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RESUMO

AVALIAC;AO DO “SWAB ORAL” COMO METODO DE COLETA DE AMOSTRA NAO
INVASIVA PARA O DIAGNOSTICO MOLECULAR DE INDIVIDUOS SUSPEITOS DE
LEISHMANIOSE VISCERAL POR Leishmania (leishmania) infantum chagasi NO
ESTADO DO PARA

A Leishmaniose Visceral Americana (LVA), é uma doenca de evolucéo
cronica causada, no Brasil, pelo protozoario Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi. Apresenta quadro clinico subito ou gradual e, na auséncia de diagndstico e
tratamento adequados, esse quadro pode evoluir a 6ébito. Por isso, a pesquisa de
métodos alternativos de extracdo de DNA, que sejam rapidos, praticos, livres de
contaminacdo e eficazes em relacdo a quantidade, qualidade e possibilidade de
amplificagéo por Reagédo em Cadeia da Polimerase (PCR), € importante, devido a sua
possibilidade de aplicagdo em métodos diagnosticos. Assim, a utilizacdo da saliva,
coletada a partir do “swab”, considerado um método de coleta ndo invasivo, possui
potencial atrativo no teste laboratorial para o diagnostico da LVA. Visto que, ha maioria
dos casos, os pacientes estdo debilitados por conta da doenca. Com isso, 0 objetivo
deste estudo foi: Avaliar a eficiéncia do "swab" oral na deteccdo de Leishmaniose
Visceral por L. (L.) i. chagasi e comparar os resultados com os da sorologia e com o
soro utilizado na gPCR. individuos residentes em area endémica de leishmaniose
visceral no Estado do Para. Neste trabalho, foram realizadas coletas de amostras de
“swab” e soro de 17 pacientes, originando 34 amostras, as quais foram submetidas a
gPCR. Foi possivel detectar o DNA de L. (L.) i. chagasi em células da mucosa oral,
coletadas através do “swab”, em 64,70% (11/17), utilizando o par de primer LEISH-
1/LEISH-2. Com os resultados preliminares deste estudo, verificamos que o par de
primer LEISH-1/LEISH-2 foi mais sensivel para L. (L.) i. chagasi quando comparado
com o par RV1/RV2 que obteve apenas 52,95% (09/17) de deteccéo para o DNA do
parasita. Os resultados descritos apontam para a possibilidade da utilizacdo das
células da mucosa oral no diagndstico da LVA guando empregada a gPCR, podendo

constituir uma alternativa ndo invasiva de investigacao.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral, “Swab”, gPCR.
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1. INTRODUCAO
1.1ASPECTOS GERAIS DAS LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo antropozoonoses, consideradas um complexo de
doencas, que possuem carater infeccioso ndo contagioso, com um amplo espectro de
manifestacbes clinicas, possuindo duas formas principais: a Leishmaniose Visceral
(LV) e a Leishmaniose Tegumentar (LT). Sao causadas por protozoarios do género
Leishmania, e sdo transmitidas por vetores pertencentes a familia Psychodidae,
género: Flebotominae. Com ocorréncia mundial, a leishmaniose € uma doenca
negligenciada, sendo endémica em 98 paises, constituindo um problema de saude
publica de grande relevancia pois atinge, principalmente, pessoas em situacao de
fragilidade socioecon6mica (BRASIL, 2017; STEVERDING, 2017; VASCONCELOS
DOS SANTOS & SILVEIRA, 2020).

1.2. LEISHMANIOSE VISCERAL AMERICANA - LVA
1.2.1 Género Leishmania e ciclo biolégico

As leishmanias sdo parasitas intracelulares obrigatérios, pertencentes a
ordem Trypanosomatida, da familia Trypanosomatidae (Tabela 1), que possuem um
ciclo de vida digenético, ou seja, exige um hospedeiro vertebrado que seja suscetivel
e um inseto vetor. Seu ciclo biolégico se inicia com o repasto sanguineo, a partir da
picada da fémea do flebotomineo infectada, a qual inocula as formas promastigotas
infectantes na pele do hospedeiro. Essas formas sédo fagocitadas por macréfagos,
onde sofrem alteracbes morfolégicas, transformando-se nas formas amastigotas as
guais se reproduzem dentro do sistema fagocitico mononuclear até romper o
macrofago e liberar as formas amastigotas no meio intercelular. A partir disso ocorre
a reinfeccdo e o ciclo se inicia novamente (Figura 1). (LAINSON, 2010; AGUIAR &
RODRIGUES, 2017; ANVERSA et al, 2018).



Tabela 1- Classificacao taxondmica do género Leishamania.

Classificacio das espécies neotropicais de Leishmania

(LAINSON, 2010)
REINO Protozoa: Goldfuss, 1818
FILO Euglenozoa: Cavalier- Smith, 1998
CLASSE Kinetoplastea: Homgberg, 1963
ORDEM Trypanosomatida: Kent, 1880
FAMILIA Trypanosomatidae: Doflein, 1901
GENERO Leishmania : Ross, 1903
SUBGENERO Leishmania: Ross, 1903

Fonte: Elaborado pela autora do trabalho
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Figura 1- Leishmaniose: formas evolutivas e hospedeiros. (A) Arvore evolutiva

eucariotica com foco no supergrupo Opisthokonta: que inclui a subclasse Mammalia

(hospedeiros vertebrados), Classe Insecta (flebotomineos);

e Excavata

Kinetoplastea (Leishmania). (B) Formas evolutivas das espécies de Leishmania e

hospedeiros.

Mammalia
Insecta ( H | U

*Ardmphmgi e

" \
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dhpin Wt Rigifl
Centrohelida
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Fonte: Gabriel et al., 2020 (Adaptado)
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1.2.2 Doencga

A LV, nas Américas, € chamada de Leishmaniose Visceral Americana

(LVA) ou calazar neotropical, € uma doenca de evolugéo crénica causada, no Brasil,
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pelo protozoario Leishmania (Leishmania) infantum chagasi =Leishmania chagasi
(CUNHA & CHAGAS, 1937; LAINSON & SHAW, 2005)

Apresenta quadro clinico subito ou gradual, com febre diaria, que pode
persistir por meses, assim como fraqueza e indisposicdo, perda do apetite e
consequente emagrecimento, palidez e, pelo parasito ter tropismo por 6rgéos
viscerais, distensao abdominal. Possui um periodo de incubac¢éo que dura, em média,
de 2 a 6 meses e na falta de diagndstico e tratamento adequados, esse quadro pode
evoluir a 6bito, o que ocorre em até 98% dos casos nao tratados (MICHALICK et al.,
2016; SILVEIRA, 2016).

O tratamento da doenca, no Brasil, ocorre com a utilizacdo de compostos
antimoniais, sob a forma de sais trivalentes e a formulacdo disponivel no pais é o
antimoniato N-metil glucamina, que é distribuida pelo Ministério da Saude em ampolas
de 5 mL. Para evitar os riscos de transmissao é recomendado o uso de repelentes,

telas, mosquiteiros e saneamento ambiental (BRASIL, 2014).

