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“Existe uma coisa que uma longa existéncia me ensinou: toda a nossa
ciéncia, comparada a realidade, é primitiva e inocente; e, portanto,

€ 0 que temos de mais valioso.”

(Albert Einstein)


http://pensador.uol.com.br/autor/albert_einstein/

RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana é um grave problema de saude publica no
Brasil e em vérios paises do mundo. As diferentes manifestacdes clinicas podem
variar desde uma lesdo localizada até multiplas lesdes distribuidas por todo o corpo.
Fatores inerentes as diferentes espécies do parasita contribuem para a diversidade
clinica e para a patogénese da doenca. O objetivo deste trabalho foi estudar através
de metodologias moleculares isolados de Leishmania e relacionar com os aspectos
clinicos dos pacientes fontes. A identificacdo foi realizada através da PCR do gene
miniexon, PCR-RFLP e sequenciamento da regido ITS1 do rDNA. Foram analisados
38 isolados provenientes de 36 pacientes e foram identificados: 22 L. (V.)
braziliensis, 3 L. (V.) panamensis, 1 L. (V.) guyanensis, 1 L. (V.) utingensis, 2 L. (V.)
spp, 8 L. (L.) amazonensis e 1 L. (L.) infantum. Os pacientes que predominaram
eram do sexo masculino em idade reprodutiva com lesées nos membros superiores
e inferiores. Os pacientes infectados pelo subgénero Viannia desenvolveram em
81% dos casos leishmaniose cutédnea. Apenas pacientes infectados por L. (V.)
braziliensis desenvolveram leishmaniose mucosa. Um paciente infectado por L. (V.)
braziliensis e co-infectado por HIV desenvolveu a Sindrome de Reconstituicao
Imune. Entre os oito pacientes infectados pela espécie L. (L.) amazonensis, seis
apresentaram leishmaniose cutanea, um apresentou a forma cutanea disseminada e
um apresentou leishmaniose cutanea difusa. O Unico paciente infectado por L. (L.)
infantum apresentou trés lesdes cutaneas ulceradas. A técnica RAPD permitiu
comparar fingerprints de isolados de um mesmo paciente a fim de analisar as
modificacdes ao longo de sucessivas recidivas. Através desta técnica foi possivel
caracterizar duas cepas de L. (L.) amazonensis como idénticas, isoladas de dois
pacientes com formas clinicas graves e raras (LCD e LD). Neste estudo relata-se
pela primeira vez como agentes etioldgicos da leishmaniose tegumentar no Brasil as
espécies: L. (V.) utingensis e L. (L) infantum. A L. (V.) utingensis é descrita pela
primeira vez infectando humanos e a L. (L) infantum desencadeando leishmaniose
cutanea. Devido ao amplo espectro clinico causado pelas espécies de Leishmania, o
diagnostico molecular pode ser (til para o progndstico clinico rotineiro da
leishmaniose bem como para compreensao da ocorréncia e comportamento de cada
espécie.

Palavras-chave: Leishmaniose Tegumentar Americana; Formas clinicas; Diagndstico
Molecular.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a serious public health problem in Brazil and in several countries
worldwide. The different clinical manifestations may vary since a localized lesion until
multiple lesions distributed throughout the body. Factors inherent to the different
species of the parasite contribute to the clinical diversity and pathogenesis of the
disease. The aim of this work was to study through molecular methodologies of
Leishmania's isolates and relate them with clinical aspects of the patient's sources.
The identification was performed by PCR miniexon gene, PCR-RFLP and
sequencing of ITS1 from rDNA gene. In this study 38 isolates from 36 patients were
analyzed and were identified: 22 L. (V.) braziliensis, 3 L. (V.) panamensis, 1 L. (V.)
guyanensis, 1 L. (V.) utingensis, 2 L. (V.) spp, 8 L. (L.) amazonensis and 1 L. (L.)
infantum. Patients were males in reproductive age with lesions in upper and lower
limbs. The patients infected by the Viannia subgenus have developed cutaneous
leishmaniasis, in 81% cases. Only patients infected by L. (V.) braziliensis developed
mucosal leishmaniasis. One patient infected by L. (V.) braziliensis and co-infected
with HIV developed immune reconstitution syndrome. Among the eight patients
infected by the L. (L.) amazonensis, six have developed cutaneous leishmaniasis,
one presented disseminated cutaneous form and the other had diffuse cutaneous
leishmaniasis. The single patient infected by L. (L.) infantum has showed an atypical
form of cutaneous leishmaniasis. The RAPD technique allowed us to compare
fingerprints of isolates from the same patient, in order to analyze changes over
successive recurrences. By using this technique, it was possible to characterize two
strains of L. (L.) amazonensis as identical, these was isolated from two patients with
severe clinical and rare forms (LCD and LD). The present study reports, for the first
time as etiologic agents of cutaneous leishmaniasis in Brazil, the following species: L.
(V.) utingensis and L. (L) infantum. L. (V.) utingensis is first described infecting
humans and L. (L) infantum unleashing cutaneous leishmaniasis. Due to the wide
clinical spectrum caused by Leishmania species, the molecular diagnosis can be
useful for routine clinical prognosis of leishmaniasis as well as for understanding the

occurrence and behavior of each species.

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis; Clinical forms; Molecular Diagnostics.
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1. INTRODUCAO

1.1 A LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma antropozoonose
considerada um grave problema de saude publica no Brasil e em varios paises
tropicais. E transmitida por vetores fleb6tomos e tém como agente etioldgico o
protozoario do género Leishmania que pode parasitar diferentes espécies de
animais silvestres e domésticos. No homem pode causar lesbes na pele e/ou em
mucosas (1).

Essa doenca foi listada entre as seis doencas infecto-parasitarias mais
prevalentes no mundo. As leishmanioses ameagam cerca de 350 milhdes de
homens, mulheres e criancas que habitam areas de risco em 88 paises ao redor do
mundo e atualmente estima-se que 12 milhdes de pessoas em todo o planeta
estejam infectadas (2).

No Brasil, a LTA apresenta ampla distribuicdo com casos autdctones em
todas as regibes brasileiras (1). Estudos realizados desde a década de 70
demonstraram que esta antropozoonose encontra-se em processo de expansdo
geografica em todo o Brasil (3). A média de casos notificados entre os anos de 1990
a 2011 no Brasil € de 27.500 novos casos por ano tendo como o ano recordista 1995
com 35.748 casos (4). A Figura 1 mostra o numero de casos notificados por ano no

Brasil.
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Figura 1 — Casos de leishmaniose tegumentar americana notificados no Brasil - 1990 a 2011
(Adaptado - 4)

A LTA é representada por um grupo de doencas com caracteristicas clinicas e

imunopatoldgicas distintas. Mesmo ndo sendo completamente elucidados, séo
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apontados vérios fatores como possiveis interferentes nas diferengas clinicas,
entretanto destaca-se a resposta imune do hospedeiro e caracteristicas inerentes ao
parasito, que podem aumentar ou atenuar o seu potencial patogénico (5).

Essa parasitose, que inicialmente se restringia as regides florestais e
acometiam populagdes que eventualmente penetravam nas matas, passa cada vez
mais por modificacfes em seu carater epidemiolégico. Em areas de colonizagdo com
florestas remanescentes e poucos animais silvestres, constata-se cada vez mais
uma adaptacao do vetor ao ambiente domiciliar onde os animais domésticos como o
cdo, roedores domésticos e sinantrépicos passam a atuar como reservatorios da
doenca (6). A expansao progressiva das leishmanioses seja pela maior acéo
antrépica ou pelas mudancas em seus perfis epidemiolégicos, com a adaptacao de
seus agentes etiologicos a novos hospedeiros e consequente introdugdo no

ambiente domiciliar, torna a leishmaniose um modelo de doenca emergente (7).

1.2 ASPECTOS BIOLOGICOS DO GENERO Leishmania

A LTA é causada por protozoarios parasitos digenéticos (heteroxénicos)
pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania
gue agrupa um grande namero de espécies. No Brasil, as trés espécies principais de
leishmania reponsaveis pela LTA sao: Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania
(Viannia) guyanensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis; e mais
recentemente, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania
(Viannia) shawi e Leishmania (Viannia) lindenbergi foram identificadas como novos
agentes da doenca (1). No Distrito Federal foram identificados como agentes
etiolégicos da LTA a Leishmania (L.) amazonensis e a Leishmania (V.) brazilienses,
sendo que a ultima é a espécie de maior ocorréncia (8, 9).

A principal via de infeccdo € por meio da inoculacdo dos parasitos no
hospedeiro através da picada da fémea do inseto pertencente a ordem Diptera,
familia Psychodidae, sub-familia Phlebotominae, do género Lutzomyia no momento
da hematofagia (10, 11). No Brasil existem mais de 200 espécies de flebotomineos
envolvidos na transmissdo das leishmanioses (12, 13). Atualmente, no Distrito
Federal, atribui-se preponderantemente o papel vetorial da LTA as seguintes
espécies de fleb6tomos: Lu. intermedia; Lu. whitmani e Lu. flaviscutellata (8).

O ciclo se inicia quando a fémea do fleb6tomo suga o sangue de um animal

infectado e ingere macrofagos parasitados por formas amastigotas, tipicamente
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ovoides ou esféricas. No intestino do inseto essas células se rompem liberando as
formas amastigotas que se diferenciam em promastigotas e multiplicam por divisao
binaria e em seguida diferenciam-se em formas infectantes denominadas
promastigotas metaciclicas. Em seguida, formas infectantes migram para a
proventriculo do inseto vetor ap0s aproximadamente quatro a cinco dias. A esta
altura, bloqueiam o proventriculo, podendo entdo, durante um novo repasto
sanguineo, serem inoculadas em novo hospedeiro. Posteriormente as formas
promastigotas no hospedeiro sdo internalizadas especialmente pelos macréfagos.
Nestas células, o parasito se diferencia na forma amastigota que se multiplica
continuamente até que o macrofago se rompa e libere parasitos aptos a infectar
novas células (14) (Figura 2).

