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RESUMO

A Leishmaniose Visceral (LV) no Brasil € considerada um grave e emergente problema de
salde publica em é&reas urbanas de grandes capitais. A LV é causada pelas espécies
Leishmania donovani e Leishmania infantum, sua importancia deve-se ao fato de assumir
formas graves e letais quando o diagndstico e o tratamento ndo sdo eficazes. O diagnostico
representa uma dificuldade para o controle da doenca, devido a variacdes metodologicas.
Nesse contexto, os métodos moleculares melhoram a sensibilidade e podem diagnosticar
pacientes assintomaticos e imunossuprimidos. A presenca de transcritos de RNA vem
demonstrando ser um bom biomarcador e campo promissor para a pesquisa de parasitas
viaveis em amostras biologicas. Acredita-se que devido a labilidade e a rapida degradacao, a
quantidade de RNA de parasitas circulantes em sangue periférico do hospedeiro pode ser uma
estimativa da parasitemia e um preditor de infecciosidade. A PCR quantitativa de RNA (RT-
gPCR) pode determinar o nimero de parasitas viaveis. O objetivo desta pesquisa foi descrever
a presenca de RNA de L. infantum em sistema de PCR quantitativa (QPCR) e utilizar o
RNAm de leishmania para fins diagndstico. A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa foi
realizada em amostras de sangue de 79 pacientes com calazar admitidos em um hospital de
referéncia em Teresina - Pl, Brasil. Foram extraidos DNA e RNA de sangue dos pacientes
para posterior quantificacdo. Os primers foram usados para amplificar KDNA para RNA e
DNA, usando o sistema TagMan; e, para RNA, utilizou como marcador o gene HSP70,
usando o sistema SYBR Green. Houve maior quantificacdo de parasitas para DNA em
comparacdo ao RNA e apresentou correlacdo positiva (p= 0,03; Rho 0,23). A mediana da
estimativa de parasitemia para 0 RNA foi de 32,5 parasitas/mL e para o DNA a foi de 1380
parasitas/mL. A parasitemia estimada ndo se mostrou associada & idade, ao género, a infecgdo
pelo HIV, a gravidade do quadro clinico ou a morte. O ensaio soroldgico de 61/78 pacientes
com LVH foram reagentes, apresentando uma sensibilidade de 78% (95% IC: 67; 87) e
especificidade de 86% (95% IC: 59; 98). Para os métodos moleculares, para quantificacdo do
DNA por gPCR apresentou 74/79 pacientes positivos com sensibilidade de 94% (95% IC: 86;
98) e especificidade de 100%. Para gRT-PCR utilizando o sistema SYBR Green, 41/79
pacientes foram positivos com sensibilidade de 64% (95% IC: 52; 75) e especificidade de
82% (95% IC: 66; 92). Para qRT-PCR utilizando o sistema Tagman, todos os pacientes foram
positivos com sensibilidade de 100% e especificidade de 95% (95% IC: 83; 99). A RT-qPCR
demonstrou ser uma técnica promissora e pode ser validada para estimativa da parasitemia e
para eventual substituicdo do xenodiagnostico para verificacdo da infecciosidade de
reservatorios com calazar.

Palavras-chave: Diagnostico. Leishmaniose Visceral. RNA. qPCR.



ABSTRACT

The Visceral Leishmaniasis (VL), in Brazil, is considered a severe emergent public health
problem in the urban areas of the great cities. The VL is caused by the species Leishmania
donovani and Leishmania infantum, and its importance is due to the fact it takes serious and
lethal forms when diagnosis and treatment are not efficients. The diagnostic represents an
trouble in the sense of disease control, due methodological variations. In this context,
molecular methods improve the sensibility and can diagnosticate asymptomatics and
immunosuppressed patients. The presence of RNA transcripts have been shown to be a good
biomarker and a promissory research field on viable parasites in biological samples. It is
believed that due to the lability and the fast degradation, the amount of RNA of circulating
parasites in peripheral blood of the host may be an parasitaemia estimate and a infectivity
predictor. The quantitative RNA PCR (RT-gPCR)can determinate the number of viable
parasites. The objective of this research is to describe the presence of L. infantum's RNA in
system of quantitative PRC (gPCR) and to use leishmania mRNA for diagnostic purposes.
The quantitative polymerase’s chain reaction was performed in blood samples of 79 kala-
azar’s patients addmited on a reference hospital at Teresina, Piaui, Brazil. It were extracted
DNA and RNA of the patients for a posterior quantification. The primers were used to
amplify KDNA into RNA and DNA, using the TagMan system; and, for RNA, has utilized, as
marker, the HSP70 gene, using the SYBR Green system. There was higher quantification of
DNA parasites in comparison to RNA and showed positive correlation (p = 0.03; Rho 0.23).
The median estimate of parasitemia for RNA was 32.5 parasites / mL and for DNA a was
1380 parasites / mL. Estimated parasitemia was not associated with age, gender, HIV
infection, severity of disease or death. By serological test, 61/78 patients with VL were
positive, presenting a sensitivity of 78% (95% CI: 67; 87) and specificity of 86% (95% CI.
59; 98). For gRT-PCR using the SYBR Green system, 41/79 patients were positive with a
sensitivity of 64% (95% CI: 52; 75) and specificity of 82% (95% CI: 66; 92). For gRT-PCR
using the Tagman system, all patients were positive with 100% sensitivity and 95%
specificity (95% CI: 83; 99). The RT-qPCR proved to be a promising technique and can be
validated for the estimation of parasitemia and for eventual replacement of xenodiagnosis to
verify the infectivity of reservoirs with kala-azar.

Keywords: Diagnosis. Visceral leishmaniasis. RNA. gPCR.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

cDNA DNA complementar

DIC Coagulagéo intravascular disseminada

ELISA Ensaio de imunoadsorcao enzimatica

IDRM Intradermorreacdo de Montenegro

IFAT Teste indireto de anticorpos

IFI Imunofluorescéncia indireta

HI Hemaglutinacédo indireta

LV Leishmaniose Visceral

LVH Leishmaniose Visceral humana

LTA Leishmaniose tegumentar

KATex Teste de aglutinacdo do latex

PCR Reacdo em cadeia da enzima polimerase
Primers Oligonucleotideos iniciadores

PKDL Post kala-azar dermal leishmaniasis (ManifestacGes dérmicas pos calazar)
gPCR Reacédo de PCR quantitativa

gRT-PCR PCR guantitativa de RNA

SYBR Green Fluoroforo para reagdes de PCR quantitativa
TAD Teste de aglutinacdo direta

Tagman Sonda molecular que detecta regides especificas

TICs Testes imunocromatograticos
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APRESENTACAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca negligenciada, urbana, quase sempre
aguda ou sub-aguda, que acomete principalmente populagdes de paises tropicais e sub
tropicais. No cendrio nacional, o Estado do Piaui, juntamente com o Ceard, o Maranhao e
o Para sdo os entes federativos com maior nimero de casos. O Instituto de Doencas
Tropicais Natan Portella (IDTNP), sediado na cidade de Teresina, Piaui, recebe em média
300 a 400 casos de LV por ano, fato que levou pesquisadores deste Instituto a criarem o
maior banco de dados e material biol6gico ao longo dos ultimos 15 anos, tornando, por
conseguinte, este citado centro uma referéncia nas pesquisas de LV grave.

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstram que a quantificacao
de DNA super estima a parasitemia de pacientes com LV, provocando DNAnemia. Este
fato reduz a acuracia de ensaios moleculares e reduz a determinacdo de infectividade.
Diante desse problema, novos métodos de quantificacdo devem ser desenvolvidos e
propusemos estudar a quantificagio de RNAm de HSP70 em pacientes com LV. Ensaios
com RNAm podem determinar de forma mais fiel a quantidade de parasitas circulantes e
determinar a infectividade.

Neste contexto, este trabalho é dividido em capitulos no formato de artigos que
contemplam metodologia, resultados e discussdo. A tese apresenta inicialmente uma
revisdo bibliografica, seguida pelo capitulo 1 descrito no artigo 1 sobre métodos de
diagnostico de LV, capitulo 2 descrito no artigo 2 que demonstra a presenca de RNAm
em pacientes com LV e, por fim, apresentaremos o capitulo 3 descrito no artigo 3 que
compara sensibilidade e especificidade de métodos de quantificagio de DNA e RNA, bem

como, cultura in vitro e teste rapido rK39 para fins de diagnéstico de LV.
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1 INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo doencas tropicalis, negligenciadas, transmitidas por vetores,
causada pelo protozoario intracelular obrigatorio, Leishmania (L.) as quais sdo transmitidas
pela picada do inseto vetor da familia Psychodidae, da subfamilia Phlebotominae
(BRAZUNA et al., 2012).

Gil-Prietro et al. (2011) mostram que as leishmanioses possuem grande espectro de
manifestacdes clinicas que diferem de acordo com o género envolvido. Existem duas formas
clinicas principais dessa doenca, a cutnea, que afeta a pele e mucosas, e a sistémica ou
visceral, que pode levar a formas graves e a complicagdes fatais quando n&o tratadas.

Os protozoarios do género Leishmania tem preferéncia pelas células do sistema
fagocito mononuclear, os macrofagos, onde se dividem e diferenciam, acometendo,
principalmente 6rgdos como o bago, medula dssea, linfonodos e figado (MENEZES, 2014;
SANTOS, 2014).

A Leishmaniose Visceral (LV), conhecida como calazar, € uma zoonose que gera um
grave problema de salde publica e coletiva, por ter uma ampla distribuicéo territorial com
grandes taxas de incidéncia e de mortalidade (LEITE; ARAUJO, 2013; CAVALCANTE;
VALE, 2014).

A Leishmaniose Visceral Humana (LVH) é a forma mais grave das leishmanioses,
caracterizando-se por febre prolongada, esplenomegalia, hepatomegalia, pancitopenia, anemia
e perda de peso progressiva. Quando ndo tratada, pode ser fatal (SUNDAR,;
CHAKRAVARTY, 2015). Historicamente reconhecida como uma doenga rural, a LV surgiu
ao lado de um continuo processo de urbanizagdo, que vem ganhando territério, agravando-se
a partir da década de 1980 (COSTA et al., 1990) devido as interferéncias nos ecossistemas
naturais (MARTINS et al., 2013).

No Brasil, a LVH é avaliada como doenca endémica, ocorrendo surtos frequentes
durante todo o ano, principalmente em areas urbanas (BARBOSA, 2013). Sua ocorréncia se
da principalmente, em areas tropicais, sendo mais prevalente na regido Nordeste, incluindo o
estado do Piaui, entre os de maior incidéncia (DRUMOND; COSTA, 2011). Neste estado,
como em outros, ha caréncia de politicas de prevencdo e diagnostico, revelando, assim, a
importancia quanto ao estudo de novas técnicas metodoldgicas, bem como agdes preventivas.

O surgimento de novas tecnologias para diagnostico vem resultando no aumento da
acuracia de métodos de diagnostico, tornando os pacientes, beneficiarios em potencial de um

tratamento mais eficaz quando diagnosticados precocemente (BARBOSA, 2013).
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O diagndstico para a LV compreende achados clinicos, laboratoriais e
epidemiologicos (SOUZA; SOUZA; BOTELHO, 2012). A determinacdo laboratorial da
leishmaniose se constitui fundamentalmente de trés exames, parasitologico, imunoldgicos e 0s
moleculares (BRASIL, 2014).

O exame parasitolégico consiste na pesquisa microscopica das formas amastigotas
em medula Ossea, xenodiagndstico, isolamento em cultivo in vitro (RODRIGUEZ-
GONZALEZ et al., 2006).

Quanto aos exames imunoldgicos, 0 Ministério da Saude recomenda a utilizacao dos
ensaios de ELISA (Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatico) e Imunofluorescéncia Indireta.
Entretanto, esses ndo sdo rotineiramente utilizados devido a alta complexidade de aplicacéo e
interpretacdo. Ademais, a sensibilidade e a especificidade podem ser afetadas pelo estado
imunoldgico do paciente. Ndo raro, ocorrem casos de coinfeccdo pelo virus HIV-1,
corroborando para a imunossupressao dos pacientes, tornando os ensaios sorologicos ndo
recomendados para diagnostico de LV (LEMOS, 2014).

Os ensaios moleculares séo considerados padrdo ouro para diagndsticos clinicos e se
baseiam na analise do DNA do parasito, o qual, por meio da Reacdo em Cadeia de Polimerase
(PCR), amplificam quantidades minimas do material genético do parasito presente. Esses
métodos moleculares apresentam melhor sensibilidade e maior especificidade que as técnicas
tradicionais de diagnéstico e tem sido utilizadas com sucesso na deteccdo de infeccdo
assintomatica, no diagnostico e no acompanhamento de pacientes, uma vez que € capaz de
identificar recaidas e reinfeccdes naqueles ja tratados (FUKUTANI et al., 2014).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa (QPCR) é a técnica mais promissora
para diagnostico e o indicador de infectividade. J4 foi aplicada & amplificagdo DNA de
parasitas presentes na pele e no sangue, mas ndo se sabe precisamente qual dos dois tecidos é
a principal fonte das amastigotas que serdo transmitidas para o vetor. Além disso, ndo se sabe
exatamente 0 que as estimativas das quantidades medidas pelo método realmente
representam, se parasitas viaveis para transmissdo ou se apenas DNA circulante oriundo de
outros tecidos (REITHINGER et al., 2003).

Segundo Silva et al. (2016), a quantidade de DNA de leishmania circulante em sangue
periférico e de plasma de pacientes pode representr tanto parasitas viaveis quanto parasitas
inviaveis, esse produto de degradacdo de parasitas mortos contribiu para “DNAemia”. Nesse
sentido, novas estratégias para demonstrar a presenca de desses parasitas em sangue e
determinar a infecciosidade vém sendo adotadas (MILLER et al., 2014; SEBLOVA et al.,
2013; KIRSTEIN et al., 2017). Nesta perspectiva, pesquisas com RNA circulante no sangue
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vem demonstrando ser um campo emergente para diagnéstico ndo invasivo, devido a sua
caracteristica labil, sua presenca em fluidos bioldgicos representa atividade transcricional
celular (MARQUES et al., 2012). Transcritos de RNA também podem ser usados como
biomarcadores (PELLEGRINI et al., 2015; XU et al., 2016; IMAMURA et al., 2016) e
ensaios de quantificagdo de RNAm podem expressar, de forma mais fidedigna, a presenca de
parasitas vidveis para infec¢éo.

Este estudo teve por objetivos: 1. Utilizar o RNAmM do gene HSP70 como método de
identificacdo de amastigotas de Leishmania infantum, demonstrando a presenca de parasitas
viaveis; 2. Quantificar os niveis de RNAm do gene HSP70 como método de diagnostico e de
infectividade.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aspectos gerais da leishmaniose

2.1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo enfermidades infecciosas causadas por diferentes espécies de
protozoarios digenéticos da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania. Constituem um grave problema de saude publica, representando um complexo de
doencas com diversidade epidemiolégica e importante espectro (NOBRES; SOUSA;
RODRIGUES, 2013). As formas da doenca estdo relacionadas a espécie do parasito
infectante, que diferem na distribuicdo geogréafica, nos insetos vetores e nos hospedeiros
vertebrados. A incidéncia e mortalidade estdo associadas a estes fatores (LOBO et al., 2013).

De acordo com Alvarenga et al. (2010) e Batista et al. (2014), as leishmanioses
compreendem um espectro de doengas com distribuicdo mundial em regifes subtropicais e
tropicais, com capacidade de adaptacdo em diferentes ecossistemas. No mundo, estdo entre as
seis endemias consideradas mais importantes, caracterizando um grupo de enfermidades
responsaveis por um grave problema de salde publica em muitos paises.

As leishmanioses sdo classicamente divididas em Leishmaniose Tegumentar e
Leishmaniose Visceral, que sdo causadas por espécies diferentes de parasito. A infec¢do, nas
duas formas, € caracterizada por acometer a pele, as mucosas ou as visceras (FARIA;
ANDRADE, 2012; NOBRES; SOUSA; RODIGUES, 2013; SANTOS, 2014).

As leishmanias (L.) apresentam-se de duas formas em seu ciclo de vida; forma
promastigotas, flagelada, presente no tubo digestivo do vetor flebotomineo — Lutzomyia
longipalpis, e na forma amastigota, nos hospedeiros vertebrados — canideos silvestres
(Cerdocyon e Dusicyon) e domeésticos (Canis familiaris) e marsupiais (Didelphis albiventris)
(OLIVERIA 2001 apud DEANE; DEANE, 1962).

Para Brazuna (2012), o intercdmbio entre os ciclos silvestre e doméstico desses
hospedeiros podem ser mantido por apresentarem um habito sinantropico.

A transmissdo da LV ocorre por meio da picada de fémeas do flebotomineo, no
momento do repasto sanguineo, quando picam um animal infectado, sugam o0 sangue
contendo as formas amastigotas, as quais, apds atingirem o tubo digestivo, transformam-se
em formas promastigotas e se multiplicam intensamente. Em seguida, migram para a

probdscida do flebotomineo, que, ao picar outro animal, poderd regurgitar as formas
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promastigotas metaciclicas infectantes. Essas formas serdo fagocitadas por macrofagos, que
irdo se diferenciar em amastigotas e se multiplicar, dando continuidade ao ciclo do parasita.
Segundo Marzochi et al. (1994), de todos os potenciais hospedeiros da LV causada
por L. chagasi e L. infantum, o cdo doméstico é importante na transmissdo da doenca ao
homem. Ja a L. donovani é antropondtica nas regides da India e Sud&o, onde o principal
reservatorio € o préprio homem (MARQUES, 2012; SILVA et al., 2013; FAVARO, 2014).

