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RESUMO

Introducdo: Leishmania infantum (sinonimia: Leishmania chagasi) é um dos
agentes causadores da leishmaniose visceral (LV), doencga que, quando nao tratada,
pode evoluir para 6bito em mais de 90% dos casos. Estima-se que 200.000 a
400.000 novos casos de LV ocorrem anualmente em todo o mundo. Caracterizada
como doenca de carater eminentemente rural, a LV vem se expandindo para areas
urbanas de médio e grande porte e se tornou um crescente problema de saude
publica no Brasil e em outras &reas do continente americano, sendo uma endemia
em franca expansdo geografica. O diagnéstico e tratamento dos pacientes devem
ser realizados oportunamente e, para isso, € fundamental disponibilizar métodos e
recursos para o pronto diagndstico laboratorial que, na rede béasica de saulde,
baseia-se principalmente em exames imunoldgicos e parasitoldgicos, necessitando
de procedimentos invasivos. A saliva e o esfregaco de células da mucosa oral tém
sido cada vez mais utilizados como substratos para a técnica de Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) no diagndstico de doencas infecciosas e para o diagndstico da
LV. Objetivo: Avaliar o potencial da saliva e do esfregago de mucosa bucal como
substratos no diagnéstico da leishmaniose visceral pela PCR. Material e Métodos:
Materiais e Métodos: Participaram do estudo 30 pacientes, a partir de 18 anos de
idade, internados no Servico de Doencas Infecciosas e Parasitarias e Pronto
Atendimento do NHU-UFMS, em Campo Grande/MS, com diagnostico de
leishmaniose visceral. As amostras de saliva e células da mucosa bucal foram
coletadas com “swab” de Rayon e escova cervical, respectivamente, ambos estéreis,
totalizando 60 amostras. A PCR foi realizada com os iniciadores P1: 5
(C/IG)(CIG)(G/C) CC(C/A) CTA T(T/A)T TAC ACC AAC CCC 3 P2: 5 GGG GAG
GGG CGT TCT GCG AA 3’, que amplificam o fragmento conservado do minicirculo
de KDNA de Leishmania, tamanho de fragmento de 120pb. Resultados: 60
amostras foram analisadas, 30 de saliva e 30 de esfregaco bucal, das quais se
obteve positividade de 73,3% (22/30) e 53,3% (16/30) respectivamente. Em
pacientes coinfectados com HIV (9/30) a positividade foi de 66,7% (6/9) na saliva e
55,5% (5/9) em células da mucosa bucal. No geral, 76,6% (23/30) dos pacientes
apresentaram pelo menos uma amostra positiva pela PCR. Concluséo: A saliva e o
esfregaco da mucosa bucal sdo obtidos de forma facil por procedimento n&o
invasivo, tendo melhor aceitacdo pelos pacientes e oferecem mais seguranca para o
profissional de saude, pois elimina os riscos de acidentes com perfurocortantes. A
saliva e o esfregaco de mucosa bucal apresentam-se como substratos Uteis para o
diagnéstico da leishmaniose visceral quando empregada a PCR e poderiam ser
utilizados como uma alternativa ndo invasiva de investigagdo em individuos com
suspeita da doenca.

Palavras-chave: leishmaniose visceral; PCR; Leishmania infantum; saliva; esfregaco
de mucosa bucal.



ABSTRACT

Introduction: Leishmania infantum (synonymy: Leishmania chagasi) is a causative
agent of visceral leishmaniasis (VL), a disease that, when left untreated, can
progress to death in more than 90% of the cases. It is estimated that 200,000 to
400,000 new cases of VL occur annually throughout the world. Characterized as a
disease of character eminently rural, the VL is expanding to urban areas of medium
and large size and has become a growing public health problem in Brazil and in other
areas of the American continent, being an endemic disease in franca geographic
expansion. The diagnosis and treatment of patients should be conducted in due time
and, for this reason, it is essential to provide methods and resources for the ready
laboratory diagnosis which, in the basic health network, mainly based on exams
immunological and parasitological, requiring invasive procedures. The saliva and the
smear of oral mucosa cells have been increasingly used as substrates for the
technique of Polymerase Chain Reaction (PCR) in the diagnosis of infectious
diseases and for the diagnosis of LV. Objective: To evaluate the potential of saliva
and the smear of buccal mucosa as substrates in the diagnosis of visceral
leishmaniasis by PCR. Material and Methods: Materials and Methods: the study
included 30 patients, from 18 years of age, admitted to the Service of Infectious and
Parasitic Diseases and Emergency Care of the NHU-UFMS, in Campo Grande/MS,
with diagnosis of visceral leishmaniasis. The samples of saliva and cells of the oral
mucosa were collected using a swab of Rayon and cervical brush, respectively,
totaling 60 samples. The PCR was performed with the initiators P1: 5' (C/G) (C/G)
(G/C) CC(C/A) CTA T(T/A)T TAC ACC AAC CCC 3 'P2: 5' GGG GAG GGG CGT
TCT GCG AA 3 ', which amplify a fragment preserved in the minicirculo of KDNA of
Leishmania, size of fragment of 120pb. Results: 60 samples were analyzed, 30 of
saliva and 30 of buccal smear, which there was a positivity of 73.3% (22/30) and
53.3% (16/30) respectively. In patients coinfected with HIV (9/30) the positivity was
66.7% (6/9) in the saliva and 55.5% (5/9) in cells of the oral mucosa. Overall, 76.6%
(23/30) of the patients had at least one sample was positive by PCR. Conclusion:
The saliva and the smear of buccal mucosa present as substrates useful for the
diagnosis of visceral leishmaniasis when employed the PCR and could be used as a
noninvasive alternative research in individuals with the disease was suspected.