1.2.3 Epidemiologia da LVA no Brasil

No Brasil, a LVA apresenta aspectos geograficos, climaticos e sociais
diferenciados, em funcéo da sua ampla distribuicdo geografica, envolvendo as regides
Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste. Isso mostra que os diversos ecossistemas
favorecem a manutencao dos vetores de forma diferente (BRASIL, 2014; SILVA et al.
2016). Ver Figura 2.
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Figura 2- Incidéncia de leishmaniose visceral no segundo nivel administrativo
subnacional, por 100.000 habitantes, Regido das Américas, 2020. O maior nimero de
casos em 2020 sdo os mesmos notificados pelos municipios de 2019, no Brasil:
Fortaleza (Estado do Ceard), Séo Luis (Maranh&o), Belo Horizonte (Minas Gerais),
Teresina (Piaui), Parauapebas (Parda), Campo Grande (Mato Grosso do Sul),
Araguaina e Maraba (Tocantins). As maiores taxas de incidéncia também foram
apresentadas no Brasil: Sapucaia (Pard), Mariapolis (Sdo Paulo), Maetinga (Bahia),

Uiramuta (Roraima), Darcindpolis e Lajeado (Tocantins) e Buritindpolis (Goias).

Fonte: Organizacdo Pan Americana da Saude. Leishmanioses: informe epidemiolégico das Américas
[Internet]. Nam. 10, dezembro de 2021.

A LVA teve sua origem na area rural, mas o processo de migragédo e
urbanizagédo desordenada, aliados a falta de saneamento e condi¢des precarias de
moradia, fizeram com que a doenca avancasse para 0s suburbios das grandes
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cidades brasileiras. Além disso, a deficiéncia ou auséncia de servigos de saude nas
localidades, capacitacao inadequada dos profissionais de salde quanto a suspei¢cao
diagnéstica, tal como o controle ineficaz de recursos para diagnéstico e tratamento
séo fatores que corroboram para a expansdo da doenca no pais (REY et al. 2005;
MONTEIRO SPINELLI et al., 2021).

1.2.4 Epidemiologia da LVA no Estado do Para

A LVA, na Amazobnia brasileira, foi registrada pela primeira vez em 1934,
com trés casos da doenca no Para. Apds a morte prematura de Evandro Chagas, em
1940, as observagbes sobre a LVA se limitavam a poucos estudos clinicos,
apresentando caracteristicas estritamente rurais e de ambientes silvestres. A partir da
década de 1980, a doenga assumiu um novo perfil epidemioldgico que permitiu uma
maior notificacdo dos casos, havendo, ainda a expanséo destes, para outras areas do
Estado como na ilha do Maraj6, na regido oeste, Baixo Amazonas. A LVA é
estabelecida de maneira endémica e/ou epidémica em diversas microrregides do
estado do Pard. (SILVEIRA, et al., 2008; SILVEIRA., et al, 2016; COSTA, 2018)

Segundo dados do INPE, o estado do Para, dentre os estados da Amazénia
Legal, € o que apresenta a maior area de desmatamento acumulado, com cerca de
45.030,22 km2 (41.76%). Esse € um fator que contribui para o aumento no nimero de
casos de doencas, principalmente por provocar mudancas ambientais, esvaziamento
rural e urbanizacao crescentes. Com isso, expansao da LVA para zonas urbanas do
Estado, é reflexo de impactos ambientais, como construcdo de rodovias e pontes,
polos industriais, hidrelétricas e, assim, o provavel deslocamento de caes infectados
para zonas urbanas das cidades, visto que os cdes possuem importante papel dos
cdes na epidemiologia da LVA, e somado a baixa condicdo socioeconbmica e a
precariedade de saneamento basico, contribui para a instalacdo de condicbes
necessarias a transmissao da leishmaniose visceral. (BARBOSA, 2016; LIMA et al.,
2017; INPE, 2022).

No mapa que ilustra a taxa de incidéncia de casos de LVA no Para no
periodo de 2016 a 2019, observa-se que no primeiro biénio (2016-2017) houve maior
concentracdo dos casos no Sudeste e no Nordeste Paraense, porém com menores

taxas; enquanto no segundo biénio (2018-2019) percebeu-se a concentragdo dos
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casos nas mesmas Mesorregides, com maiores taxas de incidéncia, porém com

disperséo dos casos para alguns municipios das regides do Marajo, Baixo Amazonas

e Sudoeste Paraense. (Figura 3)

Figura 3- ilustracdo da taxa de incidéncia de casos de LVA, divididos por biénios.

Baixo w¢ 3
Amazonas

A - B - Taxa de incidéncia de casos de Leishmaniose Visceral por 100.000 mil habitantes.

Elaboragéo: Lilia S.C. de Melo
2016 - 2017 DATUM:SIRGAS 2000
ArcGis versao 10 8. Junho 2021
UFPA - FTG - LABGEO
Metropolitana IBGE-2020.
de Belém
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FONTE: Silva A.S. d. et al.,

2022. Dados elaborados no Laboratério de Geoprocessamento
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1.3. METODOS DE DIAGNOSTICO

1.3.1 Exame clinico

O diagnostico clinico da leishmaniose visceral € realizado a partir dos
sintomas como febre, palidez de mucosas, esplenomegalia associado ou ndo a
hepatomegalia, anemia, associados a residéncia em areas endémicas. No entanto,
deve-se ter atencdo especial para outras doencas que apresentam sintomatologia
similar, sobretudo onde ocorrem sobreposi¢cdes na distribuicdo de doencas como
malaria, toxoplasmose, esquistossomose, como € o caso do estado do Para. (BRASIL,
2014; WHO, 2022)

1.3.2 Métodos laboratoriais
1.3.2.1 Exames sorologicos

O exame imunoldgico mais utilizado no Brasil € a Reacdo da
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e os ensaios imunoenzimaticos. O resultado da
RIFI é expresso em diluicdes e séo considerados positivas diluicbes a partir de 1:80.
O teste ELISA tem o seu resultado expresso em unidades de absorbancia a um raio
de luz, em uma reacdo com diluicbes fixas ou mais comumente, apenas como
reagente ou ndo. (BRASIL, 2014; AGUIAR & RODRIGUES, 2017)

1.3.2.2 Exames parasitologicos

Podem ser realizados o exame direto de parasitas, no qual, em uma lamina
limpa é realizado o esfregaco com material aspirado (medula 6ssea, bidépsia hepatica
ou aspiracao de linfonodos) para visualizacdo das formas amastigotas do parasita
(devem ser examinados 200 campos antes de se considerar uma lamina como
negativa); e Isolamento em meio de Cultura (in vitro) utilizando o meio de cultura
NovyMacNeal-Nicolle (NNN) ou Isolamento em Animais Susceptiveis (in vivo) com

inoculacao experimental em hamsters. (BRASIL, 2014)
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1.3.2.3 Exame molecular