Ciclo no vetor Ciclo no humano

O flebétomo durante o repasto

inoculaformas promastigotas As promastigotas

sdo fagocitadas

o napele
se multiplicam no - ’ por macréfagos
intestino e migram / -
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As promastigotas

As promastigotas se
diferenciamem
amastigotas dentro
dos macréfagos

i

" As amastigotas se diferenciam em
promastigotas no intestino

s
.'3‘9@’" @

As amastigotas se
Osmacréfagos

& multiplicam
parasitadossdo

digeridos O flebétomo nédo infectado
ingere macréfagos parasitados
poramastigotas durante o
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Figura 2 — O ciclo biol6gico da leishmaniose no vetor e no hospedeiro humano (Adaptado de 15)

E importante destacar que cada espécie de Leishmania apresenta
caracteristicas proprias que permitem sua evasao dos mecanismos de defesa do
hospedeiro. Durante a fase de metaciclogénese, ocorre a expressao de moléculas

de superficie com caracteristicas modificadas, que quando ha interagdo com a célula
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do hospedeiro, impedem a deposicdo de complexos do sistema complemento
(promotores da lise celular) além de interferirem na ativagcdo de componentes
terminais do complemento, protegendo o parasito (1). Os eventos que ocorrerao
guando as promastigotas se transformarem em amastigotas no interior dos
macréfagos dependerdo da resposta do organismo e da espécie do parasito.
Quando acontece a recuperacao espontanea da infec¢cado ocorre o desenvolvimento
da imunidade celular, quando ndo ha uma resposta imune celular adequada, o0s
parasitos atingem as células do sistema reticulo endotelial possibilitando a
manifestacdo da doenca. O periodo habitual de incubacdo é de trés a dezoito
meses, podendo o parasito permanecer latente por um tempo superior até que
aconteca um comprometimento da imunidade celular e desenvolva a doenga (16).
Geralmente quando inoculados, os parasitos da espécie L. (V). braziliensis,
permanecem no local desencadeando um infiltrado na pele, principalmente por
macrofagos que ficam repletos de amastigotas, e nessa fase, com poucos linfocitos.
Com o desenvolvimento da lesdo aparecem mais linfocitos e um infiltrado superficial
na pele. Nos meses seguintes, ha um aumento gradual no nimero de amastigotas e
macrofagos, deixando um infiltrado granulomatoso constituido de linfocitos,
plasmacitos, células epiteliais e células gigantes multinucleadas. Depois que estes
elementos aparecem, os macrofagos deixam de proliferar e diminui simultaneamente

0 numero de parasitos. Normalmente a reacéao inflamatoéria diminui (17).

1.3 ASPECTOS CLINICOS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

As diferentes manifestacfes clinicas dependem da espécie de Leishmania
envolvida, da relacdo do parasito com o seu hospedeiro e, portanto da resposta
imune do hospedeiro (18). Sendo assim, as diferentes espécies de Leishmania
podem causar Leishmaniose Cutanea (LC), Leishmaniose Disseminada (LD),

Leishmaniose Mucosa (LM) e Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Comparacao entre os aspectos clinicos e imunolégicos da Leishmaniose
Tegumentar Americana causada por diferentes espécies de Leishmania

Formas  Principais espécies - Cura . Linfo- Resposta
L. P 'p Achados clinicos " IDRM Citocinas ) " Esfregago pA )
Clinicas envolvidas espontanea proliferagdo terapéutica

L. (L.) amazonensis
L. (V.) braziliensis Ulcera M FN-y Escassez

LCL Possivel P P A
¢ L. (V) panamensis limitada. ossive s MTNF-a s parasitaria dequada
L.(V )guyanensis
L. (V.) braziliensis . . Escassez/
L IFN-
LM L. (V.) guyanensis esdo destrutiva Nao POS 0 v POS auséncia Adequada
; septo/palato. M TNF-a o
L. (V) panamensis parasitaria
Multiplas lesSes
papulares, e de
L. (L.) amazonensis aparéncia N M IFN-y Escassez
Lo L. (V.) braziliensis acneiforme. Ndo POS MPTNF-a POS parasitaria Inadequada
NUmero de lesGes
>10 a centenas.
. Placas infiltradas
L. (L.) amazonensis e nddulos ndo 0 IFN-y Abundéncia
LCD L. (L. jopi a E E g
C (L.) aetiopica ulcerados Nao NEG LTNF-a NEG parasitaria Inadequada

L.(L. [ i i
(L) mexicana disseminados.

LC =Leishmaniose cutanea; LM=Leishmaniose Mucosa; LCD = Leishmaniose Cutanea Difusa;
LD=Leishmaniose Disseminada (1,17,19, 20, 21, 22).

A forma cutanea representa 0 acometimento primario da pele, podendo se
apresentar sob a forma cutanea (LC) e cutanea disseminada (LD).

A LC ocorre geralmente no local da picada do flebétomo apds um periodo de
incubacdo médio de 30 dias, podendo ocorrer até em anos. Inicialmente, surge uma
lesdo eritemato-papulosa, Unica ou multipla, evoluindo para papulo-pustulosa,
posteriormente Ulcero-crostosa, e finalmente assumindo o aspecto caracteristico de
Ulcera de contornos circulares, bordas infiltradas, em moldura, indolores e fundas
com granulacdes grosseiras (22).

Uma expressao clinica grave de leishmaniose € a forma Cutanea
Disseminada caracterizada por aparecimento de multiplas lesdes papulares (>10 a
centenas), e de aparéncia acneiforme que acometem varios segmentos corporais.
Nessa manifestacdo clinica os pacientes apresentam titulos elevados de anticorpos
séricos anti-Leishmania, resposta variavel a intradermoreacdo de Montenegro
(IDRM) e baixo numero de parasitos através da pesquisa direta. A forma de LD pode
ser observada em cerca de 1% dos casos e alguns pacientes apresentam mais de
700 lesdes. Esta forma pode ser causada por L. (V.) braziliensis e L. (L.)
amazonensis (23, 24).

A Leishmaniose Mucosa (LM) é uma forma de leishmaniose cutanea com
elevada morbidade que acomete comumente a mucosa nasal, e menos

frequentemente, os labios, boca, faringe e laringe. Geralmente esta associada com
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as espécies L. (V.) braziliensis, L. (V.) panamensis e raramente com a L. (L.)
amazonensis. Estima-se que concomitantemente ou ap0s a resolucdo da
leishmaniose cutanea (LC) causada por L. (V.) braziliensis, cerca de 3% dos
pacientes desenvolvem a forma mucosa da doenca. Acredita-se que a propagacao
dos parasitos, desde a lesdo cutédnea até a mucosa possa ocorrer por via linfatica
(20). Neste caso, os pacientes apresentam uma forte reacdo de hipersensibilidade
do tipo tardia ao antigeno de Leishmania (IDRM), intensa imunidade mediada por
células e producédo de niveis elevados de IFN-y e TNF-a. Por outro lado a imunidade
humoral especifica € menos exacerbada, com baixa producao de anticorpos (25,26).

A Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD) € uma forma rara de leishmaniose
causada por L. (L.) aetiopica, L. (L.) mexicana e L. (L.) amazonensis (19). Nesta
forma clinica as lesbes sdo geralmente em grande numero e com aspecto
eritematoso ou nodular, porém sem ulceracao (24). Na LCD nédo ha resposta imune
do tipo tardia ao antigeno do parasito in vivo (DTH ou reacdo de Montenegro
negativa) nem in vitro (resposta linfoproliferativa) (26, 27).

1.4. ASPECTOS MOLECULARES E GENETICOS DO GENERO Leishmania

Os parasitos pertencentes da ordem Kinetoplastida, como os do género
Leishmania, sdo caracterizados pela presenca de uma estrutura subcelular
conhecida como cinetoplasto, uma regido distinta da mitocondria. Geralmente este é
encontrado préximo ao corpusculo basal que esta localizado na base do flagelo,
porém nao relacionado a motilidade. O cinetoplasto consiste em uma estrutura
condensada em forma de disco composto de uma rede de milhares de DNAs
circulares topologicamente interligados formando o DNA mitocondrial (kDNA). A rede
contém dois tipos de moléculas de DNA: os maxicirculos presentes em algumas
copias (20 a 50) e os minicirculos representados por milhares de coépias (5.000-
10.000) (28).

O genoma nuclear dos parasitos do género Leishmania tem
aproximadamente 35Mb, organizado em 34-36 cromossomos que ndo se encontram
condensados em nenhum momento do ciclo celular (Figura 3) (29). Seus
cromossomos sao lineares com tamanho variado, entre 200 a 4000kb, apresentam
telébmeros, entretanto, centrémeros ndo foram descritos (30). Existe ainda muita

divergéncia sobre a ploidia desse género (31).



19

-
—
—
—
—
—
—
—
O —
=
—
k=
b =

=
(L]
[Lox]
(]
-
M

|5 o —
=

[z ==
o ==
ln ==
5 ==
=
| —
N —
—
—
| —
B —
R —

2 22

Figura 3 — Mapa gendmico da Leishmania (V.) braziliensis (32)
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Os genes dos tripanossomatideos sao na maior parte organizados em tandem e
sdo caracterizados pela auséncia de introns (29, 31, 33). Os tripanossomatideos
apresentam as trés RNAs polimerases classicas (RNA polimerases |, Il e Ill) (34). A
maioria dos genes é transcrito policistronicamente e constitutivamente e o nivel de
MRNA maduro é regulado pés-transcricionalmente por estabilizacdo do mRNA e
modulacdo da estabilidade dos mRNAs e sua traducdo (35). A estabilizacdo do
MRNA pode ocorrer no nucleo, antes do processamento, ou apds a geracédo do
MRNA maduro (36). A fim de gerar mRNAs maduros estaveis, as unidades
policistronicas sdo submetidas ao trans-splicing pela insercdo de uma sequéncia
lider (SL) a partir do RNA miniexon de cerca de quarenta nucleotideos na
extremidade 5’ de todos os MRNAs e de uma cauda de poli-A na extremidade 3’ (31,
37).

A Leishmania se reproduz assexuadamente por fissdo binaria. Todavia, é
descrito na literatura a existéncia de troca de material genético no interior do
flebotomo (38, 39).