Keywords: visceral leishmaniasis; PCR; Leishmania infantum; saliva; oral mucosa

smear.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose que apresenta grande
importancia para a saude publica devido a alta incidéncia, ampla distribuicdo e ao
surgimento de formas graves que conduzem ao Obito se ndo tratadas. No Brasil, o
agente etiolégico é Leishmania infantum (sinonimia Leishmania chagasi). Os
parasitos sao transmitidos pela picada de insetos denominados flebotomineos, que
veiculam as formas promastigotas para animais suscetiveis, ou para o homem.
Esses vetores pertencem a espécies do género Lutzomyia, destacando-se Lu.
longipalpis e Lu. cruzi.

Para fins diagnésticos da LV, os exames laboratoriais mais utilizados
envolvem métodos parasitologicos, sorolégicos e moleculares, havendo necessidade
de procedimentos invasivos para a obencéo dos materiais biolégicos.

Para a realizacdo de exames sorolégicos e imunolégicos, o sangue €é coletado
por métodos invasivos, e ha certa dificuldade na realizacdo desse procedimento que
frequentemente promove para o paciente um confronto com a dor e contribui com
aumento do seu nivel de tensdo e medo.

A puncédo aspirativa de medula 6ssea também é um procedimento invasivo
gue deve ser realizado por profissional devidamente treinado. Geralmente realizada
no 0sso esterno, além de provocar dor ou incbmodo para o paciente no local da
puncdo, apresenta risco de ultrapassar-se a tabua Ossea interna e atingir vasos
nobres. Ja na puncao de crista iliaca, existe a possibilidade, embora rara, de
ultrapassar-se a tdbua 6ssea interna e atingir a alca intestinal.

O esfregaco de mucosa bucal e a saliva sdo agora importantes substratos
para a utilizacdo em testes laboratoriais, na realizacdo de diversos diagndsticos,
principalmente em doencas infecciosas. Na LV s&o escassos esses estudos,
tornando-se necessario aprofunda-los, o que justifica 0 desenvolvimento do presente
trabalho que visa avaliar o potencial da saliva e do esfregaco de mucosa bucal de
pacientes com LV internados no Servico de Doengas Infecciosas e Parasitarias do
NHU-UFMS, como amostras biolégicas para a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) no diagnostico da parasitose.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Leishmaniose visceral

Em 1900, Leishman identificou a presenca de um protozoario no bago de um
soldado que foi a 6bito em decorréncia da febre “Dum Dum”. O agente etioldgico foi
descrito por Donovan em 1903, que demonstrou a presenca dos parasitos em
aspirados esplénicos de uma crianca que apresentava febre irregular (MICHALICK;
GENARO, 2005).

A doenca causada por esse protozoario, entdo chamada kala-azar, era a
leishmaniose visceral humana. O nome da doenca indicava hiperpigmentacéao,
embora outros achem que estaria relacionado com sua gravidade (PRATA; SILVA,
2005).

Os primeiros casos da infec¢do no Brasil foram relatados por Penna em 1934,
a partir de laminas histologicas de figado examinadas post mortem para diagndstico
de febre amarela. Durante estudos epidemiologicos da doenca, Evandro Chagas
suspeitou que 0 mosquito responsavel pela transmissdao aos humanos fosse o
flebotomineo Lu. longipalpis devido sua constante presenca ao redor e no interior
das residéncias de pacientes doentes (RANGEL; LAINSON, 2003).

A LV tornou-se uma doenca de grande importancia para a saude publica
devido a sua ampla distribuicdo e alta letalidade, principalmente em criancas
desnutridas, idosos, pacientes portadores de coinfeccdo com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e em pacientes nédo tratados (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2015). E uma doenca grave, potencialmente fatal para o homem,
cuja letalidade pode alcancar 10% quando nao tratada adequadamente (GONTIJO;
MELO, 2004).

2.1.1 Aspectos epidemioldgicos

Estima-se que 200.000 a 400.000 casos novos de LV ocorrem no mundo a
cada ano, com estimativas de mais de 20.000 mortes. Cerca de 90% dos casos de
LV ocorrem em Bangladesh, Brasil, Etiépia, india, Suddo do Sul e Sud&o (Figura 1)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015).
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Figura 1 — Areas endémicas para a leishmaniose visceral, 2013.
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Nas Américas, 12 paises ja reportaram casos autdctones de LV, e destes,
cinco notificaram em 2012 o total de 3.231 casos distribuidos em 781 municipios,
sendo o Brasil o pais que concentra 96,5% dos casos, seguido do Paraguai 2,4%,
Argentina 0,7%, Colédmbia 0,3% e México 0,1% (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2014) (Figura 2).

Figura 2 — Distribuicdo de casos de leishmaniose visceral nas Américas em 2012.
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No Brasil a LV esta registrada em 21 das 27 Unidades da Federacao (MAIA-
ELKHOURY et al., 2008), com aproximadamente 1.600 municipios apresentando
transmissao autéctone (BRASIL, 2014). Restrita anteriormente as areas rurais do
Nordeste brasileiro, a LV avancou para outras regifes consideradas livres da doenca
alcancando inclusive a periferia de grandes centros urbanos. Dessa forma, 0s
estados do Para e Tocantins, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e S&o Paulo
passaram a influenciar significativamente nos niameros da LV no Brasil (GONTIJO;
MELO, 2004).