A técnica mais utilizada no diagndstico das leishmanioses, é a Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), que se apresenta como um método sensivel e
especifico para a deteccdo de DNA de Leishmania spp. devido a ampla variedade de
amostras bioldgicas que podem ser utilizadas. E um teste de base molecular utilizado
na identificacdo de género e espécie de Leishmania. A detec¢cdo de PCR em tempo
real € bastante utilizada no diagnéstico e acompanhamento da doenca, permitindo a
deteccédo de pequenas quantidades de DNA do parasito, o que contribui para o avanco
da epidemiologia molecular de doencas infecto-parasitarias, como a LVA. A técnica
permite a amplificacdo de segmentos especificos de DNA a partir de oligonucleotideos
iniciadores anelados especificamente nas margens da regido alvo. Para realizacéo do
teste, € necessaria uma enzima Taq polimerase, o0 qual permite a desnaturacéo do
DNA, anelamento (hibridizacdo) dos oligonucleotideos iniciadores ou primers as
sequéncias alvos complementares e extensao, para a amplificacéo da sequéncia alvo.
Sendo de extrema importancia a escolha dos primers utilizados nas reacdes de PCR
e gPCR, visto que permitem diferenciar espécies dos subgéneros Leishmania e
Viannia. (FRANCINO et al., 2006; GALLETTI et al., 2011; NEITZKE-ABREU et al.,
2013; ALEXANDRE, 2015).

Além da sensibilidade diagnostica utilizando esse método, outras
vantagens deste teste molecular sdo a rapidez com que pode ser realizado e a
variedade de amostras que podem ser utilizadas para analise. Os métodos simples
de coleta, como o “swab” em associagao com os protocolos de extragdo de DNA e
primers adequados para o diagnéstico da doenca promove a redu¢ao no tempo para
o diagnostico da LV, a otimizacédo do teste e evitaria procedimentos de coleta invasivos
e dolorosos ao paciente que ja se encontra debilitado pela doenca. (ALEXANDRE,
2015; BONI, 2016)

Todos os membros da familia Trypanosomatidae, a qual pertence o género
Leishmania, contém um cinetoplasto situado na base do flagelo. Esse cinetoplasto é
o DNA mitocondrial, composto por minicirculos (com cerca de 10.000 co6pias por
parasita) e maxicirculos. E, exatamente, a regiéo conservada dos minicirculos do DNA
do cinetoplasto de Leishmania (kDNA) que tem sido utilizada como alvo especifico
para ensaios de PCR convencionais ou quantitativos. A gPCR baseia-se na analise
do sinal fluorescente, como SYBR Green ou sonda TagMan, que é produzida durante

a amplificacdo. O SYBR Green se liga inespecificamente as fitas duplas de DNA que
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séo geradas pela amplificacdo, sendo essa ligacao nas moléculas de DNA que realiza
a emissao de um forte sinal luminoso. Por isso a necessidade de escolher primers
especificos para o teste, pois eles sdo os responsaveis pela multiplicacdo da
sequéncia correta de DNA. (CECARELLI et al., 2014; FERNANDES., 2016;
GALLUZZI et al., 2018)

1.3.3 Métodos de coleta
1.3.3.1 Puncgéo aspirativa

A puncdo aspirativa é utilizada para o diagnéstico parasitolégico, com o
objetivo de demonstrar o parasito na amostra coletada do baco, figado, medula 6ssea
ou linfonodos. Contudo, na LV a amostra mais utilizada € a puncéo aspirativa de
medula O0ssea. Esse material obtido é utilizado para confeccdo de esfregaco ou
impressédo em laminas. Este método é considerado um procedimento invasivo, néo

sendo adequado para estudos epidemiologicos em larga escala. (SOUZA, 2019)

1.3.3.2 Sangue

A coleta do sangue para obtencéo do soro € realizada para realizacdo dos
testes soroldgicos. Esse método € considerado pouco invasiva quando comparado a
puncéao aspirativa, no entanto, causa incomodo e dificuldades na hora de encontrar a
veia para realizar a coleta sanguinea, devido ao paciente se encontrar debilitado pela
doenca e, as vezes, acaba sendo inviavel realizar o procedimento. (SOUZA, 2019;
AIRES, 2022)

1.3.3.3 “Swab” oral

O “swab” oral € um exame utilizado para a coleta de saliva e fluidos
presentes na boca e orofaringe. Suas principais vantagens sédo a coleta indolor, de
facil execucdo, e ndo invasivo. Além disso, € um método que nao exige privacidade
ou isolamento. Esse exame analisa os fluidos bucais e as células para a identificacao
de microrganismos patégenos, com o intuito de direcionar o tratamento adequado a
condicao individual dos pacientes. (BRASIL, 2013; LUABEYA et al 2019)



22

1.4 JUSTIFICATIVA

As dificuldades na determinagéo da doenca clinica devido a variabilidade e
complexidade das manifestacbes da infec¢cdo, em razdo de a LVA, no homem,
apresentar sinais e sintomas comuns a outras patologias presentes nas areas
endémicas a LV, assim como a grande diversidade de hospedeiros infectados, o que
sugere variantes genéticas do parasito, além da ocorrer de individuos serem
assintomaticos, direcionam o diagndstico para os métodos laboratoriais alternativos.
Por isso, desde a década de 80, técnicas de biologia molecular vém sendo
desenvolvidas para a deteccédo e identificacdo precisa dos parasitas do género
Leishmania, demonstrado a importancia do uso do DNA do cinetoplasto (KkDNA) como
alvo para a identificagdo e classificacdo de Leishmania spp. (RAY, 1987,
RODRIGUEZ, 1994; GONTIJO & MELLO, 2004; CARVALHO NETA, A.V et al. 2006;
FERNANDES, 2016; RAMOS et al, 2021)

Alguns estudos apontam que a deteccdo de DNA de Leishmania spp. em
saliva e em células da mucosa oral pode ser uma op¢do na investigacao
parasitologica. A utilizagdo da saliva, coletada a partir do “swab” bacterioldgico,
considerado um meétodo de coleta ndo invasivo, possui potencial atrativo no teste
laboratorial, pela deteccdo e caracterizacdo dos microrganismos a partir de testes
moleculares, como a Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR). Esse método tem sido
relatado na literatura para o diagnostico de diversas doencas como tuberculose,
coqueluche e, também para as leishmanioses. (MIMORI et al, 2002; SALEM et al.,
2007; ALMEIDA et al., 2011; CORVALAN, F.H. et al., 2011)

A combinacéo entre coleta de “swab” e realizacdo da Reagdao em cadeia
da polimerase (PCR) vem sendo utilizada na pratica clinica diaria, como diagnostico
alternativo para as leishmanioses, pela facilidade da coleta, por ndo provocar
desconforto ao paciente e ter boa sensibilidade. (FIGUEROA et al., 2009; BOGGILD
et al., 2011; BONI, 2016).