E possivel que a variabilidade genética desempenhe um papel em parte no
amplo espectro da doenca (18). Além disso, o0 parasito exibe extenso polimorfismo
genético em diversas regides do seu genoma bem como plasticidade na expressao
de epitopos de superficie celular (40). Entretanto, o papel do parasito no
desenvolvimento das distintas formas clinicas é até o presente pouco elucidado.

Por isso, estudos com o objetivo de associar o polimorfismo genotipico dos

parasitos do género Leishmania com as diferentes formas clinicas se tornam cada
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vez mais necessarios a fim de elucidar aspectos da relacéo parasito/hospedeiro que

ainda nao foram esclarecidos (18, 41, 42).

1.5 ESPACADORES INTERNOS TRANSCRITOS DO CLUSTER GENICO DOS
RNAS RIBOSSOMAIS DO GENERO Leishmania

As moléculas de rRNA que compde o ribossomo séo transcritas na forma de
um precursor, o pré-rRNA. Em seguida, este é processado para formar os seguintes
rRNAs maduros: SSU (small subunit), 5.8S e LSU (large subunit) (43). Além das
sequéncias que formardo as moléculas maduras, encontram-se presentes no pré-
rRNA os denominados espacadores transcritos, sendo que aqueles que se
posicionam mais a 5 € o espacador externo transcrito e os demais sao 0sS
espacadores internos transcritos (ITS - Internal transcribed spacer). Assim, o locus
do rDNA se organiza de forma similar (Figura 4). Desta forma, existem sequéncias
altamente conservadas mantidas por forte pressao seletiva. Em contrapartida, as
sequéncias espacadoras se encontram sob presséo de selecdo neutra, 0 que pode
originar uma variabilidade nessas regifes (43). Sendo assim, essas sequéncias

podem ser Uteis para reconstrucdes filogenéticas e estudos de evolu¢cao molecular.

SsuU 5.88 LsuU1l Lsu2

Figura 4 — Organizagdo do DNA ribossomal de tripanossomatideos. Subunidades
conservadas: SSU (subunidade menor); LSU (subunidade maior); Subunidade 5,8; NTS =
Regido espacadora ndo transcrita; ETS: Regido espacadora transcrita externa; ITS: Regiéo
espacadora transcrita interno (Adaptado de 44)

Existem varios exemplos de trabalhos que utilizaram a regido ITS do rDNA
como regido de estudo para distinguir espécies e estimar diversidade do género
Leishmania no Brasil e em todo mundo. No nordeste brasileiro, ao pesquisar a
diversidade genética da Leishmania (L.) amazonensis, foi possivel detectar
polimorfismo entre os isolados estudados através do sequenciamento da regido ITS
(45). Através da técnica PCR-RFLP da regido ITS1 foi possivel estimar a diversidade
de parasitos do género Leishmania em 50 achados clinicos no estado do Acre (46).

Em Israel, foi testada a técnica PCR-RFLP da regido ITS1 como ferramenta para o
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diagnéstico da leishmaniose tegumentar e foi observado 70% de positividade em
relacdo aos outros métodos de diagndstico. Neste estudo foi possivel identificar as
principais espécies de interesse médico (47).

1.6 O GENE MINIEXON DOS PARASITOS DO GENERO Leishmania

O RNA miniexon tem um papel fundamental no processamento de pré-mRNA
policistrénico de cinetoplastideos. Durante o processamento, a sequéncia lider
presente no RNA miniexon é adicionada na extremidade 5 de cada mMRNA
fornecendo a estrutura 5'-cap para a molécula (48). Essa estrutura protege a
extremidade 5 da acgdo de exonucleases e parece estar envolvida no
reconhecimento pelo ribossomo do local de inicio da sintese de proteinas (49).

Os genes do miniexon se apresentam em tandem com sequéncias repetidas
de 100 a 200 copias (50). A regido transcrita é altamente conservada, diferente da
regido espacadora nao transcrita, que se apresenta em sequéncias diferentes entre
as especies de Leishmania (51). Essas sequéncias encontram-se presentes em
todos os cinetoplastideos e ausentes no genoma dos mamiferos hospedeiros e dos
insetos vetores, por isso € considerado um alvo altamente especifico e sensivel para
o diagnéstico de LTA (52, 53). Foi demonstrando que a PCR do gene miniexon €&
eficaz para identificar o género Leishmania testado em 46 isolados (50). Outro
estudo permitiu constatar a alta sensibilidade da PCR do gene miniexon como
diagnostico em comparacdo com cultura e sorologia (52). Em um estudo realizado
no sudeste do Ird almejando identificar o agente causador da LC, foi possivel

concluir que essa regido é um alvo eficaz para diagnostico de leishmaniose (53).

1.7 ANALISE DO POLIMORFISMO INTRAESPECIFICO DO GENERO
Leishmania

A técnica de amplificacdo aleatéria de DNA, RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), € utilizada para caracterizar e avaliar a heterogeneidade
genética em amostras de diferentes individuos permitindo fazer comparacgdes diretas
sobre diversidade genética e estrutura de populacdes sem necessidade do
conhecimento prévio da sequéncia alvo (54, 55).

Essa técnica € uma variacdo do protocolo da PCR na qual se utiliza como

primer um Unico oligonucleotideo contendo de 9 a 10 bases, ao invés de um par de
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primers. A sequéncia é construida com pouca especificidade, o que resulta na
amplificagéo de sequéncias alvo desconhecidas (54, 55).

Para que haja a amplificacdo de um fragmento RAPD no genoma analisado €
necessario que duas sequéncias de DNA complementares ao primer estejam
suficientemente adjacentes e em orientagcdo oposta, propiciando a polimerizagao
exponencial deste segmento que pode ser visualizado na forma de uma banda no
gel de eletroforese (54, 55, 56).

A técnica RAPD pode ser utilizada na obtencdo de fingerprints gendmicos de
individuos, variedade e populacbes. A comparacdo entre os diferentes fingerprints
tem permitido a analise da diversidade genética de Leishmania em varios estudos
(57). Em um estudo realizado no Brasil em 1995, utilizando a técnica RAPD, foi
possivel identificar subgrupos de L. (V.) braziliensis de acordo com a sua origem
geogréafica (58). Outro estudo aplica a técnica RAPD para analise intraespecifica de
espécies neotropicais de Leishmania (59). A técnica RAPD permitiu constatar a
homogeneidade de isolados de L. (L.) infantum provenientes de cinco areas

endémicas do Brasil (60).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Estudar através de metodologias moleculares isolados do género Leishmania
e relacionar com os aspectos clinicos de pacientes portadores de
Leishmaniose Tegumentar Americana atendidos no Hospital Universitario de
Brasilia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- ldentificar as espécies de Leishmania criopreservadas e isoladas de
pacientes atendidos no HUB;

- Confirmar a identificacdo das espécies de Leishmania através de
sequenciamento;

- Analisar o polimorfismo genético das mesmas por RAPD;

- Relacionar as espécies e sua variabilidade genética com a manifestacéo

clinica e tratamento dos pacientes fontes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAL DO ESTUDO
O estudo foi realizado no Servico de Dermatologia do Hospital Universitario
de Brasilia (HUB-UnB) no Laboratério de Dermatomicologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia.
As analises moleculares foram realizadas no Laboratério de Biologia do Gene do
Departamento de Biologia Celular do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da
Universidade de Brasilia.

3.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Neste estudo, foram selecionadas culturas criopreservadas entre o periodo de
Janeiro de 2008 a Janeiro de 2012. As amostras foram descongeladas e os
respectivos DNAs foram extraidos e purificados (topico 3.6). Em seguida foi
realizada a PCR da regidao do miniexon (tépico 3.8) e a PCR da regido ITS1 do rDNA
(3.7). Apos a organizacao das amostras por subgénero foi realizada a RAPD (topico
3.9). Os produtos da PCR da regido ITS1 do rDNA foram sequenciadas (Figura 5).
Os respectivos prontuarios foram analisados e os dados foram relacionados com os

achados genéticos.
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Figura 5 — Desenho esquematico do estudo

3.3 COLETA E CULTURA DAS AMOSTRAS

As amostras foram colhidas por médico dermatologista através da aspiracao
realizada na borda da lesdo com seringa contendo 300 uL de solucéo fisiol6gica
estéril e antibiotico (gentamicina a 0,2%). O aspirado foi dividido em 2 tubos (150 uL
em cada) com meio NNN (McNeal, Novy e Nicolle). As tampas dos frascos de
cultura foram previamente limpas com gaze e alcool 70%. Os tubos foram
conservados em estufa 24-26°C e o material observado ao microscopio invertido
(Carl Zeiss, Goéttingen, Alemanha) diariamente, até 30 dias. A visualizacdo de formas

promastigotas no meio confirmou a positividade.

3.4 CRIOPRESERVACAO DAS AMOSTRAS

Apbés o crescimento abundante de formas promastigotas, foi realizada a
criopreservacdo do isolado de Leishmania. Neste caso os isolados foram
armazenados em botijées de nitrogénio liquido para estudos futuros. Em um tubo
vial, previamente identificado, contendo 200 uL de solugdo tampéo fosfato-salino e

glicerina acrescentou-se 200 pL da solugdo meio de cultura contendo os parasitos.
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Em seguida, o tubo vial foi inicialmente colocado na parte superior do botijdo de
nitrogénio e apods vinte e quatro horas o tubo foi devidamente alocado. Esse

procedimento teve como finalidade evitar choques térmicos.

3.5 DESCONGELAMENTO DAS AMOSTRAS

Os tubos vial com os parasitos criopreservados foram retirados do botijao de
nitrogénio. ApOs alguns minutos, ao menor sinal de descongelamento, foram
retirados aproximadamente 100 yL da amostra com seringa de 1 mL. O material
retirado foi inoculado dentro do tubo de cultura contendo NNN. Os tubos de cultura
foram incubados em estufa a 26°C e observados em microscopio invertido a partir do

dia seguinte.

3.6 EXTRACAO, PURIFICACAO E QUANTIFICACAO DO DNA DAS AMOSTRAS
O DNA genbmico oriundo das células das culturas criopreservadas foi
purificado utilizando-se o Kit Purelink Genomic DNA (Invitrogen). Para sua

guantificacéo, usou-se o espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 UV-Vis.

