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A Leishmaniose visceral (LV), é uma doenga infecciosa sistémica que pode ser causada pelo
protozoario da espécie Leishmania infantum. E uma antropozoonose que atinge 0 homem e 0
cdo, sendo transmitida por um inseto vetor flebotomineo denominado Lutzomyia longipalpis.
O presente trabalho teve como objetivo especifico o desenvolvimento de estratégia de
amplificacdo de DNA de kinetoplasto (kDNA) de L. infantum, para diagndstico molecular da
LV em humanos e cdes. Para tanto, primers especificos para qPCR foram triados
(experimento 1) e a concentracdo foi otimizada (experimento 2) para construcdo de uma
curvas padrdo de amplificacdo (experimento 3). O par de primers upKDNA-SE/upKDNA-AS
produziu os melhores resultados de gPCR, com eficiéncia de amplificagdo de 95% e
sensibilidade para deteccdo de parasitemia inferior a 10 leishmanias/mL de sangue.
Adicionalmente, o par de primers também pode ser usado para quantificagdo da carga
parasitaria, uma vez que o0s parametros quantitativos de amplificacdo foram apropriados. Essa
condicéo é especialmente relevante pois, muitas vezes, 0 acesso a carga parasitaria por gPCR,
para acompanhamento de progressao da patologia, se faz necessaria ou desejavel.
Palavras-chave: Leishmania. Calazar. Homem. Cio. KDNA.

INTRODUCAO

As Leishmaniases tém como agentes causadores, protozoarios intracelulares
obrigatérios pertencentes a Ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae e Geénero
Leishmania. A classificacdo taxondémica mais atual divide o género Leishmania em dois sub-
géneros: Viannia e Leishmania. Estes diferentes complexos albergam as espécies de agentes
etioldgicos envolvidos no acometimento das leishmaniases tegumentar (LT) e visceral (LV)
(OMS, 2016).

Na LV, a principal espécie envolvida na América do Sul € Leishmania infantum
(DANTAS-TORRES, 2006), sendo caracterizada por lesdes que afetam os Orgdos internos,
levando frequentemente a 6bito na auséncia de tratamento. Acomete principalmente pacientes
imunodeprimidos, criangas e idosos. A forma visceral & demonstrada pelo intenso dano em
Orgdos vitais e anemia grave, sendo uma sindrome clinica, caracterizada por febre irregular de

longa duracdo, desnutri¢do, hepatoesplenomegalia, leucopenia e trombocitopenia (BRASIL,



2006).

O diagnédstico das leishmaniases € realizado a partir do exame clinico, dados
epidemioldgicos e tecnicas laboratoriais, que se constitui por métodos: parasitoldgico,
imunoldgico e molecular (ALVES E BEVILACQUA, 2004). Atualmente, as técnicas
diagnosticas moleculares vém sendo utilizadas como ferramenta para deteccdo de Leishmania
em amostras clinicas de humanos e animais. Dentre as técnicas mais modernas utilizadas para
o diagndstico das leishmanioses, destacam-se as técnicas, Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), que permite a amplificacdo in vitro de sequéncias de nucleotideos e apresenta-se como
método bastante sensivel e especifico para detectar DNA de Leishmania spp. em ampla
variedade de amostras bioldgicas (ALVAR et al., 2004). Como também a PCR em tempo real
(gPCR), método quantitativo baseado no monitoramento dos ciclos de amplificacdo do DNA-
alvo. Assim, pode ser utilizada para determinacdo da carga parasitaria de forma acurada e
sensivel, permitindo a deteccdo de pequenas quantidades de DNA do parasito (GALLETTI et
al.,, 2011). A gPCR permite deteccdo dos produtos amplificados através de corantes
fluorescentes que intercalam DNA fita-dupla ou de sondas de DNA marcadas com
fluoroforos.