2.1.2 Leishmaniose Visceral Humana (LVH)

A LV, é uma doenca cronica e negligenciada, potencialmente fatal para o homem,
cuja letalidade pode alcancar 10% quando ndo se institui um tratamento adequado. E causada
por L. donovani e L. Infantum (LOBO et al., 2013; MATSUMOTO; LIMA; CASAGRANDE,
2013; ORTIZ; ANVERSA, 2015).

Suas diferentes formas clinicas constituem um grave problema de saude publica e
sdo dependentes da espécie infectante do parasito e da resposta imune do hospedeiro
(BEZERRA,; TEIXEIRA, 2001).

No Brasil, a importancia da LVH reside ndo somente na sua alta incidéncia e ampla
distribuicdo, mas também na possibilidade de assumir formas graves e letais quando
associada ao quadro de mé nutricdo e de infeccdes concomitantes (GONTIJO; MELO, 2004).

A LV é endémica, esta presente em 98 paises. Os principais locais de infec¢do sdo:
sudoeste asiatico, oeste da Africa e continente americano, em especial, no Brasil. Alteracdes
ecoldgicas e demogréficas, destruicdo de florestas primarias, grande crescimento populacional
e criacdo de novos povoados rurais vém alterando o ciclo silvestre do parasito (GOES;
MELO; JERALDO, 2012; LOBO et al., 2013; KUMARA, 2008). O desmatamento, o
aquecimento global e a adaptacdo dos vetores a novos ambientes tornam mais facil que se
encontrem flebotominios nas regiGes urbanas e, consequentemente, causam 0 aumento de
infeccdes em animais e em homens (MENDES, 2013).

O Brasil é responsavel por 90% dos casos de LV registrados na América Latina,
sendo considerado, a terceira maior ocorréncia no mundo, e a regido Nordeste apresenta o
maior nimero de casos registrados (FUNASA, 1998).

Entre os anos de 2006 a 2008, a transmissdo autoctone da LVVH foi relatada em mais
de 1.200 municipios, em 21 estados. Em 2007, 50% dos casos ocorreram na regido Nordeste.
E considerada uma das mais acentuadas doencas causadas por parasitas, devido ao seu
elevado grau de infectividade (MOURA, 2014). De acordo com Ortiz e Anversa (2015), no
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territorio brasileiro, a doenca alcancou uma taxa de letalidade de 5,8%.

ApOs o registro da primeira epidemia urbana em Teresina, no Piaui (COSTA;
PEREIRA; ARAUJO, 1990), houve uma expansdo para novas localidades nas regides
Nordeste, Norte e Sudeste, caracterizando um processo de urbanizacdo da transmissdo
(GONTHO; MELO, 2004). Devido aos grandes impactos ambientais e demograficos
atribuidos ao homem, a LVH tem se apresentado como uma doenca em dinamismo,
principalmente no que se refere as circunstancias de transmissdo que vém acontecendo
continuamente (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

No Brasil, a LVH é avaliada como doenca endémica, ocorrendo em surtos frequentes
durante todo o ano, tendo como consequéncia a migracdo de pessoas infectadas, além do
crescimento urbano acelerado. Nesse panorama, o foco das pesquisas estd na aquisicdo de
novos métodos de diagndstico e no planejamento de estratégias para controle. O periodo entre
a infeccdo e o aparecimento da infectividade; a relagéo entre sintomatologia, imunologia e
parasitemia com a infectividade; e a sensibilidade dos testes diagndsticos sdo importantes no
controle epidemiologico (BARBOSA, 2013).

2.2 Aspectos clinicos e doenca grave

O protozoario Leishmania tem preferéncia pelas células do sistema fagocito
mononuclear, local em que dividem e se diferenciam, acometendo, dessa forma,
principalmente érgdos como o baco, a medula éssea, os linfonodos e o figado (MENEZES,
2014; SANTOS, 2014).

Individuos infectados podem apresentar sintomas leves ou acentuados, incluindo
febre irregular, hepatomegalia, esplenomegalia, anemia e perda de peso (MOREIRA, 2012).
Com a evolucdo da doenca, novos sintomas podem surgir, destacando-se diarreia, vémito,
ictericia, além de edema periférico. Esses indicios acabam por dificultar a identificacdo da
LVH, por serem manifestacbes comuns a outras patologias (OLIVEIRA et al., 2010). De
acordo com Silva et al. (2015), nas Gltimas décadas, a LV vem sendo considerada uma
infeccdo oportunista em pacientes imunocomprometidos, incluindo receptores de transplante.

A evolugéo clinica da LV apresenta desfechos diversos. A maioria dos pacientes tem
os sinais classicos, como febre e anemia. Outros, contudo, apresentam complicacfes que sdo
consequéncia da propria fisiopatologia, como também de infeccBes bacterianas diversas
adquiridas, tais como pneumonia, infecgdo urindria e abscessos cutdneos. Outros tém

sangramentos, hepatite, insuficiéncia respiratoria e edema (COSTA et al., 2001; WERNECK
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et al., 2003). A emergéncia da leishmaniose em novas areas geograficas e em novos
hospedeiros tem mudado o perfil clinico dos pacientes infectados e, assim, gerado novos
desafios para o desenvolvimento de novos métodos de diagnostico, tratamento e controle da
doenca (SUNDAR; RAI, 2002).

Atualmente, sabe-se que mesmo em tratamento, por razes desconhecidas, alguns
pacientes evoluem com sangramento intenso, coinfecgdes bacterianas, dispneia, edema
(membros inferiores ou anasarca) e ictericia que levam a morte, mesmo quando tratados com
terapias recomendadas. Isso nédo se da devido as diferentes especies de parasitas, uma vez que
a doenca é causada por duas espécies de protozoarios do género Leishmania, mas por
expressdo de genes especificos que podem tornar as cepas mais virulentas (COLLINS et al.,
2004).

Os mecanismo de viruléncia do parasita foi demonstrado por Alonso et al. (2007) que
constataram que a expressao de geno6tipos do gene MBL2 (lecitina ligante a manana) pode ser
util para estimar o risco de desenvolvimento de LVH e, uma vez que 0s pacientes
desenvolvem LV, aumenta o risco de desenvolver anemia grave e outras complicagfes. Além
disso, verificou que os baixos niveis de MBL podem proteger contra a progressdao da doenca

na infecgéo por L. chagai.

Os achados laboratoriais caracteristicos sdo anemia normocrémica e normocitica,
leucopenia, neutropenia, trombocitopenia, aumento das transaminases, hipoalbuminemia e
hipergamaglobulinemia policlonal. Apesar do tratamento adequado, a recidiva da LV pode
ocorrer apds 6-12 meses. Quando nao tratada, pode produzir doenca multissistémica, provocar
suscetibilidade a infecgdes secundarias e levar a morte (MANSUETO et al., 2014).

Segundo Sampaio et al. (2010), verificaram que os pacientes que morreram de
calazar apresentaram, de forma acentuada, anemia, hepatite, pneumonite, nefrite, diarreia,
neutropenia, trombocitopenia e coagulacdo intravascular disseminada. As formas graves da
doenca estdo associadas as manifestacdes clinicas desencadeadas por citocinas inflamatorias.
Costa et al. (2005) relataram associacgdes entre citocinas e sinais clinicos do calazar grave. As
citocinas que se apresentaram e associadas foram IL-6, interferon-gama e IL-8 estdo de forma

independente e diretamente associados a morte, particularmente entre 0s jovens.

2.3 Proteina de choque térmico (HSP70) e modulacéo parasita/ hospedeiro
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Algumas proteinas sdo diferencialmente expressas em infeccdes ativas na LVH,
como as proteinas de choque térmico (HSPs), que sdo moléculas altamente conservadas e
desempenham papel importante no enovelamento de proteinas, na combinacdo de complexos
protéicos e na translocacdo de proteinas atraves dos compartimentos celulares. Por
apresentarem essas funcdes auxiliares, as Hsps também foram denominadas chaperomas
moleculares (RICO et al., 2002).

A literatura relata o importante papel das HSPs em varios processos imunoldgicos,
pois desempenham funcdo mitdgena para células B e estdo envolvidos nas vias de
processamento e apresentacdo de antigenos. Por esse motivo, as HSPs podem funcionar como
uma espécie de ligacdo entre respostas imunes inatas e adaptativas. As sequéncias de HSPs
sdo altamente conservadas ao longo da evolucao, e foi proposto o reconhecimento de epitopos
compartilhados pela proteina em diferentes patdgenos, fornecendo assim, ao sistema
imunolégico, um sinal universal de infeccdo (RICO et al. 2002, apud SRIVASTAVA et al.,
1998; ANDERSON; SRIVASTAVA, 2000).

Outro aspecto interessante relatado da HSP70, é o fato de representam antigenos
proeminentes durante o curso de doencas infecciosas causadas por bactérias, protozoarios,
fungos e nematoides, sendo a familia da HSP70 comum em soro de pacientes com LV.

Nas leishmanioses é provavel que as HSPs desempenhem papéis importantes na
diferenciacdo de promastigotas em amastigotas, durante a infeccdo em hospedeiros
mamiferos. Estas proteinas parecem estar envolvidas na adaptacdo e sobrevivéncia da célula
ao calor e a outras condicdes de estresse oxidativo (MIRAHAMADI et al., 2016; RAMIREZ
etal., 2011).

Devido a sua sequéncia conservada, o gene de HSP70 vem sendo utilizado por
diversos pesquisadores para diagnostico e rastreio de agentes etioldgico das leishmanioses.
Auwera et al. (2013) constataram em estudos moleculares, utilizando o gene de HSP70, que
as espécies de L. Infantum e L. Chagasi possuem varias regides similares, demonstrando se
tratar da mesma espécie nas Américas. Através de PCR-RFLP de DNA, Nemati et al. (2017)
distinguiram as espécies de LV, demonstrando que o0s casos humanos notificados no Iran
eram promovidos pela espécie L. infantum. Mirahamadi et al. (2016) apontaram que a
utilizacdo do gene de HSP70 para rastreio por PCR-RFLP vem ganhando notoriedade devido
a sua menor taxa de diversidade genética em relacdo a outros marcadores, como gp63 ou
genes rDNA ITS, demonstrando ser um bom alvo de rastreio e diferenciacdo entre as espécies
de leishmania.

Outros estudos, de Boni et al. (2017) e Rastaghi et al (2017) relataram que HSP70 ¢



22

um bom alvo molecular para diagnostico de LV, devido a melhores resultados de
sensibilidade e especificidade em PCR quantitativa. Monteiro (2014) demonstraram a
presenca de L. infantum em isolados de cdes com LV através da triagem de HSP70 I.
Constatando que HSP70 é eficiente no diagnéstico e identificacdo de espécie do género
Leishmania, validando a PCR como método diagnéstico conclusivo e eficaz.

Em estudos soroldgicos, Oliveira (2001) apontou que a elevada especificidade pode
ser explicada devido as seqiiéncias de aminoacidos encontradas na fracdo carboxi-terminal
das HSP70 por serem pouco conservadas. De fato, embora a parte amino-terminal destas
proteinas seja extraordinariamente conservada, os fragmentos C-terminais das HSP70 tém em
geral menos de 65% de homologia entre espécies ndo aparentadas. Este fato pode explicar a
resposta imune discriminatéria com producdo de anticorpos especificos contra esta proteina
parasitaria. Este evento foi confirmado por Fonseca (2013) que demonstrou boa sensibilidade
e especificidade em ensaios sorolégicos utilizando as proteinas de HSP70. Fato também
observado por Talmi-Frank et al (2006), que demonstraram o poder diagnostico da proteina
HSP70 em cdes com LV, determinando que esta proteina pode ser um biomarcador de

infeccdo ativa.

2.4 Diagnostico de Leishmaniose Visceral Humana

A medicina tem buscado progresso nas formas de diagnostico, rapidos e eficazes,
visando a seguranca do paciente (MATSUMOTO; LIMA; CASAGRANDE, 2013;
MENEZES, 2014). Algumas enfermidades gozam de diferentes meios de reconhecimento,
tendo isso como vantagem, desde que eles sejam utilizados da melhor maneira possivel, ja
que, dependendo do grau de evolucdo da doenca, pode-se ter um método mais eficaz para o
diagnostico preciso (SOUZA; SOUZA; BOTELHO, 2012).

O Ministério da Saude, atualmente, recomenda que o diagnéstico laboratorial da
LVH seja baseado no exame parasitologico ou sorolégico (BRASIL, 2014). No entanto,
devido a maior rapidez e ao menor custo, 0s testes sorolégicos sdo os mais empregados pelos
programas de controle. De maneira geral, o diagndstico da LV vem se apresentando como um
problema para os servicos de satde publica, principalmente devido a inexisténcia de um teste
100% especifico e sensivel (SOLANO-GALLEGO et al., 2001).

O reconhecimento da doenca pode ser confirmado por diversas formas: (i) por
visualizagdo direta de parasitos em amostras de tecido e cultura; (ii) por deteccdo de acido

desoxirribonucleico (DNA e RNA) em amostras de tecido; ou (iii) pelo imunodiagnostico, por
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meio da detecgdo de antigenos do parasito em amostras de tecido, sangue e urina ou da
deteccdo de anticorpos antileishméania (SUNDAR; RAI, 2002). Os exames parasitolégicos
constituem a referéncia do diagndstico, mas exigem procedimentos invasivos e tém
sensibilidade dependente do treinamento dos laboratoristas e do tempo dedicado a busca ativa
(PRATA; SILVA, 2005).

2.4.1 Exame direto

A microscopia Opica tem alta especificidade, podendo ser observadas formas
amastigotas nos tecidos do figado, medula éssea, linfonodos e/ou baco. Na ocasido, é usada
coloracdo Giemsa, que colore o citoplasma das amastigotas em azul e o nacleo em vermelho.
Com isso, a identificacdo do parasita em amostras biolégicas continua sendo considerada o
“padréo ouro”, apesar das limitacdes habituais (FONSECA, 2013).

As amostras provenientes do baco sdo consideradas mais sensiveis (entre 95% a
98%) em relacdo as da medula Ossea e linfonodos (BRAZUNA, 2012). Elas tém como
desvantagem a forma de coleta amostral dolorosa, que exige procedimentos invasivos com
complicagdes potencialmente graves, mesmo com as técnicas consideradas mais seguras
(PRATA; SILVA, 2005). Se a doenca estiver no periodo inicial ou em individuos
assintomaticos, podem ser obtidos possiveis resultados falso-negativos (LEMOS, 2014).

Sakkas, Gartzonika e Levidiotou (2016) mostraram, em seus estudos, que a bidpsia
hepética é mais segura, embora seja menos sensivel em comparacao a aspiracdo esplénica. A
aspiracdo da medula 6ssea é um método mais seguro do que a esplénica e a bidpsia hepatica,
mas é menos provavel que demonstre parasitas no esfregaco corado. A sensibilidade varia de
53% a 86%, mas é maior em pacientes coinfectados com HIV-1. A aspiracdo de nédulos
linfaticos tem valor diagndstico, especialmente quando sdo observados ganglios linfaticos
aumentados, com sensibilidade entre 52% e 58%. A menor sensibilidade desse método é
observada em esfregacos de sangue periférico, uma vez que a parasitemia em individuos
imunocompetentes € baixa.

As amostras clinicas também podem ser cultivadas em meio de cultura monofasico
(meio de insecto de Schneider, M199, ou meio de Grace) ou difasico (meio Novy-McNeal-
Nicolle e meio de Tobie modificado por Evans). Apds incubagéo a 22 - 28°C, as culturas séo
examinadas semanalmente, durante quatro semanas, até que os amastigotas se transformem
em promastigotas. A cultura de aspirados esplénicos ou de medula Ossea tem alta

especificidade, embora seja tediosa, demorada, requerendo experiéncia e equipamentos caros
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e, portanto, sendo restrita aos centros de pesquisa de referéncia e aos hospitais (BOLEART et
al., 2007; SRIVIDYA et al, 2012). A sensibilidade diagnéstica pode ser melhorada com o
desenvolvimento do método de microcultura, tornando o método mais sensivel para o
isolamento do parasita. Pode ser usado também o creme leucocitario de sangue periférico
isolado de pacientes com LVVH, com boa sensibilidade (ELMAHALLAWY et al., 2014).

Raramente utilizados, parasitas obtidos em cultura geralmente s&o utilizados como
fonte de antigenos para testes imunologicos, inoculacdo em animais, rastreio in vitro de
farmacos e acurécia do diagnostico na suplementacao de outros métodos de rotina (SUNDAR,;
RAI, 2002).

2.4.2 Diagnostico soroldgico

Os métodos para diagnéstico soroldgico da LVH, sdo variados, devido a alta
producdo de anticorpos (DA SILVA, 2010). Chappuis et al. (2007) relataram que, ao longo
dos dltimos anos, numerosos antigenos recombinantes tém sido utilizados nesse tipo de
reconhecimento da LVVH, uma vez que o uso deles na forma bruta é limitado. Dentre os testes,
destacam-se: Teste de Aglutinacdo Direta (DAT); Teste Indireto de Anticorpos Fluorescentes
(IFAT); Teste de Hemaglutinagdo Indireta (IHA); Ensaio Imunoenzimatico (ELISA); e Testes
Imunocromatograficos (TICs).

Em virtude do grande nimero de infectados, varios exames ndo invasivos, com
especificidade e sensibilidade diversas, foram desenvolvidos e estdo disponiveis para o
diagnédstico de leishmaniose, por exemplo, por meio da deteccdo de anticorpos (ELISA,
hemaglutinacdo indireta, fixacdo do complemento, imunodifusdo) e antigenos do parasita
(SUNDAR; RAI, 2002).

