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Resumo Projeto
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Introdugao

A leishmaniose é um grupo de doengas enzodticas e zoondticas causadas pelo protozoario
parasita do género Leishmania'. Afeta mais de 12 milhdes de pessoas em 88 paises, dos quais 76
sd0 paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento?®. Devido a alta incidéncia da doenca e numero
de individuos com sequelas desfigurantes ou fatais, a OMS incluiu a leishmaniose entre as seis mais
importantes doengas do mundo*. A leishmaniose distribui-se no continente americano dos Estados
Unidos ao nordeste da Argentina em duas formas clinicas distintas: a visceral e a cutanea'. Juntas,
somaram mais de 23 mil casos confirmados no Brasil em 2008, segundo do Ministério da Saude.

E transmitida através da picada de varias espécies de insetos hematéfagos conhecidos como
flebotomineos, que transmitem patégenos de animais para humanos reciprocamente. Assim, os
vetores acrescentam risco adicional para a dispersdo de patdgenos de animais para seres humanos.
Logo, a endemicidade da leishmaniose esta associada com a distribuicdo e abundéncia de vetores
flebotomineos®. Fémeas de flebotomineos do género Phlebotomus, no Velho Mundo, e Lutzomyia, no
Novo Mundo, s&o os vetores dos protozodrios Leishmania®. Ademais, a leishmaniose tem se tornado
uma doencga oportunista, desde que pacientes imunocomprometidos, como os pacientes de HIV,
podem servir de reservatorios humanos, tornando o controle dessa doenga ainda mais urgente’.

A deteccdo de espécies de Leishmania em flebotomineos e a identificagdo das espécies de
Leishmania e vetor artropode sdo de suma importancia para a previsao do risco e da expansao da
doenga em areas endémicas e circunvizinhas?. O método de investigagdo de presenga de Leishmania
em flebotomineos mais comum é a procura do parasita in loco, apos dissecgao do tubo digestivo do
inseto, que € muito laborioso e requer grande habilidade e tempo por parte do microscopista®’. Além
disso, muitas espécies e subespécies de protozoarios flagelados séo freqiientemente indistinguiveis
morfologicamente da Leishmania no estagio de promastigota, como o Trypanosoma e Endotrypanum,
que também sdo albergados pelas fémeas de flebotomineos, o que complica sobremaneira o
diagnodstico microscopico. Além disso, o isolamento do agente proveniente de insetos em meio de
cultura, ap6és positividade de diagndstico microscopico, € muito susceptivel a contaminagéo, além de
moroso e trabalhoso, assim como a inoculagéo em animais de laboratério®.



Em vista disso, o emprego de técnicas moleculares, na atualidade, tem aumentado
substancialmente a sensibilidade e especificidade da identificagdo do parasita, ja que teoricamente
um parasita Leishmania pode ser detectado em cada flebotomineo®. Loop mediated isothermal
amplification (LAMP) é um novo método de amplificagdo de acidos nucléicos que amplifica em um so6
passo o DNA com alta especificidade, eficiéncia e rapidez sob condi¢des isotérmicas, o que dispensa
uso de termociclador. A avaliagao do resultado é feita a olho nu, o que torna o diagnéstico mais
rapido e barato, pois dispensa eletroforese''. O emprego de Real-time Polymerase Chain Reaction
(Real-time PCR) para estabelecer a infectividade de vetores artropodes j& foi relatado. O
desenvolvimento do real-time PCR trouxe mensuragao do acido nucléico alvo através de um método
preciso, acurado, rapido, relativamente facil e de pouca contaminagdo e rapida normatizacdo, alta
especificidade e sensibilidade™.

Real-time PCR e LAMP sao meétodos de diagnostico apropriados para a avaliagdo de
mosquitos infectados por patdégenos, o que é essencial para o desenvolvimento de medidas de
controle efetivas para Leishmaniose'. Como a erradicagdo de reservatorios animais tem sido
eticamente rejeitada, além da n&o aplicabilidade pratica devido a ampla gama de reservatorios de
Leishmania, a avaliagéo e controle de vetores artrépodes se tornaram o objetivo central de programas
de eliminagdo de doengas zoonoticas causadas por vetor’>. O presente trabalho tem por objetivo
avaliar e padronizar o uso das técnicas LAMP e Real-time PCR na detecgédo de Leishmania chagasi
em flebotomineos, 0 que permitira 0 emprego em campo dessas técnicas para avaliagao de taxa de
infectividade natural desses insetos.

