, sendo
ambos especificos para o género Leishmania (IBARRA-MENESES et al., 2018). De acordo
com Bezerra et al. (2020), 0 Loopamp™ apresenta o melhor sistema de primers disponiveis
atualmente para o diagndstico da leishmaniose. Porém, esse teste detecta todas as espécies do
género Leishmania assim, ndo é capaz de determinar a espécie, ndo sendo especifico para
Leishmania infantum.

A Organizacdo Mundial de Satde recomenda que um teste diagndstico ideal adequado
para aplicacdo em paises em desenvolvimento deve ser: acessivel, sensivel, especifico, de
facil realizacdo, rapido, robusto e ndo ter necessidade de equipamentos (NJIRU, 2012). O
método LAMP tem capacidade e potencial de preencher completamente esses pré-requisitos,
pois além de ser um método de diagndstico rapido e de baixo custo, também utiliza amostras
clinicas ndo invasivas ou minimamente invasivas (KHAN et al., 2012).

Nesse contexto, este estudo se prop6s a otimizar e aplicar esse metodo para
diagnostico da LV, visando a sua utilizacdo pelos sistemas de vigilancia em saude, por ser

uma técnica que requer poucos investimentos e que fornece um resultado rapido e eficaz.
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3 JUSTIFICATIVA

A LV é uma infeccdo que, apesar de possuir diagnostico e tratamento definidos,
permanece como um problema de saude publica. O seu diagnostico precoce permite um
melhor progndstico ao paciente, pois quando ndo tratados ou tratados tardiamente, 0s casos
tém maior letalidade. Contudo, o diagndstico ainda é um fator limitante para o controle dessa
endemia, visto que o meétodo padrdo ouro, a busca microscopica da Leishmania, € um
procedimento invasivo, de dificil execucdo por requerer ambiente hospitalar e profissionais
capacitados, enquanto que os métodos soroldgicos existentes possuem limitagdes em termos
de especificidade e reprodutibilidade.

Ensaios moleculares tém sido desenvolvidos para o diagnostico da LV, como a PCR e
o LAMP. No entanto, o primeiro requer equipamentos de alto custo, além de expertise
técnica, o que dificulta sua implantacdo nos laboratérios da rede publica. O LAMP se destaca
pela sua rapida execucdo, método simples, de baixo custo, com alta sensibilidade e féacil
deteccdo, além de ser altamente especifico.

Por existir poucos estudos ainda empregando o LAMP para o diagnostico da infeccdo
por Leishmania no Brasil, o presente estudo se prop0s a realizar a otimizacdo dessa técnica
promissora. Espera-se que o0s resultados possam dar suporte a estudos posteriores deste tema
no Brasil, e futuramente subsidiar os programas de controle da LV, possibilitando que os

pacientes tenham uma melhor assisténcia a salde e qualidade de vida.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

A técnica de Amplificacdo Isotérmica em Alca (LAMP) é sensivel, especifica e eficaz

para o diagnostico da Leishmaniose Visceral?
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5 HIPOTESE

A Amplificacdo Isotéermica em Alca (LAMP) é uma técnica sensivel, especifica e

eficaz para o diagndstico da Leishmaniose Visceral.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo geral

Otimizar a técnica de Amplificagdo Isotérmica em Alga (LAMP) para o diagnostico da
Leishmaniose Visceral.

6.2 Objetivos especificos

a) Avaliar os aspectos analiticos (sensibilidade e especificidade) do sistema de LAMP
otimizado;

b) Comparar a performance do sistema otimizado frente ao sistema baseado em PCR
convencional a partir de concentracdes conhecidas de DNA de L. infantum;

c) Comparar a aplicacdo dos sistemas de PCR convencional e de LAMP nas amostras
coletadas.
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7 METODOLOGIA

Na metodologia foram determinados: o desenho de estudo; a area e a populacéo do
estudo e os critérios de inclusdo e exclusdo. Além disso, também foram realizadas a coleta de

dados e a avaliagéo laboratorial.

7.1 Desenho de estudo

O estudo foi experimental, sendo selecionada uma amostra ndo probabilistica, por
conveniéncia de individuos moradores de area ndo endémica. O estudo se propds a analisar
parametros como sensibilidade e especificidade, sendo estas caracteristicas do teste e ndo da

populacdo em que o teste esta sendo aplicado.