Em Mato Grosso do Sul, de janeiro de 1999 até dezembro de 2014, foram
confirmados 3.245 casos humanos de LV distribuidos em 58 municipios. No mesmo
periodo, 273 oObitos pela doenca foram registrados. De acordo com o Sistema
Nacional de Agravos de Notificacdo (SINAN), de janeiro a dezembro de 2014 foram
confirmados 151 casos, distribuidos em 29 municipios do Estado. Do total de casos
no periodo, 92 (60,9%) sdo do municipio de Campo Grande, seguido por
Aquidauana com 8 (5,3%) casos, Coxim com 6 (4%) e Anastacio com 5 (3,3%)
casos (Figura 3) (MATO GROSSO DO SUL, 2015).

Figura 3 — Distribuicdo de casos de leishmaniose visceral segundo municipio de
residéncia com maior nimero de registros, Mato Grosso do Sul, 2014.
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2.1.2 Agente etiolbgico

As leishmanioses tém como agentes etioldégicos microrganismos que sao
parasitos intracelulares do sistema fagocitico mononuclear (SFM), capazes de
infectar e se multiplicar em diferentes espécies de mamiferos. Apresentam-se sob
duas formas durante seu ciclo evolutivo: amastigota e promastigota (BRASIL, 2014).
Esses microrganismos foram sistematicamente organizados no grupo dos eucariotos
protozoarios e sdo taxonémicamente classificados na Ordem Kinetoplastida, Familia
Trypanosomatidae, Género Leishmania, divididos nos Subgéneros Leishmania e
Viannia (SHAW, 1994)

A leishmaniose visceral é causada por espécies de protozoarios pertencentes
ao subgénero Leishmania onde se incluem: L. donovani, L. infantum e L. chagasi
(LAINSON; SHAW, 1987). Nas Américas, hd uma tendéncia de denominagdo do
protozoario responsavel pela LV como Leishmania (Leishmania) infantum chagasi.
Espécies de Leishmania sdo compostas de popula¢gbes clonais cuja estrutura varia
de acordo com o método de caracterizacdo. Uma solucdo taxonémica aceitavel seria
criar subespécies com as linhagens infantum e donovani (SHAW, 2006). Segundo
Dantas-Torres (2006), L. infantum e L. chagasi devem ser considerados como

sinonimia, até que uma nova classificacdo do género Leishmania seja proposta.

2.1.3 Transmissao

O principal meio de transmissdo das formas infectantes para o homem e
outros mamiferos é pela picada das fémeas de flebotomineos, conhecidos
popularmente como mosquito palha, tatuquiras, birigui, entre outros (BRASIL, 2014).
Geralmente tem a cor parda, por esse motivo possuem denominagdo popular de
“‘mosquito palha”, e seu aparelho bucal esta adaptado para picar a pele de
vertebrados e sugar o sangue (CAMARGO; BARCINSKI, 2003).

A adaptacao deste vetor aos ambientes urbanos e em periferias de grandes
centros possibilita seu encontro no peridomicilio, abrigos de animais domeésticos,
intradomicilio e entre outros ambientes, apresentando atividade crepuscular e
noturna. Como consequéncia, o Brasil vem enfrentando a expansdo da doenca nos

centros urbanos. O cao é considerado o principal hospedeiro no ambiente

domeéstico, assim como fonte de infec¢do para os vetores, tendo grande importancia
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nas estratégias de controle da doenca (BRASIL, 2014). Outra forma de transmissao
da LV foi descrita por Shaw (2007) que relatou casos de humanos com a doenca,

onde possivelmente a transmissao ocorreu apos transfusdo sanguinea.

2.1.4 Ciclo biolégico

O ciclo de vida dos protozoarios tem seu desenvolvimento em dois
hospedeiros diferentes, um invertebrado e outro vertebrado. As espécies do género
Leishmania possuem caracteristicas bioldgicas que as permitem se apresentar sob
duas formas quando presentes em seus diferentes hospedeiros: amastigotas —
formas arredondadas e sem flagelo (ou com um curto flagelo), observadas dentro de
macrofagos do hospedeiro vertebrado infectado (Figura 4) e promastigotas — formas
extracelulares alongadas e flageladas presentes no sistema digestivo do hospedeiro
invertebrado e nos meios de cultura (Figura 5) (BRASIL, 2014).

Figura 4 - Formas amastigotas de Leishmania no interior de um macréfago.
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Figura 5 — Formas promastigotas ou flageladas do parasito.

P vy

Fonte: http://fcfrp.usp.br/dactb/Parasitologia/Arquivos/Genero_Leishmania.htm

A infeccdo do flebotomineo ocorre quando as fémeas, hematéfagas, se
alimentam em hospedeiros vertebrados infectados e ingerem macréfagos
parasitados. No trato digestivo do inseto ocorre o rompimento dessas células,
liberando as formas amastigotas que apés divisao binaria, diferenciam-se em formas
promastigotas. Cerca de 48 a 72 horas apd6s o repasto alimentar as formas
promastigotas passam a colonizar o esb6fago e a faringe do inseto onde se
transformam em promastigotas metaciclicas, que sdo as formas infectantes
(MICHALICK; GENARO, 2005).

As fémeas infectadas, ao realizarem um novo repasto sanguineo no
hospedeiro vertebrado, liberam as formas promastigotas metaciclicas juntamente
com a saliva. Na epiderme do hospedeiro, estas formas séo fagocitadas por células
do SFM, onde se diferenciam em amastigotas e multiplicam-se intensamente até o
rompimento dessas células e liberacdo das formas que seréo fagocitadas por novas
células num processo continuo, havendo a disseminacdo hematogénica
principalmente para tecidos ricos em ceélulas do SFM, como baco, figado, ganglios
linfaticos e medula 6ssea (LAINSON et al., 1986) (Figura 6).