3.7 ANALISE POR PCR DA REGIAO ITS1 DO DNA RIBOSSOMAL

Para amplificacdo da regido espacadora interna transcrita 1 (ITS1- Internal
Transcribed Spacer) do DNA ribossomal foram utilizados os primers PR280 (5'-
AGCTGGATCATTTTCCGATG-3’) e PR281 (5 -TATGTGAGCCGTTATCCACGC-3’)
gue se anelam nas sequéncias conservadas SSU e 5.8S gerando um produto
esperado de 250-300 pb.

Os reagentes utilizados para amplificacdo da regido ITS1 estdo descritos na

Tabela 2 e na Tabela 3 encontram-se os ciclos utilizados na PCR.
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Tabela 2 — Reagentes utilizados para amplificacdo da regido ITS1 do DNA

ribossomal

Reagente Volume
Tampé&o Tag polimerase 10X 3,0 L
MgCl, 50 mM 0,9 yL
dNTPs 10 mM 0,6 uL
BSA 100X 0,3 uL
Tag Polimerase (5 U/uL) 0,4 uL
PRIMER 280 10 pM 1,0 L
PRIMER 281 10 pM 1,0 L
DNA purificado amostral 10 ng
Volume final 30 uL

Tabela 3 — Ciclos utilizados para amplificacéo da regido ITS1 do DNA ribossomal

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacao 94°C 1 min 1X
Desnaturacgéo 94°C 30 seg

Anelamento 56°C 30 seg 35X
Extenséao 72°C 40 seg

Extenséo final 72°C 1 min 1X

Uma aliquota de 10 pl de cada amostra foi analisada em gel de agarose a 2%

corado com brometo de etidio. Os géis foram analisados em Fotodocumentador (Bio

Rad).

3.8 ANALISE DO POLIMORFISMO EM FRAGMENTOS DE RESTRICAO (RFLP)

A técnica de PCR-RFLP (Polymerase chain reaction - Restriction Fragment

Length Polymorphism) baseia-se na amplificacdo de uma determinada regido do

genoma e digestdo desse fragmento com enzimas de restricdo capazes de

reconhecer e clivar a molécula de DNA em regifes especificas, no presente estudo

a enzima Hae Il que cliva regifes GG.CC. O sistema para digest&o esta descrito na

Tabela 4. O sistema foi deixado em banho maria por 2 horas a 37°C.
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Tabela 4 — Reagentes utilizados para digestdo enzimética do fragmento amplificado

ITS1.
Reagente Volume
Produto amplificado (DNA) 20,0 yL
Tampé&o NEB2 10X 25uL
Enzima Haelll (10 U/uL) 0,5 yL
H.O 2,0 uL
Volume final 25 L

Os sistemas de digestdo foram analisados em gel de agarose a 2% corado

com brometo de etidio. Os géis foram analisados no fotodocumentador (Bio Rad).

Foi realizada uma pesquisa por espécies de Leishmania que apresentavam

sequéncias nucleotidicas da regido ITS1 cadastradas no NCBI (National Center for

Biotechnology Information) através da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool) (61). As sequéncias das espécies encontradas foram analisadas no

software NEBcutter 2.0 (62). Assim obteve-se a Tabela 5:

Tabela 5 — Demonstrativo de espécies de Leishmania cadastradas no Genbank
com a sequéncia ITS1 - Fragmentos inteiros e posterior a digestdo pela enzima

Hae Il
Espécie GenBank Prqo!uto Diggstéo com
amplificado enzima Hae Il

L. chagasi GU045591.1 244 pb 117+72+55 pb

o g L-infantum FM164420.1 245 pb 118+72+55 pb

¢ ' L. donovani GQ367489.1 251 pb 117+79+55 pb

S € L. tropica FJ460457.1 252 pb  116+61+55+20 pb

S L. major FJ460456.1 270 pb 136+134 pb

a EJ L. aethiopica GQ920673.1 251 pb 116+58+57+20 pb
L. amazonensis FJ753372.1 263 pb 144+119 pb
L. mexicana HM163470.1 273 pb 138+135 pb

o L. braziliensis JQ061322.1 228 pb 139+89 pb

‘g © L. guyanensis FJ753390.1 226 pb 137+89 pb

< § L. turanica GQ466355.1 267 pb 137+54+52+24 pb

€< L. panamensis FJ948446.1 230 pb 139+91 pb

n L. venezuelensis AF339752.1 270 pb 136+134 pb

Desta forma, apds a amplificacao e digestdo pela enzima Hae lll, esperou-se

observar os seguintes padrdes de bandas em gel de agarose a 2% (Figura 6):
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Figura 6 — Simulacéo no software NEBcutter 2.0 de padrdes de bandas esperados entre diferentes
espécies de Leishmania em gel de agarose a 2% (62).
O subgénero Leishmania apresentou o mesmo padrdo de bandas: as
espécies: L. chagasi, L donovani e L. infantum. No subgénero Viannia as espécies
gue apresentaram o mesmo padrao de bandas foram: L. braziliensis, L guyanensis e

L. panamensis.

3.9 ANALISE POR SEQUENCIAMENTO DA REGIAO ITS1 DO DNA RIBOSSOMAL

O sequenciamento do produto de PCR da regido ITS1 do rDNA foi realizado
no Laboratério de Biotecnologia da PoOs-Graduacdo em Ciéncias Gendmicas e
Biotecnologia da Universidade Catdlica de Brasilia utilizando o sequenciador ABI
3130xI da Applied Biosystems.

As amostras de DNA do produto de PCR da regido ITS1 foram purificadas
seguindo o protocolo para sequenciamento do Kit Purelink Genomic DNA
(Invitrogen) e diluidas em agua Milli-Q para a concentracdo de 7 ng. Para cada
amostra foram preparadas duas solu¢des, cada uma contendo um dos primers

(PR280 ou PR281) numa quantidade final de 3,2 pmoles.
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Foi realizada uma pesquisa por espécies neotropicais do subgénero Viannia
gue apresentavam sequéncias nucleotidicas da regido ITS1 cadastradas no NCBI
(National Center for Biotechnology Information) através da ferramenta BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) (61). Estas sequéncias nucleotidicas foram alinhadas
no software Bioedit (63) com a finalidade de identificar possiveis SNIPs (Single

nucleotide polymorphism) capazes de distinguir estas espécies (Figura 7).

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
L L e L L e e T ) e

L. peruviana TTTTCTAGCAAGCCTTTCCCACAGATACGCAATACAATCTATATATATAT  ATATATATATATAGACACAACATACAGTAGAAARMAGGCCGATCGACGT
L. guyanensis TTTTCTAGCAAGCCTTTCCCACAGATACGCAATACAATCTATATATATAT ATGTATATAGACACAACATACAGTAGAAARAGGCCGATCGACGT
L. panamensis TTTTCTAGCAAGCCTTTCCCACAGATACGCAATACAATCTATATATATAT ATATGTATATAGACACAACATACAGTAGAAARAGGCCGATCGACGT
L. utingensis TTTTCTAGCAAGCCTTTCCCACAGATACGCAATACAATCTATATATATATGTATATATATATATAGACACAACATACAGTAGAAAARGGCCGATCGACGT
L. amazonensis TTTCGATAGGCGCCTTTCCCACACATACACAGCAAAGTTTTTGTACTCAA ARACARRACATTTGCAGTARACAARAAAATGGCCGATCGACGT
L. infantum TTTTGTACTCARA AR TTTGCAGTARA AAARAGGCCGATCGACGT
L. braziliensis TTTTCTAGCAAGCCTTTCCCACAGATACGCAATACAATCTATATATGTAT ATATATAGACACAACATACAGTAGAAAARGGCCGATCGACGT

Figura 7 — Comparacao entre as regides discriminatdrias das sequéncias nucleotidicas da regido ITS1
das espécies do género Leishmania: L. peruviana (FN398340), L. guyanensis (FJ753390), L.
panamensis (FJ948446), L. utingensis (FN398153), L. amazonensis (FJ753372), L infantum
(FM164420) e L. braziliensis (JQ061322)

3.10 CONFIRMAQAO DA IDENTIFICAC}AO POR PCR DO GENE MINIEXON

Para amplificacdo do gene miniexon foram utilizados os primers PR278 (5 -
TATTGGTATGCGAAACTTCCG-3’) e PR279 (5°-
ACAGAAACTGATACTTATATAGCG -3)).

Os reagentes utilizados para amplificacdo do gene miniexon estdo descritos

na Tabela 6 e na Tabela 7 encontram-se os ciclos utilizados na PCR.

Tabela 6 — Reagentes utilizados para amplificacdo do gene Miniexon.

Reagente Volume
Tampao Tag polimerase 10X 3,0 uL
MgCl, 50 mM 0,9 uL
dNTPS 10 mM 0,6 pL
DMSO 3,6 L
Platinum Taq Polimerase (5U/ uL) 0,4 uL
PRIMER PR279 10 uM 1,0 L
PRIMER PR278 10 uM 1,0 L
DNA purificado amostral 10 ng

Volume final 30 uL
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Tabela 7 — Ciclos utilizados para amplificacéo do gene miniexon

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacgéo 94°C 2 min 1X
Desnaturacgéo 94°C 30 seg

Anelamento 54°C 30 seg 35X
Extensao 72°C 45 seg

Extensao final 72°C 1 min 1X

Uma aliquota de 10 pl de cada amostra foi analisada em gel de agarose a 2%
corado com brometo de etidio. Os géis foram analisados no Fotodocumentador (Bio
Rad).

3.11 AMPLIFICACOES ALEATORIAS DE DNA (RAPD)

Para amplificacdo dos fragmentos RAPD foram realizados trés experimentos,
um com cada primer. Para cada experimento/primer, as amostras foram
processadas, amplificadas e analisadas em conjunto e em um unico dia. Todas as
amostras foram processadas em capela de fluxo com a finalidade de evitar qualquer
tipo de contaminacdo. As amostras amplificadas de L. (V.) braziliensis foram
agrupadas e analisadas em um unico gel, da mesma forma se procedeu para
analise dos produtos da L (L.) amazonensis.