A escolha dos primers utilizados nas reacfes de PCR e gPCR é de fundamental
importancia para a técnica e permite diferenciar espécies dos subgéneros Leishmania e
Viannia (NEITZKE-ABREU et al., 2013). Nesse sentido, varios genes-alvos tém sido
estudados, tais como aqueles que codificam a enzima glicose-6-fosatodesidrogenase, as
proteinas do choque térmico, a polimerase-alfa, a subunidade ribossomal 18S (BEZERRA-
VASCONCELOS et al., 2011), a MTHD (proteina similar a metilenotetrahidrofolato
desidrogenase), a RNase 111, além do préprio DNA ndo-cromossomal de cinetoplasto, KDNA
(RODRIGUES et al., 2014).

Assim, tanto a PCR convencional, quanto a gPCR, tém permitido a identificacdo da
espécie de Leishmania em questdo, e, consequentemente, o direcionamento das devidas agdes
epidemiologicas de controle e adequagdo ao tratamento utilizado. Nesse contexto, uma
estratégia metodologica ideal para diagnoéstico da LV deve ser capaz de aliar alta
sensibilidade, especificidade de deteccdo e baixo custo de aplicacdo. Assim, a presente
pesquisa tem por objetivo geral o desenvolvimento e validacdo de uma metodologia de PCR
em tempo real (QPCR) para diagndstico molecular da LV em cées (Canis lupus familiaris) e
humanos (Homo sapiens). Adicionalmente, o objetivo especifico € o desenvolvimento de
estratégia para amplificacdo por gq°PCR de DNA de kinetoplasto (kDNA) de L. infantum,

visando diagndstico molecular da LV. Para tanto, a deteccdo do DNA do parasito é condicéo



especialmente importante para adequada sensibilidade diagnostica e a possibilidade de
quantificacdo para determinacdo da parasitemia no paciente é desejavel e Gtil em diversas

circunstancias clinicas.

METODOLOGIA

1. Amostras bioldgicas e ética animal

As amostras bioldgicas humanas (Homo sapiens) foram cedidas pelo
Departamento de Patologia da Universidade Federal do Ceara e fazem parte de projeto
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Ceara em 04 de
fevereiro de 2016 (CAAE n.52626116.8.0000.5054) e pelo Comité de Etica e Pesquisa do
Hospital Sdo José de Doencas Infecciosas (CAAE n.52626116.8.3001.5044).

As amostras bioldgicas caninas (Canis lupus familiares) foram oriundas do Centro
de Controle de Zoonoses da Secretaria de Satde do Estado do Ceard. Um volume de 3mL de
sangue periférico foi coletado de cada espécime, através de puncdo venosa jugular, em tubo
contendo heparina. As amostras foram armazenadas a -80°C até a extracdo do DNA. O
presente projeto foi submetido & avaliagdo do Comité de Etica para uso de Animais da
Universidade Estadual do Ceara (n. 0753797/2018).

2. Extracdo de DNA

As amostras de DNA humano e canino foram obtidas através de protocolo (P-SV),
baseado em ligacdo do DNA total em resina de silica, utilizando o Purelink Genomic DNA
Mini kit (Invitrogen, Carisbad, USA). Assim, o0 sangue periférico humano ou canino (200uL)
foi acrescido de 20uL de Proteinase K e 20pL de RNase A (ambos a 20 mg/mL) e incubado
por 2min em temperatura ambiente. Apos adicdo de 200uL de Purelink Genomic Lysis Buffer,
incubacdo por 10 min a 55°C e adicdo de 200uL de etanol a 100%, o volume total foi
transferido para a resina e centrifugado. O sobrenadante foi descartado e a resina foi lavada
com 500pL de solucdo tampdo de lavagem-1 e com 500uL de solugdo tampdo de lavagem-2.
Cada amostra de DNA foi eluida com 50uL de agua livre de nucleases.

