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IDENTIFICACAO DE PRIMERS PARA DETECCAO DE DNA DE
FLEBOTOMINEOS ENVOLVIDOS NA TRANSMISSAO URBANA DAS
LEISHMANIOSES: UMA REVISAO SISTEMATIZADA.

FREITAS, Gustavo Costal; VASSALLO, Kaline Ribeiro de Almeida?; SOUSA,
Guilherme Soares de3; SANTOS, Helcileia Dias*; BARBOSA, Silvia Minharro®.
RESUMO

O trabalho apresenta uma revisao sistematica sobre a identificagéo de primers para detecgdo de DNA
de flebotomineos, vetores da leishmaniose, uma doenca transmitida por parasitas do género
Leishmania. Esses parasitas afetam o sistema fagocitico mononuclear dos mamiferos, sendo
transmitidos pela picada de flebotomineos infectados, como as espécies Lutzomyia longipalpis e
Lutzomyia cruzi. Devido a dificuldade na identificacdo morfoldgica das espécies de Leishmania,
métodos moleculares, como a Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR), vém ganhando destaque pela
sua alta sensibilidade e especificidade. Este estudo revisou e avaliou os primers utilizados nesses
métodos para detectar o DNA de flebotomineos e vertebrados urbanos envolvidos na transmissao da
leishmaniose. O trabalho foi realizado seguindo as diretrizes da Cochrane e do Ministério da Salde. A
pesquisa incluiu uma busca sistematica em bases de dados cientificas, como PubMed, EMBASE e
Cochrane, e a analise dos estudos foi feita utilizando a ferramenta QUADAS-2, para avaliar o risco de
viés dos artigos selecionados. Os resultados apontam que primers baseados no gene da subunidade
1 do citocromo oxidase mitocondrial (mt-col) séo altamente especificos e eficazes na deteccdo do DNA
de flebotomineos. Métodos como o codigo de barras de DNA e a PCR multiplex também se destacam
pela capacidade de identificar maltiplas espécies em uma Unica andlise. Embora a disseccéo fisica
ainda seja utilizada, a PCR oferece maior sensibilidade na deteccdo do parasita. A conclusdo destaca
que os primers baseados no gene mt-col sdo os mais eficazes para a deteccdo de DNA de
flebotomineos, com alta sensibilidade e especificidade, sendo recomendados para uso em programas
de controle e vigilancia da leishmaniose. Além disso, o estudo refor¢a a necessidade de padronizagao
continua dos primers para aumentar a eficiéncia diagndstica e melhorar a deteccdo precoce dos
vetores.

Palavras-chave: Leishmaniose. Epidemiologia. PCR.

I.  INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA
A leishmaniose é uma antropozoonose causada por parasitas do género
Leishmania, transmitida por flebotomineos em regifes quentes. Este protozoario afeta
principalmente o sistema fagocitico mononuclear dos mamiferos, disseminando-se
por meio de diviséo binaria dentro dos macréfagos (NEVES et al., 2004; VERONESSI,

FOCACCIA, 2015). O ciclo de vida da leishmaniose envolve a transmissdo pelo
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flebotomineo infectado, que, ao se alimentar de sangue, ingere promastigotas que se
transformam em amastigotas dentro das células fagociticas, completando o ciclo ao
infectar outros hospedeiros (NEVES et al., 2004; VERONESSI; FOCACCIA, 2015).

Os flebotomineos, sdo os principais vetores da leishmaniose, transmitindo o
parasita por meio da picada em hospedeiros vertebrados, principalmente em areas
onde a presenca desses insetos € comum (CARVALHO et al., 2010). As espécies
Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi sdo associadas a transmissdo da
leishmaniose visceral, enquanto varias outras espécies de flebotomineos transmitem
a leishmaniose tegumentar (QUEIROZ et al., 2012; SHIMABUKURO et al., 2011).

Dada a ampla variedade de primers usados na PCR para identificacdo de,
flebotomineos envolvidos na transmisséo, este trabalho visa avaliar quais sdo os
primers mais sensiveis para a deteccdo de DNA dessas espécies.

Devido a complexidade e importancia da diferenciacdo entre as espécies de
Leishmania e seus vetores, especialmente no contexto da transmissdo das
leishmanioses visceral e tegumentar, torna-se essencial utilizar metodologias
rigorosas para avaliar as evidéncias disponiveis. Nesse sentido, a revisdo sistematica
foi escolhida como abordagem central deste trabalho, pois € amplamente reconhecida
por sua confiabilidade em sintetizar e avaliar estudos cientificos. Esse tipo de estudo
€ considerado o mais robusto no campo da epidemiologia, pois permite uma analise
criteriosa e padronizada das evidéncias. Assim, 0 objetivo principal deste trabalho é
identificar os primers com maior sensibilidade e especificidade para a deteccdo do
DNA de flebotomineos envolvidos na transmisséo urbana das leishmanioses.