Figura 6 — Ciclo biologico de Leishmania infantum.
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2.1.5 Imunopatogenia

A resposta imune celular contra a Leishmania abrange os macréfagos e

outras células do sistema imune, como os linfécitos T. Um subtipo especifico de

linfécito T, denominado linfécito T auxiliar (Ta ou Th “helper”), estaria diretamente

relacionado com a resposta contra esses parasitos. Linfécitos T CD4+, por suas

caracteristicas, podem ser subdivididos em duas subpopulagfes, Thl e Th2, sendo
a subpopulacao Thl capaz de eliminar os parasitos e conferir imunidade, prevenindo
uma possivel reinfeccdo. Apos ativacdo via moléculas secretadas pelas células Thi,

as ceélulas T citotoxicas ou CD8+ e as “Natural Killers” (NK) s&o adicionadas a

resposta (ROITT; BROSTOFF; MALE, 2003) (Figura 7). De forma oposta, a

subpopulacdo Th2 favorece suscetibilidade a infeccdo e progressao da doenca
(MURRAY; BERMAN; SARAIVA, 2005).



Figura 7 - Células do sistema imune e citocinas envolvidas na resposta a

Leishmania.
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Fonte: Adaptado de Roitt; Brostoff; Male (2003), p. 265.

Outro componente importante da resposta imune sdo as citocinas, que
funcionam na regulacdo da resposta contra patdgenos e substancias estranhas
Como as citocinas secretadas pelas células Thl e Th2 sdo antagonistas muatuos, a
subpopulacdo que predomina determina o resultado da infeccdo. No caso das
leishmanioses, o interferon-gama (INF-y), uma citocina produzida por Thl, induz a

destruicdo desses protozodrios que parasitam os macrofagos, conferindo resisténcia

a infeccdo (COSTA et al.,, 1999; MURRAY; BERMAN; SARAIVA, 2005; ROITT;

BROSTOFF; MALE, 2003).
As leishmanioses em humanos caracterizam-se pela inibicdo da sintese de

IFN-y, consequéncia do aumento da expressdo de IL-10, citocina associada as
células Th2, responsaveis pela supressédo da proliferacdo e funcdo das células Thl

(COSTA et al., 1999; ROITT; BROSTOFF; MALE, 2003).
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2.1.6 Aspectos clinicos

A LV apresenta periodo de incubacdo que varia entre dois e seis meses
(BRASIL, 2014). Os sintomas classicos sédo variados, fazendo-se necessario o
diagnostico diferencial com outras doencgas febris, como maléria, doenca de Chagas,
doencas hematoldgicas, entre outras. Geralmente, entre os sintomas apresentados
estdo a febre prolongada, hepatoesplenomegalia (Figura 8), tosse, diarreia,
emagrecimento e astenia. As citopenias podem se apresentar em diferentes graus,
sendo a anemia a mais frequente. A hiperglobulinemia policlonal e a inverséo do
padrao albumina/globulina podem estar presentes (GONTIJO; MELO, 2004). A
desnutricdo, principalmente em criancas, tem sido relacionada como um importante

fator de risco para o desenvolvimento da doenca (MACIEL et al., 2008).

Figura 8 — Hepatoesplenomegalia na leishmaniose visceral.

Fonte: Prof2 Dr2 Anamaria Mello Miranda Paniado

O Ministério da Saude divide a evolugcdo clinica da LV classica em trés
periodos: o periodo inicial, o periodo de estado e o periodo final. O periodo inicial
caracteriza-se pelo inicio dos sintomas, que pode variar de acordo com cada
paciente, podendo-se observar febre, palidez e hepatoesplenomegalia, onde o
aumento do baco quase sempre € mais evidente que o aumento de figado. Sinais e
sintomas de coinfec¢des bacterianas podem confundir a apresentacdo clinica no

momento do diagnéstico inicial. O hemograma apresenta anemia, leucocitos sem
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alteracOes significativas e a contagem de plaguetas ainda pode estar normal.
Proteinas totais e fracdes podem estar discretamente alteradas (BRASIL, 2014).

No periodo de estado, observa-se febre irregular, normalmente associada a
emagrecimento progressivo, palidez e aumento da hepatoesplenomegalia. O quadro
clinico, ja arrastado com mais de dois meses de evolugdo, associa-se ao
comprometimento do estado geral do paciente. Exames complementares mostram
anemia, leucopenia, trombocitopenia e inversédo do padrao albumina/globulina.

No periodo final, que ocorre quando ndo ha diagndstico e tratamento,
observa-se febre continua e comprometimento intenso do estado geral. Instala-se a
desnutricdo e edema dos membros inferiores, podendo evoluir para anasarca.
Outras manifestacBes importantes incluem hemorragias, ictericia e ascite. Nestes
casos, infeccbes bacterianas e/ou manifestacdes hemorragicas podem levar o

paciente a morte.

2.1.7 Diagndstico

Em 2011, o Ministério da Saude do Brasil adequou as definicbes de caso
suspeito e caso confirmado de LV descritos a seguir:
S&o considerados casos suspeitos de LV:

a. Todo individuo com febre e esplenomegalia, proveniente de area com ocorréncia
de transmisséo de LV;

b. Todo individuo com febre e esplenomegalia, proveniente de area sem ocorréncia
de transmissdo, desde que descartados o0s diagndsticos diferenciais mais
frequentes na regiao.

Sao considerados casos confirmados de LV:

a. Encontro do parasito em pesquisa direta ou em cultura;

b. RIFI com titulos iguais ou superiores a 1/80, excluidos outros diagnosticos;

c. Testes imunocromatograficos, comumente conhecidos como teste rapido, que
utilizam antigenos recombinantes.