Os primers utilizados foram: 497 (CTGATGCTAC), 498 (TCACGATGCA) e
499 (GCACTGTCA). Os reagentes utilizados para a RAPD estéo descritos na Tabela

8, e na Tabela 9, encontram-se os ciclos utilizados.

Tabela 8 — Reagentes utilizados para RAPD (PR497, PR 498 e PR499).

Reagente Volume

Tampao Tag polimerase 10X 3,0 uL
MgCl, 50 mM 1,5 uL
dNTPS 10mM 0,6 pL
BSA 100X 0,6 pL
Platinum Taq Polimerase (5U/uL) 0,4 uL
PRIMER 10uM 3,75 uL
DNA purificado amostral 10 ng

Volume final 30 uL
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Tabela 9 — Ciclos utilizados para RAPD

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacéao 94°C 5 min 1X
Desnaturacéao 94°C 1 min

Anelamento 36°C 1 min 45X
Extensao 72°C 2 min

Extensao final 72°C 5 min 1X

Dez microlitros das amostras foram analisados em gel de agarose a 2%
marcado com brometo de etidio. Os géis foram analisados no Fotodocumentador
(Bio Rad).

A partir dos padroes de bandas obtidos pela RAPD foram construidos
cladogramas com pacote Phylip 3.69 baseando-se no método Neighbor-Joining (64).
Este método consiste em pesquisar sucessivamente na matriz de distancias os
vizinhos mais proximos e utilizar as relagdes no espaco métrico aditivo para obter
um novo segmento. As matrizes de distancia foram construidas baseando-se na

presenca e auséncia das bandas geradas pelo RAPD.

3.12 ANALISE DOS PRONTUARIOS DOS PACIENTES PORTADORES DE LTA

As informacdes dos pacientes foram coletadas dos prontuarios arquivados no
HUB e inseridas em uma planilha do programa Microsoft Excel. Para a avaliacao
descritiva dos dados foram construidos graficos e tabelas.

Neste trabalho foram consideradas como falha terapéutica a nao re-
epitelizacdo das lesdes, presenca de infiltracdo, eritema ou exsudato aos 90 dias
apos a conclusdo do tratamento, cicatrizacdo inicial com reaparecimento de leséo
em qualquer momento apos a conclusédo do tratamento. Foram classificados como
cura, re-epitelizacdo das lesdes, auséncia de infiltracdo, eritema ou exsudato aos 90
dias apo6s a conclusao do tratamento.

As drogas e as respectivas doses utilizadas para o tratamento foram: N-metil
glucamina 20mgShV/kg/dia durante 20 dias para a forma cutanea e 30 dias para a
forma mucosa; anfoterecina B lipossomal 50mg/dia até 1g/dia para a forma cutanea
e 2g/dia para a forma mucosa; anfotericina B desoxicolato 1mg/kg/dia até 1g para a
forma cutanea e 2g para a forma mucosa; pentamidina 4mg/kg dia em dias

alternados, 3 doses para a forma cutanea e até 2g para a forma mucosa.
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3.13 QUESTOES ETICAS
O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da UnB e aprovada sob o registro n°® 033/2012.
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4. RESULTADOS

As coletas foram realizadas entre o periodo de janeiro de 2008 e janeiro de
2012 no Servico de Dermatologia do Hospital Universitario de Brasilia (HUB-UnB).
Por se tratar de um centro de referéncia para atendimento dos casos de LTA
designado pelo MS (4), o Servico de Dermatologia do HUB atendeu pacientes com

vasta diversidade clinica procedentes de varios estados brasileiros.

4.1 AMOSTRAS ANALISADAS

Entre o periodo de janeiro de 2008 a janeiro de 2012 foram criopreservados
37 isolados de Leishmania obtidas das les6es de 35 pacientes. Os isolados, nimero
12 e 21 foram oriundos de um mesmo paciente co-infectado com HIV. A amostra 12
€ derivada de uma lesédo que recidivou apds o tratamento e a amostra 21 de uma
papula decorrente da manifestacdo clinica da Sindrome de Reconstituicdo Imune
(SIRI), coletada um ano apos a coleta inicial. Os isolados 37 e 38 também sé&o
oriundos de um mesmo paciente procedente da Guiana Francesa. Neste caso, 0
isolado 37 é derivado de uma lesdo de recidiva apés o tratamento, localizada no
membro superior direito e o isolado 38 de uma lesdo cutanea nova localizada na
regiao glatea que surgiu concomitante a lesao de recidiva.

A amostra 15 trata-se de uma coleta realizada na década de noventa, ou seja,
fora do periodo amostral. Esta amostra foi incluida neste estudo por se tratar de
Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD) com a finalidade de comparar seu perfil
genético com outros isolados. Desta forma foram analisados 38 isolados

provenientes de 36 pacientes.

4.2 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS DE Leishmania PROVENIENTES DE
PACIENTES ATENDIDOS NO HUB

A amplificacdo da regido ITS1 do DNA ribossomal gerou trés padrdes de
fragmentos que variaram de 200 pb a 300 pb. Apos a digestdo dos fragmentos pela
enzima Hae lll foi possivel distinguir trés padrdes compativeis com os de Leishmania
(L.) amazonensis, Leishmania (V.) spp e Leishmania (L.) infantum (Figura 8). Os
padrées de banda estavam de acordo com as analises realizadas previamente a

partir de sequéncias cadastradas no NCBI (Tabela 5; Figura 6).
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v 335 343 e 32 3

Figura 8 — Os trés diferentes padrées encontrados nas amostras analisadas no estudo. Produtos
amplificados por PCR da regido ITS1 do rDNA de Leishmania (A) antes e (B) apos a digestédo pela

enzima Hae lll. Gel de agarose a 2%

As identificacbes através do método de PCR-RFLP da regido ITS1 e da
amplificacdo da regido miniexon foram concordantes. Desta forma, 76% (29/38) dos
isolados foram identificados como Leishmania (V.) spp, 21% (8/38) como

Leishmania (L.) amazonensis e 3% (1/38) como Leishmania (L.) infantum. Exemplo

dos géis para identificacdes nas Figuras 9 e 10.

ikb LA LB CN 01 03 04 05 07 08 09 10 15 37 38

Figura 9 — Gel utilizado para identificacdo das amostras por PCR do gene Miniexon. LA= L.
(L.) amazonensis; LB= L. (V.) braziliensis; CN= controle negativo; Amostras: 01, 03, 04, 05,

07, 08, 09, 10, 15, 37, 28. Gel de agarose a 2%



A 100pb LA LB L 35 40 22 29 CN

B 100pb LA LB LI 35 40 23 27 CN

Figura 10 — Gel utilizado para identificacdo das amostras por RFLP da regido ITS1.
Produtos amplificados por PCR da regido ITS1 do rDNA de Leishmania (A) antes e (B) apos
a digestdo pela enzima Hae Ill. LA= L. (L.) amazonensis; LB= L. (V.) braziliensis; LI= L. (L.)
infantum; Amostras: 35, 40, 22 e 27; CN= controle negativo. Gel de agarose a 2%

36
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A confirmagéo da identificacdo das amostras do subgénero Leishmania e a
distincdo entre as amostras do subgénero Viannia foram realizadas através da
comparacao entre o produto de amplificagcdo da regido ITS1 sequenciado com
sequéncias previamente cadastradas no NCBI (Figura 11).

10 20 30 40 50 €0 70 80 90 100

e e [ [ [ [ [ [ |
L. guyanensis TTTTCTAGCAAGCCTTTCCCACAGATACGCAATACAATCTATATATATAT AT -GTATATAGACACAACATACAGTAGA ARRAGGCCGATCG
05 TTTTCTAGCARAGCCTTTCCCACAGATACGCARTACAATCTATATATATAT AT - GTATATAGACACAACATACAGTAGA ARRRGGCCGATCG
L. panamensis TTTTCTAGCARGCCTTTCCCACAGATACGCARTACAATCTATATATATAT ATATGTATATAGACACARCATACAGTAGA ARRRAGGCCGATCG
37 TTTTCTAGCARAGCCTTTCCCACACGATACGCARTACAATCTATATATGTAT ATATATATATAGACACARCATACAGTACGA ARRAGGCCGATCG
38 TTTTCTAGCAAGCCTTTCCCACAGATACGCARTACAATCTATATATGTAT ATATATATATAGACACARCATACAGTAGA ARRAGGCCGATCG
10 TTTTCTAGCAAGCCTTTCCCACAGATACGCARTACAATCTATATATATAT ATATGTATATAGACACARCATACAGTAGA ARRAGGCCGATCG
L. utingensis TTTTCTAGCAAGCCTTTCCCACAGATACGCARATACAATCTATATATATATGTATATATATATATAGACACRACATACAGTAGA ARRAGGCCGATCG
32 TTTTCTAGCAAGCCTTTCCCACAGATACGCARTACAATCTATATATATATGTATATATATATATAGACACRRCATACAGTAGA ARRRGGCCGATCG
L. braziliensis TTTTCTAGCAAGCCTTTCCCACAGATACGCAATACAATCTATATATGTAT ATATAT AGACACARCATRACAGTAGR ARRRGGCCGATCG
L. amazonensig TTTCGATAGGCGCCTTTCCCACACATACACAGCAAAGTTTTTGTACTCRAA AAACRACATTTGCAGTARACARRARATGGCCGATCG
L. infantum TTTTGTACTCAA AR TTTGCAGTARA RAARRRGGCCGATCG
40 TTTTGTACTCRA AR TTTGCAGTARR RARRAGGCCGATCG
31 TTTTCTAGCAAGCCTTTCCCAC ~-ATACGCARTACAATCTATATATATAT ATATATA GACACAACATACAGTAGA ARRAGGCCGATCG
42 TTTTCTAGCAAGCCTTTCCCAC - ATACGCACTACARATCTATATATATAT ATATAT ACACACCATACAGTARR ARRAGGCCGATCG

Figura 11 — Comparacdo entre as sequéncias nucleotidicas da regido ITS1 das amostras com
sequéncias cadastradas no NCBI. L. guyanensis (FN398330) com isolado 05; L. panamensis
(FN398329) com isolados 10, 37 e 38; L. utingensis (FN398153) com o isolado 32; L. infantum
(KC347301) com o isolado 40; L. braziliensis (FN398335) com todos os isolados identificados como L.
braziliensis; L. amazonensis (FJ753373) com todos os isolados identificados como L. amazonensis;
Os isolados 31 e 42 nao se alinharam com nenhuma sequéncia cadastrada no NCBI.