7.2 Area de estudo

O estudo foi desenvolvido no municipio de Tamandaré, localizado no litoral sul do

Estado de Pernambuco.

7.3 Populacéo de estudo

A populacdo do estudo foram individuos residentes do municipio de Tamandaré
provenientes de trés bairros: 5 de julho, Oitizeiro e Estrela Mar. Esses individuos foram
esclarecidos sobre a pesquisa e convidados a dela participar e a assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO A).

7.4 Critérios de incluséo e exclusao

Foram incluidos no estudo os individuos de ambos 0s sexos, com idade igual ou
superior a 18 anos e comprovadamente residentes do municipio de Tamandaré. Foram
excluidos do estudo individuos com idade inferior a 18 anos e que ndo residissem no

municipio em quest&o.
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7.5 Coletas de dados

Foram coletadas amostras de sangue periférico em tubo contendo EDTA.

7.6 Avaliacao laboratorial

Na avaliacao laboratorial foram realizadas: a extracdo e purificacdo do DNA genémico

e das amostras, PCR convencional e Amplificacdo Isotérmica em Alca — LAMP.

7.6.1 Extracdo e purificagdo do DNA gendmico e das amostras

Para a extracdo e purificacdo de DNA gendmico foi utilizada a cepa de L. infantum
MHOM/BR/76/M4192. A extracdo do DNA gendmico foi realizada através do protocolo de
extracdo pelo método fenol/cloroférmio descrito por Sambrook et al. (1989). A extracdo e
purificacdo de DNA das amostras de sangue periférico foi realizada com o kit comercial
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, Wisconsin, EUA) seguindo as

instrucGes do fabricante.

7.6.2 PCR convencional

A PCR foi realizada de acordo com as condicGes descritas por Schénian et al. (2003),
tendo como alvo o ITS-1. Os primers utilizados na reagdo foram: LITSR (5°-
CTGGATCATTTTCCGATG-3") e L5.8S (5’-TGATACCACTTATCGCACTT-3’) descritos
pelos autores supracitados. A andlise e registros dos resultados da PCR foram analisados
através de eletroforese em gel de agarose a 2,0% com coloracdo pelo brometo de etidio de
acordo com Sambrook et al. (1989). As bandas de DNA separadas por eletroforese foram
visualizadas em transiluminador de luz ultravioleta e fotografadas com um sistema de
documentacdo Polaroid MP4+ SystemTM (Sigma St. Louis, MA, USA).

Para definir o limite de deteccdo foi construida uma curva de diluicdo a partir de
quantidades conhecidas de DNA genémico purificado de L. infantum. O limite de detec¢do do
DNA genbmico de L. infantum para o sistema ITS-1 na PCR convencional foi de 100pg
(Figura 18).
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Figura 18 - Limite de detecc¢éo do sistema ITS-1 PCR.

Ml 2 3 &5 067 8. 92 1OCN

Fonte: A autora.
Legenda: M - marcador de peso molecular 100pb. 1-10ng; 2-2ng;3-1ng; 4-100pg;5-10pg; 6 -1 pg; 7 -
100 fg; 8 - 10 fg; 9 - 1 fg; 10 - 100 ag; C.N. - controle negativo.

Nos ensaios de especificidade, o sistema ITS-1 apresentou resultados negativos para
outras espécies de tripanossomatideos (Leishmania braziliensis e Trypanosoma cruzi). As
espécies Schistosoma mansoni, Mycobacterium tuberculosis e Wuchereria bancrofti também

foram negativas para esse sistema.

7.6.3 Amplificacdo Isotérmica em Alca — LAMP

A otimizacdo do LAMP foi realizada de acordo com as condigdes descritas por
Ghasemian et al. (2014).

7.6.3.1 Desenho dos primers

Seis primers foram utilizados para amplificar a sequéncia de L. infantum kDNA
(GenBank accesso n® Z35271) (Quadro 2).
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Quadro 2 - Conjuntos de primers usados para amplificacdo de genes de KDNA no ensaio LAMP para L.

infantum.