Os testes sorologicos sdo mais comumente utilizados para o diagnéstico da LVH e,
em geral, sdo altamente sensiveis, mas a especificidade desses métodos pode variar,
dependendo da capacidade imunologica do paciente (RYAN et al.,, 2002). Anticorpos
antileishmania permanecem detectaveis por meses ou anos apés o tratamento. Portanto, a
recaida da infeccéo é dificil de ser diagnosticada. Além disso, as comparagdes de varios testes
sorologicos geralmente demonstram baixos niveis de concordancia com os resultados obtidos
em individuos assintomaticos em regides endémicas (SILVA et al., 2011). Ademais, em areas
endémicas, individuos saudaveis podem ser positivos nesses testes de detec¢do de anticorpos
antileishmania, devido & infecgdo assintomética ou a eliminacdo incompleta do parasita em
infeccdes passadas (GIDWANI et al., 2011).
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Além disso, na coinfeccdo de Leishmania com HIV-1, os métodos sorologicos
mostram baixa sensibilidade, pois a determinacdo de anticorpos é dificil devido a agéo
imunossupressora do virus. Métodos para a detec¢cdo do antigeno leishmaniano em amostras
de urina também foram avaliados com resultados variados (SAVOIA, 2015).

O Teste de Aglutinacdo Direta (DAT) € semiquantitativo, simples, confidvel,
econdmico e tem sido amplamente validado na maioria das &reas endémicas, particularmente
em paises em desenvolvimento (ELMAHALLAWY et al., 2014). O antigeno geralmente
consiste em promastigotas, e o teste pode ser realizado em soro, plasma e sangue total
(MOODY; CHIODINI, 2000). O método tem a vantagem de detectar baixos niveis de
anticorpos devido ao mosaico dos antigenios utilizados, alguns dos quais, podem ser reativos
cruzados. Portanto, é necessaria atencdo na determinacdo dos valores de corte para um teste
positivo (MAIA et al., 2012). Entretanto, o valor de corte ndo deve se basear apenas na
sensibilidade e na especificidade, pois os valores preditivos do teste também dependem do
contexto epidemioldgico e da prevaléncia da infeccdo. De acordo com a metanalise de
Akhound et al. (2010), a sensibilidade e a especificidade do DAT foram estimadas em 94,8%
e 97,1%, respectivamente, enquanto o desempenho do método ndo foi influenciado pela
regido ou pelas espécies do parasita.

O DAT possui baixo custo e a execucdo € simples, sendo bastante sensivel e
especifico, possui efeito visivel e ndo necessita de equipamentos sofisticados (ASSIS, 2012;
LEMOS, 2014). Entretanto, apresenta desvantagem em relacdo a espera para obtencdo do
resultado, ao alto custo do antigeno, as numerosas pipetagens e a dificil uniformizacdo do
antigeno empregado (BRAZUNA, 2012).

Outro teste bastante utilizado é o teste Rapido Imunocromatografico, que faz uso do
antigeno recombinante rk39 fixado em papel, reconhecendo os anticorpos especificos para
leishmania. Este teste é rapido, especifico, sensivel, com alta reprodutibilidade, sendo usado
para estudos de triagem em campo, diferentemente dos demais testes citados (SOUZA;
SOUZA; BOTELHO, 2012). Contudo, apresenta ineficacia em certas regibes do mundo,
como na Africa, onde os individuos infectados apresentam baixos valores de anticorpos
contra o rk39 (FONSECA, 2013).

Lemos (2014) apontaram que o Teste de Aglutinacdo do Latex (KAtex) pode ser
usado para a deteccdo de antigenos de leishmania na urina, preferencialmente em pessoas com
sistema imune comprometido, entretanto necessita de grande volume de urina, para evitar
falsos negativos. O antigenio pode ser detectdvel no periodo de um a seis meses apos 0

tratamento. O metodo é apropriado para o diagnostico de LVH primaria, para monitorar a
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eficdcia do tratamento e para a deteccdo de infeccdo subclinica. O KAtex apresenta
satisfatorio valor preditivo positivo, alta especificidade de 82% a 100% e sensibilidade
variavel de 47% a 95% (SUNDAR et al., 2005; CRUZ et al., 2006).

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) ja foi considerada o padrdo ouro no
diagnostico para a LVH, mas sua utilidade vem diminuindo, devido & necessidade de
equipamentos caros e sofisticados. Quando utilizada, em servicos de saude ligados a
universidades, o diagndéstico faz-se em estagio inicial da leishmaniose, havendo limitagdes em
relacdo a especificidade e a sensibilidade, podendo haver reacéo cruzada com os antigenos da
doenca de chagas ou outras doencas parasitarias (BRAZUNA, 2012).

O ELISA é o método mais utilizado e recomendado pelo Ministério da Salde, pois é
capaz de processar varias amostras ao mesmo tempo, tendo alta sensibilidade e sendo usado,
inclusive, em triagens epidemiolodgicas. Este método faz uso de diversos tipos de antigenos, os
quais aumentam sua sensibilidade e sua especificidade. Os mais usualmente utilizados sdo 0s
antigenos brutos ou sollveis, mas ha a possibilidade de reacdo cruzada com antigenos
semelhantes pertencentes a outras doencgas (XAVIER, 2014).

Para Chappuis et al. (2007), os testes de ELISA e de RIFI ndo sdo totalmente
empregados em campo por falta de adaptacdo. VVarios autores propem o DAT e o teste rapido
rk39 como os métodos mais apropriados para o diagnostico sorolégico de LVH no campo.
Entretanto a sensibilidade do teste rapido rK39 é reduzida em populacdes da Africa Oriental.

2.4.3 Técnicas moleculares e novas perspectivas para o diagnostico de calazar

Nos ultimos anos, a genética, a biologia celular, o sequenciamento do genoma de
patdgenos, dentre outros fatores, tém mudado, de forma significativa, os estudos diagndstico,
epidemioldgico e de controle de doencas (YANG; ROTHMAN, 2004).

De acordo com Fonseca (2013), a técnica molecular mais empregada é a Reagdo em
Cadeia de Polimerase (PCR), a qual faz uso de diversos materiais clinicos, como medula
0ssea, soro, urina, sangue total, pele, linfonodo, dentre outros. Ela utiliza alvos moleculares,
fazendo com que um fragmento especifico da molécula de DNA seja amplificado diversas
vezes em pouco tempo. Essa técnica permite a deteccdo e a analise de sequéncias
amplificadas. Tendo conhecimento prévio da sequéncia-alvo, faz-se a sintese de dois primers
que servirdo de iniciadores para sintetizar a sequéncia-alvo em dois sentidos. Entdo, a enzima
polimerase reconhece esses primers e inicia o processo de amplificagdo, formando cdpias

complementares as sequéncias de DNA, que estdo sendo replicadas. A visualizacdo do
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produto da PCR é feita por meio de eletroforese em gel de agarose.

A PCR tem sido utilizada quando a microscopia e a sorologia sdo ineficazes,
proporcionando, inclusive, o monitoramento pos-tratamento (DA SILVA, 2010). A PCR
convencional mostra um amplo espectro de positividade em individuos saudaveis de regifes
endémicas. Entretanto, os resultados sdo semelhante a sorologia, e 0 mesmo € incapaz de
diferenciar a doenca clinicamente ativa de infecgdes assintomaéticas. Essas desvantagens
podem ser superadas quando aplicada a técnica de PCR quantitativa em tempo real (RT-
gPCR) (SUNDARSHAN; SUNDAR, 2014).

As variacdes da PCR convencional, como o Nested PCR, seminested-PCR e a PCR
em tempo real (QPCR), tém sido demonstradas como importantes ferramentas diagndsticas
(MOTAZEDIAN et al., 2008; PAIVA et al., 2015).

Estas técnicas vem sendo amplamente utilizadas em estudos relacionados a carga
parasitaria, a interacdo entre parasito e hospedeiro e ao monitoramento de esquemas
terapéuticos, a partir de amostras clinicas provenientes de pacientes com leishmaniose. Pelo
fato de ndo apresentar os varios passos de manipulacdo pos-amplificacao utilizados na técnica
de PCR convencional, a gPCR minimiza os riscos de contaminacdo do material, além de
permitir de forma simultanea a deteccéo e a quantificacdo da carga parasitaria (VITALE et al.,
2004; MARQUES, 2012). Esse método tem sido utilizado com sucesso na deteccdo de
infeccdo assintomatica de leishmaniose e no diagnéstico e acompanhamento de pacientes com
LVH, uma vez que é capaz de identificar recaidas e reinfeccdes em pacientes tratados
(FUKUTANI et al., 2014).

A gPCR permite, basicamente, a realizacdo de trés tipos de ensaios: quantificagéo
absoluta, quantificacdo relativa e discriminacdo alélica (APPLIED BIOSYSTEMS, 2001), os
quais possuem diferentes e variadas aplicacfes. Como ferramenta diagnostica, a quantificacdo
absoluta pode ser utilizada para a deteccdo da infeccdo e para a quantificacdo de seu agente
etioldgico. O ensaio se baseia na analise da curva-padrédo (APPLIED BIOSYSTEMS, 2005).

As caracteristicas da qPCR possibilitam a eliminacdo da etapa laboriosa pos-
amplificacdo (preparo do gel para eletroforese), convencionalmente necessaria para a
visualizacdo do produto amplificado. Dessa forma, pode-se observar que as vantagens da
gPCR em relacdo a PCR convencional sdo inumeras e incluem rapidez na obtencdo dos
resultados, reprodutibilidade e capacidade quantitativa (SUNDSFJORD et al., 2004; YANG;
ROTHMAN, 2004). Essa tecnologia, altamente sensivel, é utilizada para diagndstico
quantitativo de diversas doencas infecciosas, tais como AIDS, hepatite C, dengue,
toxoplasmose e as leishmanioses (BRETAGNE et al., 2001; SOLANO-GALLEGO;
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MORELL; ARBOIX, 2001MARY et al., 2004).

O sistema da gqPCR é baseado no uso de corantes ou sondas fluorescentes, que
permitem 0 monitoramento em tempo real do produto amplificado. Um corante bastante
utilizado é o SYBR Green |, que se liga inespecificamente a fitas duplas de DNA geradas
durante a amplificacdo. Trata-se de uma assimétrica cianina que, livre em solugéo, ndo emite
fluorescéncia, mas, ligada a moléculas de DNA, emite um forte sinal luminoso (NYGREN;
SVANVIK; KUBISTA, 2006). Outra forma de gerar isso € pelo uso de uma sonda dirigida
especificamente a uma regido interna da sequéncia que se deseja amplificar, sendo um
exemplo desse sistema a sonda TagMan. A medida que vai ocorrendo a amplificacdo, a Taq
polimerase, pela sua atividade exonucleésica, desloca a extremidade 5° da sonda TagMan
(contendo o fluorocromo, reporter) e cliva a sonda. Pelo fato de o reporter ser liberado e néo
permanecer proximo ao quencher, ha a liberacdo de fluorescéncia (MORTARINO et al.,
2004; YANG; ROTHMAN, 2004).

A andlise da emissdo de luz é feita por um detector de sinal luminoso e um
amplificador de sinal que tracam um grafico com a absorcdo obtida apds cada ciclo da gPCR,
sendo que a intensidade do sinal gerado reflete a quantidade do produto formado (KUBISTA
et al., 2006). O ciclo em que o sinal de amplificacdo exponencial atinge uma intensidade de
fluorescéncia superior ao limiar de deteccdo (Threshold) é denominado Ciclo Threshold (Ct),
e 0 momento em que o Ct é ultrapassado esta diretamente relacionado a quantidade de DNA
amplificado (MORTARINO et al., 2004). Ou seja, denomina-se Ct 0 ponto em que a emissao
de fluorescéncia da amostra em teste supera a referéncia passiva do aparelho (background)
(INSTITUTO FLEURY, 2004).

A gPCR permite estudos de quantificacido de DNA e de RNA, possibilitando
pesquisas com expressdo génica em determinados fluidos corporais ou tecidos. Um dos
enfoques utilizados por essa técnica é a quantificacdo dos niveis de transcricdo de RNAm,
realizada pela reacdo em cadeia da polimerase da transcricdo (RT-qPCR), envolvendo
transcricao reversa, reagdo em cadeia da polimerase e analise em tempo real dos produtos da
PCR (WINTER- FLOTER, 2010).

Peacock et al. (2007) relataram que os niveis de expressdo génica variam
consideravelmente entre as espécies, o0 que pode estar relacionado com a patogénese de cada
forma clinica das leishmanioses. Aproximadamente 8% dos genes parecem estar envolvidos
nos processos metabdlicos e nas diferenciagdes gerais entre as espécies, relacionando-se com
a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro e o surgimento da doenca. A identificacdo desses

genes espécie-especificos pode auxiliar no reconhecimento dos fatores parasitarios que
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influenciam a infeccéo.

Para isso, sdo utilizadas vérias sequéncias alvo do DNA, incluindo DNA de
cinetoplasto, RNAr, genes de RNA derivado de mini-exon, regido génica de alfa tubulina,
locus do gene glicoproteina 63 (gp63) e regides intercalantes transcritas internas (ITS)
(SRIVIDYA et al., 2012). A gPCR vem demonstrando sensibilidade de 100% a partir de
iniciadores para DNA de cinetoplasto em amostras de sangue. A obtencdo de sequéncias
conservadas dentro do gene de cinetoplasto ou RNAr de leishmania é utilizada como forma de
diagnostico, especialmente na coinfeccdo por HIV-1, cuja carga parasitaria pode
ocasionalmente ser baixa (PACE, 2014).

Silva et al. (2016) demonstraram que, em sangue periférico de pacientes com LV, 0s
niveis de DNA sdo superestimados, quando comparados ao numero de parasitas por
microscopia, evidenciando uma DNAnemia. A utilizacio de RNA poderia corrigir a
quantificacdo de parasitas, varios estudos utilizam o RNAm como biomarcador de doencas,
como descrito por Padmanabhan et al. (2012), o RNAm circulante no plasma/soro ¢ um
campo emergente para aplicacdes de diagnosticos nao invasivos. Por meio de RT-PCR, pode-
se detectar RNA de forma sensivel, e o rastreio de RNAm de parasitas em sangue € um campo
promissor no estudo diagnostico de parasitas viaveis e de infectividade.

Nesse panorama, a RT-qPCR que utiliza transcriptase reversa proporciona a sintese
do DNA complementar (cDNA) a partir de RNA mensageiro, por intermédio de uma enzima
DNA polimerase RNA dependente, permitindo a quantificacdo da expressdo génica
(LADEIRA; ISAAC; FERREIRA, 2011).

Apesar de toda a tecnologia envolvida, 0 RT-qPCR apresenta limitagdes devido as
variagOes de reagentes utilizados, bem como aos termocicladores, mas principalmente existem
limitacOes em relacdo aos operadores profissionais, concentracdo e estabilidade do RNA em
amostras bioldgicas (LADEIRA; ISAAC; FERREIRA, 2011).

Nesse sentido, novos ensaios moleculares, tais como o ensaio baseado em sequéncia de acido
nucleico (NASBA) e a amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP) séo utilizadas para
deteccdo de RNA de Leishmania sp. A NASBA é uma ferramenta poderosa, baseada na
deteccdo de RNA de leishmania, que combina alta sensibilidade e especificidade e pode ser
aplicada ao sangue e diferenciar outros espécimes de Leishmania sp. (BASIYE et al., 2010;
MUGASA et al., 2010). O NASBA quantitativo (QT-NASBA) € uma variacdo do metodo que
alveja o RNAr 18S, homologo para todas as espécies de leishmania, aumentando seu valor
diagnoéstico. Além disso, Mugasa et al. (2010) demonstraram que 0 método NASBA tem

maior eficacia do que a PCR convencional no Suddo, onde a parasitemia & baixa, com
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sensibilidade e especificidade de 93,3 % e 100%, respectivamente. Saad et al. (2010)
comparou a sensibilidade e especificidade dos ensaios de Oligo-C Teste para DNA e
NASBA-OC para RNA que mostraram uma alta sensibilidade (>0,95%) na linfa, sangue e
medula 0ssea dos pacientes no Suddo com LV confirmada. Entretanto a especificidade do
NASBA-OC demonstrou ser maior que o OligoC-TesT.

Tais técnicas sdo importantes para o diagndstico das espécies e para identificar
polimorfismos para genotipagem de varias espécies de leishmania (VERMA et al., 2013).
Diante do exposto, como para alguns autores, a PCR tem sido previamente definida como
“padrdo-ouro”, sendo que a PCR quantitativa certamente sera a técnica de referéncia no futuro
(MARY et al., 2004).
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Resumo

A Leishmaniose Visceral (LV), ou calazar, € uma doenga aguda ou subaguda grave causada
por espécies Leishmania donovani e L. infantum. O diagndstico laboratorial se baseia em
técnicas soroldgicas e parasitologicas, contudo com baixa sensibilidade e especificidade.
Analises moleculares como a PCR convencional e quantitativa, mostraram alta sensibilidade,
porém especificidade comprometida no rastreio de genes presentes no DNA. A quantificacdo
de RNA para diagnostico de LV é um campo emergente que emprega o rastreio de genes,
utilizados como biomarcadores no diagnostico, prognéstico e estudo da terapéutica da
infeccdo por Leishmania sp. As técnicas moleculares apresentam uma area promissora para
diagndstico e determinacdo da parasitemia e infectividade em casos assintomaticos e em
pacientes imunossuprimidos com calazar.

Palavras-chave: Calazar. Diagndstico molecular. gPCR.

1 Introdugéo

A LV é uma doenca grave, em franca expansdo territorial, causada pelas espécies
Leishmania donovani e L. infantum, e transmitida pela picada de fleb6tomos infectados. Cées
domeésticos séo considerados o principal reservatério e um fator de risco para a infeccéo
visceral humana antropdtica (COSTA, 2011; ALVAR et al., 2012; ADAMS et al., 2014).
Entre todas as doencas parasitarias, a leishmaniose é a terceira causa mais comum de
mortalidade apds a maléria e a esquistossomose (READY, 2014).