Devido a isso, este trabalho propbs avaliar o uso do “swab” oral (uma
amostra de facil coleta, indolor e sem danos ao paciente) como método de coleta ndo
invasivo, para o diagnéstico molecular de pacientes residentes em area endémica de

leishmaniose visceral no Estado do Para.
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1.5 OBJETIVO GERAL
Avaliar a eficiéncia do "swab" oral na deteccdo de Leishmaniose Visceral
por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi em individuos residentes em area

endémica de leishmaniose visceral no Estado do Para.

1.5.1 Objetivos especificos

- Detectar DNA de Leishmania nas células epiteliais esfoliativas da mucosa
oral;

- Comparar a positividade do método de coleta de amostra “swab oral” com
método de coleta de amostra considerada invasiva (sangue para obtencao
de soro) levando em consideragcédo os indices de concordancia entre os
resultados realizados com a gPCR do “swab” oral e a sorologia e a gPCR
do soro e a sorologia;

- Comparar especificidade dos primers LEISH-1/LEISH-2 e RV-1/RV-2, na
gPCR.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 ASPECTOS ETICOS

Ap0s autorizagao do diretor do Instituto Evandro Chagas (IEC), este projeto
foi submetido ao comité de ética em Pesquisa em Humanos e aprovado com o n° do
CAAE: 91152518.5.0000.0019 e n° do parecer: 2.801.889 (Anexo A). Todos os
individuos que atenderam aos critérios estabelecidos pelo projeto receberam
esclarecimento quanto aos seus objetivos e, aqueles que concordaram em participatr,
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Voluntarios ou o
Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (Anexo B, de acordo com as disposi¢cdes
da resolugéo N° 466 de 12 de dezembro de 2012 artigo 1V.3 do Conselho Nacional de
Saude que regulamenta a pesquisa envolvendo seres humanos. Diante do exposto,
ressaltamos que foram garantidas a preservacao do sigilo e da privacidade de dados
(quer sejam pessoais, clinicos e epidemiologicos), bem como acesso restrito as
referidas informacdes utilizando o controle de acesso segundo recomendacdes do

Nucleo de gestédo da qualidade institucional.

2.2. PROCEDIMENTOS DE BIOSSEGURANCA

Todos os procedimentos que envolveram a manipulagao de “swab” e soros
foram realizados observando-se as normas e critérios pré-estabelecidos e exigidos
pelo Comité Internacional de Biosseguranca utilizando os equipamentos de protecao
individual — EPI (6culos, jalecos, luvas, mascara,) e 0s equipamentos de protecao
coletivos — EPC (cabine de seguranca biologica classe 1l A2). Os materiais bioldgicos
desprezados foram acondicionados em recipientes apropriados fornecidos pela
comissao de biosseguranca do IEC para posterior envio e recolhimento para fins de
incineracdo realizada por empresa terceirizada. A manipulagdo de amostras
bioldgicas e 0 uso de equipamentos de laborat6rio sé comecou a ser realizada apos

a concluséo do curso de Biosseguranca (ofertado de forma presencial pelo IEC).

2.3 DESENHO DO ESTUDO E POPULACAO
Individuos suspeitos de leishmaniose visceral, no periodo entre 1° de
agosto de 2018 a 31 de julho de 2019, foram encaminhados via SUS (demanda

passiva) ao Instituto Evandro Chagas, na instituicdo foram atendidos pela equipe
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médica do Servico de Atendimento Médico Unificado do IEC (SOAMU-IEC) e
posteriormente conduzidos ao setor ambulatorial do Laboratério de Leishmanioses
“Prof. Dr. Ralph Lainson’ (quando havia suspeita de Leishmaniose Visceral) para
avaliacéo clinica pelo médico infectologista do setor. Foram coletados e registrados
os dados epidemiolégicos dos pacientes durante a anamnese realizada pelo
responsavel do ambulatdrio. Apds o exame clinico que compativel com LV, o paciente
era informado sobre o estudo em questéo e apds as explicacdes por parte do médico
foram entregues a cada participante o TCLE ou TALE para leitura e assinatura. (Figura
4)

Figura 4 - Organograma do estudo desde o encaminhamento ao IEC, atendimento
pelo médico responsavel pelo laboratério de leishmanioses ‘Prof. Dr. Ralph Lainson’,

assinatura de termos, coletada de amostras, extracdo de DNA, até a ciclagem das

amostras.
4( Atendimento -SOAMU ‘ Lab. de Lelshmam_oses —‘ Anamnese e Exame clinico
Prof. Dr. Ralph Lainson
* Suspeitos de LVA; * Conduzidos ao setor , * Registro de dados
« Encaminhados ao IEC (Via ambulatorial responsavel, | epidemiologicos;
SuUSs); * Atendidos pelo médico * Coleta de material para
infectologista do exames de rotina para
laboratorio. LVA:

. Coleta de amostras -
TCLE ou TALE cara o Estudo ‘ — Extragio de DNA

* Esclarecimentos quanto ao * Coleta de SWAB « Kit Relia Prep (Promega)
estudo proposto; *| » Coleta de SORO

* Convite para participagao (realizada  pelo  corpo
voluntaria e assinatura do técnico do laboratério).
Termo.

Ciclagem das
Amostras em qPCR

* Primer:
LEISHI1/LEISH2
* Primer: RV1/RV2

Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.

2.3.1 Critérios de incluséo e excluséao
Neste estudo foram incluidos individuos de ambos o0os sexos e com faixas

etarias distintas e excluidos menores com idade inferior ou igual a 1 (um) ano de vida.
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2.3.2 Riscos e beneficios do estudo

Neste estudo as amostras coletadas foram extraidas e logo utilizadas para
a realizacdo dos testes no Laboratério de Biologia Molecular do laboratério de
Leishmanioses ‘Prof. Dr. Ralph Lainson’. Os riscos que dizem respeito a exposi¢ao
dos dados pessoais, clinicos e epidemiolégicos de cada paciente que teve sua
amostra coletada foram mantidos em sigilo de acordo com as normas de
biosseguranca institucional. Os beneficios para os participantes serdo de grande
importancia para ajudar, a saber, quem esta doente, detectar o parasito e contribuir

com a conduta terapéutica.

2.4 COLETA DE AMOSTRAS

Apobs consentimento dos pacientes foram realizadas as coletas de sangue,
para obtencdo do soro e realizacdo da reacao de imunofluorescéncia indireta - RIFI
(rotina do laboratério); células da mucosa oral, para realizacdo da gPCR. Havendo
confirmacdo sorolégica de leishmaniose visceral, os pacientes, no seu retorno,
receberam a prescricdo, medicacao para tratamento (medicacao injetavel- fornecida
pelo IEC/Ministério da Saude) e orientacdes para retornarem apos o término para

nova avaliacao clinica e laboratorial.