3. Desenho dos primers

Oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos para amplificacdo do genoma
de kinetoplasto de Leishmania infantum foram desenhados para serem usados no diagndéstico
molecular da LV em cdes e humanos. Trés pares de primers (KDNA2-SE/kDNA2-AS,
KDNALIinfH-SE/KDNALInfH-AS e upKDNA-SE/upKDNA-AS) foram inicialmente
projetados utilizando o software Primer-BLAST (YE et al. 2012), gerando amplicons de 50 a
250 pb de comprimento e usando a sequéncia do genoma de kinetoplasto de Leishmania



infantum (AF169138.1) como referéncia. Adicionalmente, os parametros do software foram
ajustados para excluir amplificacdes em Leishmania brasiliensis, Leishmania braziliensis
species complex, HIV, Hepatitis C virus group, Human hepatites B virus, Mycobacterium
tuberculosis compex, Mycobacterium leprae, Ehrlichia, Babesia, Babesia canis,
Trypanosomatidae, Anaplasma, Mycoplasmas, Hepatozoon, Hepatozoon canis e Leptospira
(GenBank taxids: 5660, 37617, 11676, 11102, 10407, 77643, 1769, 943, 5864, 5867, 5654,
768, 31969, 75741, 110120 e 171 respectivamente).
4. PCR em tempo real
Cada reacdo de PCR em tempo real (QPCR) consistiu de um volume total de
20puL, contendo 10uL de 2x Fast SYBR Green Master Mix (7,5uL; Applied Biosystems,
Foster City, USA), 0,3uM de oligonucleotideos iniciadores, 1uL da amostra e 7uL de agua
ultrapura. As reacdes de PCR foram realizadas no termociclador QuantStudio 3 Real-Time
PCR System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) e a ciclagem térmica consistiu em
incubacéo inicial a 95° C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de amplificacdo a 95° C por
15 segundos e 60° C por 30 segundos.
5. Experimento 1: Triagem de primers
As amostras usadas nessa etapa foram preparadas para simular amostras de
pacientes: caninos (CC+) ou humanos (CH+) com LV e caninos (CC-) ou humanos (CH-)
saudaveis, sem o parasito que causa a doenca. Para tanto, o0 método P-SV foi utilizado para
obtencdo de amostra de DNA canino, humano e de Leishmania infantum (foram
promastigotas cultivadas, gentilmente cedidas pelo Laboratério de Doengas Parasitarias da
Universidade Estadual do Ceard). As amostras CC+ (ou CH+) foram consistiram de 9,0 pL
DNA extraido de sangue de cdo (ou homem) saudavel, adicionado de 1,0 uL de DNA de L.
infantum. Adicionalmente, 0 DNA de L. infantum foi também utilizado sozinho como controle
positivo das reagdes (L+). As amostras CC+, CC- e L+ foram submetidas a gPCR com 0s
pares de primers KDNALinfH-SE/KDNALiInfH-AS e upKDNA-SE/upKDNA-AS. Enguanto
as amostras CH+, CH- e L+ foram submetidas a qPCR com kKDNAZ2-SE/KDNA2-AS,
KDNALinfH-SE/KDNALInfH-AS e upKDNA-SE/upKDNA-AS. O desempenho dos primers
nas reacoes foi comparado conforme descrito a seguir.
6. Experimento 2: Ajuste de concentragao dos primers
O par de primers com melhor desempenho no experimento 1 foi utilizado para
ajuste de concentracdo na deteccdo de KDNA para diagnostico da LV humana. Assim, reacdes
de qPCR foram realizadas com a amostra de DNA canino obtida pelo método selecionado no

experimento 1 e os referidos primers, nas seguintes concentragdes finais: 0,3uM vs 0,6uM vs