Pacientes clinicamente suspeitos, sem confirmacao laboratorial, procedentes
de areas endémicas de LV, com resposta favoravel a terapia serdo considerados

confirmados pelo critério clinico epidemiolégico (BRASIL, 2011).
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O diagndstico clinico da LV é dificil de ser realizado devido a variedade de
sinais que a doenca pode apresentar. Esses sinais podem ser confundidos com
outras enfermidades e por isso devem-se incluir exames baseados em métodos
parasitologicos, soroldgicos e moleculares para confirmacédo da doenca (GONTIJO;
MELO, 2004).

2.1.7.1 Métodos parasitolégicos

Os métodos parasitoldgicos sdo considerados os padrdes de referéncia no
diagndstico da LV e estao relacionados com a demonstracéo direta do parasito e no
seu isolamento em cultivo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). As formas
amastigotas de Leishmania sp. podem ser visualizadas através do exame direto
apos coloracdo (Giemsa ou Leishman) de esfregagcos contendo tecidos do baco,
medula Ossea, figado e linfonodos (DAVIES et al.,, 2003). O esfregaco esplénico
apresenta sensibilidade de 93 a 98% e o da medula 6ssea de 52 a 85%. Aspiracao
esplénica deve ser evitada, pois pode acarretar hemorragia potencialmente fatal em
cerca de 0,1% dos individuos (SRIVASTAVA et al., 2011).

Pode-se realizar o isolamento do parasito em cultura in vitro de fragmentos ou
aspirado de tecidos em meio bifasico, Novy-Mac—Neal-Nicole (NNN) onde
posteriormente serdo visualizadas formas promastigotas (SUNDAR; RAI, 2002). As
culturas devem ser mantidas entre 24 e 26°C e observadas em microscopia
semanalmente, durante quatro semanas (BRASIL, 2014). Nos aspirados esplénicos
e de medula 6ssea, a positividade do cultivo é bastante elevada, acima de 80%. O
cultivo dos parasitos aumenta a sensibilidade da pesquisa, mas pode retardar em
semanas o diagnostico (SUNDAR; RAI, 2002).

2.1.7.2 Métodos imunoldgicos

A reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) tem sido amplamente utilizada
para o diagnostico da LV desde 1964 (DUXBURY; SADUN, 1964), sendo
disponibilizada pelo Sistema Unico de Saltde no Brasil. A técnica consiste na
aderéncia de antigenos constituidos de promastigotas mortas de Leishmania em
laminas de microscopia para fluorescéncia, onde se processa a reagdo com 0 SOro a

ser testado. A ligacdo antigeno-anticorpo pode ser visualizada por meio de um
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conjugado fluorescente e os resultados sao expressos em diluicdes, onde sé&o
considerados reagentes os titulos iguais ou superiores a 1:80. Para titulos iguais a
1:40, recomenda-se a coleta de uma nova amostra em 30 dias (BRASIL, 2014). O
teste apresenta sensibilidade e especificidade de 96 e 98% (SRIVASTAVA et al.,
2011).

O ensaio de anticorpos ligados a enzima (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay-ELISA) tem sido utilizado desde 1971. Este método detecta anticorpos
especificos contra o parasito e seu desempenho esta diretamente relacionado ao
antigeno utilizado (HO et al., 1983). Os critérios de positividade dependem dos “cut-
offs”, que devem ser fixados para cada teste (MAALEJ et al., 2003).

Uma desvantagem comum aos meétodos que utilizam antigenos nao
purificados é a baixa especificidade, causada pela reatividade cruzada. Para tentar
contornar este problema, alguns antigenos purificados recombinantes tem sido
identificados e posteriormente avaliados por ELISA (MAALEJ et al., 2003). O ELISA
apresenta sensibilidade e especificidade dependentes do antigeno utilizado.
Resultados promissores tém sido demonstrados com o antigeno rk39 com 96%
sensibilidade e 100% de especificidade (SRIVASTAVA et al., 2011).

O teste de aglutinacdo direta (DAT) é um dos testes mais simples ja
desenvolvidos para o diagnostico da LV e foi descrito em 1975 por Allain e Kagan. E
de féacil realizacdo e interpretacdo, entretanto, como os demais testes de deteccéo
de anticorpos, néo diferencia infeccao ativa e passada (SILVA et al., 2005; HAILU et
al., 2006). O teste € semi-quantitativo e nesse processo, SOro, sangue ou urina
diluidos sdo misturados as particulas antigénicas de promastigotas mortas em sua
forma integra. Ap6s um periodo de incubacédo a aglutinacdo se completa e, caso 0s
anticorpos contra o protozoario estejam presentes, a reacdo de aglutinacéo fica
visivel a olho nu (EL HARITH et al., 1986; EL HARITH et al., 1988; FERREIRA,
AVILA, 2001). Em estudos utilizando DAT, foram obtidas sensibilidade e
especificidade de 94% e 85%, respectivamente. A desvantagem principal é a
necessidade de multiplas pipetagens, tempo de incubacdo relativamente longo e
custo elevado do antigeno (SRIVASTAVA et al., 2011).