2.4.1 Sangue

Foram coletados 5 mL de sangue periférico em tubo estéril sem
anticoagulante a vacuo. Deixou-se o tubo em repouso a temperatura ambiente, de 30
a 60 minutos, para retracdo do sangue e, posteriormente, centrifugado (15 minutos a
1562 G). Ao término o soro retirado com auxilio de uma pipeta pasteur estéril foi
transferido para frasco estéril previamente identificado com o registro do paciente.

Armazenou-se o material a -20 °C até o momento do uso.

2.4.2 Células epiteliais esfoliativas da mucosa oral
Algumas precaucdes foram tomadas antes do inicio da coleta com o "swab"

oral. Durante a anamnese, foi perguntado ao paciente se nos 30 minutos que haviam
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antecedido sua chegada ao ambulatério se os mesmos haviam realizado a ingestéo
algum tipo de alimento (sélido ou liquido), feito uso de cigarros ou ainda “mastigado”
chiclete. Em caso de negativa foram procedidas as coletas com auxilio de dois
"swabs" rayon estéreis, friccionando a mucosa, girando a escovinha em 360 graus, no
minimo, 5 vezes em cada lado da bochecha. (SILVA, 2017) Ao término do
procedimento foram acondicionados em tubos tipo eppendorf contendo solucéo salina
fosfatada 1x estéril.

2.4.3 Cultivo dos parasitos

Formas promastigotas de L. (L.) i. chagasi (MCAO/2010/BR/27840-
Barcarena/Para), provenientes do criobanco do laboratorio de Leishmanioses do
Instituto Evandro Chagas (‘Prof. Dr. Ralph Lainson’), foram cultivadas em meio NNN
e posteriormente transferidas para o meio RPMI 1640 (sem fenol), pH 7.2
suplementado com soro bovino fetal a 10% e penicilina/estreptomicina a 1% para a
obtencao de parasitos (fase estacionaria). Apos trés repiques as formas promastigotas
de Leishmania foram lavadas trés vezes com solucao tamponada de salina fosfatada
— PBS (14 mM NacCl, 2,5 mM de NaH, PO, H, O 7,4 mM Na, HPO, , pH 7.2) e

centrifugadas a 3.000 rpm por 5'. O pellet obtido foi armazenado a - 20°C.

2.4.4 Controles positivos e negativos

Como controles positivos, foram utilizados soros de pacientes com titulacéo
igual ou superior a 10.240, definida pela RIFI; e como controles negativos, soros de
individuos que nunca estiveram em area endémica de LV.

Nos ensaios realizados na gPCR foram utilizados controles positivos
provenientes de cultivo in vitro do parasito L. (L.) infantum chagasi, e como controles

negativos a "mix" da PCR contendo agua ultrapura.

2.5. TESTE SOROLOGICO
A reacgdo de imunofluorescéncia indireta para pesquisa de anticorpos anti-
Leishmania foi executada pelo corpo técnico do setor de sorologia do laboratério de

leishmanioses ‘Prof. Dr. Ralph Lainson’. A que se mencionar que utilizamos apenas
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os resultados cadastrados no livro de registro do referido setor. Foi utilizado como
antigeno: cepa de L. (L.) i. chagasi (MCAO/2010/BR/27840-Barcarena/Para), forma
amastigota impregnada em lamina de imunofluorescéncia com acetona. As laminas

foram acondicionadas em freezer -20 °C até o momento de uso.

2.6. OBTENCAO DO DNA

As extracdes de DNA das células epiteliais esfoliativas da mucosa oral e
soro, foram realizadas com o kit ReliaPrepTM gDNA Tissue Miniprep System
(Promega Corporation, USA) originando um total de 2 amostras por paciente (1.

amostra swab, 2. amostra soro).

2.6.1 Soro

Aos 400 pL de soro, adicionou-se 40 pyL de proteinase K e 200 pL de
Tampao de Lise Celular (vortex 10”) e na sequéncia incubado a 56 °C/10’. Decorrida
esta etapa, foi submetido a nova agitacdo (10") antes da adicdo de 250 uL de tampéao
de ligacéo, agitado 10", e transferido para coluna de extracao, centrifugado a 14000
rpm/1’, lavado 3 vezes com solugéo de lavagem, na etapa final a coluna de extragao
foi transferida para um tubo tipo eppendorf (1,5 mL) para adicdo de 25 pL de agua
livre de nuclease, finalizando com centrifugacdo a 14000 rpm/1’ e posterior

armazenagem do DNA a -20°C.

2.6.2 Células epiteliais esfoliativas da mucosa oral

O material coletado com “swab oral” para extragao com o kit ReliaPrepTM
gDNA Tissue Miniprep System (Promega Corporation, USA) foi embebido em 400 pL
solucéo de PBS 1x, 20 uL de Proteinase K e 400 uL de Tampao de Lise Celular sendo
agitado por 10" e incubado a 56°C/10’. Decorrida esta etapa foi agitado 10" e
posteriormente adicionou-se 500 pL de tampéo de ligacéo, foi submetido a agitacéo
(10”) e transferido para coluna de extragao, centrifugado a 14000 rpm/1’ e o swab
descartado. Lavou-se 3 vezes com solucéo de lavagem, transferiu-se a coluna de
extracao para um tubo tipo eppendorf, foi adicionado 100 pL de 4gua livre de nuclease,

seguido por nova centrifugacao a 14000 rpm/1’ para armazenamento do DNA a -20°C.
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2.6.3 Cultivo de parasitos

A cultura foi centrifugada a 5000rpm/3' para a retirada do sobrenadante. O
pellet obtido foi resuspenso em 160uL de PBS 1x. Em seguida agitado em vortex por
10”. Foram adicionados 20uL de Proteinase K, posteriormente, 200 uL de Tampao de
Lise Celular. Agitado novamente em vértex 10" e incubado a 56 °C / 10'. Em seguida,
adicionado 250uL de tampdo de ligacdo, agitado em vortex 10". O material foi
transferido para a coluna de extracéo e centrifugado a 14000rpm/1’, adicionado 500uL
de solugdo de lavagem e centrifugado novamente a 14000rpm/1' (lavou-se 2 vezes).
A coluna de extracao foi transferida para um microtubo tipo eppendorf e adicionados
150uL &gua livre de nuclease, seguido de centrifugacdo a 14000rpm/1' para
armazenamento do DNA a -20°C.

2.7 QUANTIFICAC}AO DE DNA
A quantificacdo de DNA foi realizada no aparelho Qubit 2.0 fluorometer
(Thermo Scientific®) pelo corpo técnico do laboratério. Sendo utilizados 10ng de DNA

nas reacoes de gPCR.