1,0uM. Os desempenhos do primer nas diferentes concentracdes foram comparados conforme
descrito a sequir.
7. Experimento 3: Construcéo de curva padrédo
O par de primers com melhor desempenho no experimento 1 foi testado quanto ao
seu limite de deteccdo de DNA para diagnostico da LV humana, na concentragdo selecionada
no experimento 2. Assim, a sensibilidade das amplificacGes foi analisada através de curva
padrdo construida por diluicdo em série de DNA obtido de L. infantum, misturado a DNA
humano. Adicionalmente, os pardmetros das curvas como Eficiéncia e Linearidade (R?) foram
avaliados qualitativamente.
8. Analise dos dados
As especificidades das reacdes de gPCR foram determinadas através de analise da
curva de melting dos amplicons obtidos. Valores de threshold cicle (Ct) foram
automaticamente determinados através de analise no QuantStudio Desing&Analysis Software
v.1.4.2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). As comparacOes de desempenho dos
primers no experimento 1 (KDNA2-SE/KDNA2-AS vs kDNALIinfH-SE/KDNALInfH-AS vs
upKDNA-SE/upKDNA-AS) ou das concentragbes do iniciador (0,30uM vs 0,60uM vs
1,00uM) foram feitas por analise qualitativa da curva de melting e dos valores de Ct obtidos
nas amplificagdes.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os trés pares de primers desenhados para amplificacdo de KDNA de L. intfantum

estédo apresentados na Tabela 1.
1. Experimento 1: Triagem de primers

Os pares primers KDNA2-SE/KDNA2-AS, KDNALinfH-SE/KDNALInfH-AS e
upKDNA-SE/upKDNA-AS foram comparados através das reacdes de gPCR com as amostras
de DNA que simulavam pacientes caninos (Figura 1) ou humanos (Figura 2).

Todos os pares de primers amplificaram as amostras de caes (CC+) ou humanos
(CH+) com LV, bem como o DNA controle de leishmania (L+). As reacdes na presenca de
amostras de cdes (CC-) ou de humanos (CH-) saudaveis (sem o parasito que causa a doenca)
apresentaram sinais de fluorescéncia varidveis. O kDNA2-SE/KDNA2-AS apresentou sinal
inespecifico nitido. O kDNALinfH-SE/KDNALInfH-AS apresentou um ruido inespecifico.
Enquanto o upKDNA-SE/upKDNA-AS apresentou 0 melhor desempenho, uma vez que nao
produziu nenhum tipo de amplicons nessas amostras.

2. Experimento 2: Ajuste de concentragao dos primers



Os primers upKDNA-SE/upKDNA-AS foram submetidos a triagem de
concentracdo. Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 2. O par de primers
produziu amplicons em todas as reacdes, gerando valores de Ct decrescentes com o aumento
da concentracdo. Assim, a concentragdo de 1,0uM foi selecionada como sendo a melhor.

3. Experimento 3: Curva padréao

Curva padrédo de amplificacdo de kDNA de L. infantum por gPCR usando
upKDNA-SE/upKDNA-AS no diagnéstico da LV humana esta apresentada na Figura 3. A
sensibilidade de amplificacdo foi equivalente a deteccdo de parasitemia inferior a 10 parasitos
por mililitro de sangue (seta pontilhada). Os pardametros mais relevantes dessa curva foram: Y-
Intercept=40,863, R?=0,937, Slope =-3,435 e Eficiéncia= 95,477. Assim, eficiéncia de
amplificacdo dessas reacdes esta dentro dos parametros indicados para q°PCR (RUTLEDGE &
COTE, 2003), uma vez que o valor de eficiéncia estd acima de 95%. O par de primers
também apresentou adequada linearidade de amplificacéo.

Todas as plataformas comerciais de qPCR atualmente dependem da definicdo da
posicéo relativa dos perfis de amplificagcdo. Como tal, eles dependem da amplificacdo de um
alvo diluido em série para fornecer uma estimativa da eficiéncia da amplificacdo, essencial
para quantificacdes precisas e confiaveis (PFAFL, 2004).