Primer  Tipo Comprimento = Sequéncia (5’ - 3°)

FIP Forward Internal | 38 pb GTGGTCTGGGTAGTGGCTT-
Primer GGTT-GGATTGGCCTGAAAC

BIP Backward Internal | 36 pb TGCGCCTTGGACTTTCGG-
Primer TAATGTTGGGCACATGCT

F3 Forward Outer Primer | 19 pb TGGTTGGAAATTGGCTCTC

B3 Backward Outer | 22 pb GATTGAGTTGGATTCATTGACG
Primer

FLP Forward Loop Primer | 20 pb CTGGGTCTGGAGGCTTTATT

BLP Backward Loop 22 pb GGCTTTTGTTGGGATTTTGTTG
Primer

Fonte: Ghasemian et al. (2014)

7.6.3.2 Otimizacdo das condicdes de amplificacdo

Inicialmente, a reacdo para o LAMP foi feita com os seguintes componentes: 40 pmol
de cada primer FIP e BIP, 5 pmol de cada primer F3 e B3, 20mM Tris-HCI (pH 8.8), 10mM
KCI, 10mM (NH4),S0., 8mM MgSO., 0.8M betaina (Sigma-Aldrich), 2mM de cada dNTP,
8U de Bst DNA Polymerase, Large Fragment (New England Biolabs) e 2ul de DNA extraido,
em um volume total de 25ul. Em cada reacdo de amplificacdo foi utilizado um controle

negativo.

7.6.3.3 Visualizacdo dos resultados

Para visualizacdo do resultado das reacbes de amplificacdo foi aplicado 1uL do
reagente SYBR Green | ao tubo contendo o produto da reacéo, objetivando a alteracdo da cor
da reacdo para verde em caso de resultado positivo e, laranja em caso de negativo. Durante a
padronizacédo, as reacdes foram monitoradas por eletroforese em gel de agarose a 2,0% do

produto amplificado.
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7.6.3.4 Determinacdo do limite de deteccdo

Para avaliar a sensibilidade dos sistemas de LAMP e PCR, foi construida uma curva
de diluicdo de fator 10 a partir de uma concentracdo inicial de 99ng/uL do DNA gendmico,
que resultou nas seguintes concentragdes: 5 ng/pL, 1 ng/uL, 0,5 ng/pL, 50 pg/pL, 5 pg/uL,
0,5 pg/uL, 50 fg/uL, 5 fg/uL, 0,5 fg/pL, 50 ag/uL. Para cada reagédo foi adicionado 2uL do
DNA de L. infantum.

7.6.3.5 Determinacdo da especificidade

Para avaliar a especificidade dos métodos, os resultados obtidos foram analisados
utilizando 1ng de DNA de diversos organismos pertinentes ao estudo. Para que a
especificidade da reacdo fosse atestada, foi necessaria a observacéo da amplificacdo apenas no
tubo contendo o DNA de L. infantum.

7.7 Consideracdes éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
do Instituto Aggeu Magalhdes — Fiocruz Pernambuco, com CAAE 71573417.0.0000.5190
(ANEXO B). Todos os individuos envolvidos no estudo tomaram ciéncia da pesquisa e
assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) (ANEXO A). A pesquisa
esta de acordo e a Resolucdo 466 de 12 de dezembro de 2012, que aprova as diretrizes e

normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos.
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8 RESULTADOS

Para otimizacdo do LAMP, inicialmente foram realizados ensaios com o sistema

contendo os primers de loop.

8.1 Otimizacé&o do sistema de LAMP para diagnoéstico da LV

No primeiro ensaio, foram feitos dois tubos: um para o controle positivo (CP),
contendo 10ng de DNA gendmico de L. infantum, e um para o controle negativo (CN) e, os
tubos foram incubados no termociclador a 64°C, seguindo as condi¢fes descritas por
Ghasemian et al. (2014). Para a verificacdo da alteracdo colorimétrica, foi utilizado o reagente
SYBR Green | e todos os tubos, tanto CP quanto CN, apresentaram coloracdo laranja,
indicando negatividade do resultado (Figura 19A). Para revelagéo pela eletroforese em gel de
agarose, foi produzido um gel a 2% utilizando solugéo de Tris-borato-EDTA (TBE). Néo foi
possivel observar o padrdo de bandas caracteristicos do LAMP, confirmando o resultado da

revelacdo pelo SYBR Green I (Figura 19B).