No Brasil, os testes mais utilizados no diagnostico de LV humana séo a RIFl e
o ELISA, sendo considerado principalmente este ultimo, teste de escolha para
inquéritos populacionais (GONTIJO; MELO, 2004).
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Utilizando a proteina rK39 como antigeno, um teste rapido foi inicialmente
avaliado na india por Sundar et al. (1998). Entretanto, assim como outros métodos
sorologicos, ndo diferencia infeccdo ativa e passada, devendo ser associado a
clinica sugestiva da doenca (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). O teste
rapido € um método diagnostico ndo invasivo, que possibilita a deteccdo de
anticorpos com rapidez. Os anticorpos presentes no material bioldégico reagem
contra 0 antigeno recombinante impregnado na fita teste, promovendo alguns
minutos depois uma reacdo de cor. O teste é considerado positivo quando
visualizamos as duas linhas, teste e controle, e negativo quando é possivel
visualizar somente a linha controle (SUNDAR et al., 1998; SUNDAR; RAI, 2002;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008). Sua sensibilidade e especificidade
variam de 67 a 100% e 59 a 100%, respectivamente (SUNDAR et al., 1998). No
Brasil, sdo disponibilizados os testes imunocromatograficos rapidos IT-Leish e
Kalazar Detect ® para o diagnéstico da leishmaniose visceral humana em servicos
de saude publica (BRASIL, 2010).

2.1.7.3 Métodos moleculares

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) constitui a principal abordagem
molecular de pesquisadores e profissionais de salude (REITHINGER; DUJARDIN,
2007; SRIVASTAVA et al., 2011). A PCR baseia-se na sintese “in vitro” do DNA,
permitindo um aumento exponencial do nimero de sequéncias especificas a partir
de um Unico DNA alvo, sendo necessarias condicdes de desnaturacéo da fita molde,
ligacdo dos iniciadores e extensdo, em ciclos alternados, promovidos pela variacao
da temperatura na presenca de componentes da reacdo (MULLIS; FALOONA,
1987).

A técnica da PCR possibilita a amplificacdo do DNA do parasito presente em
diferentes tipos de amostras bioldgicas, tais como aspirados de baco, figado, medula
0ssea, linfonodos, sangue periférico e soro (GONTIJO; MELO, 2004). Entre os alvos
de amplificagdo do DNA, um dos mais utilizados € o DNA do cinetoplasto (kDNA),
estrutura que contem uma regido com grande homologia entre as espécies de
Leishmania, a regido conservada do kDNA (SCHALLIG; OSKAM, 2002). Utilizando a
PCR em sangue periférico de pacientes imunocompetentes, de maneira geral, tem

sido relatada sensibilidade variando entre 91 e 100% e especificidade variando entre
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87 a 100% (MAURYA et al., 2005). J4 a PCR utilizando DNA extraido a partir de
laminas de medula éssea coradas com solugdo de Giemsa para diagnostico da LV
foi considerada altamente sensivel (92,3%) e especifica (97,7%), mostrando-se (til
na elucidacdo de casos dificeis (BRUSTOLONI et al., 2007). Essa mesma técnica,
utilizando aspirado medular em pacientes imunocomprometidos, tem mostrado
sensibilidade variando entre 82 e 100% (ANTINORI et al., 2007). Utilizando a PCR,
foram identificadas espécies de Leishmania, a partir de aspirado medular e/ou
biopsia de lesdo, conforme a suspeita clinica (LIMA JUNIOR et al., 2009) e também
foi possivel a amplificagdo do DNA da Leishmania (V.) braziliensis, obtido a partir da
saliva de um paciente com leishmaniose tegumentar americana, que n&o

apresentava qualquer lesdo na mucosa oral (CORVALAN et al., 2011).

2.1.8 Tratamento da leishmaniose visceral

Distribuido aos servicos pelo Ministério da Saude, o antimoniato-N-metil
glucamina (Glucantime®) é o medicamento de primeira escolha utilizado no
tratamento dos pacientes no Brasil. O Glucantime® pode ser administrado por via
endovenosa ou intramuscular durante um periodo minimo de 20 dias. A droga é
toxica e nem sempre efetiva, sendo contra indicada para alguns grupos de
pacientes, como gestantes nos dois primeiros trimestres de gestacdo e pacientes
com insuficiéncia renal, hepética ou cardiaca (BRASIL, 2014).

Os efeitos colaterais mais comuns ao Glucantime® séo alteracbes
cardiovasculares, vémito, nausea, dor de cabeca, dor abdominal, febre, entre outros.
A via de administracdo, o longo esquema de tratamento e a toxidade da droga
constituem causas importantes de ndo adesdo ao tratamento. Além disso, a
medicacdo requer monitoracdo cardiolégica, renal e hepatica, 0 que em muitas
localidades so6 é possivel com a hospitalizacdo do paciente (BRASIL, 2014).

O desoxicolato sédico de anfotericina B e suas formulacdes lipossomas
(anfotericina-B-lipossomal e anfotericina-B-disperséo coloidal) estdo sendo utilizados
como alternativas terapéuticas, entretanto diversos efeitos colaterais, tais como,
cefaleia, febre, calafrios, dores musculares e articulares, vomitos e hipotenséao,

também tém sido relatados para estes de medicamentos (BRASIL, 2014).
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2.2 Saliva

2.2.1 Definicdo, composicao e funcdes

7 7

A saliva é um fluido aquoso, hipotonico, transparente, que € secretado
diretamente na cavidade bucal pelos trés pares de glandulas salivares maiores: a
parétida, submandibular e sublingual e pelas glandulas salivares menores. Constitui-
se de um complexo de secrec¢des multiglandulares, além de ser composta de fluido
gengival, células epiteliais descamadas, microrganismos, leucdcitos, residuos
alimentares e sangue. Entretanto, seu maior componente é a agua — 99%
(JENKINS, 1970; MANDEL, 1989; SAHINGUR; COHEN, 2004), e apenas 1 % de
componentes inorganicos e organicos (JENKINS, 1978; NIKIFORUK, 1985). As
concentragbes de cada componente sdo muito variadas, tanto no mesmo individuo
como entre individuos (JENKINS, 1978). O principal fator que afeta a composicéao
salivar é o fluxo, assim como a duracdo do estimulo (ERICSON; MAKINEN, 1986).