2.8 CONDICOES DE CICLAGEM DA PCR EM TEMPO REAL (qPCR)

O DNA extraido foi submetido ao processo de amplificacéo, utilizando, em
um primeiro momento, o} par de primers 1) RV1 (5’-
CTTTTCTGGTCCTCCGGGTAGG-3’) e RV2 (5-
CCACCCGGCCCTATTTTACACCAA — 3’) que amplificam a regiao LT1 do minicirculo
do KDNA para L. infantum gerando um produto de 145 pb (LE FICHOUX et al.. 1999)
e, posteriormente, 0 par de primers 2) LEISH-1 (5-
AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3) e LEISH-2 (5 -ACCCCCAGTTTCCCGCC-3)
gue amplificam uma sequéncia conservada com 120 pares de base encontrada no
DNA dos minicirulos do cinetoplasto de Leishmania infantum (FRANCINO et al.,
2006).

As reacdes para ambos os primers foram realizadas em um volume final de
20puL reacdo de PCR com 2x GoTag® gqPCR Master Mix (Promega-USA), 2uM de
cada iniciador, e 10ng de DNA. O perfil de ciclagem foi: 50°C por 2 minutos seguido

de 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C (desnaturacao) por 15 segundos, 60°C
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(anelamento/extensédo) por 1 minuto e para a curva de dissociacdo 95°C por 30
segundos, 60°C por 30 segundos e 95°C por 30 segundos. As rea¢cdes ocorrem em
termociclador (AriaMx Real Time PCR System - Agilent). Para garantir a

reprodutibilidade dos ensaios, os testes foram reproduzidos em duplicata.

2.9. ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas médias entre tempo de leséo, idade e sexo da populacéo
amostral em programa Excel 2016, assim como utilizado indice de Kappa para avaliar
a reprodutibilidade e concordancia dos resultados dos testes moleculares em

programa BioEstat 3.0.
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3. RESULTADOS

Foram realizadas coletas de amostras de “swab” e soro de 17 pacientes,
extraidas com kit ReliaPrepTM gDNA Tissue Miniprep System (Promega Corporation,
USA) para obtencdo do DNA, originando 34 amostras, sendo 17 amostras de “swab”
e 17 de soro, de acordo com a Tabela 2.

No que diz respeito as caracteristicas na populacdo deste estudo, o tempo

de lesdo/més foi de aproximadamente 3,9 meses; a faixa etaria média observada
entre os pacientes foi de 31 anos. No que se refere a questdo do género dos
pacientes, observou-se que 47,06% (08/17) era do género masculino e 52,94%
(09/17) do género feminino (Tabela 3).
Tabela 2 — Visualizacéo geral de dados coletados durante o estudo. Legenda: N° IEC
- Registro do paciente no livro do Laboratério de Leishmanioses ‘Prof. Dr. Ralph
Lainson’; Idade- em anos; Tempo da doenca relatado pelo paciente- Tempo médio de
surgimento/observacéo dos sintomas segundo o paciente; Género- como 0 paciente
se identifica; Sorologia 1gG- Diluigcdes; PCR quantitativa em tempo real (QPCR)- 1
resultado positivo; 0 - resultado negativo.

PCR QUANTITATIVA EM
TEMPO REAL - qPCR
LEISH1/LEISH2 RV1/RV2

Tempo de doenca

N2 [EC  Idade . Género SOROLOGIA-IgG Swab Soro Swab Soro
relatado pelo paciente
1 M33052 26 6 meses F 1/10.240 1 1 1 1
2 M33053 36 1 més F 1/10.241 1 1 1 1
3 M33059 55 6 meses M 1/10.242 1 1 1 1
4 M33122 19 3 meses F 1/10.243 1 1 1 1
5 M33150 48 4 meses F 1/10.244 1 1 0 1
6 M33185 34 15 dias F 1/5.120 0 1 0 1
7 M33347 27 11 meses F 1/5.121 1 1 1 1
8 M33367 22 2 meses M 1/2.560 1 1 1 0
9 M33369 38 6 meses M 1/10.240 1 1 1 0
10 M33398 47 3 meses F 1/5.120 1 1 1 1
11 M33409 14 4 meses M NEGATIVO 0 0 0 0
12 M33498 37 2 meses M 1/10.240 0 1 0 0
13 M33514 3 2 meses M 1/5.120 0 1 0 0
14 M33521 57 3 meses M NEGATIVO 0 0 0 0
15 M33552 55 1 més M 1/10.240 1 1 1 1
16 M33563 64 10 meses F NEGATIVO 0 0 0 0
17 M33564 31 3 meses F 1/10.241 1 1 0 0
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Tabela 3 - Caracteristicas da populacéo do estudo; n (%) - nUmero de pessoas e sua
respectiva porcentagem em relacdo ao total de pacientes; Tempo de doenca/més-
média do tempo da doenca; Idade- média de idade, em anos, do total de pacientes;
Desvio padrao da idade dos pacientes.

Caracteristicas da populacdo de estudo

Género

Masculino n (%) 8 (47.06)
Feminino n (%) 9 (52.94)
Tempo de doenca/més 3.94
Idade média dos pacientes 31
Desvio padrédo da idade 16.74

Ao testar a especificidade in vitro dos primers LEISH-1/LEISH-2 e RV1/RV2,
frente ao DNA de outras espécies de Leishmania presentes no estado do Para, dentre
elas: Leishmania: Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia)
braziliensis, Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania
(Viannia) shawi e Leishmania (Viannia) guyanensis., foi possivel comprovar que
ambos os primers apresentam temperatura de melting (Tm) a 80.5°C, portanto sao
mais especificos para Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. (Figuras 5 e 6).
Entretanto os ensaios com LEISH-1/LEISH-2 demonstraram resultados mais
conclusivos, no qual se tem um anico pico para L. (L.) i. chagasi e as outras espécies
possuem picos mais distantes da espécie alvo. Enquanto que, ao avaliar a
especificidade dos primers RV1/RV2, observou-se picos para outras espécies de
Leishmania, proximos ao de L. (L.) i. chagasi, 0 que de certa forma acaba dificultando

a analise dos resultados. (Figura 5)
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Figura 5 - Especificidade dos primers LEISH-1/LEISH-2 frente a outras espécies de

Leishmania.
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Figura 6 - Especificidade dos primers RV1/RV2 frente a outras espécies de

Leishmania.
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Ao realizar os testes com amostras de pacientes suspeitos de LVA e
comparar com os resultados dos in vitro, observou-se que o primer LEISH-1/LEISH-2
também obteve resultados mais conclusivos, com picos de dissociacdo entre as
amostras de pacientes com suspeita de LVA e com amostra de paciente com L. (L.)
amazonensis mais distantes do que os testes utilizando o RV1/RV2. (Figura 7 e 8)

Figura 7 — Teste utilizando os primers RV1/RV2 com amostra de paciente suspeito
de LVA e paciente com L.(L.) amazonensis.
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Figura 8 — Teste utilizando os primers LEISH-1/LEISH-2 com amostra de paciente

suspeito de LVA e paciente com L.(L.) amazonensis.
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O método utilizado no diagnostico da LVA, no Lab. de leishmanioses prof.
Dr. Ralph Lainson, € a RIFI e, como aponta a Tabela 1, dos 17 pacientes,
aproximadamente, 16,60% (3/17) foram negativos e 83,4% (14/17) foram positivos
para a doenca.