Figura 19 - Resultados do primeiro ensaio de otimiza¢do do LAMP.

1 2 1 2

A) B)

—

Fonte: A autora.
Legenda: 1 - CP; 2 - CN.

No segundo ensaio de otimizacdo, foi modificada a temperatura para 65°C e os tubos
foram incubados no termociclador. Na revelacdo pelo SYBR Green |, todos os tubos
apresentaram coloracdo verde, indicando positividade tanto no CP quanto no CN (Figura
20A). Na revelagdo pela eletroforese, a apesar do resultado ter sido positivo, ndo foi possivel

observar o padrdo de bandas caracteristico de amostras positivas no LAMP (Figura 20B).
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Figura 20 - Resultados do segundo ensaio de otimizacdo do LAMP.

1 2

A)

Fonte: A autora
Legenda: 1 — CP; 2 - CN.

Para o terceiro ensaio de otimizacdo, a temperatura foi aumentada para 66°C
incubando novamente no aparelho termociclador. Nesse momento, foram feitos trés tubos: um
CP e dois CN. Pela revelacdo utilizando o SYBR Green I, todos os tubos apresentaram
coloracdo verde novamente, indicando positividade tanto no CP quanto no CN (Figura 21A).
Na eletroforese, novamente nao foi possivel observar o padrdo de bandas do LAMP, mesmo o

resultado tendo se apresentado positivo (Figura 21B).

Figura 21 - Resultados do terceiro ensaio de otimiza¢do do LAMP.

1 2 3 1 2 3

Fonte: A autora.
Legenda: 1 - CP; 2-CN; 3-CN.

Dando continuidade a otimizagdo, no quarto ensaio foi modificada novamente a
temperatura aumentando para 67°C e incubando os tubos no termociclador. Foram incubados
trés tubos: um CP e dois CN. Apds adicdo do SYBR Green I, o resultado foi negativo em
todos os tubos (Figura 22A). Na revelacdo pela eletroforese, o resultado também se mostrou

negativo (Figura 22B).
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Figura 22 - Resultados do quarto ensaio de otimiza¢do do LAMP.

1 2 3 1 2 3

A) B)

Fonte: A autora.
Legenda: 1 - CP; 2-CN; 3-CN.

Ap0s avaliacdo dos resultados apresentados até o quarto ensaio, foram feitas algumas
modificacdes para dar continuidade a otimizacdo. Primeiramente, o sistema de Ghasemian et
al. (2014) foi subdivido em: um sistema contendo os primers de loop e um outro sistema sem
a adicdo dos primers de loop. Além disso, 0 equipamento thermomixer comegou a ser
utilizado juntamente com o termociclador, para a incubacao das reacfes. Para a revelacao pela
eletroforese no gel de agarose a 2%, o tampédo de corrida TBE foi substituido pelo Tris-
acetato-EDTA (TAE).

No quinto ensaio de otimizacdo foram testadas novamente as temperaturas de 64°C,
65°C e 66°C, incubando a reagédo tanto no termociclador quanto no thermomixer, sendo um
tubo de CP e dois tubos de CN para cada temperatura. Na revelacdo pelo SYBR Green |, a
temperatura de 64°C na incubacao no termociclador todos os tubos, assim como no primeiro
ensaio, apresentaram resultado negativo (Figura 23A). Na eletroforese, o resultado também

foi negativo (Figura 23B).

Figura 23 - Resultados do quinto ensaio de otimizacdo do LAMP a temperatura de 64°C.
1 2" 3 &5 5 b

1 2 3 4 5 6

A) B)

Fonte: A autora.
Legenda: 1 — CP do sistema sem primers de loop; 2 e 3 — CN do sistema sem primers de loop; 4 — CP do sistema
com primers de loop; 5 e 6 — CN do sistema com primers de loop.
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Para temperatura de 65°C, os tubos foram incubados no termociclador e na revelacao
colorimétrica todos os tubos do sistema sem os primers de loop apresentaram coloragdo verde
e todos os tubos do sistema com os primers de loop apresentaram coloracgéo laranja, indicando
positividade e negatividade, respectivamente (Figura 24A). Na eletroforese, nos pogos que
correspondem 0s tubos do sistema sem os primers de loop é possivel observar o padrdo de
bandas caracteristico do LAMP, sendo a visualizacdo mais nitida, do que nos ensaios
anteriores, devido a mudanca do tampédo de corrida de TBE para o TAE. Enquanto que, 0s
pocos correspondentes ao do sistema com o0s primers de loop apresentaram-se negativos,

assim como na revelagéo colorimétrica (Figura 24B).