Dentre os componentes inorganicos, destacam-se 0s ions sodio, potassio,
cloreto e bicarbonato, que sdo os principais contribuintes para a osmolaridade da
saliva, que é sempre hipotdnica em relacdo ao plasma. Os componentes organicos
presentes na saliva apresentam diferentes funcdes: antimicrobiana, inibicdo de
precipitacdo de célcio e fosfato, efeitos bactericidas ou bacteriostaticos. As proteinas
constituem os principais componentes organicos da saliva (NIKIFORUK, 1985;
ERICSON; MAKINEN, 1986).

Tendo em vista a complexidade de sua composicdo, a saliva possui varias
funcdes: contribuicdo no processo digestivo, através da amilase salivar; protecdo
dos tecidos duros e moles; lavagem da cavidade oral; neutralizacdo e
tamponamento dos 4cidos provenientes dos alimentos, assim como do metabolismo
bacteriano. A saliva também é responsavel pela manutencédo do equilibrio ecologico
na cavidade oral, através da remocdo continua de bactérias das superficies
dentérias e das mucosas com a acgao do fluxo salivar. Além disso, a saliva interfere
na aderéncia bacteriana impedindo a adesdo das mesmas na superficie dentaria,
além de promover a manutencdo do pH relativamente neutro na cavidade bucal
(NIKIFORUK, 1985; MANDEL, 1989).
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2.2.5 Saliva e esfregaco de mucosa bucal como substratos para diagndstico

Preferencialmente, o DNA utilizado em estudos moleculares & obtido de
amostras de sangue, pois fornece um grande numero de células e,
consequentemente, um bom rendimento. No entanto, sendo a coleta realizada
através de um procedimento invasivo, ocorre resisténcia por parte dos pacientes por
ocasido de sua realizacdo, além de necessitar de um profissional especializado para
o procedimento (AIDAR; LINE, 2007).

Nesse contexto, foram desenvolvidos diversos protocolos para a coleta de
materiais que dispensam técnicas invasivas, como a utilizacdo de células bucais,
empregando escovas citologicas, saliva, bochecho com solucéo salina, dentre outros
(FEIGELSON, 2001), considerados métodos alternativos e ndo invasivos. Para a
obtencdo de DNA de células bucais, estes métodos mostram que, além de praticos,
apresentam resultados compativeis com os de células sanguineas (DE VRIES et al.,
1996), confirmando a eficiéncia da extracdo a partir da saliva.

A extracdo de DNA gendmico deve ser realizada por meio de procedimento
simples, pouco invasivo, de baixo custo (AIDAR; LINE, 2007) e com bom rendimento
para que seja possivel realizar diversas avaliacbes laboratoriais. As células do
epitélio oral tém sido apontadas como uma fonte alternativa e promissora desse
DNA, uma vez que sao obtidas por protocolos que envolvem baixo custo (HARTY et
al., 2000).

Diagnésticos baseados em saliva tém sido o principal foco de investigacao
para uma variedade de agentes infecciosos incluindo varios microrganismos
endémicos em todo o mundo.

O Mycobacterium tuberculosis (EGUCHI et al., 2003) e muitos virus sdo
detectados na saliva utilizando como método a PCR, incluindo o virus Ebola
(FORMENTY et al., 2006), herpes simples virus (HSV) (FURUTA et al., 1998),
Epstein-Barr (EBV), herpes virus humano (HHV) e citomegalovirus (CMV)
(BLACKBOURN et al., 1998).

A deteccédo de CMV na saliva de recém-nascidos por PCR pode identificar a
infeccdo congénita (BOPPANA et al.,, 2011). A técnica de PCR também tem sido
utilizada para detectar CMV em saliva ndo estimulada e sangue periférico de

pacientes com periodontite cronica (IMBRONITO et al., 2008) e foi relatado que a
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saliva é tdo confidvel quanto a urina para detec¢cdo de CMV em grandes programas
de rastreio (YAMAMOTO et al., 2006).

A carga de DNA do EBV no sangue e saliva, detectada por PCR, tem
mostrado resultados semelhantes em “coortes” de pacientes HIV positivos
(IDESAWA et al., 2004; LING et al., 2003). A deteccdo de Papilomavirus humano
(HPV) em amostras de saliva foi possivel por meio da amplificagdo de seu DNA pelo
método da PCR (CHUANG et al., 2008) e este método também tem sido utilizado
para detectar diferentes tipos de HPV (ANDREWS et al., 2009).

Analises comparativas de PCR utilizando saliva e amostras de sangue
periférico tém detectado Varicela-Zoster virus (HSV-1) com frequéncias semelhantes
em ambos os tipos de amostras (GRANDE et al.,, 2008). Similarmente, foram
reportadas a deteccdo e quantificacdo de acidos nucleicos para o HSV-1, HSV-2 e
VZV nos fluidos orais (RAGGAM et al., 2008). A detec¢cdo do HHV-8 na saliva
também foi demonstrada utilizando PCR e imuno-histoquimica (WIDMER et al.,
2006), e a carga viral no sangue, soro e saliva, por meio da RT-PCR (Real Time
PCR), mostraram titulos compativeis (MANCUSO et al., 2008).