Nossos dados em conjunto sugerem que UpKDNA-SE/upKDNA-AS seja
apropriado a ser usado no contexto do diagndstico da LV humana, tanto para deteccdo quanto
para quantificacdo de parasitemia. Essa condicdo é especialmente relevante pois, muitas
vezes, 0 acesso a carga parasitaria por gPCR, para acompanhamento de progressao da
patologia, se faz necessaria ou desejavel. Nesse contexto, o par de primers pode ser usado
para Quantificagdo Absoluta simples ou Normalizada (BATISTA et al, 2014).

CONSIDERACOES FINAIS

A presente pesquisa culminou com o desenvolvimento de uma estratégia
apropriada para o diagndstico molecular da LV, tanto no homem (Homo sapiens), quanto no
cdo (Canis lupus familiaris). O par de primers upKDNA-SE/upKDNA-AS produziu o0s
melhores resultados de gPCR, com eficiéncia de amplificacdo de 95% e sensibilidade para
deteccdo de parasitemia inferior a 10 leishmanias/mL de sangue. Adicionalmente, o par de
primers também pode ser usado para quantificagdo da carga parasitaria, uma vez que 0s
parametros quantitativos de amplificacdo foram apropriados. Essa condicdo € especialmente
relevante pois, muitas vezes, 0 acesso a carga parasitaria por g°PCR, para acompanhamento de

progressdo da patologia, se faz necessaria ou desejavel.
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TABELAS

Tabela 1: Primers para amplificagdo de DNA mitocondrial humano por g°PCR em tempo real.

Nome do primer Sequéncia 3"-5 Produto (pb)
kKDNA2-SE CTCCGGGTAGGGGCGTTC 122
KDNA2-AS GCCCTATTTTACACCAACCCC

KDNALInfH-SE ~ TTGTGTGCTGTGTGTAGTAGT 118

KDNALinfH-AS CCAGAATTTACGACACCCCC

upkDNA-SE GGGGGTGTCGTAAATTCTGGA 79
UpkDNA-AS CCCGGAGGACCAGAAAAGTT

Tabela 2: Ajuste de concentracdo dos pares de primers upKDNA-SE/upkDNA-AS para
amplificacdo de kDNA de L. infantum em amostras humanas.

Concentracao (M) Ct (média + DP)
0,3 19,33 £ 0,07
0,6 17,96 + 0,08
1,0 17,57 £0,19
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Figura 1: Triagem de primers para amplificacdo de kDNA de L. infantum em amostras
humanas por qPCR. As curvas de melting dos produtos de gPCR para KDNA2-SE/KDNA2-
AS (A) kDNALinfH-SE/KDNALInfH-AS (B) e upKDNA-SE/upKDNA-AS (C) estdo
apresentadas no topo da imagem. As plotagens das amplificacbes em escala linear KDNA2-
SE/KDNA2-AS (D), kDNALinfH-SE/kDNALInfH-AS (E) e upKDNA-SE/upKDNA-AS (F)
estdo apresentadas no parte inferior da imagem.
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Figura 2: Triagem de primers para amplificacdo de KDNA de L. infantum em amostras
caninas por gqPCR. As curvas de melting dos produtos de gPCR para kDNALinfH-
SE/KDNALInfH-AS (A) e upKDNA-SE/upKDNA-AS (B) estdo apresentadas no topo da
imagem. As plotagens das amplificacdes em escala linear kKDNALinfH-SE/KDNALInfH-AS
(C) e upKDNA-SE/upKDNA-AS (D) estdo apresentadas na parte inferior da imagem.
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Figura 3: Curva padrdo de amplificagdo de KDNA de L. infantum por gPCR usando
upKDNA-SE/upKDNA-AS no diagnostico da LV humana. A sensibilidade de amplificacdo

foi equivalente a deteccdo de parasitemia inferior a 10 parasitos por mililitro de sangue (seta
pontilhada).