Figura 24 - Resultados do quinto ensaio de otimiza¢do do LAMP a temperatura de 65°C.
1 2 3 4 - 6 1 2 3 4 5 6

Fonte: A autora.

Legenda: 1 — CP do sistema sem primers de loop; 2 e 3 — CN do sistema sem primers de loop; 4 — CP do sistema
com primers de loop; 5 e 6 — CN do sistema com primers de loop.

A (ltima temperatura testada no quinto ensaio foi 66°C, e neste caso, 0s tubos foram
incubados no thermomixer. Todos os tubos, de ambos os sistemas, foram positivos apos
adicdo do SYBR Green | (Figura 25A). Os tubos do sistema sem os primers de loop foram
positivos também na eletroforese. Porém, apesar de todos os tubos do sistema com os primers
de loop apresentarem positividade na revelagdo colorimétrica, apenas o CP apresentou

positividade na corrida eletroforética (Figura 25B).
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Figura 25 - Resultados do quinto ensaio de otimiza¢do do LAMP a temperatura de 66°C.
1 2 3 4 5 6

Fonte: A autora.
Legenda: 1 — CP do sistema sem primers de loop; 2 e 3 — CN do sistema sem primers de loop; 4 — CP do sistema
com primers de loop; 5 e 6 — CN do sistema com primers de loop.

Para 0 sexto ensaio de otimizacdo, 0.8M de betaina (4ul) utilizada na reacdo foi
substituida por 2ul de dimetilsulfoxido (DMSO), que apresenta fun¢do semelhante. Os tubos
de ambos os sistemas foram incubados no termociclador novamente a 66°C (um CP e dois
CN) visto que, apenas nesta temperatura os dois sistemas apresentaram positividade no ensaio
anterior. Com a adi¢cdo do DMSO todos os tubos, de ambos de os sistemas, foram negativos

tanto na revelacdo colorimétrica quanto pela eletroforese (Figura 26A e 26B).

Figura 26 - Resultados do sexto ensaio de otimizacdo do LAMP.
1 33 4 S5 "B

1 2 3
A)

59
S~

Fonte: A autora.
Legenda: 1 — CP do sistema sem primers de loop; 2 e 3 — CN do sistema sem primers de loop; 4 — CP do sistema
com primers de loop; 5 e 6 — CN do sistema com primers de loop.

No sétimo ensaio de otimizacdo, foram repetidas as mesmas condi¢des do quinto
ensaio a temperatura de 66°C, alterando a quantidade de betaina de 4pl para 5ul. Apds adicao
do SYBR Green I, os CP dos dois sistemas apresentaram colora¢do verde, indicando
positividade, e os 4 CN dos dois sistemas desenvolveram a cor laranja, indicando
negatividade (Figura 27A). Na eletroforese, os sistemas se apresentaram da mesma forma
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(Figura 27B). Portanto, a temperatura de 66°C com 5ul de betaina € a mais adequada para a

incubacg&o deste sistema.

Figura 27 - Resultados do sétimo ensaio de otimizagéo do LAMP.
1 2 3 4 5 6

Fonte: A autora.
Legenda A: 1 e 2 — CN do sistema sem primers de loop; 3 — CP do sistema sem primers de loop; 4 — CP do
sistema com primers de loop; 5 e 6 - CN do sistema com primers de loop.
Legenda B: 1 — CP do sistema sem primers de loop; 2 e 3 — CN do sistema sem primers de loop; 4 — CP do
sistema com primers de loop; 5 e 6 — CN do sistema com primers de loop.

A fim de verificar se o resultado anterior se mantinha consistente, a mesma reacao foi
realizada seguindo exatamente as mesmas condi¢fes do sétimo ensaio, aplicando os dois
sistemas. Neste caso, todos 0s tubos de ambos os sistemas foram positivos pelo SYBR Green |

e pela eletroforese (Figura 28A e 28B).