Desta forma, 36 isolados foram identificados ao nivel de espécie: 22 como L.
(V.) braziliensis, 3 como L. (V.) panamensis, 1 como L. (V.) guyanensis , 1 como L.
(V.) utingensis, 8 como L. (L.) amazonensis e 1 como L. (L.) infantum. Dois isolados,
31 e 42, ndo foram identificados no nivel de espécie, pois apresentaram sequéncias

nucleotidicas diferentes de todas as espécies comparadas (Tabela 10).
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Tabela 10 — Identificacdo da espécie de 38 isolados oriundos de pacientes

portadores de LTA e relacdo com a forma clinica e procedéncia

D Espécie z:::: UF* ID Espécie Z::I:: UF*
01 L. (V.) braziliensis LM MG 22 L. (L.) amazonensis LD DF
03 L. (V.) braziliensis LM TO 23 L. (V.) braziliensis LC GO
04 L. (V.) braziliensis LC MT 24 L. (V.) braziliensis LC MT
05 L. (V.) guyanensis LC AM 27 L. (L.) amazonensis LC DF
07 L. (V.) braziliensis LC MT 28 L. (L.) amazonensis LC DF
08 L. (V.) braziliensis LC MA 29 L. (L.) amazonensis LC DF
09 L. (L.) amazonensis LC GO 30 L. (L.) amazonensis LC GO
10 L. (V.) panamensis LC AM 31 L (V.)sp LC MA
11 L. (V.) braziliensis LM BA 32 L. (V.) utingensis LC BA
12 L. (V.) braziliensis LC GO 33 L. (V.) braziliensis LC TO
13 L. (V.) braziliensis LC GO 34 L. (V.) braziliensis LC MG
14 L. (V.) braziliensis LC NI 35 L. (V.) braziliensis LC DF
15 L. (L.) amazonensis LCD MG 36 L. (V.) braziliensis LC NI
16 L. (V.) braziliensis LC MT 37 L. (V.) panamensis LC GF
17 L. (V.) braziliensis LC MT 38 L. (V.) panamensis LC GF
18 L. (V.) braziliensis LC GO 39 L. (L.) amazonensis LC MA
19 L. (V.) braziliensis LC RO 40 L. (L.) infantum LC MG
20 L. (V.) braziliensis LC TO 41 L. (V.) braziliensis LM NI
21 L. (V.) braziliensis SIRI GO 42 L (V.)sp LC CE

ID= Identificacdo do isolado; LM= Leishmaniose Mucosa; LC= Leishmaniose Cutanea; LD= Leishmaniose
Disseminada; LCD= Leishmaniose Cutanea Difusa; SIRI = Sindrome de Reconstituicdo Imune; NI= N&o

informado. *Provavel regido que ocorreu a infeccéo.

4.3 ANALISE DOS PRONTUARIOS DE PACIENTES PORTADORES DE LTA

ATENDIDOS NO HUB

Os pacientes acometidos pelas espécies do subgénero Viannia eram em sua

maioria do sexo masculino, 77% (21/27), um resultado similar pode ser observado

nos infectados pelo subgénero Leishmania, na qual 78% (7/9) dos casos foram

também em individuos do sexo masculino. No que se refere a faixa etaria, a infeccéo

acometeu todas as idades, porém com predominancia em individuos entre 21 a 50
anos (Tabela 11).
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Tabela 11 — Distribuicdo de 36 casos de LTA atendidos no HUB de acordo com
a espécie infectante e faixa etaria

R%] " o

2 R4 D 2 " 7]

. . = S S 0 S 2 <
Faixa etaria Q 2 = S c @ c
o = N © © o S

S 8 S S > £ S

@ = o o o)) = 3

i — i i i i i

00-10 anos 1 - 1 1 - - -
11-20 anos 1 - 1 - - - -
21-30 anos 1 - 3 - - 1 -
31-40 anos - - 4 1 1 - -
41-50 anos 3 1 7 - - - 1
51-60 anos 2 - 2 - - - -
61-70 anos - - 2 - - - 1
> 71 anos - - 1 - - - -

Os pacientes infectados pelo subgénero Viannia desenvolveram em 81%
(22/27) dos casos LC. Apenas pacientes infectados por L. (V.) braziliensis, em 15%
(4/27) dos casos, desenvolveram a forma mucosa. Todos os pacientes deste estudo
com lesdo de mucosa (4/27) apresentaram previamente a LC. Apenas um paciente
infectado por L. (V.) braziliensis (1/22) e co-infectado por HIV desenvolveu a
Sindrome de Reconstituicdo Imune (SIRI) (Isolado 21). O mesmo apresentou
previamente lesdo cutanea (Isolado 12). A LC também foi a forma mais frequente
em pacientes infectados por espécies do subgénero Leishmania, representando
78% (7/9). Um isolado era de um paciente com quadro clinico de LD (Isolado 22) e 0
isolado extra neste estudo, isolado 15, pertencia a um paciente com o quadro clinico
de LCD (Figura 12).
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Figura 12 — Comparacéo entre as manifestacdes clinicas de LTA causadas por diferentes espécies de
Leishmania. Numero = frequéncia dos casos

As lesBes causadas por ambos os subgéneros se distribuiram em todas as
regibes do corpo. Porém, em geral, os membros inferiores e superiores
apresentaram maior comprometimento (77%) em relagéo ao resto do corpo (23%).
Apenas em dois casos envolvendo L. (L.) amazonensis (Isolado 15 e 22)

apresentaram lesfes disseminadas por todo o corpo (Tabela 12).

Tabela 12 — Distribuicdo dos locais do corpo dos pacientes portadores de LTA
acometidos por diferentes espécies de Leishmania

@ " Q
0 = n
5 7 2 @ 2 2
~ c S S 0 G 2 o
Local das lesdes <) 2 L £ c o) c
I c N © © (@] %
£ g < g =) £ S
© c o o o S S
— — — — — — —
Membros superiores 3 1 7 1 1 - 1
Membros inferiores 3 - 5 1 - 1 1
Membros superiores i i 3 i i i i
e inferiores
Cabeca - - 6 - - - -
Tronco - - - - - - -
Todo o corpo 2 - - - - - -
Total 8 1 21 2 1 1 2

As lesdes se apresentaram em forma de Ulceras, placas e papulas. A Ulcera

foi a forma mais frequente. Um caso de L. (V.) braziliensis (Isolado 21), SIRI, e um
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caso de L. (L.) amazonensis (Isolado 15), LCD, apresentaram lesfes combinadas

com papulas, Ulceras e placas (Figura 13).

mUlcera mPlaca Papula+Ulcera+Placa

17

2 2
1 1 1 1

L. braziliensis L. amazonensis L. infantum L. panamensis L. guyanensis L. utingensis L. spp

Figura 13 — Frequéncia de casos de acordo com o aspecto das lesdes causadas em pacientes
infectados por espécies do género Leishmania. NUumero = frequéncia dos casos

As lesdes Unicas representaram 69% (25/36) dos casos enquanto que as
multiplas lesdes ocorreram em 31% (11/36) dos casos. Os pacientes que
apresentaram mdultiplas lesdes causadas pela espécie L. (V.) braziliensis
representaram 22% (8/36) do total de casos. Dois casos cuja a causa foi a L. (L.)
amazonensis apresentaram multiplas lesdes: um paciente com o quadro clinico de
LCD (Isolado: 15) e outro com LD (Isolado: 22). O Unico caso com infeccao por L.
(L.) infantum (Isolado: 40) apresentou trés Ulceras.

As drogas utilizadas para o tratamento foram: N-metil glucamina, anfoterecina
B lipossomal, anfotericina B desoxicolato, pentamidina. O N-metil glucamina foi
administrado em 88% (32/37) dos tratamentos, dentre estes, apresentou falha
terapéutica em 22% (7/32) destes tratamentos. A Pentamidina administrada em 11%
(4/37) dos tratamentos com falha terapéutica em 50% (2/4) dos tratamentos em que
foi indicada. A Anfoterecina B lipossomal foi indicada apenas para um tratamento
(Isolado 14) que evoluiu para cura clinica. A anfotericina B desoxicolato foi
administrada em um tratamento (isolado 12) que resultou em falha terapéutica.
Neste estudo foram incluidos dois pacientes com formas clinicas de dificil
tratamento, o paciente com LCD (Isolado 15) e o paciente co-infectado por HIV

(Isolados 12 e 21). Ambos apresentaram sucessivas falhas terapéuticas (Tabela 13).
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Tabela 13 — Comparacdo entre as drogas utilizadas para o tratamento dos
pacientes portadores de LTA acometidos por diferentes espécies de Leishmania

@ @ @ [ [ cts @
Q Q Q Q Q 8 8
O 5 S|, 5 5 Sla 35
(%2} «@ «@ wn «@ — «@ w0 «@ «@ 7 «@
S o Q|G Q| 2 ol Q0 o Q
Droga  8lg 8|l c ©| g 8|c Sl S F O
o o S O | O | £ O© 8 () % Ol o
N F |2 F|= Flg F|l & F|I & | +
C g | g ®| N S| S 8| > ©|E ©| 8 ©
E S |E£|S £|8 £|3 |8 £|5 =<
© s |= 3|2 B TEITEETE
T B e T B T R T R
N-metil
. 7 1 1 o0 17 4 3 1 1 0 1 1 2 0
glucamina
Anfotericina B
. 0O 0 0 O 1 O 0 0 0 0 0 0 O 0
Lipossomal

Anfotericina B O 0 0O 1 1 O O O O O O O o
desoxicolato

Pentamidina 11 00 3 1 O O O O o o o o
Total | 8 1 0]22 63 1]1 01 1]2 o0

N

A informacdo do provavel local de infeccdo foi baseada no fluxo migratorio
descrito pelo proprio paciente pelos udltimos trés anos. Assim, 0Ss pacientes
infectados por L. (V.) braziliensis foram procedentes das seguintes unidades
federativas brasileiras: Bahia (isolado: 11), Goias (isolados: 12, 13, 18, 21 e 23),
Maranhéo (isolado: 08), Minas Gerais (isolados: 01 e 34), Mato Grosso (isolados: 04,
07), Roraima (isolado: 19), Tocantins (isolados: 03, 20 e 33) e Distrito Federal
(isolado: 35). Trés prontuarios de pacientes infectados por L. (V.) braziliensis nao
indicavam o provavel local de infeccdo (Isolados: 14, 36 e 41).