Metodologia

De culturas de Leishmania chagasi, Trypanosoma spp. € Leishmania brazilienzis mantidas no
Laboratério de Pesquisa do Instituto de Doencgas Tropicais Natan Portela (IDTNP), foram extraidas
amostras de DNA usadas nas rea¢des empregando-se o QlAamp DNA mini kit (numero de referéncia
51306; QUIAGEN) segundo especificagbes do fabricante.

Insetos hematéfagos fémeas da espécie Lutzomyia longipalpis (n= 129) obtidos de colbnias
mantidas no Laboratério de sanidade animal da UFPI foram divididos em dois grupos principais: o
primeiro grupo foi mantido com alimentagao artificial (Grupo A, n=62) e o segundo grupo foi
alimentado em animais de laboratério e solugao agucarada (Grupo B, n=62). Um pequeno grupo a
parte de flebotomineos (Grupo C, n=5) também foi alimentado artificialmente, como o Grupo A.

Todos os insetos dos Grupo A e C foram alimentadas com formas promastigostas de
Leishmania chagasi. Os alimentadores artificiais (mamadeiras) foram acoplados a pele de pinto. Para
a alimentagdo em animais, camundongos e hamsters foram anestesiados, mantidos restritos e
expostos as fémeas do Grupo B, previamente em jejum na ocasido de seu repasto sanguineo.

Entre o quarto e quinto dia pés-alimentacao, os flebotomineos dos Grupos A e C foram lavados
em solugdo detergente a 1% por 5 minutos e foram o tubo digestivo dissecado em solugéo salina,
enquanto no Grupo B, os vetores foram apenas lavados em solugéo detergente. Para confirmagao da
infecgcdo, os tubos digestivos dos insetos do grupo C foram examinados ao microscépio
bacteriolégico, com aumento de 400 vezes, para a identificagdo de formas promastigostas.

Para conservagdo, os insetos ou suas partes foram armazenados, imersos em 1.000uL de
isopropanol, em tubos tipo eppendorf mantidos a temperatura ambiente.

Os vetores e suas partes tiveram seu DNA extraido utilizando o QlAamp DNA mini kit
(numero de referéncia 51306; QUIAGEN) segundo especificagdes do fabricante.

Para a realizagdo do LAMP, seguindo linhas de protocolos ja validados por outros trabalhos
foi amplificada a regido conservada do kDNA da Leishmania chagasi.A detec¢do e quantificacdo de
L. chagasi foram feita através de reagdes de PCR em tempo real, utilizando a tecnologia de sondas
Tagman. Para a quantificagdo do numero de parasitas foram utilizados os oligos e sonda desenhados
a partir da sequiéncia do minicirculo do DNA do cinetoplasto (kDNA) de Leishmania chagasi.

Resultados e discussao

Um longo trabalho de importagao de reagentes para realizagdo do LAMP consumiu meses do
calendario programado. Sendo assim, os bolsistas empenharam-se para trazer ao Piaui uma técnica
pioneira e promissora de novo diagnéstico de Leishmaniose. Ao final, lograram éxito: todo o material
reagente necessario agora esta disponivel no IDTNP.

A padronizagdo do PCR Real-time foi realizada para culturas de Leishmania sp. mantidas no
IDTNP. Chegou-se a seguinte padronizagao para tal: as reagdes sao feitas com um volume final de
20ul. Na reagéo coloca-se 4,0ul de DNA da amostra, 0,50ul de Custom TagMan Gene Expression



Assays (Applied Biosystems - ref. 4331348), composto por primers e sonda otimizados (20X), 10yl
TagMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems - ref. 4369016) e 5,50ul de agua ultra-
pura estéril. Apds desnaturagao inicial de 10minutos a 95°C, as amostras sao sujeitas a 40 ciclos de
amplificagéo constituidos por duas temperaturas: 15 segundos a 95° e 1 minuto a 60°C.

A reacdo do LAMP seguiu as especificacdes do LoopAmp DNA Amplification Kit (Eiken
Chemical Co. Ltd., Japao). Um volume total de 25ul foi empregado para cada reagéo, no qual estao
presentes 50pmol de FIP e de BIP, 5pmol de F3 e de B3, 25pmol de FLP e de BLP, 40mM de Tris-
HCI, 20mM de (NH4)2S04 16mM de MgS04, 20mM de KCI, 2,8mM de dNTPs , 1,6M de Betaine, 8U
da enzima Bst DNA polimerase e 2ul da amostra de DNA. Essa amostra foi exposta a uma
temperatura torno de 62°C em banho de agua por uma hora. Ao final do tempo previsto a mistura teve
sua temperatura elevada a 80°C durante quatro minutos de forma a finalizar a reacédo por
desnaturagao da enzima Bst DNA polimerase.
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