O diagnostico do calazar é baseado nos sinais e sintomas, pode ser inconclusivo e
confundido com outras doencas coendémicas (SRIVIDYA et al., 2012; MANSUETO et al.,
2014). Os métodos disponiveis para o diagnostico laboratorial de LV envolvem varias
técnicas, como a demonstracdo do parasita em tecidos, cultura in vitro, técnicas soroldgicas e
moleculares (SAVOIA, 2015).
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N&o existe uma técnica laboratorial capaz de mensurar, de forma fiel, a quantidade
de parasitas vidveis e determinar a infectividade. O xenodiagndstico ainda € considerado o
teste de escolha para se determinar a infectividade, entretanto ndo se mostra eficaz em
pacientes assintomaticos ou com baixa parasitemia (MILLER et al., 2014; FERREIRA et al.,
2017). Testes soroldgicos apresentam limitacGes, pois carecem de acuracia em individuos
imunossuprimidos ou co-infectados pelo HIV (COTA et al., 2013).

As complicacbes em pacientes com calazar, como a leishamaniose dérmica pos
calasar (Post kala-azar dermal leishmaniasis - PKDL), é caracterizada por uma erupcao
cutdnea e auséncia de parasitemia sistémica, o que torna o diagndstico complicado
(ZIJLSTRA, 2016). Nesse sentido, o diagnéstico molecular pode ser uma importante
ferramenta para as dificuldades diagnoésticas tradicionais, demonstrando a presenca de
material genético de parasitas e identificar possiveis reservatorios (VAN DER MEIDE et al.,
2008). O rastreio de genes e novos alvos moleculares sdo fundamentais para o diagndstico
humano, podendo trazer melhorias no tratamento e prognéstico de pacientes infectados.

2 Condicoes para Diagnostico

A visualizacdo direta do parasita em microscopia 6ptica é considerada o padrdo ouro
no diagndstico de LV. O exame parasitolégico consiste primeiro na investigacdo
microscopica das formas amastigotas em material, posteriormente no isolamento em cultura
in vitro para confirmar o agente etioldégico e posterior identificacdo das espécies de
Leishmania sp. envolvidas (SAVOIA, 2015).

Microscopia tem alta especificidade, e as formas amastigotas podem ser observadas
nos tecidos do figado, medula d6ssea, ganglios linfaticos e baco. Entretanto, esse método pode
sofrer influéncia do tecido ou amostra bioldgica coletada do analista e do tempo que se dedica
a busca ativa em lamina. A sensibilidade na deteccdo de formas amastigotas em esfregacos de
medula 0ssea tém sensibilidade de 70% (CHOUIHI et al., 2008), mas pode ultrapassar 95%
guando o material ¢ examinado por técnico experiente durante 60 minutos (SILVA,;
GONTHNO; MELHO, 2005).

O exame microscopico do aspirado esplénico tem alta sensibilidade, de 95% a 98%,
mas requer procedimentos invasivos com complicagdes potencialmente graves, mesmo com
as técnicas consideradas mais seguras (SEBLOVA, 2013). Uma alternativa é a bidpsia
hepéatica, com sensibilidade variando de 53% a 86%, podendo ser maior em pacientes
coinfectados com HIV (SILVA; GONTIJO; MELHO, 2005). A aspiracdo linfonodal para
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exame microscopico direto tem sensibilidade variando de 52% a 58%. A menor sensibilidade
é observada em esfregagos de sangue periférico, uma vez que a parasitemia em individuos
imunocompetentes € baixa (RABELLO; DISCH, 2003).

A biopsia em tecidos também vem demonstrando poder diagndstico. A LV pode
promover ulceragdes, sangramentos e perfuragfes no sistema digestivo, por isso a biopsia
intestinal tem grande valia para estudo da resposta imune devido ao infiltrado linfocitério,
assemelhando-se a outros 6rgdos como o figado e o baco. A presenca de parasitas no duodeno
€ um evento comum nos portadores do calazar e em pacientes co-infectados pelo HIV se torna
ainda mais frequente (ELMAHALLAWY et al., 2014).

A cultura de tecidos tem um importante papel no diagnéstico, utilizando a medula
Ossea tem sensibilidade de aproximadamente 70% e a cultura do creme leucocitario do sangue
periférico alcanca sensibilidade de 60%, aproxima-se a 70% em pacientes co-infectados pelo
HIV e pode ser util em situagdes em que o aspirado de medula 6ssea ndo possa ser viabilizado
(CHOUIHI et al., 2008).

A cultura de leishmania em aspirados esplénicos ou aspirados de medula Gssea tem
alta especificidade, embora seja tediosa, demorada, requer experiéncia, equipamento caro e,
portanto, restrita a centros de pesquisa de referéncia e hospitais (READY, 2014). A
sensibilidade diagndstica pode ser melhorada com desenvolvimento do método de
microcultivo para o isolamento do parasita (ELMAHALLAWY et al., 2014). Além da
variabilidade em sua sensibilidade, os testes parasitolégicos sdo invasivos, tornando-se
dificeis de executar em condicdes de campo. Dessa forma, os testes sorologicos sdo a escolha
para o diagnostico de LV, apresentando boa sensibilidade. O teste de imunofluorescéncia é
recomendado pelo Ministério da Saude no Brasil e tem uma sensibilidade variando de 50% a
95% (BRASIL, 2011a; BRASIL, 2011b).

Destarte, a pesquisa de antigenos em outros fluidos biolégicos vem demonstrando
poder no diagndéstico da LVH. Singh et al. (2009) e Mohapatra et al. (2014) relatam, em seus
estudos, que varios fluidos biologicos podem ser utilizados para o diagnostico, e que 0 uso de
expectoragdo e urina de pacientes infectados mostram bons resultados. Pesquisas
demonstraram que a investigacdo de anticorpos anti-rK39, utilizando saliva de pacientes
imucompetentes, apresentou sensibilidade de 58,6% (DA SILVA et al., 2015). Entretanto, a
titulacdo de anticorpos pode influenciar no diagndstico, o que sugere que a saliva ndo € um
bom meio para diagnostico de LV. O rastreio de rK39 utilizando urina demonstrou ser
adequado para a identificacdo da LV, para o acompanhamento do tratamento, e para a
deteccdo de infeccdo subclinica (RIERA et al., 2004; SAVOIA, 2015). Contudo, Lemos
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(2014) relata que para um bom diagndstico deve-se coletar grande volume de urina, para
evitar falsos negativos. Relata, ainda, que a qualidade do diagnostico é dependente do perfil
imunoldgico do paciente, demonstrando que preferencialmente em pessoas com sistemas

imunologicos comprometidos os resultados ndo sdo confiaveis.

3 Tecnologias de diagnostico disponiveis

Existem varios métodos para o diagnostico sorologico da LV devido a alta producéo
de anticorpos e hipergamaglobulinemia. Dentre os testes, destacam-se: Teste de Aglutinacdo
Direta (TAD); Teste Indireto de Anticorpos Fluorescentes (TIAF); Teste de Hemaglutinagéo
Indireta (THI); Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e Testes Imunocromatograficos (ICTs). Os
testes soroldgicos sdo mais comumente usados para o diagnéstico de LV e sdo sensiveis, mas
a especificidade pode variar (SAVOIA, 2015; CHAPPUIS et al.,, 2007; RODRIGUEZ-
GONZALEZ et al., 2008).

Dentre os ensaios enzimaticos, o0 ELISA é o método mais utilizado, uma vez que é
capaz de processar varias amostras ao mesmo tempo e apresenta alta sensibilidade. Faz uso de
varios antigenos, como gp63, gp70, gp72 e rK39, o que pode afetar sua sensibilidade e
especificidade. No entanto, existe a possibilidade de reatividade cruzada com antigenios
semelhantes pertencentes a outras doengas (XAVIER, 2014). O rk39 tem sensibilidade e
especificidade excepcionais, mas é ineficaz em certas regides do mundo, como na Africa,
onde os individuos infectados possuem anticorpos rK39 baixos (FONSECA, 2013; LEMOS,
2014). Os testes soroldgicos, como o ELISA e o RIFI (Imunofluorescéncia Indireta), ndo séo
totalmente utilizados no campo devido a falta de adaptacdo, porém o Teste de Aglutinacéo
Direta (TAD) € de facil manuseio e utilizacdo (LEMOS, 2014).

O TAD é simples e de baixo custo, apresenta sensibilidade e especificidade entre
70% e 100% (PEDRAS et al., 2008), e tem se mostrado atil como primeiro instrumento
diagnostico em area endémica. Uma alternativa sdo os testes imunocromatograficos, que
apresentam sensibilidade acima de 98%, sdo de facil execucdo e interpretacdo, ndo necessitam
infraestrutura laboratorial, ndo exigem laboratoristas especializados, e sdo hoje promissores
para o diagndstico rapido em areas endémicas (BERN et al., 2007). Um estudo multicéntrico
com um teste comercial para deteccdo de anticorpo contra 0 antigeno rK39 da L.chagasi
realizado no Brasil mostrou sensibilidade de 93% e especificidade de 97%, abrindo

perspectiva para o diagnostico rapido, de facil realizag&o e interpretacéo.
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A avaliacdo de um teste de aglutinacdo de latex (KAtex) detecta um glicoconjugado
de baixo peso molecular (5-20 kD), um antigeno de carboidrato estavel ao calor, na urina de
pacientes com LV, esse pode ser detectavel até seis meses ap0s o tratamento. O método é
apropriado para o diagnostico de LV primaria, para monitorar a eficacia do tratamento e para
a deteccdo de infeccdo subclinica (CRUZ et al., 2006). Conforme Sundar e Chakravarty
(2015), a KAtex tem valor preditivo positivo, alta especificidade de 82% a 100% e
sensibilidade variavel de 47% a 95%.

Os anticorpos antileishmania permanecem detectaveis durante meses ou anos apos 0
tratamento do doente, entretanto, a recaida da infeccdo é dificil de diagnosticar. Além disso,
comparagBes de vérios testes sorologicos, geralmente, demonstram baixos niveis de
concordancia com os resultados obtidos em individuos assintomaticos em regides endémicas
(SILVA et al., 2011). Ademais, em areas endémicas, individuos saudaveis podem ser
positivos nesses testes de deteccdo por causa de infeccdo assintomética ou eliminacdo
incompleta do parasita em infecgdes passadas (GIDWANI et al., 2011). Foi demonstrado que
na co-infeccdo pelo HIV, os métodos soroldgicos apresentam baixa sensibilidade, uma vez
que a determinacdo de anticorpos é dificil devido a acdo imunossupressora do virus
(SAVOIA, 2015).

4 Estratégias moleculares e novas perspectivas diagndsticas

A técnica molecular mais utilizada é a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que
utiliza varios materiais clinicos, tais como medula dssea, soro, urina, sangue total, pele,
linfonodo, entre outros, para identificagdo por meio de alvos moleculares (FONSECA, 2013).

A PCR tem sido utilizada quando a microscopia e a sorologia sdo ineficazes,
incluindo a monitorizacdo pos-tratamento. A deteccdo de DNA do parasita no sangue, medula
0ssea ou espécimes de bidpsia é promissora (RABELLO; DISCH, 2003; DA SILVA et al.,
2015). A PCR convencional é ineficaz para diferenciar entre LV clinicamente ativa de
infeccbes assintomaticas. Essa desvantagem, no entanto, pode ser superada pela PCR
guantitativa (SUNDAR et al., 2005).

A PCR quantitativa em tempo real (qQPCR), tem sido demonstrada como importante
ferramenta de diagndstico, quantificando parasitas e demonstrando a expressdo de genes
(MOTAZEDIAN et al., 2008; PAIVA-CAVALCANTI et al., , 2015), sendo eficaz na
monitorizacdo do doente, pois quantifica instantaneamente a carga parasitaria, demonstrando

0 numero de parasitas presentes em volume determinado de amostra (PITA-PEREIRA et al.,
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2012; PADMANABHAN et al., 2012). Apresenta sensibilidade superior & pesquisa direta e
tem sensibilidade comparavel a pesquisa de amastigotas em aspirado esplénico. Pode,ainda,
monitorar a carga parasitaria em pacientes assintomaticos durante o tratamento e na
identificacdo de recorréncias (SUNDAR et al., 2005; BOURGEOIS et al., 2008; SILVA et al.,
2011; PEREIRA et al., 2014).

Dominios conservados de mini circulos tém sido utilizados como alvo para
amplificacdo de DNA de Leishmania sp. (FERRERIA et al., 2007; ALVARENGA et al.,
2012). A gPCR, utilizando primers de DNA de cinetoplasto, em amostras de sangue,
apresenta sensibilidade de 100% (WINTER-FLOETER, 2010; SUNDARSHAN; SUNDAR,
2014). Uma série de sequéncias alvo tem sido rastreada para diagnostico de LV, incluindo o
cinetoplasto, RNAr, 18SRNA, genes de RNA derivados do mini exon, regido de gene de alfa
tubulina, locus de gp63, regibes intercalares internas de transcricdo, e HSP70 (SRIVIDYA et
al., 2012).

A sensibilidade da qPCR em individuos imunocompetentes, para amostras de
sangue e medula dssea, é semelhante. Na Gltima década, a demonstracdo de DNA do parasita
em amostras de urina de pacientes imunocompetentes identificou alta sensibilidade (96,6%) e
especificidade (100%). Recentemente a gPCR em outros fluidos demostrou sensibilidade de
94,6%, com uma especificidade de 90%. Entretanto seu valor como ferramenta para
monitorar pacientes coinfectados pelo HIV necessita ser comprovado (SUNDAR et al., 2005;
CECCARELI et al., 2014).

Em pacientes infectados pelo HIV foi demonstrado que a alta carga parasitaria
inicial, quantificada por qPCR, predispde o enfermo a um maior risco de reincidéncia clinica
(MOLINA et al.,, 2013). Pereira et al. (2014) demonstram que a qPCR em pacientes
imunossuprimidos tem conformidade com a PCR convencional, apresentando sensibilidade de
100%. Ajustes criticos nas condi¢fes intralaboratoriais sdo essenciais para garantir a
eficiéncia e sensibilidade.

A determinacdo de infectividade em pacientes com calazar € por meio do
xenodiagndstico, entretanto estudos de Ferreira et al. (2017), demonstraram baixa correlacdo
do xenodiagndstico e os niveis de DNA em pacientes co-infectados pelo HIV. A presenca de
“DNAnemia” pode superestimar a quantificacdo de parasitas, ndo demonstrando a presenca
de parasitas vidveis circulantes em sangue periférico quando comparado a microscopia
(CHEMLI et al., 2006; SALAM et al., 2012; SILVA et al., 2016). Neste contexto, estudos de
quantificacdo de RNA poderiam determinar a presenca de parasitas viaveis e a infectividade

em areas endémicas.
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Nesse panorama, a dosagem de RNA no plasma/soro é um campo emergente para
aplicacBes de diagndstico ndo invasivo. Os achados de RNA abriram um novo campo para o
estudo da expressdo génica ndo invasiva (MARQUES et al., 2012). Assim, novos alvos
terapéuticos sdo investigados, como mMRNA de ccl2 (HURRELL et al.,, 2015) e miRNA
(TIWARI et al., 2017), podendo esses serem usados como biomarcadores no diagndstico,
prognostico e terapéutica da infeccao por Leishmania sp.

Uma abordagem promissora do qPCR ¢ a quantificacdo dos niveis de transcritos de
RNA (RT-gPCR), considerada uma das técnicas mais sensiveis, especificas e rapidas no
diagndstico molecular no rastreio de genes expressos em pacientes com LV, envolvendo
transcricdo reversa e andlise do produto PCR em tempo real (SUNDAR et al., 2005;
LADEIRA; ISAAC; FERREIRA, 2011; WINTER-FLOETER, 2010). A RT-qPCR pode ser
utilizada como método de diagnostico, rastreando sequéncias conservadas dentro do gene
cinetoplasto ou RNAr de leishmania, especialmente na co-infeccdo por HIV, cuja carga
parasitaria pode ocasionalmente ser baixa (VAN DER MEIDE et al., 2008; PACE, 2014).

Apesar de toda a tecnologia envolvida, o0 RT-gPCR apresenta limitac6es devido as
variacdes de reagentes utilizados, bem como aos termocicladores, mas principalmente existem
limitacOes em relacdo aos operadores profissionais, concentracdo e estabilidade do RNA em
amostras bioldgicas (LADEIRA; ISAAC; FERREIRA, 2011).

Ensaios moleculares inovadores, tais como o0 ensaio baseado em sequéncia de acido
ribonucleico (NASBA) e a amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP) sdo utilizadas
para deteccdo de RNA de Leishmania sp. A NASBA € uma ferramenta poderosa, baseada na
deteccdo de RNA de leishmania, que combina alta sensibilidade e especificidade e pode ser
aplicada ao sangue e diferenciar outros espécimes de Leishmania sp. (BASIYE et al., 2010;
MUGASA et al., 2010). O NASBA quantitativo (QT-NASBA) é uma variacdo do método que
alveja o RNAr 18S, homdlogo para todas as espécies de leishmania, aumentando seu valor
diagndstico. Além disso, o0 método NASBA demonstrou maior eficacia do que a PCR
convencional no Sudédo, onde a parasitemia € baixa. Tais técnicas sdo importantes para o
diagnostico das espécies e para identificar polimorfismos para genotipagem de varias espécies
de leishmania (VERMA et al., 2013).