Os isolados 37 e 38 ambos identificados como L. (V.) panamensis foram
amostras de um mesmo paciente procedente da Guiana Francesa. O isolado 10,
também identificado como L. (V.) panamensis, foi originado de um paciente
procedente do Amazonas. O Unico isolado identificado como L. (V.) guyanensis
(isolado 05), parasitava um paciente também procedente do Amazonas. O isolado
identificado como L. (V.) utingensis (isolado 32) foi coletado de um paciente oriundo
da Bahia.

Os dois isolados identificados apenas ao nivel de subgénero foram
provenientes dos estados do Maranh&o (isolado 31) e Ceara (isolado 42).

Dentre os sete pacientes acometidos pela L. (L.) amazonensis, quatro casos

(isolados 22, 27, 28 e 29) foram considerados autdctones do Distrito Federal. Os
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outros trés casos foram procedentes dos Estados do Maranhao (isolado 39) e Goias
(isolados 09 e 30).
A partir das informacdes contidas nos prontuarios foi possivel construir um

mapa indicando a distribuicdo dos provaveis locais de infec¢do (Figura 14).

B | (Viannia) braziliensis
[ (Viannia) panamensis
[ L (Viannia) guyanensis
@@ L(Viannia) utingensis
= L (Viannia) sp

3 i (Leishmania) infantum

I (L (Leishmania) amazonensis

Figura 14 — Distribuicao dos provaveis locais de infecgéo por Leishmania de acordo com identificagéo
do respectivo isolado

4.4 ANALISE DO POLIMORFISMO INTRAESPECIFICO

A técnica RAPD gerou produtos de amplificacdo com diferentes padrdes de
bandas entre os isolados. Assim, essa técnica permitiu analisar a diferenca
intraespecifica entre isolados previamente agrupados pela técnica PCR-RFLP.

Através da analise em conjunto dos padrdes das bandas produzidas pelos
trés diferentes primers, foi possivel construir duas matrizes de distancia, uma
compreendendo os isolados do subgénero Viannia e outra contendo os isolados do
subgénero Leishmania. A partir das matrizes de distancia foram construidos dois

cladogramas, um para cada taxon. Com os cladogramas buscou-se relacionar os
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padrbes de bandas com espécie, provavel unidade federativa de infeccdo, forma
clinica, forma da lesdo, niumero de lesdes e resposta ao tratamento.

No cladograma com as espécies do subgénero Viannia ndo foi observada
relacées entre os grupos formados de acordo com a forma clinica e procedéncia
geogréfica. Porém, no que tange o tratamento, foi possivel distinguir trés grupos: A,
B e C. No Grupo A, agrupou-se 12 isolados provenientes de 12 casos na qual
observou-se cura terapéutica em 11 casos. O Unico caso que apresentou falha
terapéutica foi o paciente co-infectado por HIV isolado 21. No grupo B, em nove
casos observou-se falha terapéutica em quatro casos. O isolado 12 também
derivado do paciente co-infectado por HIV, obtido em outra etapa da doenca
pertence a este grupo. No grupo C, observou-se resposta terapéutica em quatro
casos do total de seis casos tratados. Fazem parte deste grupo os isolados 38 e 37,
derivados de um mesmo paciente (Figura 15).
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Os fingerprints gerados através do RAPD das amostras 12 e 21 provenientes de um
mesmo paciente com leséo de recidiva apds o tratamento apresentaram diferentes
padrées de bandas. Os fingerprints das amostras 37 e 38 também procedentes de

um Unico paciente apresentaram maior similaridade entre si (Figura 16).

A B

PR 497 PR498 PR499 PR497 PR498 PR499

Figura 16 - Fingerprints comparativos obtidos através da técnica RAPD com trés diferentes primers
(PR497, PR498 e PR499). A) Comparacdo entre padrdes de bandas gerados pelas amostras 12
(Leishmaniose Mucosa) e 21 (Sindrome de Reconstituicdo Imune). B) Comparacdo entre padrdes
de bandas gerados pelas amostras 37 (Recidiva Cutis) e 38 (Nova leséo)

No cladograma contendo as espécies do subgénero Leishmania foi possivel
agrupar dois isolados pertencentes a pacientes diferentes que causaram quadros
clinicos distintos, porém extremamente graves e raros: LCD (isolado 15) e LD
(Isolado 22). Os dois casos apresentaram multiplas lesdes em forma de placas e

papulas (Figura 17).
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5. DISCUSSAO

A técnica RFLP da regido ITS1 do DNA ribossomal se mostrou como uma
eficiente alternativa para o diagndstico e identificacdo de espécies do género
Leishmania necessitando de sequenciamento apenas para a distingdo entre
individuos do subgénero Viannia. A técnica PCR do gene miniexon confirmou a
identificacdo no nivel de género, porém em comparacdo com a técnica RFLP a
amplificacdo do gene miniexon gerou bandas de dificil interpretacao.

N&o foi possivel identificar no nivel de espécie as amostras 31 e 42
pertencentes ao subgénero Viannia que apresentaram sequéncias da regido ITS1
diferentes de todas as cadastradas no NCBI. Esse dado exige novos estudos
visando outras regifes génicas com a finalidade de identifica-las ou classifica-las
COMO novas especies.

No Brasil, as trés principais espécies de Leishmania reponsaveis pela LTA
sédo: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis (1, 14). Os
pacientes infectados pela L. (V.) braziliensis procederam de diversos Estados (BA,
DF, GO, MA, MG, MT, RO e TO). Esse dado esta de acordo com os dados do
Ministério da Saude que descreve a ampla distribuicdo desta espécie com incidéncia
em todos os estados brasileiros (1, 4). A segunda espécie com maior distribuicao e
frequéncia no Brasil é a L. (L.) amazonensis, representando neste estudo a segunda
maior em incidéncia e em origem geografica (GO, DF, MG e MA) (1, 3, 4).

O unico paciente infectado por L. (V.) guyanensis, isolado 05, tem como
provavel local de infec¢cdo o estado do Amazonas, onde esta espécie € endémica (1,
3, 4). A origem geografica dos isolados 37 e 38 identificados como L. (V.)
panamensis oriundos da Guiana Francesa também estdo de acordo com a literatura
(1, 3, 4). Em contrapartida, o paciente infectado pelo isolado 10 identificado também
como L. (V.) panamensis aponta como provavel local de infeccdo o estado do
Amazonas. Porém os dados descritos na literatura descrevem, além da Guiana
Francesa, o Canal do Panama, Panamd, Colémbia, Costa Rica, Equador, Honduras
Nicaragua e Venezuela como paises endémicos para esta espécie, ou seja, até o
momento ndo existe registro do ciclo de infeccdo desta espécie no Brasil (3).

Existe um unico registro da ocorréncia da espécie Leishmania (Viannia.)
utingensis (68) que foi identificada a partir de um isolado parasitando o fleb6tomo
Lutzomyia tuberculata extraido do tronco de uma arvore na floresta de Utinga no

estado do Para em 1973 (68). Até o momento ndo houve registros desta espécie
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parasitando humanos (3). Neste trabalho relata-se pela primeira vez a infecgéo de L.
(Viannia) utingensis (isolado: 32) em um paciente do sexo feminino procedente do
estado da Bahia apresentando uma Uulcera delimitada na perna esquerda que
recidivou apés o primeiro tratamento. O tratamento em discusséao foi decorrente de
uma recidiva de outro tratamento terminado em 2011. Apos 20mg/kg/dia de N-metil
glucamina durante 20 dias a paciente evoluiu para a cura. A escassez de dados
sobre esta cepa sugere novos estudos para avaliar seu comportamento patolégico e
tratd-la como um novo agente etiolégico da LTA no Brasil.

A Leishmania (L.) infantum é o agente etiolégico da Leishmaniose Visceral em
todo o territorio brasileiro (13). As espécies L. (L.) chagasi e L. (L.) donovani, no que
concerne a regido ITS1 do DNA ribossomal, sdo geneticamente idénticas. A L (L.)
infantum se distingue em 4 nucleotideos, porém varios estudos afirmam que a L. (L.)
Infantum e a L. (L.) chagasi sdo na verdade uma mesma espécie (65, 66). Por isso,
neste trabalho, os isolados que apresentaram apds a digestdo pela enzima Hae Il
os fragmentos 117 pb +72 pb +55 pb foram considerados como L. (L.) infantum. A
Unica amostra identificada como L. (L.) infantum (Isolado 40) foi confirmada por
sequenciamento da regido ITS1 do DNA ribossomal.

O paciente infectado pelo isolado 40, identificado como L. (L.) infantum,
apresentou a forma classica de LC com presenca de trés lesdes cutaneas. Este
paciente faz uso de adalimumabe, um inibidor do TNF-a indicado para o controle da
espondilite anquilosante. Esse tipo de terapia esta associada a infeccdes
oportunistas especialmente aquelas em que a formacdo de granulomas
desempenha importante papel na defesa do hospedeiro (67). A infecgédo por L. (L.)
infantum associada ao quadro clinico de imunossupressao do paciente pode ter
influenciado na evolucao atipica desta infeccéo.

Todavia, ja foram descritas infec¢cdes envolvendo a espécie L. (L.) infantum
associada ao quadro clinico de leishmaniose tegumentar (69, 70). Um estudo
realizado na Nicaragua descreve que a L. (L.) infantum pode provocar além da
doenca visceral uma forma atipica de leishmaniose cutanea (70). Esse
comportamento clinico parece estar relacionado principalmente com a resposta
imune do hospedeiro. Novos estudos moleculares e experimentais devem ser
realizados para elucidar o comportamento desta cepa.