Primeira analise, ‘Swab’ Vs Sorologia:

Utilizando o par de primer LEISH-1/LEISH-2, foram positivos 64,70%
(11/17) e 35,30% (6/17) apresentaram resultados negativos, sendo 17,65%
equivalente aos pacientes que realmente foram negativos para LVA, segundo a RIFI
e 17,65% foram negativos para gPCR e positivos na sorologia. A partir disso, a analise
de concordancia Kappa mostrou que ha uma boa confiabilidade entre ‘swab’ e
sorologia (k = 0.564), e uma concordancia diagnostica de 82,3% (Tabela 4). Ao utilizar
o par de primer RV1/RV2, foram positivos 52,95% (09/17) e 47,05% (8/17)
apresentaram resultados negativos, sendo 17,64% equivalente aos pacientes que
realmente foram negativos para LVA e 29,41% foram negativos para qPCR e positivos
na sorologia. A partir disso, a analise de concordancia Kappa mostrou que ha uma
fraca confiabilidade entre swab e Sorologia (k = 0.389), e uma concordancia
diagndstica de 70,6% (Tabela 5)
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Tabela 4 - Analise sobre a concordéncia diagndstica entre as amostras bioldgicas “swab” Vs
Sorologia; gPCR? - utilizando o par de primer LEISH-1/LEISH-2.

qPCR? Swab n (%)

Positivo Negativo
. Positivo 11 (64,70) 3 (17.65)
Sorol %
orologia n(%0) o ativo 0(0) 3 (17.65)
Concordancia 0,823
Kappa (k) 0.564
Conchlusao Boa

Tabela 5 - Analise sobre a concordancia diagndstica entre as amostras bioldgicas “swab” Vs

Sorologia; gPCR? - utilizando o par de primer RV1/RV2.

qPCR? Swab n (%)
Positivo Negativo
. Positivo 9 (52.95 5(29.41)
Sorologia n (%) oativo (0 ) : 3(17.64)
Concordancia 0,706
Kappa (k) 0.389
Conclusao Fraca

Segunda analise, Soro (QPCR) Vs Sorologia:

Utilizando o par de primer LEISH-1/LEISH-2, foram positivos 82,35%
(14/17) e 17,65% (3/17) apresentaram resultados negativos, estes equivalentes aos
pacientes que realmente foram negativos para a LVA. A partir disso, a andlise de
concordancia Kappa mostrou que ha uma excelente confiabilidade entre Soro e
Sorologia (k = 0.824 ), e uma concordancia diagnostica de 94,4% (Tabela 6). Ao
utilizar o par de primer RV1/RV2, foram positivos 52,94% (09/17) e 47,05% (08/17)
apresentaram resultados negativos, sendo 17,65% equivalente aos pacientes que
realmente foram negativos para LVA e 29,41% foram negativos para qPCR e positivos
na sorologia. A partir disso, a analise de concordancia Kappa mostrou que ha uma
fraca confiabilidade entre swab e Sorologia (k = 0.389), e uma concordancia
diagndstica de 70,6% (Tabela 7)
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Tabela 6- Analise sobre a concordancia diagnostica entre as amostras bioldgicas “Soro” Vs
Sorologia (I9G); qPCR? - utilizando o par de primer LEISH-1/LEISH-2.

qPCR!* Soro n (%)

Positivo Negativo
, Positivo 14 (82,35) 0(0)
Sorologia n (% '
orologlan (%) ' ativo 0 (0) 3 (17,65)
Concordancia 0,944
Conclusdo Excelente

Tabela 7- Analise sobre a concordancia diagndstica entre as amostras bioldgicas Soro Vs
Sorologia (IgG); gPCR2 - utilizando o par de primer RV1/RV2.

qPCR? Soro n (%)
Positivo Negativo

Positivo 9 (52.94) 5(29.41)
Sorologi %
orologia n1 (%) - o sativo 0 (0) 3 (17,65)
Concordancia 0,706
Kappa (k) 0.389

Conclusdo Fraca
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4. DISCUSSAO

O diagnostico para leishmaniose, utilizando como alvo o minicirculo do
kKDNA é considerado o método mais sensivel, pois existem milhares de copias por
parasita (COSTA, 2019) diferente dos maxicirculos que compdem apenas algumas
dezenas de copias (GALLUZZI, L, et al., 2018). As reacdes utilizando a regido do
minicirculo, amplificam regides conservadas especificas de género e subgénero
(BENSOUSSAN, E, et al., 2006).

A finalidade desse estudo foi avaliar o emprego do “swab” oral na deteccéo
de DNA de L. (I.) i. chagasi, ja que ha uma escassez na literatura acerca desse
substrato para o diagnéstico da LVA em humanos. Em 2015, o trabalho de Alexandre,
conseguiu detectar o DNA Leishmania spp. em saliva, coletadas a partir do “swab”,
combinados a PCR em tempo, ratificando que a utilizagdo da saliva como alvo
diagnostico para leishmanioses demonstra a alta sensibilidade e especificidade da
técnica molecular usada (qPCR) aliada a um sistema de primers especificos para
kDNA. Isto contribui para os achados deste estudo e para a literatura, ja que esse
método € pouco descrito na literatura.

No que diz respeito as caracteristicas na populacdo deste estudo, a faixa
etaria observada teve uma média de 31 anos, entrando em concordancia com Silva &
Gaioso (2013), que demonstraram maior frequéncia da doenca entre 20 e 34 anos.
Entretanto, quando se refere a questdo do género dos pacientes, observou-se que as
pessoas do género feminino tiveram maior frequéncia de deteccéo, confrontando o
estudo anteriormente citado, esse resultado pode estar relacionado as atividades
laborais realizadas pelas mulheres em peridomicilio e extradomicilio, ocasionando
maior exposicdo a doenca. O estudo de Gontijo & Mello (2004) demonstra que em
alguns focos urbanos existe tendéncia de modificagdo na distribuicdo das
caracteristicas da populacdo amostral, o que pode ter ocorrido nessa pesquisa.

Lombardo et al. (2012), assim como o presente trabalho, utilizou a técnica
de gPCR para deteccédo de DNA de Leishmania (L.) infantum em amostras coletadas
a partir de “swab” oral, porém em caes, e as comparou com métodos classicos e seus
resultados demonstraram a aplicabilidade da associacdo de métodos nao invasivos
com a técnica de PCR em tempo real.