5 Consideracoes Finais

Os casos de calazar, atualmente, tém uma maior distribuicdo em areas urbanas, o que

aponta a importancia do diagndstico precoce no combate dessa patologia. As limitagdes
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diagndsticas devem ser superadas e acles governamentais sdo fundamentais para o
desenvolvimento cientifico, tecnoldgico e para inovacdo em salde. Técnicas moleculares
como RT-gPCR, QT-NASBA e LAMP apresentam maior sensibilidade, podendo determinar
infeccdo ativa e presenca de parasitas viaveis, comprovando seu papel na quantificacdo e

determinacdo do perfil de infecciosidade em areas urbanas.
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Resumo

A Leishmaniose Visceral (LV), ou calazar, é causada pelo protozoario das espécies
Leishmania donovani e L. infantum, que provocam uma das mais mortais doencas tropicais
mais letais. A presenca de transcritos de RNAmM vem demonstrando ser um bom biomarcador
e campo promissor para a pesquisa de parasitas viaveis em amostras bioldgicas. Devido a
labilidade e rapida degradacdo, a quantidade de RNA de parasitas circulantes em sangue
periférico do hospedeiro pode ser uma estimativa da parasitemia e um preditor de
infecciosidade. Dessa forma, objetivou-se descrever a presenca de RNA de L. infantum
através do sistema de PCR quantitativa (QPCR). As reacdes foram realizadas em amostras de
sangue de 79 pacientes com calazar admitidos em um hospital de referéncia em Teresina,
Brasil. Foram extraidos o RNA e DNA das amostras do creme leucocitario do sangue para
posterior quantificacdo. Para amplificar RNAm, ap6s a exposicao a transcriptase reversa foi
utilizado um par de primers para o gene HSP70, usando o sistema SYBR Green. Para 0 DNA
foi usado um par de primers para 0 DNA do cinetoplasto, usando o sistema Tagman. Foram
aplicados testes estatisticos ndo-paramétricos. A correlacdo entre RNA e DNA foi
significativa (p = 0.03; rho 0.23). A mediana da estimativa de parasitemia para 0 RNA foi de
32,5 parasitas/mL e para 0 DNA a foi de 1380 parasitas/mL. A parasitemia estimada nao se
mostrou associado a idade, género,infeccdo pelo HIV, gravidade do quadro clinico ou a
morte. Embora promissora, esta técnica deve ser validada para estimativa da parasitemia e
para eventual substituicdo do xenodiagnostico para verificagdo da infecciosidade de
reservatorios com calazar.

Palavras-chave: Calazar. Leishmaniose Visceral. g°PCR
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1 Introdugéo

A Leishmaniose Visceral (LV), ou calazar, é causada pelas espécies protozoarios
Leishmania donovani e L. infantum. E considerada uma doenca reemergente, apresentando
significativo aumento de casos em seres humanos. Estima-se que 0,4 milhdes de pessoas sdo
infectadas, com até 40.000 mortes por ano (ELMAHALLAWY et al., 2014; DI MUCCIO et
al., 2015; DHINGRA et al., 2010). Apesar do crescente numero de pessoas infectadas em
todo o mundo, muitos casos ndo sao reportados (JERONIMO et al., 2004; PAIVA-
CAVALCANTI et al., 2015).

Ap0s a entrada do parasita pela pele dos hospedeiros vertebrados através da picada
do flebotomineo transmissor, inoculada junto com a saliva, as formas infectantes das duas
espécies viscerotropicas de Leishmania localizam-se nos linfonodos, baco, figado, pele e
revestimentos mucosos (IKEDA-GARCIA; MARCONDES, 2007). A re-infeccdo de vetores
ocorre por parasitas circulantes ou da pele sdo posteriormente transmitidos para os vetores
(COSTA, 2011). Embora os cées sejam considerados os principais reservatorios em areas
urbanas por infectarem mais flebotomineos, os seres humanos sdo uma importante fonte de
sangue para o0 vetor em areas urbanas e podem ser tdo relevantes (MACEDO-SIILVA, et al.,
2014). Entretanto, o seu papel na transmissdo da doenca ndo estd claramente definido
(COSTA et al., 2000; COSTA et al., 2005; FERREIRA et al., 2017). O xenodiagndstico (a
exposicdo a picada de flebotomineos ndo infectados) é o padrdo ouro para determinar a
infecciosidade mas apresenta limitacOes por se tratar de um teste trabalhoso, caro, que precisa
de pessoal treinado, instalacBes adequadas para o insetario, além de sofrer restricdes do
comités de ética (CHAPPUIS et al., 2007; SOLANO-GALLEGO et al., 2009; MILLER et al.,
2014).

Neste sentido, novas estratégias para demonstrar a presenca de parasitas viaveis em
sangue e determinar a infecciosidade vem sendo adotadas, como a utilizagdo de técnicas
moleculares (MILLER et al., 2014; SEBLOVA et al., 2013; KIRSTEIN et al., 2017).
Recentemente, Ferreira et al. (2017) demonstraram que existe correlagdo entre o
xenodiagnostico e a quantidade de DNA de parasitas circulantes. Além disso, Silva et al.
(2016) relataram que a quantificagio de DNA do parasita, quando comparado com a
microscopia, € superestimada, ndo demonstrando a presenca de parasitas viaveis circulantes
em sangue.

Nesta perspectiva, pesquisas com RNAm circulante no sangue vem demonstrando ser

este um campo emergente para diagnostico ndo invasivo, devido a sua caracteristica labil, sua
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presenca em fluidos bioldgicos e ao fato de representar atividade transcricional celular
(MARQUES et al., 2012). Transcritos de RNA também podem ser usados como
biomarcadores (PELLEGRINI et al., 2015; XU et al., 2016; IMAMURA et al., 2016).
Portanto, este estudo teve por finalidade explorar a quantificacdo de RNAm de um gene de de
L. infantum a partir do creme leucocitario do sangue de pacientes com LV, para avaliar seu

potencial no estudo da transmisséo de L. infantum por seres humanos.

2 Materiais e Métodos

2.1 Populagéo de estudo

A amostra consistiu de sangue periférico de 79 pacientes atendidos no Instituto de
Doengas Tropicais “Natan Portella” (IDTNP). Foram considerados aptos para participar 0s
pacientes com quadro clinico de febre e hepato-esplenomegalia que apresentarem diagndstico
para LV confirmado através de teste soroldgico, exame direto e cultura de puncdo de medula
Ossea, e reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os dados clinicos foram coletados dos
prontuérios dos pacientes. Os pacientes foram incluidos apds a assinatura do termo de
consentimento. O trabalho foi aprovado pelo Comité de ética da Universidade Federal do
Piauf (UFPI) (40374714.8.0000.5214).

2.2 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi obtida de 200 uLL de creme leucocitario usando o mini kit Pure
Link DNA (Life Technologies Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instrucdes do
fabricante. A concentracdo de DNA e a pureza foram medidas com espectrofotdmetro
(NanoDrop™ 2000 Thermo Scientific Inc., Wilmington, DE) utilizando comprimentos de
onda de 260 nm e 280 nm, as amostras foram ajustadas para concentragdo final de 10 ng/ pL

para reacédo de gPCR.
2.3 Extracdo de RNA e montagem de cDNA

O sangue foi centrifugado (3000 rpm por 5 minutos) e separado 800 pL de creme
leucocitario que foi transferido para tubo contendo 1200 pL de RNAlater (Invitrogen
Carlsbad, CA, USA), a amostra foi estocada continuamente a -20 °C até a extracdo de RNA.

Para extragdo de RNA foram utilizados 1000 pL. da amostra preservada, usando o kit SV
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Total RNA Isolation System (Promega, Madison, WI, USA), de acordo com o protocolo do
fabricante. Posteriormente foram sintetizadas as bibliotecas de cDNA utilizando o kit High
Capacity cDNA (Applied Biosystems, California, USA). A concentracdo e pureza do RNA e
cDNA foram medidos em NanoDrop™ 2000 nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm.
O c¢DNA foi diluido para concentracdo final de 200 ng/ul para as reacdes de
quantificagdo.

2.4 Construcdo da curva padrédo

Um isolado (MHOM/BR/2016/5745) de L. infantum (50 uL) obtido de um paciente de
Teresina que foi tratado e curado, foi inoculado em 1 mL de NNN (meio Novy-McNeal-
Nicolle) e meio Schneider (Schneider's Insect Medium, Sigma, St. Louis, EUA), a cultura foi
incubada durante cinco dias a 27°C. No quinto dia, os parasitas foram contados em uma
camara Neubauer. Para extrair o DNA e RNA, 5 x 10° parasitas foram centrifugados a 1200 g
durante 10 minutos. Ap6s centrifugacdo, o sedimento foi lavado trés vezes em solugdo RPMI
e lavado uma vez em 200 uL de solugédo salina estéril. Para gerar a curva padrdo, as amostras
de DNA foram ajustadas para o equivalente a 2,5 x 10 parasitas / mL em agua pura, seguidas
de diluic@es seriadas (104, 103, 102, 10, 10°,101).

2.5 gPCR DNA

A deteccdo e quantificacdo de L. infantum foi realizada através de uma série de
reacOes de qPCR usando a tecnologia de sondas de hidrélise (Tagman®), conforme descrito
por Roldo et al. (2004). Os oligonucleotidos e as sondas foram concebidos com base na
sequéncia de minicirculo de DNA de cinetoplasto (KDNA) de um isolado de L. Infantum
(MHOM/BR/2016/5745). As sequéncias utilizadas para a deteccdo foram Linf KDNA-F 5'-
GGCGTTCTGCAAAATCGGAAAA-3, Linf kKDNA-R 5'-
CCGATTTTTGGCATTTTTGGTCGAT-3,, e Linf kDNA FAM-5'-
TTTGAACGGGATTTCTG-3' (AF Genbank numero de acesso 169140). As reacdes foram

realizadas em um volume final de 20 pL, com 4 pL de amostra de DNA (10 ng), 0,5 pL de
sondas personalizadas (2,5 pmol) e iniciadores (10 pmol) (Custom TagMan® Gene
Expression Assays, Applied Biosystems, Foster City , CA, EUA), 10 uL de 1x master mix
(TagMan® Gene Expression Assays Master Mix, Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA) e 5,5 uL de agua estéril ultra pura, em placas de 96 pogos usando o Sistema de PCR em
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Tempo Real 7500 (Biosistemas Aplicados, Foster City, CA, EUA). Apds a desnaturacao
inicial durante 10 min a 95°C, as amostras foram submetidas a 40 ciclos de amplificacdo
consistindo em duas etapas: 15 seg a 95°C e 1 min a 60°C. A curva padrao foi em triplicata, e
foram adicionados a cada placa dois controles negativos compostos pela mistura de reacédo

com &gua em vez de amostra de DNA.

2.6 RT-gPCR

Para a determinacdo relativa de parasitas viaveis no sangue periférico, 0s cDNAs
foram amplificados usando primers Senso e anti-senso (F 5°-
AGAGGTGCAGTCCCTCGTGT-3) e (R 5-CCTCCGTCTGCTTGCTCTTG-3) para a
proteina HSP70 gerando um fragmento de 137 pb (Sudarshan, Sundar 2014). O gPCR foi
adaptado de acordo com Ghosh et al. (2015) e Ribeiro-Roméo (2016), para 0 gene acima,
foram realizadas no Sistema de PCR em Tempo Real 7500 (Applied Biosystems, Foster City,
CA) usando SYBR Green Chemistry (Promega, Madison, WI, USA). As condicdes de
amplificacdo foram 1 ciclo a 95 °C durante 3 minutos, 40 ciclos de 95 °C durante 15
segundos (desnaturacdo), 58 °C durante 30 segundos (anelamento) e 72 °C por 30s
(extens&o). O sinal de fluorescéncia foi capturado no final de cada ciclo usando o canal SYBR
(excitagdo 490 nm de comprimento de onda e emisséo de 525 nm).

2.7 Andlise estatistica

Todos os dados coletados foram importados de uma planilha Microsoft Excel 2003®
e a analise estatistica foi realizada usando o Stata / SE® 10.0 para Windows (College Station,
Texas, EUA). Foram calculados médias e intervalos de confianca de 95% (IC 95%) de
variaveis ndo-normalmente distribuidas, bem como medianas. O teste de Spearman foi
aplicado para verificar a correlacéo entre as estimativas da parasitemia do gPCR.
3 Resultados

3.1 Populagéo de estudo

Foram quantificados RNAmM e KDNA de parasitas de 79 pacientes. Destes, 18 eram

do sexo feminino (23%) e 61 do sexo masculino (77%). A idade dos pacientes variou de um a
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83 anos com média de 34 anos (IC 95%: 30, 38). Oito (10,1%) tinham idade inferior ou igual
a 5 anos, trés (3,8%) tinham idade entre 5 e 15 anos, 39 (49,4%) tinham entre 16 e 40 anos e
29 (36,7%) tinham idade superior a 40 anos. Vinte (29%) estavam coinfectados com o virus
HIV. Apenas trés (3,8%) evoluiram para obito, todos adultos e do sexo masculino (Tabela 1).
Alguns apresentavam caracteristicas clinicas relacionadas a gravidade da doenga, como

sangramento, dispnéia, ictericia, vomitos, edema, e infeccdo bacteriana.

Tabela 1 - Caracterizacdo da populacdo estudada de pacientes calazar do Novo Mundo, em
Teresina, Brasil.

Caracteristicas NUmero (%)
Idade (Ano)
<3 08 (10,12)
5<15 03 (3,80)
15<40 39 (49,37)
> 40 29 (36,71)
Género
Feminino 18 (23)
Masculino 61 (77)
Infeccdo pelo HIV
Positivo 20 (29)
Negativo 49 (61)

Probabilidade de morte

<10% 48 (60,8)
>10% 11 (13,9)
Total 79

3.2 Construcao da curva padrdo

A sensibilidade da reacdo qPCR foi testada usando diluicbes seriadas do DNA e
cDNA do parasita extraido de cultura (L. infantum). Esta sensibilidade permitiu um limite de
deteccdo de 0.1 parasitas/ mL de sangue. A curva padrdo do DNA extraido de cultura,
mostrou boa eficiéncia (Slope: -3,352, R% 0,999, eficiéncia: 98,74) (Figura 1). O RNA
extraido apresentou boa eficiéncia (Slope: -3.387, R?: 0,999, eficiéncia: 97,35) (Figura 2).
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Figural - Curva padrdo obtida para quantificacdo total de DNA, utilizando sonda TagMan

para KDNA.
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Figura 2 - Curva padrdo obtida para quantificacdo total de cDNA, utilizando SYBR green

para HSP70.
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2.3 Quantificacdo da parasitemia por gPCR

A mediana de parasitas para RNA foi de 32,5 parasitas/ mL, para DNA a mediana foi
de 1380 parasitas / mL. Quando comparado a quantidade de parasitas, houve um aumento
significativo na quantificacdo de DNA em comparacdo ao RNA com correlagdo positiva entre
eles (p=0.03; Rho 0.23) (Figura 3). Utilizando a mediana, pode-se verificar que a parasitemia
de ambos néo foi util para prever a mortalidade, ndo houve correlacdo do nimero de parasitas
/ mL com infeccdo pelo HIV, desfecho e gravidade da doenga. Para a probabilidade de morte,
0 grupo sem gravidade (< 10 %) apresentou 130 parasitas /mL para RNA e 1.1621,4 parasitas
/mL para DNA. Para o grupo grave (> 10 %) o RNA apresentou 359 parasitas/ mL e 5887.7
parasitas /mL para DNA (Tabela 2). Ndo houve difereca significativa para a probabilidade de

morte entre 0S grupos graves e ndo graves.

Tabela 2 - Quantificagdo de DNA e RNA de parasitas de sangue periférico de pacientes para
0s alvos KDNA e HSP70.

Caracteristica Numero de Quantificacdo de DNA Quantificacao de
pacientes RNAM
Idade (Ano) Media Mediana  Média Mediana
(P/uL)  (P#/uL) (PluL)  (P?/uL)
<5 08 3833,33 720 20.5 0
5<15 03 22301,67 6470 1,200* 205
15<40 39 9619,34 6400 163 65
> 40 29 102156 6470 192 30
Género
Feminino 18 16655,6  2357,5 198 0
Masculino 61 7543,11 1315 2311 27,5
Infeccdo pelo
HIV
Positivo 20 6478,25 22375 254,86 72,5
Negativo 48 12383,17 23225 190,69 32,5
Mortalidade
Sobrevieu 76 9715,82 1360 227,33 32,5
Morreu 03 7900 10505 145 0
Probabilidade de
morte
<10% 48 116214 2215 130 32,5
> 10 % 11 5887,7 3160 359 0

! parasitas equivalents por mL (p <0,05) pela técnica Mann-Whitney .
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4 Discussao

A maioria da populacdo estudada era composta prioritariamente por adultos, ao
contrario da populagédo fonte (ZACARIAS et al., 2017; ALBUQUERQUE et al., 2009), por
se ter evitado, na maior parte das vezes, o estudo de criangas pequenas devido ao volume de
sangue necessario para o estudo. Entretanto, como ndo houve diferenca significativa entre as
medianas da estimativa de parasitemia entre 0s géneros, as faixas etarias, o status de infec¢éo
pelo HIV e a gravidade da doenca, € possivel que a distribuicéo etaria ndo tenha tido impacto
na distribuicdo da estimativa de parasitemia na populacgdo alvo.

A identificacdo direta de amastigotas de Leishmania sp. seria o padrdo ouro para o
diagnostico de infeccdo por estes parasitas (SILVA et al., 2005). Entretanto, o diagndstico
parasitologico pode ndo ter sensibilidade suficiente. Por esta razdo, foram desenvolvidos
sistemas de diagnostico baseados em amplificacdo de &cidos nucleicos para identificacdo de
infeccdo em atividade (WILSON, 1995; NICOLAS et al., 2002; IKONOMOPOULOS et al.,
2003; MARY et al., 2004; VAN DER MEIDE et al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al.,
2015).