.  BASE TEORICA

Durante a execucao da pesquisa sobre leishmaniose e a deteccdo molecular de
flebotomineos, diversos autores foram consultados para fornecer embasamento
tedrico e metodoldgico. Neves et al. (2004) e Veronessi e Focaccia (2015) foram
fundamentais na introducéo da leishmaniose como uma antropozoonose, discutindo
o ciclo de vida do parasita e a transmissdo por flebotomineos. Além disso, Faria e
Andrade (2012) e Brasil (2017) forneceram diretrizes oficiais sobre métodos
sorologicos, como o ELISA e a RIFI, utilizados para triagem e confirmacgéo da infeccéo
por Leishmania.

Autores como Gualda et al. (2015), Schallig e Oskam (2002) e Gontijo (2004)

foram essenciais para discutir os avangos nas técnicas moleculares, especialmente a
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PCR, que foi destacada por sua alta sensibilidade e especificidade na deteccao de
Leishmania. A pesquisa também contou com o apoio de Carvalho et al. (2010),
Queiroz et al. (2012) e Shimabukuro et al. (2011), que abordaram os vetores da
doencga, particularmente as espécies Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi,
responsaveis pela transmisséo da leishmaniose visceral.

A construcdo metodologica da pesquisa, foi realizada uma revisédo sistemaética,
utilizando o Handbook da Cochrane Collaboration (Higgins e Thomas, 2022) e as
Diretrizes do Ministério da Saude (Brasil, 2014). A revisao foi baseada em dados
secundarios e agregados, dispensando a apreciacdo de um Comité de Etica conforme
a Resolucdo do Ministério da Saude (Brasil, 2016). A busca de literatura foi ampla,
com estratégias elaboradas para identificar estudos elegiveis nas bases de dados
MEDLINE/PubMed, Cochrane Library, EMBASE, LILACS/BVS, SCIELO e Google
Scholar. Os descritores foram definidos com base no DeCS/MeSH, combinando
termos relacionados a flebotomineos, PCR e amplificacdo de DNA.

Os estudos selecionados passaram por uma analise de qualidade metodoldgica
seguindo o checklist para estudos analiticos transversais do Joanna Briggs Institute
(JBI), conforme recomendado por Réus et al. (2021). Esta andlise garantiu que os
dados extraidos dos artigos incluidos fossem confidveis e de alta qualidade,
permitindo a identificacdo dos primers mais eficazes para a deteccdo de DNA de
flebotomineos, contribuindo assim para a robustez da pesquisa.

. OBJETIVOS
Objetivo Geral:

Identificar e avaliar os primers mais sensiveis e especificos utilizados na
deteccdo de DNA de flebotomineos envolvidos na transmissédo das leishmanioses,
focado na transmissao urbana, visando aprimorar os métodos moleculares para
diagndstico e controle epidemioldgico.

Objetivos Especificos:

1. Identificar primers eficazes para detec¢cdo do DNA das principais espécies de
flebotomineos, como Lutzomyia longipalpis, Lutzomyia cruzi, Bichromomyia
flaviscutellata, Nyssomyia intermedia, Migonemyia migonei e Nyssomyia whitmani.

2. Avaliar as variagbes das técnicas de PCR utilizadas na literatura para o
diagndstico molecular dos flebotomineos, comparando sua sensibilidade e

especificidade em diferentes contextos epidemioldgicos.
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3. Realizar uma revisdo sistematica da literatura cientifica para consolidar as
evidéncias sobre os métodos moleculares mais eficazes para a deteccdo de DNA de
flebotomineos e de vertebrados urbanos envolvidos na transmissdo das
leishmanioses.

4. Descrever as técnicas de PCR mais avancadas, como multiplex PCR e DNA
barcoding, que permitem a deteccdo simultdnea de multiplas espécies de
flebotomineos, contribuindo para a vigilancia epidemiologica em areas endémicas.

Os resultados esperados incluem o avango no conhecimento sobre os métodos
diagnosticos moleculares, a aplicacdo pratica em vigilancia epidemioldogica e a
contribuicdo para a formacao profissional de estudantes e pesquisadores na area de
salde publica e entomologia.

IV. METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada por meio de uma revisdo sistematica, conforme orienta-
cOes do Handbook da Cochrane Collaboration (Higgins e Thomas, 2022) e das Dire-
trizes do Ministério da Saude (Brasil, 2014). O método escolhido permite a avaliagdo
critica e sisteméatica dos estudos disponiveis sobre a deteccao de DNA de flebotomi-
neos por técnicas moleculares, como a PCR. Nao houve coleta de dados primarios,
pois a revisdo sistematica utiliza dados previamente publicados, e dispensa a neces-
sidade de aprovacéo por um Comité de Etica em Pesquisa.

Os instrumentos de coleta de dados foram as bases de dados eletrdnicas, inclu-
indo MEDLINE/PubMed, Cochrane Library, EMBASE, LILACS/BVS, SCIELO e Goo-
gle Scholar. As buscas utilizaram descritores previamente definidos no DeCS/MeSH,
combinando termos como "flebotomineos”, "reacdo em cadeia da polimerase (PCR)"
e "amplificacdo de DNA". A busca abrangeu estudos sem restricédo de idioma, data de
publicacao ou localizacdo geografica, garantindo uma amostra ampla.