Figura 28 - Resultados da otimizac¢do do LAMP.
1 2:3 4 5 6

Fonte: A autora.
Legenda: 1 — CP do sistema sem primers de loop; 2 e 3 — CN do sistema sem primers de loop; 4 — CP do sistema

com primers de loop; 5 e 6 — CN do sistema com primers de loop.

Para o ensaio seguinte foi realizada uma alteracdo na concentracdo do MgSOs de 8mM
para 6mM, mantendo as mesmas condi¢cdes anteriores. Na revelacdo colorimétrica e no
resultado da corrida de eletroforese, todos os tubos de ambos os sistemas permaneceram
positivos (Figura 29A e 29B).
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Figura 29. Resultados da otimizagdo do LAMP apos alteracdo do MgSOa.

1 2 3 a 5 6 1 2 3 4§ 5 &

Fonte: A autora.
Legenda: 1 — CP do sistema sem primers de loop; 2 e 3 — CN do sistema sem primers de loop; 4 — CP do sistema
com primers de loop; 5 e 6 — CN do sistema com primers de loop.

No ensaio seguinte, foi utilizada a enzima Bst 3.0 DNA polimerase e o tampéo
Isothermal Amplification Buffer I, aplicando o sistema com e sem os primers de loop a 66°C
no termociclador. Para cada sistema foram feitos um CP e um CN para serem incubados pelo
periodo de 30 minutos e um CP e um CN para incubacdo por 60 minutos. Em relacdo aos
tubos incubados por 30 minutos, nos tubos referentes ao sistema sem os primers de loop
ambos 0os CP e CN apresentaram-se na cor laranja ap6s adicdo do SYBR Green | e revelacdo
sob luz ultravioleta, enquanto que nos tubos do sistema com primers de loop, 0 CN revelou-se
na cor laranja e o CP na cor verde, indicando a positividade do sistema (Figura 30A). Na
eletroforese, os resultados apresentaram-se da mesma forma (Figura 30B). Todos os tubos que
foram incubados durante 60 minutos, de ambos os sistemas, apresentaram-se positivos, tanto
na revelacdo pelo SYBR Green I quanto na eletroforese (Figura 30C e 30D, respectivamente).

Nesse contexto, foi possivel observar que a melhor performace do sistema ocorre com
a utilizagdo dos primers de loop, aplicando uma temperatura de 66°C no termociclador por um

periodo de 30 minutos, utilizando a enzima Bst 3.0 DNA polimerase.
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Figura 30 - Resultados da otimiza¢do do LAMP utilizando a Bst 3.0 DNA polimerase.

1 2 3 4
1 2 3 4

A) B)

Fonte: A autora.

Legenda A: 1 — CP do sistema sem primers de loop; 2 — CN do sistema sem primers de loop; 3 — CP do sistema
com primers de loop; 4 — CN do sistema com primers de loop.

Legenda B: 1 — CP do sistema com primers de loop; 2 — CN do sistema com primers de loop; 3 — CP
do sistema sem primers de loop; 4 — CN do sistema sem primers de loop.

1 2 3 4

Legenda C e D: 1 — CP do sistema sem primers de loop; 2 — CN do sistema sem primers de loop; 3 — CP do
sistema com primers de loop; 4 — CN do sistema com primers de loop.

8.2 Avaliacéo da sensibilidade do sistema LAMP

Para avaliar o limite de detecgcdo da técnica de LAMP, o sistema foi submetido a
quantidades conhecidas de DNA gendmico purificado de L. infantum, apresentando um limite
de deteccao de 100 ag/uL (Figura 31A e 31B).

Figura 31 - Avaliagdo do limite de deteccdo da técnica de LAMP.

1 2 3 &5 6 7 8 9 10CN

A)

Fonte: A autora.
Legenda A:1-10ng;2-2ng; 3-1ng;4-100pg; 5-10pg; 6 - 1 pg; 7 - 100 fg; 8 - 10 fg; 9 - 1 fg; 10 - 100 ag;
C.N. — controle negativo.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 CN.

B)

LegendaB:1-10ng;2-2ng;3-1ng;4-100pg;5-10pg; 6-1pg; 7-100 fg; 8 - 10 fg; 9 - 1 fg; 10 - 100 ag;
C.N. —controle negativo.