A quantificacdo de RNA mensageiro circulante em sangue vem demonstrando ser
um campo promissor de diagnéstico, uma vez que, sendo esta uma molécula com niveis
elevados no meio intracelular, seu encontro significa atividade metabdlica e vitalidade celular
atual (SHAROVA et al., 2009; KUMARSWAMY et al., 2014; XU et al., 2016). Portanto, a
guantidade de RNA mensageiro esta associada a presenca de células vivas (SPORNARAFT et
al., 2014; SPORNRAFT et al., 2015). Estudos da estimativa da quantidade de amastigotas do
sangue, tal como indicada por qPCR de cDNA de mRNA (VAN DER MEIDE et al., 2008),
parecem indicar a quantidade de parasitas circulantes e, como tal, seriam capazes de fornecer
informacdes valiosas sobre os fatores gerais associados a parasitemia e infectividade.

A exagerada maior quantidade estimada de parasitas atraveés da gPCR para KDNA
relativamente aquela estimada através do mRNA mostra a natureza distinta das medidas, pois
enquanto a estimativa pelo DNA mede tanto os parasitas circulantes como parasitas mortos
nos tecidos, a estimativa de mRNA restringe-se, possivelmente, apenas a parasitas vivos
circulantes (VAN DER MEIDE et al., 2008; SHAROVA et al., 2009; PADMANABHAN et
al., 2012; SILVA et al., 2016). Apesar desta substancial diferenca, houve correlacdo positiva
entre MRNA e KDNA, demonstrando que quanto maior for a carga parasitaria total, maior é a
guantidade de amastigotas circulantes.

Foi evidenciada a presenca de 32.5 parasitas/mL, quantidade muito superior aos
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achados por microscopia de Silva et al. (2016), que encontraram 0.3 parasitas/mL e a outros
relatos de baixa parasitemia, também verificadas por hemoconcentracdo (CHEMILI et al.,
2006; SALAM et al., 2012). Devido a labilidade do RNA, que no meio extracelular pode
durar de minutos a horas (ROSS; KOBS 1986), pressupde-se que o0s niveis quantificados
sejam superiores ao numero de parasitas verificados pela microscopia, em razdo de uma
possivel contaminacdo do mRNA proveniente de células recentemente mortas em tecidos,
ainda que em quantidade muito inferior aquela de DNA. Mesmo assim, a quantificacdo de
MRNA parece ser a estimativa mais fiel do numero de parasitas vivos circulantes.

Esta pesquisa tem caréter inédito por se tratar da primeira demonstracdo de mMRNA de
parasitas em sangue de pacientes com calazar. O sistema baseado em qRT-PCR podera se
tornar uma técnica de referéncia no futuro para quantificacdo de parasitas viaveis. Essa
estratégia deve ser validada na comparacdo direta com a contagem de parasitas circulantes
através da microscopia. Além disso, é promissora como estimativa menos enviesada da

infecciosidade do que aquela estimada através da qPCR.
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Resumo

Leishmaniose Visceral (LV) é uma doenca cronica causada por Leishmania infantum e L.
donovani. O diagnoéstico precoce € importante para evitar danos severos que podem levar o
paciente a morte. Dentre os métodos de diagndstico, as técnicas moleculares apresentam
elevada sensibilidade e especificidade. A presenca do DNA e RNA em sangue periférico
representa a quantidade de parasitas de Leishmania infantum circulantes e € considerada uma
estimativa de sua carga total de parasitas. Objetivou-se desenvolver, avaliar e comparar um
sistema baseado em gPCR para o diagndstico por Leishmania infantum. A reagdo em cadeia
da polimerase quantitativa foi realizada em amostras de sangue de 79 pacientes com calazar
admitidos em um hospital de referéncia em Teresina, Brasil. Foram extraidos DNA e RNA
das amostras dos pacientes para posterior quantificacdo. Os primers foram usados para
amplificar KDNA, usando o sistema TagMan, e HSP70 para SYBR Green. Foram aplicados
testes estatisticos ndo-paramétricos. A reacdo para RNA e DNA apresentaram boa eficiéncia,
respectivamente, com Slope: -3.387, R% 0.999, Eficiéncia: 97.35, Slope: -3.352, R?: 0.999,
Eficiéncia: 98.74. Por ensaio soroldgico, 61/78 pacientes com calazar foram positivos,
apresentando uma sensibilidade de 78% (95% IC: 67; 87) e especificidade de 86% (95% IC:
59; 98). Para os métodos moleculares, para quantificacdo do DNA por gPCR apresentou
74/79 pacientes positivos com sensibilidade de 94% (95% IC: 86; 98) e especificidade de
100%. Para qRT-PCR utilizando o sistema SYBR Green, 41/79 pacientes foram positivos
com sensibilidade de 64% (95% IC: 52; 75) e especificidade de 82% (95% IC: 66; 92). Para
gRT-PCR utilizando o sistema Tagman, todos os pacientes foram positivos com sensibilidade
de 100% e especificidade de 95% (95% IC: 83; 99). Esta técnica pode ser (til para demonstrar
a presenca de parasitas, melhorar a sensibilidade diagnostica, e proporcionar tratamento

precoce de pacientes com calazar.

Palavras-chave: Calazar. Diagndstico Molecular. gPCR.
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1 Introducéo

A Leishmaniose Visceral Humana (LVH) é tipicamente causada pelo complexo de L.
donovani, que compreende as espécies: Leishmania donovani e L. infantum (CHAPPUIS et
al., 2007) e é usualmente letal quando ndo diagnosticada e tratada (ELMAHALLAWY et al.,
2014; DI MUCCIO et al., 2015; DHINGRA et al., 2010; READY, 2014). A principal forma
de transmissdo do parasita para 0 homem e mamiferos é pela picada do vetor da espécie
Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (IKEDA-GARCIA; MARCONDES, 2007).

A LVH em pacientes especialmente de areas endémicas conhecidas, geralmente é
diagnosticada clinicamente (SRIVIDYA et al., 2012). De uma maneira geral, o diagnostico da
LV vem se apresentando como um problema para os servicos de salude publica,
principalmente devido a inexisténcia de um teste diagndstico 100% especifico e sensivel
(SOLANO-GALLEGO et al., 2001). Os métodos disponiveis para o diagnéstico laboratorial
envolvem varias técnicas microscopicas, cultura in vitro, soroldgicas e moleculares
(SUNDAR; REI, 2002; SAVOIA, 2015). Destes, os métodos soroldgicos sao recomendados
como escolha pelo Ministério da Salde (BRASIL, 2006), entretanto apresenta reacoes
cruzadas com Trypanosoma cruzi e L. braziliensis. Além disso apresentam limitacbes para
diagnostico em pacientes imunossuprimidos ou co infectados pelo HIV (COTA et al., 2013).

Os problemas de resultados falso-negativos pela sorologia podem ser resolvidos por
técnicas mais sensiveis, como as técnicas moleculares, em especial a reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR), que apresenta elevada sensibilidade (COLOMBO et al., 2015). Contudo a
falta de correlacdo entre a sorologia e niveis de &cidos nucleicos representa um problema no
diagnostico da LVH (SUNDARSHAN; SUNDAR, 2014). Neste panorama, a PCR
guantitativa (JPCR) tem demonstrado ser uma importante ferramenta diagndéstica, podendo
resolver problemas de diagnostico de paciente assintomaticos e imunossuprimidos, além de
demonstrar a remissdo, cura e até mesmo a reincidiva da doenca (MOTAZEDIAN et al.,
2008; PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015). Novas técnicas moleculares e rastreio de novos
biomarcadores podem melhorar acuracia nos ensaios diagndsticos. Neste panorama, tivemos
por objetivo realizar um estudo comparativo dos métodos de diagnostico para LVH,

utilizando ensaios moleculares e teste rapido.
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2 Materiais e Métodos

2.1 Populagéo de estudo

A amostra consistiu de sangue periférido de 79 pacientes atendidos no Instituto de
Doengas Tropicais “Natan Portella” (IDTNP). Foram considerados aptos para participar os
pacientes que apresentaram diagnostico para LV através de visualizacdo do parasita em
puncao de medula 6ssea. Os dados clinicos foram coletados dos prontuarios dos pacientes. Os
pacientes foram incluidos apds a assinatura do termo de consentimento. O trabalho foi
aprovado pelo Comité de ética da Universidade Federal do Piaui (UFPI)
(40374714.8.0000.5214). Foram considerados para controle negativo 39 pacientes atendidos
que ndo foram diagnosticados por microscopia direta, cultura, testes soroldgicos e

moleculares.

2.2 Teste rapido

Para o teste sorologico foi utilizando o teste rapido OnSite Leishmania IgG/igM
Combo (CTK Biotech, CA, USA). Foram usados 20 puL de plasma/soro, ou 50 puL de sangue,
em seguida foi adicionado duas gostas de diluente, os resultados foram lidos ap6s 15 minutos.

2.3 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi abtida de 200 pL de creme leucocitario usando o mini kit
Pure Link DNA (Life Technologies Carlsbad, CA) de acordo com as instrugdes do fabricante.
A concentragdo de DNA e a pureza foram medidas com espectrofotdmetro (NanoDrop™
2000 Thermo Scientific Inc., Wilmington, DE) utilizando comprimentos de onda de 260 nm e
280 nm, as amostras foram ajustadas para concentracao final de 10 ng/ uL para reagdo de
gPCR.

2.4 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O sangue foi centrifugado (3000 rpm por 5 minutos) e separado 800 pL de creme
leucocitario que foi transferido para tubo contendo 1200 pL de RNAlater (Invitrogen
Carlsbad, CA, USA), a amostra foi estocada continuamente a -20 °C até a extracdo de RNA.

Para extragdo de RNA foram utilizados 1000 pL. da amostra preservada, usando o kit SV



76

Total RNA Isolation System (Promega, Madison, WI, USA), de acordo com o protocolo do
fabricante. Durante a extracdo as amostras foram tratadas com DNase. Posteriormente foram
sintetizadas as bibliotecas de cDNA utilizando o kit High Capacity cDNA (Applied
Biosystems, California, USA). A concentracdo e pureza do RNA e cDNA foram medidos em
NanoDrop™ 2000 nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. O cDNA foi diluido
para concentracdo final de 200 ng/ul para as reacdes de quantificagao.

2.5 Construcdo da curva padrédo

Um isolado (MHOM/BR/2016/5745) de L. infantum (50 uL) obtido de um paciente
de Teresina que foi tratado e curado, foi inoculado em 1 mL de NNN (meio Novy-McNeal-
Nicolle) e meio Schneider (Schneider's Insect Medium, Sigma, St. Louis, EUA), a cultura foi
incubada durante cinco dias a 27°C. No quinto dia, os parasitas foram contados em uma
camara Neubauer. Para extrair o DNA e RNA, 5 x 10° parasitas foram centrifugados a 1200 g
durante 10 minutos. Ap6s centrifugacdo, o sedimento foi lavado trés vezes em solugdo RPMI
e lavado uma vez em 200 uL de solugédo salina estéril. Para gerar a curva padrdo, as amostras
de DNA foram ajustadas para o equivalente a 2,5 x 10 parasitas / mL em agua pura, seguidas
de diluic@es seriadas (104, 103, 102, 10, 10°,101).

2.6 PCR de DNA RT-qPCR

A deteccdo e quantificacdo de DNA e cDNA de L. infantum foi realizada através de
uma série de reacdes de qPCR usando a tecnologia de sondas de hidrdlise (Tagman®),
conforme descrito por Roldo et al. (2004). Os oligonucledtidos e as sondas foram concebidos
com base na sequéncia de minicirculo de kinetoplastos (KDNA) de um isolado de L. Infantum
(MHOM/BR/2016/5745). As sequéncias utilizadas para a deteccdo foram Linf KDNA-R 5'-
GGCGTTCTGCAAAATCGGAAAA-3, Linf kKDNA-R 5'-
CCGATTTTTGGCATTTTTGGTCGAT-3,, e Linf KDNA FAM-5'-
TTTGAACGGGATTTCTG-3' (AF Genbank nimero de acesso 169140). Para o sistema de

SYBR Green, para quantificacdo das bibliotecas de cDNA, foram utilizados os primes para a

proteina HSP70  descrito  por  Sudarshan, Sundar  (2014), senso e
(FAGAGGTGCAGTCCCTCGTGT) e anti-senso (R CCTCCGTCTGCTTGCTCTTG)
(Tabela 1). As reagdes foram realizadas em um volume final de 20 pL, com 4 pL de amostra

de DNA (10 ng), 0,5 uL de sondas personalizadas (2,5 pmol) e iniciadores (10 pmol) (Custom
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TagMan® Gene Expression Assays, Applied Biosystems, Foster City , CA, EUA), 10 puL de
1x master mix (TagMan® Gene Expression Assays Master Mix, Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA) e 5,5 uL de agua estéril ultra pura, em placas de 96 pogos usando o Sistema
de PCR em Tempo Real 7500 (Biosistemas Aplicados, Foster City, CA, EUA). Apos a
desnaturacdo inicial durante 10 min a 95°C, as amostras foram submetidas a 40 ciclos de
amplificacdo consistindo em duas etapas: 15 seg a 95°C e 1 min a 60°C. A curva padrao foi
em duplicata, e foram adicionados a cada placa dois controles negativos compostos pela

mistura de reacdo com agua em vez de amostra de DNA.

Tabela 1 - Sequéncias de iniciadores para gPCR.

Primer Sequéncia F Sequéncia R Sonda

Tagman  Linf kDNA-F Linf KDNA-R Linf kDNA FAM-

kDNA 5’GGCGTTCTGCAAAA 5 CCGATTTTTGGCATTT S’TTTGAACGGGAT
TCGGAAAAZ' TTGGTCGAT3 TTCTG3

SYBR 5’GAAGAGGTGCAGT 5’CCTCCGTCTGCTTGCT -

HSP70-1 CCCTCGTGT3' CTTG3

2.7 Andlise estatistica

Todos os dados coletados foram importados de uma planilha Microsoft Excel 2003®
e a analise estatistica foi realizada usando o Stata / SE® 10.0 para Windows (College Station,
Texas, EUA). Foram calculados médias e intervalos de confianga de 95% (IC 95%) de
variaveis nao-normalmente distribuidas, bem como medianas. O teste de Spearman e Kappa

foram aplicados para verificar a correlacdo e concordancia entre as formas diagndsticas.

3 Resultados

3.1 Caracterizacdo da populagéo de estudo

Dentre os pacientes estudados, 18 sdo do sexo feminino (23%) e 61 do sexo

masculino (77%). A idade dos pacientes variaram de um a 83 anos com média de 34 anos (Cl
95%, 30; 38), oito (10,12%) tinham idade inferior ou igual a 5 anos, trés (3,8%) tinham idade



78

entre 5 e 15 anos, 39 (49,37%) tinham idade entre 16 e 40 anos e 29 (36,71%) tinham idade
superior a 40 anos. 20 (29%) sdo positivos para o virus HIV e 49 (61%) negativos. Destes co
infectados, quatro sdo do sexo feminino e 16 do sexo masculino. Dos pacientes estudados
apenas trés (3,79%) evoluiram para obito, todos adultos e do sexo masculino, e dois eram co
infectados pelo HIV (Tabela 1).

Tabela 2 - Descrigdo da populacdo estudada de pacientes calazar do Novo Mundo, em
Teresina, Brasil.

Caracteristicas Numero (%)
Idade (Ano)

<5 08 (10,12)

5<15 03 (3,80)

15<40 39 (49,37)

> 40 29 (36,71)
Género

Feminino 18 (23)

Masculino 61 (77)
Infeccéo pelo HIV

Positivo 20 (29)

Negativo 49 (61)
Mortalidade

Né&o 6bito 76 (96,2)

Obito 03 (3,8)
Total 79

3.2 Construcao da curva padréo

A sensibilidade da reacdo qPCR foi testada usando dilui¢cOes seriadas do DNA e
RNA do parasita extraido de cultura (L. infantum). Esta sensibilidade permitiu um limite de
deteccdo de 0,1 parasitas/ mL de sangue. A curva padrdo do DNA e RNA utilizando Tagman,
mostrou boa eficiéncia (Slope: -3,352, r% 0,999, eficiéncia: 98,74). A curva padrdo do RNA
utilizando o sistema SYBR Green apresentou boa eficiéncia (Slope: -3,387, r% 0,999,
eficiéncia: 97,35).

3.3 Comparacéo dos testes diagnosticos

Pelo método soroldgico, 61/78 pacientes com calazar foram positivos, apresentando
uma sensibilidade de 78% (95% IC: 67;87) e especificidade de 86% (95% IC: 59;98). A
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cultura de medula 6ssea demonstrou sensibilidade de 46% (34;59). Para os métodos
moleculares, para quantificacdo do DNA por gPCR apresentou 74/79 pacientes positivos com
sensibilidade de 95% (95% IC: 86;98) e especificidade de 100%. Para gRT-PCR utilizando o
sistema SYBR Green, 41/79 pacientes foram positivos com sensibilidade de 64% (95% IC:
52;75) e especificidade de 82%(95% IC: 66;92). Para gRT-PCR utilizando o sistema Tagman,
todos pacientes foram positivos com sensibilidade de 100% e especificidade de 95% (95% IC:
83;99) (Tabela 2). O teste Kappa, demonstrou concordancia de fraca quanto comparado a
gPCR de DNA com a cultura (46,69%; Kappa= 0,0331), os demais testes ndo apresentaram

concordancia.
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4 Discussao

Nossa populacdo de estudo possui maior numero de adultos do sexo masculino,
embora possa ndo representar a distribuicdo de pacientes com calazar, este achado esta de
acordo com a distribuicdo da média brasileira, que corresponde a 91,6% (BBRASIL, 2015), e
contrario aos estudos descritos por Zacarias et al. (2017) e Albuquerque et al. (2009). Néo foi
verificado diferenca estatistica nas medianas de acordo com sexo, faixa etaria e infeccdo pelo
HIV. Apesar da taxa de co-infeccdo do HIV encontrada ser maior do que a media brasileira,
inferior & relatada na Etidpia, e muito maior do que a identificada anteriormente no resto da
Africa Oriental e Bihar, na india (ZACARIAS et al., 2017; LINDOSO et al., 2014).