Do total de pacientes atendidos foram observados trés casos envolvendo L.

(V.) braziliensis para cada caso de L. (L.) amazonensis. Em outro trabalho realizado
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no Distrito Federal estudando-se apenas casos autoctones, foram observados nove
casos de L. (V.) braziliensis para cada caso de L. (L.) amazonensis (9).

No presente estudo, a alta incidéncia dos casos autéctones envolvendo L. (L.)
amazonensis pode ser atribuida ao critério de inclusdo em que apenas pacientes
com cultura positiva fizeram parte deste estudo. E conhecido que a espécie L. (L.)
amazonensis, apresenta durante a infec¢do, maior riqueza parasitaria em relacdo a
espécie L. (V.) braziliensis o que torna seu cultivo mais viavel (17). Mesmo com a
possibilidade deste viés, foi possivel identificar a L. (V.) braziliensis como a principal
espécie causadora de LTA nos pacientes atendidos no HUB.

A maioria dos portadores de LTA atendidos no HUB € procedente de outros
estados, predominando Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Bahia e estados do
Norte e Nordeste (71, 72). O presente estudo corrobora esse dado no que tange os
pacientes infectados por L. (V.) braziliensis. Porém, foi observada alta incidéncia de
casos autoctones do Distrito Federal envolvendo a espécie L. (L.) amazonensis. O
principal vetor da L. (L.) amazonensis é o Lutzomyia flaviscutellata, esta espécie foi
previamente relatada com pouca frequéncia no DF, sendo encontrada em veredas e
ambientes umidos no qual realiza o repasto sanguineo em pequenos roedores dos
géneros Oryzomys e Proechimys (73, 74). Desta forma € possivel que o ciclo de
transmissao da L. (L.) amazonensis esteja acontecendo em regido rural do DF.

A LTA acomete individuos de todas as faixas etarias, racas e de ambos sexos.
Neste estudo foi encontrada predominancia de casos em individuos do sexo
masculino em idade produtiva. Trabalhos anteriores realizados no Distrito Federal
apresentaram os mesmos resultados (9, 72, 73, 76).

No que se refere a localizacdo das lesdes, houve predominio destas em
membros superiores e inferiores. Provavelmente, isso pode ser atribuido a
exposicao frequente destas regides do corpo ou as peculiaridades da altura do v6o
dos vetores (75, 77).

Aproximadamente 3% dos pacientes infectados com L. (V.) braziliensis
apresentam a clinica de LM (78, 79). Provavelmente, o envolvimento da mucosa se
desenvolve a partir da lesdo primaria seguida pela disseminacdo hematogénica ou
linfatica, do parasito para a mucosa. No presente estudo, todos os pacientes que
apresentaram LM foram infectados por L. (V.) braziliensis e apresentaram leséo

cutanea prévia.
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Neste estudo a técnica RAPD foi aplicada com a finalidade de identificar
diferencas genéticas entre isolados pertencentes ao mesmo subgénero. Os grupos
identificados no cladograma das espécies do subgénero Viannia ndo se relacionam
com o provavel local de infeccdo e nem com os aspectos clinicos, ou seja, as
similaridades encontradas foram predominantemente genéticas. O isolado 04,
mesmo apresentando manifestacdes clinicas classicas, se apresentou como a
amostra geneticamente mais distinta, pois ndo se agrupou com nenhuma outra
amostra. Os isolados 37 e 38, ambos L. (V.) panamensis, foram oriundos de um
mesmo paciente infectado na Guiana Francesa. Neste caso, o isolado 37 foi
derivado de uma lesdo que recidivou apés tratamento com localizagcdo no braco e o
isolado 38 de uma lesdo cutanea primaria na nadega esquerda. A similaridade
clinica e genética permite suspeitar que ambos os isolados infectaram o paciente no
mesmo local de procedéncia oriundos de uma mesma populacdo clonal de
Leishmania. Porém, também é possivel que parasitos resistentes ao primeiro
tratamento tenham se multiplicado e disseminado pela corrente sanguinea causando
uma nova lesao localizada na nddega esquerda.

Os isolados 12 e 21, ambos L. (V.) braziliensis, sdo oriundos de um unico
paciente co-infectado por HIV. A amostra 12 é derivada de uma lesdo cutanea que
recidivou apos o tratamento e a amostra 21 proveniente de uma papula decorrente
do quadro clinico de Sindrome de Reconstituicdo Imune (SIRI), obtida um ano apos
a primeira coleta. SIRI é o conjunto de manifestacbes clinicas e laboratoriais
resultantes da resposta inflamatoria exacerbada em pacientes portadores de HIV
apos o inicio da terapia antirretroviral. Nesses individuos, a restauracédo do sistema
imune é acompanhada de intensa resposta inflamatéria contra agentes infecciosos
co-infectantes, resultando no aparecimento de manifestacdes clinicas atipicas (18).

As duas amostras, 12 e 21, apresentaram padrfes de bandas (nos trés
primers) e aspectos clinicos completamente distintos entre si. Neste caso € possivel
gue o paciente tenha sido alvo de uma nova infec¢do por uma populacao de L. (V.)
braziliensis diferente da que causou a primeira infeccdo. Outra possibilidade é o
processo de selecédo artificial induzido no primeiro tratamento, no qual pode néo ter
ocorrido a total eliminacdo dos parasitos selecionando apenas as formas mais
resistentes e/ou virulentas.

Uma expressdo clinica especial de leishmaniose é a forma Cutanea

Disseminada (LD), na qual muitas lesGes sé&o observadas (>10). Esta forma pode ser
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causada por L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis (24, 25). Neste estudo foi
identificado um caso de LD em um paciente infectado por L. (L.) amazonensis
(isolado 22). Nao foi possivel descrever a evolucdo clinica do paciente com LD,
portador do isolado 22, pois este deu continuidade ao tratamento em outro Hospital.

A amostra 15 foi incluida neste estudo por se tratar de Leishmaniose Cutanea
Difusa (LCD) com a finalidade de comparar seu perfil genético com outros isolados.
Trata-se de um isolado oriundo de um individuo do sexo masculino, 76 anos,
procedente de Tocantins, tratado no HUB na década de 90. O mesmo apresentou
lesdes do tipo papulas, placas, tubérculos e nodulos, com acometimento dos
membros, face e demais partes corpo. Esta cepa foi identificada como L. (L.)
amazonensis e através da técnica RAPD foi possivel agrupa-la com o isolado 22
(LD), autéctone do Distrito Federal. E possivel que o paciente infectado com a
Leishmania do isolado 22 possa ter sido infectado pela mesma cepa que infectou o
paciente portador do isolado 15 desencadeando formas clinicas graves e raras,
porém com caracteristicas imunologicas distintas.

Em geral foram observados que 27% dos tratamentos apresentaram faléncia
terapéutica, predominantemente nos casos com envolvimento das espécies de
maior ocorréncia no Brasil: L. (L.) amazonensis (25%) e L. (V.) braziliensis (27%).
Outros estudos, anteriores a estes, inclusive alguns realizados no mesmo local,
HUB, relatam resultados similares (22, 72, 76). Neste estudo foi detectada uma
subpopulacdo de isolados do subgénero Viannia com maior ocorréncia de faléncia
terapéutica em relacdo aos outros grupos analisados (Figura 15). Os mecanismos
envolvidos na faléncia terapéutica sdo varios e ainda ndo sdo totalmente
compreendidos (22, 81). Acredita-se que geracdo enddgena de novos polimorfismos
influencie na estrutura original da populagcédo e consequentemente esteja relacionada
aos mecanismos de resisténcia e/ou reativacao das lesdes (81).

Devido ao amplo espectro clinico causado pelas diferentes espécies de
Leishmania, a identificacdo da espécie pode ser extremamente util para direcionar o
prognostico clinico (79, 80). Neste trabalho através de técnicas moleculares foi
possivel relacionar as espécies com as respectivas clinicas previamente descritas.
Essas técnicas poderiam ser Uteis para o diagndéstico e para o progndstico clinico

rotineiro da Leishmaniose.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo as identificagbes foram realizadas através das técnicas RFLP e
sequenciamento da regido ITS1 do DNA ribossomal. Através deste trabalho
confirma-se que o uso da técnica RFLP na regido ITS1 é eficiente para identificar e
discriminar as espécies do género Leishmania, sendo que para diferenciar as
espécies pertencentes ao subgénero Viannia é necessario o sequenciamento desta
regiao.

A técnica RAPD permitiu caracterizar duas cepas de L. (L.) amazonensis
como idénticas. Estas cepas foram isoladas de dois pacientes com formas clinicas
graves e raras (LCD e LD), todavia com caracteristicas imunolégicas distintas.

Através da RAPD foi possivel comparar fingerprints de isolados de um mesmo
paciente a fim de analisar as modificacdes ao longo de sucessivas recidivas. Atraves
da comparacao dos fingerprints gerados foi possivel concluir que as recidivas do
paciente eram causadas por diferentes isolados.

Este trabalho sugere modificacbes na ocorréncia geografica de algumas
espécies neotropicais de Leishmania. E ressaltada a incidéncia de casos autéctones
de LTA no Distrito Federal envolvendo a espécie L. (L.) amazonensis. Um paciente
infectado por L. (V.) panamensis procedente do estado do Amazonas nos faz
suspeitar da ocorréncia do ciclo desta espécie na Amazonia brasileira.

Este trabalho descreve pela primeira vez a infeccdo em humano por L. (V.)
utingensis. Existe apenas um relato na literatura da ocorréncia desta espécie
parasitando o vetor Lutzomyia tuberculata em uma floresta no estado do Para.

Pela primeira vez, no Brasil, relata-se um caso de leishmaniose tegumentar
americana causada por L. (L.) infantum.

Neste estudo foi possivel identificar como agente etiolégico da LTA, além das
espécies endémicas da regido, as espécies: L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis e
L. (V.) utingensis. Essa diversidade justifica a instalacdo do diagndstico molecular

rotineiro em auxilio a clinica.
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