8.3 Avalicao da especificidade do sistema LAMP

Todas as espécies testadas apresentaram resultado negativo na amplificacdo pelo
sistema de LAMP.
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9 DISCUSSAO

Para realizar o controle e diagnostico adequado da LV, é necessario a aplicacdo de
métodos de diagnostico que sejam confidveis, rapidos e também econdmicos (ADAMS et al.,
2010). No presente estudo, foi realizada a otimizacdo da técnica de Amplificacdo Isotérmica
em Alg¢a (LAMP), seguindo as condicdes descritas por Ghasemian et al. (2014) para detecgéo
da L. infantum em amostras de sangue periférico. A principal vantagem em utilizar amostras
de sangue total em relacédo ao padrdo ouro de diagnostico da LV, esta no método de obtencéo,
que é menos invasivo.

Em seis ensaios para otimizacdo da técnica, todos os tubos apresentarem-se com
resultado positivo, tanto nos que continham o controle positivo quanto nos que representavam
o controle negativo. A utilizacdo no LAMP de quatro a seis primers tem o objetivo de
aumentar tanto a especificidade quanto a sensibilidade da técnica. A complexidade no
processo de desenho desses primers pode gerar complicacbes posteriores €, 0 uso de varios
primers em uma mesma reacdo aumenta as chances de hidridizacdo entre eles formando
dimeros de primers e, consequentemente, gerando resultados falso-positivos (WATTS et al.,
2014; WONG et al., 2018). Além disso, de acordo com Karthik et al. (2014), um dos
principais problemas na aplicagdo do LAMP é o risco de contaminacdo nos produtos de
amplificagdo, gerando resultados falso-positivos em controles negativos, o que dificulta a
otimizacdo da técnica.

Nos ensaios realizados, foi avaliada a sensibilidade e a especificidade do sistema
LAMP. Em relagdo a especificidade, foi aplicado no sistema o DNA de outros
tripanossomatideos, sendo confirmada a positividade apenas para L. infantum. A sensibilidade
foi avaliada a partir de uma curva de diluicdo de fator 10, onde o limite de deteccdo do
sistema foi de 100ag de DNA.

Os estudos sobre desenvolvimento de sistemas LAMP publicados na literatura do
periodo de 2010 a 2019 apresentam uma sensibilidade semelhante entre si, com limite de
deteccdo equivalente 1fg (ADAMS et al., 2010; AVELAR; CARVALHO; RABELLO, 2019;
TAKAGI et al., 2009; VERMA et al., 2017). Dentre estes estudos, o de Ghasemian et al.
(2014) foi o Unico que apresentou um limite de detec¢cdo menor do que todos os outros, de
100fg, sendo possivel considera-lo o sistema mais sensivel. A otimizagdo do sistema de
LAMP nesta pesquisa foi realizada seguindo as condigdes descritas por Ghasemian et al.
(2014), apresentando um limite de detecgdo 100ag, mais sensivel do que o de todos os estudos

relatados.
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O aumento da sensibilidade pode estar relacionada ao aumento da temperatura de
incubacdo. De acordo com Wang et al., (2015) podem ser obtidos melhores resultados no
LAMP a partir do aumento da temperatura de incubacéo pois, altas temperaturas inibem a
formacéo de dimeros de primers e também promovem a hibridizacdo correta dos primers ao
DNA molde. A temperatura inicial aplicada neste estudo foi de 64°C, seguindo as condigdes
de Ghasemian et al. (2014). Entretanto, durante a otimizacdo, o sistema apresentou melhor
desempenho quando a temperatura foi elevada para 66°C.

As tecnicas baseadas em PCR sdo consideradas um dos principais métodos de
diagndstico da LV devido a sua alta taxa de sensibilidade e especificidade. Ao longo dos anos,
diversas regides do genoma da Leishmania foram estudadas para fornecer primers especificos
e sensiveis para a diagnostico da LV pela técnica de PCR. Entre essas regides, pode-se citar:
KDNA, rRNA e o ITS (TLAMCANI, 2016). Nesse contexto, o alvo mais utilizado € ITS,
sendo largamente aplicado para diagnostico dessa infeccdo, assim como também é utilizado
em estudos de caracterizacdo molecular de espécies do género Leishmania (BARBOSA
JUNIOR, 2016; SCHONIAN:; KUHLS; MAURICIO, 2011). Um estudo realizado por Fraga
et al. (2010) no Brasil, demonstrou que a PCR convencional, utilizando amostras de sangue
periférico, mostrou-se mais sensivel para diagnostico da LV do que a busca microscépica da
Leishmania a partir de aspirados de medula 6ssea, apresentando uma sensibilidade de 95,6%
em contraste com a sensibilidade de 80% da microscopia (FRAGA et al., 2010).