A implementacdo de medidas eficazes para controlar LV é cada vez mais urgente
devido a disseminacdo desta doenca endémica em areas urbanas. Testes de diagnéstico séo
essenciais para identificar as areas com taxas de transmissdo mais elevadas (MARQUES et
al., 2012). A sensibilidade do teste rapido contra o antigen rK39 demonstrou sensibilidade
(77,2%) e especificidade (88,2%), e inferior ao estudo multicéntrico realizado por Assis et al.
(2008), que encontrou sensibilidade de 93% e especificidade de 97%. Comparacdes de varios
testes soroldgicos geralmente demonstram baixos niveis de concordancia com os resultados
obtidos em individuos assintoméaticos em regides endémicas (SILVA et al., 2011). Este fato
pode ser explicado devido a limitagfes sofridas pelos testes sorolégicos, gracas ao tempo que
0s anticorpos anti leishmania permanecem detectaveis, podendo durar de meses a anos apds o
tratamento. Associado a este fato, na co infeccdo pelo HIV, os métodos soroldgicos
apresentam baixa sensibilidade, uma vez que a titulacdo de anticorpos reduz devido a acéao
imunossupressora do virus (SAVOIA, 2015), e por esse motivo 0s ensaios soroldgicos ndo
sdo confiaveis nessa populacdo (LEMQOS, 2014).

Ademais, em areas endémicas, individuos saudaveis podem ser positivos nestes
testes de deteccdo por causa de infec¢do assintomatica ou eliminacdo incompleta do parasita
em infeccOes passadas (GIDWANI et al., 2011). Apesar disso, 0 teste rapido contra o
antigeno rK39 é ineficaz em certas regides do mundo, como na Africa, onde os individuos
infectados possuem anticorpos rK39 baixos (FONSECA, 2013).

A luz desse fato, os métodos moleculares foram considerados um importante
complemento para a deteccdo soroldgica de pacientes com calazar. A literatura mundial
aponta para a auséncia de um padrdo-ouro para o diagndstico de infeccdo por L. infantum
(WILSON, 1995; IKONOMOPOQULOS et al., 2003). Assim, na tentativa de contribuir para

um diagndstico confiavel de LV e superar as dificuldades encontradas com os métodos
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tradicionais, um sistema baseado em gPCR foi desenvolvido. Os ensaios de rotina gPCR
avaliados neste estudo utilizaram as diretrizes do MIQE (BUSTIN et al., 2009). As curvas
padrdo foram geradas usando um isolado local de L. infantum e diluidas de forma seriada. A
curva padrdo manteve a linearidade em todos os ensaios, 0 que também foi observado nas
experiéncias de Nicolas et al. (2002), Mary et al. (2004) e Solano-Gallego et al. (2007),
mostrando boa eficiéncia das reagoes.

Ensaios moleculares sdo mais robustos para o diagndéstico de LV, a sensibilidade para
gPCR de DNA (100%) foi semelhante aos trabalhos de Sundar et al. (2005), Winter-Foeter
(2010), Pace (2014), Ceccarelli et al. (2014) e Silva et al. (2016). Para a qRT-PCR, o sistema
Tagman apresentou melhor sensibilidade e especificidade quando comparado ao sistema
baseado em SYBR Green. Utilizando o sistema SYBR Green, nosso ensaio mostrou
sensibilidade semelhante ao trabalho de Gomes et al. (2017) e maior que os estudos de Pereira
et al. (2014) e Marques et al. (2012). Essas diferencas de sensibilidade do RNA pode ser
explicada pela natureza distintas das tecnologias, que podem ter influenciado na acuracia dos
testes.

O teste Kappa teve concordancia para 0 g°PCR de DNA e cultura, fato ndo observado
para o teste rapido e RT-gPCR. Essa baixa concordancia do RNA pode ser explicada pelo
reduzido nimero de parasitas circulantes em sangue periférico. Houve baixa correlagdo entre
DNA e RNA do parasita com o ensaio sorologico, fato também observado por Marques et al.
(2012). Além disso, as técnicas sdo baseadas em diferentes parametros para detectar infeccgéo,
titulacdo de anticorpos e &cidos nucléicos.

As técnicas moleculares, especialmente o gPCR, podem ser ideais para estudos
epidemioldgicos porque podem detectar e quantificar acidos nucléicos de Leishmania sp.,
demonstrando ser um marcador confiavel de infeccdo. No entanto, a maior complexidade e
custo envolvidos na realizacdo de gqPCR em um grande nimero de amostras, em comparacao
com a complexidade e o custo associado aos testes imunologicos, devem ser levados em

consideracao.
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CONSIDERACOES FINAIS

1. O desenvolvimento de testes moleculares aumentam a acuracia diagndstica, e pode
determinar a presenca de parasitas viaveis e avaliar a infectividade.

2. A quantificacdo de RNAmM demonstrou ser a estimativa mais fiel do nimero de parasitas
vivos circulantes, em relacéo as testes parasitoldgico e sorologico.

3. A técnica de RT-gPCR demonstrou elevada sensibilidade e especificidade na
demonstracdo de parasitas viaveis, € um campo promissor para diagnoéstico fidedigno da
parasitemia frente a ensaios tradicionais.

4.  Ensaios moleculares de qPCR utilizando os sistemas Tagman e SYBR Green
demonstraram elevada sensibilidade e especificidade quando comparado a cultura e
teste rapido rK39.

5.  Para quantificacdo de RNAm a tecnologia Tagman demonstrou elevada sensibilidade e
especificade quando comparado ao sistema SYBR Green.

6.  Traca-se como perspectivas: (i) demonstrar a acurcia desta técnica frente a outros
ensaios sorolégicos, como o ELISA; (ii) validar o RT-qPCR, em substituicdo ao
xenodiagnostico, para diagndstico de infectividade de LVH em pacientes

imunocompetentes e co infectados pelo HIV.
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Abstract

Visceral leishmaniasis (VL), or kala-azar, is a serious chronic disease caused by Leishmania
donovani and L. infantum species. The laboratory diagnosis is based on several methods of
identification of the parasite, such as serological and parasitological techniques that may aid
in its diagnosis, however, it is necessary to associate other techniques to ensure accurate and
accurate results. Molecular analyzes such as conventional and quantitative PCR have shown
high sensitivity and specificity in screening of genes present in DNA and expressed in RNA
from circulating parasites. Molecular techniques present a promising area for the diagnosis
and determination of parasitemia and infectivity in asymptomatic cases and in

immunosuppressed patients with Kala-azar.

1. Introduction

Visceral leishmaniasis (VL) is a neglected disease caused by the species Leishmania
donovani and L. infantum and transmitted by the bite of infected sandflies. Domestic dogs are
considered the primary reservoir and a risk factor for human anthropic visceral infection [1, 2,
3]. Among all parasitic diseases, leishmaniasis is the third most common cause of mortality
after malaria and schistosomiasis [4].

The kala-azar in endemic areas is clinically diagnosed, more frequently the signs and
symptoms are inconclusive and confused with other coendemic diseases [5-8]. The available
methods for laboratory diagnosis of VL involve several techniques, such as tissue parasite

demonstration, in vitro culture, serological and molecular techniques [9].
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However, there is no laboratory technique capable of accurately measuring the
amount of viable parasites and determining infectivity. In this sense, xenodiagnosis is still
considered the test of choice to determine infectivity, but it is not effective in asymptomatic
patients or with low parasitemia [10,11]. Serological tests have limitations because they are
highly diagnostic in immunocompetent patients but are not reliable for immunosuppressed or
HIV-infected individuals [12].

The complications in patients with VL as the kala-azar dermal manifestation
(PKDL), is characterized by a rash and absence of systemic parasitemia, makes the diagnosis
complicated [13]. In this sense advances in molecular diagnosis have been shown to be an
important tool for traditional diagnostic difficulties, demonstrating the presence of viable
parasites and determining the infectivity of reservoirs [14]. The screening of genes and new
molecular targets are fundamental for the human diagnosis, being able to bring improvements

in the prognosis and treatment of patients with kala-azar.

2. Conditions for Diagnosis

The visualization of the parasite is considered the gold standard in the diagnosis of
VL. The parasitological examination consists first of the microscopic investigation of the
amastigote forms in material, later in the isolation in vitro culture to confirm the etiologic
agent and later identification of the species of Leishmania sp. involved [9].

Microscopy has high specificity, and amastigote forms can be observed in the tissues
of the liver, bone marrow, lymph nodes and spleen. However, this method may be influenced
by the tissue or biological sample collected, the analyst and the time spent on the active
search on a slide [15]. Sensitivity in the detection of amastigote forms in bone marrow smears
has a sensitivity of 70% [16], but may exceed 95% when the material is examined by an
experienced technician for 60 minutes [17].

Microscopic examination of the splenic aspirate has a high sensitivity of 95% to
98%, but requires invasive procedures with potentially serious complications, even with the
techniques considered safer [18]. An alternative is hepatic biopsy, with sensitivity varying
from 53% to 86%, and may be higher in patients co-infected with HIV [17]. Lymph node
aspiration for direct microscopic examination has sensitivity varying from 52 to 58%. The
lower sensitivity is observed in peripheral blood smears, since parasitemia in

immunocompetent individuals is low [19].
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Tissue biopsy has also demonstrated diagnostic power. LV can promote ulcerations,
bleeding and perforations in the digestive system, so intestinal biopsy is valuable for studying
the immune response due to lymphocytic infiltrate, resembling other organs such as liver and
spleen. The presence of parasites in the duodenum is a common event in patients with kalazar
and in HIV-infected patients it becomes even more frequent [20].

According to Zijlstra (2016), PKDL is a common complication of visceral
leishmaniasis (LV) caused by Leishmania donovani. Due to its possible role in transmission,
it is considered a public health problem in the endemic areas. Clinical features include a rash
consisting of macules, papules, or nodules. In this sense, lesion biopsy of these patients, with
identification of the parasite, constitutes a good form of diagnosis.

Tissue culture plays an important role in the diagnosis. Bone marrow culture has
sensitivity of approximately 70% and peripheral blood leukocyte cream culture reaches 60%
sensitivity, approximates to 70% in patients infected with HIV and can be useful in situations
in which bone marrow aspirate can not be made viable [16]. The culture of splenic aspirates
or aspirates of bone marrow has high specificity, although it is tedious, time consuming,
requires experience, expensive equipment and therefore restricted to reference research
centers and hospitals 5. The diagnostic sensitivity can be improved, with development of the
microculture method for parasite isolation [21]. In addition to the variability in their
sensitivity, parasitological tests are invasive, making them difficult to perform under field
conditions. In this sense the serological tests are the choice for the diagnosis of VL,
presenting good sensitivity. The immunofluorescence test is recommended by the Ministry of
Health in Brazil and has a sensitivity ranging from 50 to 95% [22,23].

In this sense the research of antigens in other biological fluids has been
demonstrating power in the diagnosis of VL. Singh et al. (2009) and Mohapatra et al. (2014)
report in their studies that various biological fluids can be used for diagnosis, the use of
sputum and urine of patients with kala-azar show good results. Studies have shown that the
search for rK39 antigens, using saliva from impuoment patients, showed sensitivity of 58.6%
[26]. Intra-titration of antibodies may influence the diagnosis, which suggests that saliva is
not a good way to diagnose VL. Screening for rK39 using urine has been shown to be
adequate for the diagnosis of VL, for monitoring of treatment, and for the detection of
subclinical infection [27,9]. However, Lemos (2014) reports that for a good diagnosis it is
necessary to collect a large volume of urine, to avoid false negatives. It reports that the quality
of the diagnosis is dependent on the patient's immunological profile, demonstrating that

preferentially in people with compromised immune systems the results are not reliable.
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3. Available diagnostic technologies

There are several methods for the serological diagnosis of VL due to high antibody
production and hypergammaglobulinemia [26]. Among the tests, the following stand out:
direct agglutination test (DAT), indirect fluorescent antibody test (IFAT), indirect
hemagglutination test (IHA), immunoenzymatic assay (ELISA) and immunochromatographic
tests (ICTs). Serological tests are most commonly used for the diagnosis of VL and are
sensitive, but specificity may vary [9,29,30].

Among the enzymatic assays, ELISA is the most used method, since it is able to
process several samples at the same time and presents high sensitivity. It makes use of several
antigens, such as gp63, gp70, gp72 and rK39, which may affect its sensitivity and specificity.
However, there is a possibility of cross-reactivity with similar antigens belonging to other
diseases [31]. RK39 has exceptional sensitivity and specificity but is ineffective in certain
regions of the world, such as in Africa, where infected individuals have low rK39 antibodies
[15,28]. Serological tests such as ELISA and RIFI are not fully used in the field due to lack of
adaptation, however, the direct agglutination test (DAT) is easy to handle and use [28].

DAT is simple and low cost, with sensitivity and specificity between 70 and 100%
[32] and has proved useful as the first diagnostic tool in endemic area. An alternative is
immunochromatographic tests, which have sensitivity above 98%, are easy to perform and
interpret, do not require laboratory infrastructure, do not require specialized laboratories, and
are currently promising for rapid diagnosis in endemic areas [33]. A multicenter study with a
commercial test for antibody detection against L.chagasi rK39 antigen performed in Brazil
showed 93% sensitivity and 97% specificity [34] and opens the prospect for rapid diagnosis,
easy to perform and interpretation.

KAtex detects a low molecular weight (5-20 kD) glycoconjugate, a heat stable
carbohydrate antigen in the urine of patients with VL, it can be detectable up to six months
after treatment. The method is appropriate for the diagnosis of primary VL, to monitor the
efficacy of the treatment and for the detection of subclinical infection [35]. Second author
Sundar and Chakravarty (2015), KAtex has positive predictive value, high specificity of 82 to
100% and variable sensitivity of 47 to 95%.

Anti-leishmania antibodies remain detectable for months or years after the patient's
treatment, however relapse of the infection is difficult to diagnose. In addition, comparisons
of several serological tests generally demonstrate low levels of concordance with results

obtained in asymptomatic individuals in endemic regions [37]. In addition, in endemic areas
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healthy individuals may be positive in these detection tests because of asymptomatic infection
or incomplete elimination of the parasite in past infections [38]. Serological methods have
been shown to be of low sensitivity in HIV co-infection, since the determination of antibodies

is difficult due to the immunosuppressive action of the virus [9].

4. Molecular strategies and new diagnostic perspectives

The most commonly used molecular technique is polymerase chain reaction (PCR),
which uses various clinical materials such as bone marrow, serum, urine, whole blood, skin,
lymph node, among others, for identification through molecular targets [15] .

PCR has been used when microscopy and serology are ineffective, including post-
treatment monitoring. Detection of DNA from the parasite in the blood, bone marrow or
biopsy specimens is promising [19,26]. Conventional CRP is unable to differentiate between
clinically active VL from asymptomatic infections. These disadvantages can be overcome by
quantitative PCR [58].

Real-time quantitative PCR (qPCR) have been demonstrated as important diagnostic
tools, quantifying parasites and demonstrating gene expression [39,40]. It is an important tool
to monitor the patient, as it quantifies the parasite load instantaneously, demonstrating the
number of parasites present in a determined sample volume [41,42]. It presents sensitivity
superior to the direct research and has sensitivity comparable to the research of amastigotes in
splenic aspirate. It can monitor parasitic burden in asymptomatic patients, during treatment,
and in the identification of recurrences [18,37,43, 44, 58].

Conserved domains of minicubes have been used as targets for DNA amplification of
Leishmania sp. [45,46]. The qPCR using kinetoplast DNA primers in blood samples showed
100% sensitivity 47 48. A number of target sequences have been screened for LV diagnosis,
including kinetoplast, rRNA, 18SRNA, mini exon-derived RNA genes, alpha tubulin gene
region, gp63 locus, internal transcript intercalation regions, and HSP70 [5]. , 49].

The sensitivity of qPCR in immunocompetent individuals for blood and bone
marrow samples is similar. In the last decade, DNA demonstration of the parasite in urine
samples from immunocompetent patients demonstrated high sensitivity (96.6%) and
specificity (100%). More recently, gPCR in other fluids demonstrated sensitivity of 94.6%,
with a specificity of 90%. However, its value as a tool to monitor patients with HIV infection
continues to be proven [58,50]. In patients infected with HIV, it has been shown that the high

initial parasitic load, quantified by qPCR, predisposes the patient to a greater risk of clinical
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recurrence [51]. Pereira et al. (2014) demonstrated that gPCR in immunosuppressed patients
complies with conventional PCR, with sensitivity of 100%. Critical adjustments in intra-
laboratory conditions are essential to ensure efficiency and sensitivity.

The determination of infectivity in patients with kala-azar is through xenodiagnosis,
however studies by Ferreira et al. (2017), demonstrated a low correlation of xenodiagnosis
and DNA levels in patients co-infected with HIV. The presence of DNAnemia may
overestimate parasite quantification, not demonstrating the presence of viable parasites
circulating in peripheral blood when compared to microscopy [52-54]. RNA quantification
studies could determine the presence of viable parasites and determine the infectivity in
endemic areas.

In this scenario the plasma / serum RNA dosage is an emerging field for noninvasive
diagnostic applications. RNA findings opened a new field for the study of noninvasive gene
expression [55]. In this sense new therapeutic targets are investigated, such as ccl2 mRNA
[56] and miRNA [57], and these can be used as a biomarker in the diagnosis, prognosis and
therapy of Leishmania sp.