Quanto a participacao no estudo, a pesquisa utilizou dados secundarios, revi-
sando artigos cientificos publicados que utilizaram a técnica de PCR para identificar
flebotomineos e avaliaram a eficacia de primers.

O universo e a amostra do estudo referem-se aos artigos selecionados. A amos-
tra foi composta por estudos observacionais transversais que usaram a técnica de
PCR para identificar flebotomineos. Apds a busca nas bases de dados, os estudos

foram triados e selecionados de acordo com os critérios de inclusdo, como a relevan-
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cia para o tema e a qualidade metodoldgica. Foram excluidos artigos que néo forne-
ceram informacdes suficientes ou que utilizavam metodologias diferentes das especi-
ficadas.

O local de estudo foi virtual, na qual as fontes de dados foram acessadas de
bibliotecas digitais e bases de dados online. O estudo foi desenvolvido no ambiente
académico da Universidade Federal do Norte do Tocantins (UFNT), na Faculdade de
Ciéncias da Saude, permitindo o acesso a fontes bibliograficas e recursos tecnolégi-
COs para a execucgao da pesquisa.

A forma de andlise foi realizada de maneira quantitativa e qualitativa. Os estudos
selecionados foram analisados quanto a taxa de sucesso dos primers para identifica-
cdo de DNA de flebotomineos. A qualidade metodoldgica dos artigos foi avaliada uti-
lizando o checklist do Joanna Briggs Institute (JBI). A analise estatistica incluiu a apli-
cacdo de testes de frequéncia relativa e absoluta, além de compara¢8es por meio do
teste de qui-quadrado com um nivel de significancia de 5%, possibilitando a avaliacédo
da eficacia dos primers utilizados e suas possiveis aplicacées na pratica clinica e epi-
demioldgica.

V. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na pesquisa indicaram que a técnica de PCR (Reacéo em
Cadeia da Polimerase) € uma ferramenta altamente eficaz e sensivel para a deteccao
de DNA de flebotomineos, especialmente das espécies como Lutzomyia longipalpis e
Lutzomyia cruzi. Os primers mais utilizados nos estudos revisados apresentam alta
sensibilidade e especificidade, sendo eficazes na amplificacdo de sequéncias genéti-
cas desses vetores, pois permitem uma diferenciacéo precisa entre as espécies. Ob-
servou-se ainda que o uso da PCR pode superar limitacbes de métodos tradicionais
de diagndstico, como a microscopia e os testes soroldgicos, especialmente em areas
com alta prevaléncia de infec¢ao cruzada com outras parasitoses.

Os artigos analisados mostraram uma taxa de sucesso variavel na identificacédo
das espécies de flebotomineos, com alguns estudos relatando 100% de eficacia na
amplificagdo de DNA de flebotomineos utilizando primers especificos, como o
LCO1490 e HCO2198, empregados na amplificacdo da subunidade | da citocromo ¢
oxidase mitocondrial (COI). Em contrapartida, a eficacia de primers utilizados em es-
tudos mais antigos apresentou menores taxas de sucesso, o que pode estar relacio-

nado ao aprimoramento das técnicas e a evolucao tecnolégica nos ultimos anos.
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As analises estatisticas realizadas compararam a taxa de sucesso dos diferentes
primers e técnicas de PCR aplicados nos estudos. Foi realizado teste de qui-quadrado,
com significancia de 5%, para verificar a eficacia relativa dos primers e a qualidade
dos dados extraidos. A analise dos dados confirmou a aplicabilidade dos primers mais
modernos na identificacdo dos vetores da leishmaniose, que implicam diretamente na
saude publica e no controle de surtos da doenca. Também foi possivel concluir que a
utilizacdo de primers altamente sensiveis na PCR pode ser uma ferramenta crucial
para pesquisas futuras e para o desenvolvimento de novas estratégias de controle
epidemioldgico.

Por fim, a pesquisa destacou a importancia de continuar investindo em metodo-
logias moleculares mais avancadas e padronizadas para a identificacdo de flebotomi-
neos, além da necessidade de fortalecer a integracdo entre a pesquisa cientifica e a
pratica clinica. A revisdo sistematica consolidou a importancia da PCR como método
diagnéstico e sua contribuicdo potencial para o controle de doencas transmitidas por
vetores, como a leishmaniose.

VI. CONCLUSAO/CONSIDERACOES FINAIS

As consideracgdes sobre a pesquisa destacam o impacto positivo da utilizacao da
PCR (Reacédo em Cadeia da Polimerase) no diagndstico molecular de flebotomineos,
vetores da leishmaniose, evidenciando sua alta sensibilidade e especificidade na
deteccdo do DNA dessas espécies. Essa abordagem nao sO aprimora o
monitoramento epidemiolégico e o controle da doenca, superando as limitagbes dos
métodos tradicionais, como também fortalece a integracdo entre ensino, pesquisa e
extensdo ao disseminar os resultados em eventos cientificos. Além disso, a pesquisa
contribui para o fortalecimento das politicas de saude publica, permitindo uma
deteccdo mais precisa e precoce, 0 que é essencial para a implementacdo de
estratégias eficazes de prevencdo e combate a leishmaniose.
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