Na presente pesquisa, a PCR ITS-1 foi utilizada como o método padrdo ouro para
diagnostico da LV, através da deteccdo do DNA de L. infantum em amostras de sangue
periférico. Nos ensaios de sensibilidade, este sistema foi capaz de detectar até 100pg de DNA
em uma curva de diluicdo de fator 10, sendo assim, o sistema de PCR ITS-1 apresentou-se
menos sensivel do que o sistema de LAMP. De acordo com PARIDA et al. (2008), o LAMP
pode ser considerado de 10 a 100 vezes mais sensivel que a PCR.

Quando as amostras clinicas coletadas foram aplicadas em ambos os sistemas, todas
apresentaram resultado negativo. Portanto, neste estudo, ndo foi possivel realizar a
comparacao da especificidade e sensibilidade analitica entre os sistemas de PCR e LAMP.

Conforme dispostos publicados pelo Ministério da Saude do Brasil, por a LV se tratar
de uma doenca que apresenta caracteristicas clinicas com evolugdo grave, o diagnostico
precoce e eficaz € de importancia fundamental para diminuicéo da letalidade, pois desta forma
podem ser aplicadas medidas de profilaxia e tratamento adequados (BRASIL, 2006, 2014).
No Brasil, todas as areas com transmissdo ou em risco de transmissdo de LV devem

obrigatoriamente implementar, na rotina ambulatorial, o diagnostico, tratamento e
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acompanhamento da infeccdo nos pacientes. Na rede bésica de saude no Brasil, o diagnostico
baseia-se principalmente em exames imunoldgicos e parasitoldgicos (BRASIL, 2010, 2016).

Por se tratar de uma doenca de carater endémico no estado de Pernambuco, a LV esta
incluida entre as doencas negligenciadas consideradas prioritarias pelo Programa Sanar,
instituido pela Secretaria Estadual de Salde. Este programa tem como objetivo eliminar ou
reduzir a ocorréncias de infec¢bes transmissiveis e negligenciadas, que persistem como
problema de salde publica (PERNAMBUCO, 2020). O municipio de Tamandaré foi
considerado pelo Programa Sanar - através do Plano Integrado para Enfrentamento as
Doencas Negligenciadas (2015-2018) - um dos municipios prioritarios para enfrentamento da
LV, por apresentar no periodo de 2010 a 2014 um risco de transmisséo considerado alto, com
ocorréncia de ébitos (PERNAMBUCO, 2015).

Nesta pesquisa, foram coletadas amostras de sangue periférico de 83 individuos
residentes do municipio de Tamandaré, situado no litoral sul do Estado de Pernambuco, para
investigar a presenca de casos de infeccdo por L. infantum na regido. Pela técnica de PCR,
todas as amostras apresentaram-se negativas para o diagnéstico de LV, assim como também
se apresentaram negativas no diagnostico pelo sistema de LAMP. Entretanto, apesar dos
resultados negativos, ndo se pode afirmar que ndo existem casos N0 municipio pois o nimero
amostral obtido ndo foi satisfatério para definir o perfil epidemiolégico de LV nesta
localidade.
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10 CONCLUSOES

S&0 necessarios estudos posteriores, utilizando amostras clinicas positivas para LV, a
fim de definir estatisticamente a sensibilidade e especificidade analitica deste sistema para

maior e melhor elucidacdo da aplicacdo desta técnica no diagndéstico da LV no pais.
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11 CONSIDERACOES FINAIS

Espera-se que a otimizacdo da técnica de LAMP para o diagnostico da LV venha
contribuir para os estudos. Para isso, é necessario que continuem sendo realizados estudos
sobre o tema no Brasil, objetivando que o diagndstico da LV seja feito de forma rapida e
eficaz e, consequentemente, também seja realizado o tratamento precoce, proporcionando um

melhor progndstico e maior qualidade de vida aos pacientes infectados.
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