A promising approach to gPCR is the quantification of RNA transcript levels (QRT-
PCR), it is considered one of the most sensitive, specific and rapid techniques in the
molecular diagnosis in the screening of genes expressed in patients with VL, involving
reverse transcription and analysis of the real-time PCR product [43,47,58,59]. QRT-PCR can
be used as a diagnostic method by screening conserved sequences within the kinetoplast or
rRNA gene of leishmania, especially in HIV co-infection, where parasite burden may
occasionally be low [7, 14].

Although all the technology involved, gRT-PCR presents limitations due to the
variations of reagents used, as well as to the thermocyclers, but mainly there are limitations in
relation to the professional operators, concentration and RNA stability in biological samples
[59].

Innovative molecular assays such as nucleic acid sequence based assay (NASBA)
and loop-mediated isothermal amplification (LAMP) are used to detect Leishmania sp.
NASBA is a powerful tool based on detection of leishmanial RNA that combines high
sensitivity and specificity and can be applied to blood and differentiate other specimens of
Leishmania sp. [60, 61]. Quantitative NASBA (QT-NASBA) is a variation of the method that
targets 18S rRNA, homologous to all leishmania species, increasing its diagnostic value [14].

In addition, the NASBA method demonstrated greater efficacy than conventional PCR in
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Sudan, where parasitemia is low. Such techniques are important for the diagnosis of species
and identify polymorphisms for genotyping of several species of leishmania [62].

5. Conclusion

The cases of kala-azar currently have a greater distribution in urban areas,
demonstrating its importance, the early diagnosis plays a fundamental role in combating this
pathology. The diagnostic limitations must be overcome and government actions are
fundamental for the scientific, technological development and innovation in health. Molecular
techniques are more susceptible and can determine active infection and presence of viable
parasites, proving their role in the quantification and determination of the infectiousness

profile in urban areas.
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Quantifying HSP70 gene mRNA from Leishmania infantum in the blood of visceral

leishmaniasis patients
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'Federal University of Piaui, Department of Community Medicine, Natan Portella Institute for
Tropical Diseases, Leishmaniasis Laboratory

Visceral leishmaniasis (VL), or kala-azar, is caused by the protozoan species Leishmania donovani
and L. infantum, which cause one of the deadliest tropical diseases. RNA transcripts have shown to be
good biomarkers and offer a promising field for detecting viable parasites in biological samples. Due
to its lability and rapid degradation, the amount of parasite RNA in the host’s peripheral blood may
indicate parasitemia and predict infectivity. This study describes the presence of L. infantum RNA in a
guantitative PCR (gPCR) system. The PCR reactions were performed on blood samples from 79
patients with visceral leishmaniasis admitted to a referral hospital in Teresina, Brazil. RNA and DNA
were extracted from buffy coat samples for further quantification. To amplify RNA after exposure to
reverse transcriptase, a pair of HSP70 gene primers were used in a SYBR Green system. For DNA, a
pair of kinetoplast DNA primers were used in a Tagman system. Non-parametric statistical tests were
performed. The RNA and DNA were significantly correlated (p = 0.03; rho = 0.23). The estimated
median parasitemia for RNA was 32.5 parasites/mL, and for DNA, it was 1,380 parasites/mL. The
estimated parasitemia was unassociated with age, gender, HIV infection, severity or death. Although
promising, this technique must be validated for estimating parasitemia and eventually replacing
xenodiagnosis to assess the infectivity of visceral leishmaniasis reservoirs.

Keywords: kala-azar - visceral leishmaniasis - gPCR

Visceral leishmaniasis (VL), or kala-azar, is caused by the protozoan species Leishmania
donovani and L. infantum. It is considered a reemerging disease, and the number of human cases has
increased significantly. It is estimated that 0.4 million people are infected, with up to 40,000 deaths
per year (EImahallawy et al. 2014, Di Muccio et al. 2015, Dhingra et al. 2010). Despite the growing
number of infected people worldwide, many cases are unreported (Jeronimo et al. 2004, Paiva-
Cavalcanti et al. 2015).

Once the vertebrate host’s skin is bitten by a transmitting sand fly and inoculated with saliva,

the infective forms of the two viscerotropic species of Leishmania appear in the lymph nodes, spleen,
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liver, skin and mucosal lining (Ikeda-Garcia and Marcondes 2007). Circulating or skin parasites are
subsequently transmitted to the vectors (Costa 2011). Although dogs infect the most sand flies and are
considered the main reservoirs in urban areas, humans are important sources of blood for the vector in
urban areas and may be equally as important as dogs (Macedo-Silva et al. 2014). However, the
vector’s role in disease transmission remains unclear (Costa et al. 2000, Costa et al. 2005, Ferreira et
al. 2017). Xenodiagnosis (exposure to a non-infected sand fly bite) is the gold standard for
determining infectivity but has limitations, as it is a laborious and expensive test that requires trained
personnel and adequate facilities for the insectary and is restricted by ethics committees (Chappuis et
al. 2007, Solano-Gallego et al. 2009, Miller et al. 2014).

Thus, new strategies, such as molecular techniques, have been adopted to identify the presence of
viable parasites in the blood and to determine infectivity (Miller et al., 2014, Seblova et al, 2013,
Kirstein et al. 2017). Recently, Ferreira et al. (2017) demonstrated that xenodiagnosis and the amount
of circulating parasite DNA are correlated. In addition, Silva et al. (2016) reported that quantifying
parasite DNA, when compared to microscopy, is overestimated and fails to demonstrate the presence
of viable circulating parasites.

Studies on circulating RNA have shown this to be an emerging field for non-invasive
diagnosis due to RNA’s labile nature, its presence in biological fluids and its cellular transcriptional
activity (Marques et al. 2012). RNA transcripts can also be used as biomarkers (Pellegrini et al 2015,
Xu et al 2016, Imamura et al 2016); therefore, this study explored quantifying mRNA from a single-
copy L. infantum gene in the buffy coat from the blood of VL patients, to assess its potential in

studying human L. infantum transmission.

MATERIALS AND METHODS

Study population - The sample consisted of 79 patients treated at the "Natan Portella” Institute for
Tropical Diseases (IDTNP). Patients were eligible if they presented with fever and
hepatosplenomegaly and were diagnosed with VL confirmed by serology, direct examination, bone
marrow culturing, and polymerase chain reaction (PCR). Clinical data were collected from patient
records. Patients were included after signing a consent form. The study was approved by the Ethics
Committee of the Federal University of Piaui (UFPI) (40374714.8.0000.5214).

DNA extraction - DNA was extracted from 200 uL of blood using the Pure Link DNA mini kit (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) per the manufacturer's instructions. The DNA concentration and
purity were measured with a spectrophotometer (NanoDrop™ 2000 Thermo Scientific Inc.
Wilmington, DE) using 260-nm and 280-nm wavelengths, and the samples were adjusted to a final

concentration of 10 ng/uL for the qPCR reaction.
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RNA extraction and cDNA library assembly - Blood was centrifuged (3000 rpm for 5 min), and 800
uL of buffy coat was separated and transferred to a tube containing 1200 puL of RNAlater (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Samples were stored at -20°C until RNA extraction. For the RNA extraction,
1000 pL of the preserved sample was used, using the SV Total RNA Isolation System kit (Promega,
Madison, WI, USA) per the manufacturer's protocol. Subsequently, cDNA libraries were constructed
using the High Capacity cDNA kit (Applied Biosystems, Foster City, California, USA). The RNA and
cDNA concentration and purity were measured in a NanoDrop™ 2000 at 260 and 280-nm
wavelengths. The cDNA was diluted to a final concentration of 200 ng/ul for the quantification

reactions.

Constructing the standard curve - One isolate (MHOM/BR/2016/5745) of L. infantum (50 pL),
obtained from a patient from Teresina who was treated and cured, was inoculated in 1 mL of NNN
(Novy-McNeal-Nicolle) medium and Schneider's medium (Schneider's Insect Medium, Sigma, St.
Louis, MO, USA). The culture was incubated for five days at 27°C under standard pressure
conditions. On the fifth day, the parasites were counted in a Neubauer chamber. To extract the DNA
and RNA, 5 x 106 parasites were centrifuged at 1200 g for 10 min. After centrifugation, the pellet was
washed three times in RPMI solution and washed once in 200 pL of sterile saline. To generate a
standard curve, DNA samples were adjusted to an equivalent of 2.5 x 10 parasites/mL in pure water,
followed by serial dilutions (104, 108, 10%, 10%, 10° and 10%).

gPCR DNA - L. infantum was detected and quantified through a series of qPCR reactions using
hydrolysis probe technology (Tagman®), as described by Rol&o et al. (2004). Oligonucleotides and
probes were designed based on the minocycle DNA sequence of kinetoplast (KDNA) from isolated L.
m. Infantum (MHOM/BR/2016/5745). The detection sequences used were Linf KDNA-R 5'-
GGCGTTCTGCAAAATCGGAAAA-3, Linf KDNA-R 5-CCGATTTTTGGCATTTTTGGTCGAT-
3, and Linf kDNA_FAM-5-TTTGAACGGGATTTCTG-3' (AF GenBank accession number 169140).

The reactions were performed in a final volume of 20 pL, including 4 pL of DNA sample (10 ng), 0.5
pL of customized probes (2.5 pmol) and primer (10 pmol) (Custom TagMan® Gene Expression
Assays, Applied Biosystems), 10 uL of 1x master mix (TagMan® Gene Expression Assays Master
Mix, Applied Biosystems) and 5.5 uL of ultrapure sterile water, in 96-well plates using the Real-Time
PCR System 7500 (Applied Biosystems). After initial denaturation for 10 min at 95°C, the samples
were subjected to 40 cycles of amplification consisting of two steps: 15 sec at 95°C and 1 min at 60°C.
The standard curve was constructed in duplicate, and two negative controls composed of the reaction

mixture with water instead of the DNA sample were added to each plate.

gRT-PCR - To determine viable parasites in the peripheral blood, the cDNA was amplified using sense
and antisense primers (FAGAGGTGCAGTCCCTCGTGT and R CCTCCGTCTGCTTGCTCTTG) for
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protein HSP70, generating a 137-bp fragment (Sudarshan, Sundar 2014). The gPCR was adapted per
Ghosh et al. (2015) and Ribeiro-Roméo (2016) for the above gene and performed on a 7500 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) using SYBR Green Chemistry (Promega). Amplification
conditions were one cycle at 95°C for 3 min, 40 cycles of 95°C for 15 sec (denaturation), 58°C for 30
sec (annealing) and 72°C for 30 sec (extension). The fluorescence signal was captured at the end of
each cycle using the SYBR channel (excitation of a 490-nm wavelength and emission of 525 nm).
HSP70 was used as the reference gene.

Statistical analysis - All data were imported from a spreadsheet in Microsoft Excel 2003®, and
statistical analysis was performed using Stata/SE® 10.0 for Windows (College Station, Texas, USA).
The means and 95% confidence intervals (95% CI) of non-normally distributed variables, as well as
the medians, were calculated. The Spearman test was applied to assess the correlation between the
gPCR parasitemia estimates.

RESULTS

Study population - mRNA and kDNA of parasites from 79 patients were quantified. Of these, 18 were
female (23%) and 61 were male (77%). Ages ranged from one to 83 years of age with a mean of 34
years of age (95% CI: 30, 38). Eight (10.1%) were younger than or equal to five years old, three
(3.8%) were aged between five and 15 years, 39 (49.4%) were between 16 and 40 years old and 29
(36.7%) were older than 40 years. Twenty (29%) were coinfected with the HIV virus. Only three
(3.8%) adult males died (Table 1). Some had clinical features related to disease severity, such as

bleeding, dyspnea, jaundice, vomiting, edema, and bacterial infection.

Constructing the standard curve - The gPCR reaction sensitivity was tested using serial dilutions of
DNA and cDNA from the cultured parasite (L. infantum). This sensitivity allowed a detection limit of
0.1 parasites/mL of blood. The standard curve of the culture-extracted DNA showed good efficiency
(Slope: 3.352, r%: 0.999, efficiency: 98.74) (Fig. 1). The extracted RNA also showed good efficiency
(Slope: -3.387, r*: 0.999, efficiency: 97.35) (Fig. 2).

Quantifying parasitemia by gqPCR - The median RNA parasitemia level was 32.5 parasites/mL, while
for DNA, it was 1380 parasites/mL. Parasite numbers were significantly increased in the DNA
compared with the RNA, which were positively correlated (p = 0.03; Rho 0:23) (Fig. 3). From the
median, both parasitemia levels were not useful for predicting mortality, as no correlation existed
between the number of HIV-infected parasites/mL, outcome and disease severity. For the probability
of death, the non-severe group (< 10) had 130 parasites/mL for the RNA and 1,1621.4 parasites/mL
for the DNA. For the severe group (> 10), the RNA had 359 parasites/mL, and the DNA had 5887.7
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parasites/mL. The probability of death between the severe and non-severe groups did not significantly
differ.

DISCUSSION

In contrast to the source population, most of the study population were adults, (Zacarias et al.
2017, Albuquerque et al. 2009), as analyzing small children was avoided due to the volume of blood
required. However, as the median parasitemia levels among genders, ages, HIV infection status and
disease severity did not significantly differ, it is possible that the age distribution did not impact the
estimated parasitemia level distribution in the target population.

Directly identifying Leishmania sp. amastigotes would be the gold standard for diagnosing
infection by these parasites (Silva et al 2005); however, parasitological diagnosis can have insufficient
sensitivity. Thus, diagnostic systems based on nucleic acid amplification were developed to identify
active infections (Wilson 1995, Nicolas et al. 2002, Ikonomopoulos et al. 2003, Mary et al. 2004, van
der Meide et al. 2008, Solano-Gallego et al. 2015).

Quantifying circulating messenger RNA is a promising diagnostic field because as this
molecule has high intracellular levels, its presence indicates current metabolic activity and cell vitality
(Sharova et al. 2009, Kumarswamy et al. 2014, Xu et al. 2016). Therefore, the amount of messenger
RNA is associated with living cell presence (Spornraft et al. 2014, Spornraft et al. 2015). Studying the
estimated amastigote levels in the blood, as indicated by gPCR of cDNA from mRNA (van der Meide
et al. 2008), indicates the number of circulating parasites and thus could provide valuable information
on the general factors associated with parasitemia and infectivity.

The significantly higher number of parasites obtained through gPCR of KDNA relative to
that estimated through mRNA shows the distinct nature of the measurements, since while estimating
DNA measures both circulating parasites and dead parasites in the tissue, mMRNA estimation is likely
restricted to only circulating, live parasites (van der Meide et al. 2008 Sharova et al. 2009,
Padmanabhan et al. 2012, Silva et al. 2016). Despite this substantial difference, mMRNA and kDNA
were positively correlated, demonstrating that higher total parasite loads meant more circulating
amastigotes.

In total, 32.5 parasites/mL were detected, much higher than the 0.3 parasites/mL that Silva et
al. (2016) found by microscopy and higher than other reports of low parasitemia levels, also measured
by hemoconcentration (Chemli et al. 2006, Salam et al. 2012). Due to RNA’s lability, which can last
from minutes to hours in the extracellular medium (Ross, Kobs 1986), the quantified levels are
assumed to be higher than the number of parasites measured by microscopy. This is due to possible
MRNA contamination by cells that recently died in the tissues, although the levels are much lower
than those obtained through DNA quantification. Despite this, mMRNA quantification seems to be the

most accurate method for estimating circulating live parasite numbers.
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This study is the first to demonstrate the presence of parasite mRNA in blood from visceral
leishmaniasis patients. The gRT-PCR system may soon become a reference for quantifying viable
parasites. This strategy must be validated by directly comparing the circulating parasite counts
measured by microscopy. In addition, it is a promising, less biased estimate of infectivity than that
obtained by gPCR.
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Characterization of the study population of patients with new world kala-azar, from Teresina,

Features Number (%)
Age (Year)
<3 08 (10.12)
5<15 03 (3.80)
15<40 39 (49.37)
> 40 29 (36.71)
Gender
Female 18 (23)
Male 61 (77)
HIV infection
Positive 20 (29)
Negative 49 (61)
Death indicator
<10 48 (60.8)
> 10 11 (13.9)
Mortality
Survivor 76 (96.2)
Died 03 (3.8)
Total 79
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TABEL Il
DNA and cDNA quantification of peripheral blood parasites from patients for the kDNA and
HSP70 targets
Feature Patients kDNA quantification cDNA Quantification
number
Age (Year) Mean Median Mean Median
(P/uL)  (P#/uL) (P/uL)  (P?/uL)
<5 08 3833,33 720 2051 0
5<15 03 22301,67 6470 1.200 205
15<40 39 9619,34 6400 162,921 65
> 40 29 102156 6470 192,321 30
Gender
Female 18 16655,6 ~ 2357,5 198,28 0
Male 61 7543,11 1315 230,791 275
HIV infection
Positive 20 6478,25 22375 254,86 72,5
Negative 48 12383,17 2322,5 190,69 32,5
Mortality
Survivor 76 971582 1360 227,33 32,5
Died 03 7900 10505 145 0
Death indicator
<10 48 11621,4 2215 129,9 32,5
> 10 11 5887,7 3160 359,4 0

! parasite equivalent per mL (p <0.05) by Mann-Whitney technique.
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Slope: -3.352
R2: 0.999
Efficiency: 98.74
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Fig. 1. Standard curve obtained for total quantification of DNA, using TagMan probe for
kKDNA. Each point is given by fluorescence mean of the samples in triplicate for standard
curve. Slope: -3,352. R%: 0.999. Efficiency: 98.74.
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Fig. 2: Standard curve example obtained for total quantification of cDNA using SYBR green
for HSP70. Each point is given by fluorescence mean of the samples in triplicate for standard
curve. Slope: -3.387. R?: 0.999. Efficiency: 97.35. Tm: 88.6.
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Fig. 3: Correlation between both estimates with r = 0.23 and p-value: 0.03.