A utilizag&o do soro no teste da gPCR apresentou bons resultados, nessa
pesquisa, onde todas as amostras que apontaram resultado positivo na RIFI (método

padrao do laboratério), foram positivas na qPCR. O que ndo ocorreu no estudo de



39

Rolim et al.(2016), onde, nas analises realizadas, a detec¢cdo do DNA de Leishmania
utilizando os primers direcionados ao cinetoplasto do parasita foi possivel em 25 dos
30 soros positivos para a LV. Gongalves L. P. et al. (2019) verificaram que a
combinacao das técnicas RIFI e gPCR auxiliam no diagndstico da infecc¢éo por L. (L.)
i. chagasi, sendo importante a associacao dessas técnicas de diagndsticos,visto que
conseguiram detectar o DNA do parasita em oito amostras a mais no método da
gPCR, em comparagao com a RIFI. Sendo o intuito dessa combinac¢ao: contribuir no
diagnéstico da infeccdo por L. (L.) i. chagasi e no controle da LV.

Com relagéo aos primers, ao utilizar o par de primer RV1/RV2, observou-
se que seu pico de dissociagao foi com TM 80,5 °C, sendo especifico para Leishmania
() i. chagasi. Mas sua analise apresenta inespecificidade frente ao DNA de outras
espécies (WANDERLEY, 2011). Obteve-se, nesta pesquisa, um pico de L. (l.)
amazonensis préoximo ao de L. (I.) i. chagasi, o que pode dificultar a analise na hora
do diagnostico. Diferente do ocorrido com o par de primer LEISH-1/LEISH-2, onde os
picos de dissociacdo de outras espécies de Leishmania foram distantes. Francino et
al. (2006) desenharam esse par de primer para amplificar uma regido conservada dos
minicirculos do KDNA de Leishmania (l.) i. chagasi, entretanto, utilizando sonda na
reacao, tornando-a mais especifica. No presente estudo, a sonda foi substituida por
SYBR Green, o que poderia torna-la menos especifica. Contudo, assim como no
estudo de Ferraz (2015), foi observado apenas um unico pico de dissociacdo com Tm
caracteristica (80,5°C), permitindo diferenciar outras espécies de Leishmania.

A técnica da gPCR tem aberto caminhos para um diagnostico mais eficiente
e uma melhor compreensdo da infeccdo por Leishmania spp. (BONI, 2016),
principalmente por apresentar minimo risco de contamina¢ao, pouca manipulacédo do
material e rapidez nos resultados. Estes dados corroboram aos resultados deste
estudo que, embora, tenha tido um numero pequeno de pacientes, foi possivel
constatar que ha sensibilidade no teste de gPCR, j& que, a coleta das células da
mucosa oral, aliada a técnica, evidenciou a ocorréncia do parasita no substrato,
sinalizando a aplicacdo do método para o diagndstico rapido da Leishmaniose

Visceral.
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5. CONCLUSAO

e A deteccdo do DNA de L. (L.) i. chagasi a partir da combinacdo das técnicas:
gPCR e “swab” (coleta de células da mucosa oral) é possivel. Contudo, a
negatividade observada em 3 amostras de ‘swab’, utilizando o par de primer
LEISH-1/LEISH-2, de pacientes que tiveram sorologia positiva (RIFI), pode estar
associada a ingestao por parte do paciente de comida ou bebida minutos antes
da coleta (fato nao relatado por eles);

e Neste estudo, a qPCR utilizando a amostra biologica “soro” obteve maior
concordancia com o método da RIFI;

e O par de primer LEISH-1/LEISH-2 foi mais sensivel para L. (L.) i. chagasi quando
comparado ao RV1/RV2.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados descritos apontam para a possibilidade da utilizacdo das
células da mucosa oral no diagndstico da LVA quando empregada a gPCR, podendo
constituir uma alternativa nao invasiva de investigacao, visto que é uma amostra de
facil obtencgéo principalmente quando se trata de enfermos, recém-nascidos, criancas
e idosos que estéo debilitados por conta da doenca, além de ndo haver a necessidade
de anestesia local para coleta. Contudo, um maior nimero amostral faz-se necessario

para confirmacao deste trabalho preliminar.
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Apresentagio do Projeto:

O projeto de pesquisa "Avaliagio do swab oral como método de coleta de amostra nio invasiva para o
diagndstico molecular de individy suspeitos de leishmaniose visceral por Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi no Estado do Para” apresenta elevada relevincia cientifica por se tratar de um tema
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8.2 ANEXO B
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO / TERMO DE
ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO.

Projeto: Avaliacdo do "swab" oral como método de coleta de amostra ndo invasiva
para o diagnéstico molecular de individuos suspeitos com leishmaniose visceral por
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi no Estado do Para

Instituicdes:

Eu, fui convidado

a participar do trabalho que vai estudar “a doeng¢a do cachorro” onde eu moro, pois
muitas pessoas ficam doentes e outras nao, o doutor explicou que a gente tem dentro
do corpo coisas que protegem a gente da doenca e outras que nao protegem. Se ele
conseguir saber se ha minha boca e no meu sangue tem essas coisas que diz que eu
estou doente. O doutor me falou que precisava abrir a boca também para passar um
palito com algodao na ponta e disse que ia precisar do meu sangue. Ele me explicou
também que ndo vou sentir nenhuma dor para fazer o exame. Os beneficios
esperados dessa pesquisa serdo de grande importancia para ajudar, a saber, quem
estad doente e entregar a medicacao para que a pessoa seja tratada. Fui também
informado que minha participagdo nesse trabalho € voluntaria, que meu
consentimento podera ser retirado a qualguer momento sem problema algum
garantindo meu atendimento pelos agentes de salde quando precisar, que as
informacdes a respeito de minha identificacdo serdo mantidas em segredo, que 0s
resultados dessa pesquisa poderdo ser utilizados em futuras publicacfes e que o meu
sangue e a “baba” da minha boca poderao ser usados em outros estudos. Todas estas
informacdes ficardo sob responsabilidade do Instituto Evandro Chagas. Receberei
também uma coépia desse documento que estou assinando e caso eu entenda que
durante este trabalho sofri algum dano o doutor explicou que tenho garantia de
reparacao destes danos previstos em lei e que néo exigira que eu desista de procurar
0s meus direitos. Em caso de davida eu ou qualguer membro da minha familia que
sabe que eu estou participando do trabalho devemos entrar em contato com o
pesquisador responsavel Dra. Patricia Karla Santos Ramos, Fone/Fax: (091) 3214-
2019. Se vocé tiver alguma considerac¢do ou davida sobre a ética da pesquisa, entre

em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rodovia BR 316 Km07, S/N
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Bairro Levilandia, Ananindeua/PA, Fone/FAX: (091) 3214-2237 - E-mail:

sac@iec.pa.gov.br

Declaro ter sido informado sobre tudo que esté descrito neste documento e concordo
em participar desse projeto de pesquisa.
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Data: / /

Assinatura do paciente/representante legal

Data: / /

Assinatura da testemunha (para casos de
pacientes menores de 18 anos, analfabetos,
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auditiva ou visual.)
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(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo

Documento em duas vias
Rubrica em todas as paginas do TCLE/TALE: sujeito de pesquisa ou seu
responsavel e o pesquisador responsavel
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