A saliva pode ser um meio de andlise util para a deteccéo de HIV-1, quando
os niveis de HIV-1 RNA sdo elevados, tal como nos casos de infeccdo aguda por
HIV. Em respostas de monitorizacdo a terapia antirretroviral, a carga viral na saliva
tem sensibilidade reduzida e pode néo refletir com preciséo os valores da carga viral
no plasma, mas, no entanto, poderia identificar alto nivel de viremia durante a falha
do tratamento. O uso de sequéncias de HIV-1 para controlar a resisténcia aos
farmacos pode ser possivel (BALAMANE et al., 2010).

Em estudo realizado por Abdalla et al. (2010), foram encontrados resultados
positivos da PCR para Mycobacterium leprae em amostras periodontais e saliva de
pacientes paucibacilares e multibacilares.

Métodos utilizados rotineiramente ndo permitem a deteccdo de bactérias
patogénicas que causam doencas dos pulmdes e vias respiratorias superiores e
inferiores. Um estudo mostrou que M. tuberculosis foi detectado no fluido oral pelo
método da PCR em 98% das amostras, mas pelo cultivo, somente 17,3% foram
positivas (EGUCHI et al., 2003)

Considerada como a causa mais comum de Ulceras pépticas, Helicobacter
pylori é também um fator de risco para o carcinoma e linfoma do tecido linfoide

associado a mucosa. A deteccdo de DNA de Helicobacter pylori em amostras de
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saliva de pacientes sintomaticos, por meio do método da PCR, permite o diagndstico
da infeccdo no seu estado ativo (TIWARI et al., 2005).

O diagnostico e a monitoracéo de infeccdes pelo virus da hepatite B (HBV) e
virus da hepatite C (HCV) consistem principalmente em anélises de sangue e
sorologia, avaliando a carga viral, bem como anticorpos e antigenos virais. Estudos
tém indicado que HBV e HCV DNA, anticorpos, antigenos virais, existem na saliva
de individuos infectados, e os resultados sdo compativeis com aqueles obtidos em
amostras de sangue (CHEN et al., 2009; GONCALVES et al., 2005), sugerindo um
papel potencial para saliva como um modo ndo invasivo de diagnéstico para HBV e
HCV, e monitoramento do estado da doenca. O frequente diagnostico da infeccédo
pelo HCV em pacientes sem qualquer fator de risco parenteral sugere a existéncia
de outras vias de transmissao (FERREIRO; DIOS; SCULLY, 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial da saliva e do esfregagco de mucosa bucal como substratos no

diagnostico da leishmaniose visceral pela PCR.

3.2 Objetivos especificos

a. Descrever a técnica utilizada na coleta de saliva e esfregaco de mucosa bucal
em pacientes com LV.
b. Descrever a reacdo de PCR utilizada com os substratos acima;
avaliar a positividade do método da PCR para cada amostra clinica utilizada;
d. estabelecer o substrato mais adequado para o diagndstico molecular da

leishmaniose visceral.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local e populacao

Este estudo foi realizado no municipio de Campo Grande/MS, com pacientes
acima de 18 anos de idade, internados no Servico de Doencas Infecciosas e
Parasitarias e Pronto Atendimento do NHU-UFMS, com diagndstico de leishmaniose

visceral e que assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

a) Critérios de inclusdo e exclusdo

Critérios de inclusao:

e Ter idade igual ou maior que 18 anos de ambos 0S sexos;

e Apresentar quadro clinico sugestivo de leishmaniose Vvisceral, com
diagndstico confirmado por método parasitologico (mielograma e/ou cultura)
el/ou teste rapido e/ou sorologia por imunofluorescéncia;

e Assinar, antes da inclusdo no estudo, o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

Critérios de excluséo:
e Pacientes indigenas;

e Pacientes gestantes.

4.2 Desenho do Estudo

Todos os pacientes a partir de 18 anos de idade internados no Servico de
Doengas Infecciosas e Parasitarias e Pronto Atendimento do NHU-UFMS em Campo
Grande/MS com diagndstico de leishmaniose visceral, foram convidados a patrticipar
do estudo.

Trabalhou-se com o total de 30 pacientes, que ap0s terem assinado o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A), foram entrevistados e
seus dados registrados em um formulario de coleta de dados (APENDICE B)

desenvolvido para o estudo.
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Posteriormente, os pacientes foram submetidos a coleta de saliva e células da
mucosa bucal. As amostras foram coletadas com “swab” de Rayon e escova
cervical, respectivamente, ambos estéreis, e armazenadas em tubo Falcon

separadamente, para posterior extracdo de DNA e realizacdo da PCR.

Figura 9 — Desenho do estudo.

Pacientes com diagnéstico de LV
convidados para o estudo

Coleta das amostras Células da mucosa bucal
armazenadas em tubo Falcon

M
4 °
Assinatura do TCLE e / / R PCR
coleta de dados \ s B
Salivaarmazenada em - J = aﬂ‘
tubo Falcon oA
\ ”/ -

Fonte: A autora.

4.3 Coleta de saliva e esfregaco de mucosa bucal

Para a coleta, foram utilizados os seguintes materiais (Figuras 10 e 11):
e 1 “swab” de Rayon;
e 1 escova cervical,
e 2 tubos Falcon de 15mL;
e Luva esteéril;
e Capote;
e Gorro;
e Mascara cirurgica;

e Lamina de bisturi.
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Figura 10 — Materiais utilizados para a coleta de saliva e esfregaco da mucosa bucal.

As amostras dos pacientes foram obtidas no dia do diagndstico,
preferencialmente antes do inicio da terapia medicamentosa. Foram coletadas entre
9h e 10h da manha, para reduzir a interferéncia do ciclo circadiano em cada
participante, além disso, durante a coleta, foi solicitado que ficassem sentados de
forma ereta e relaxados por 5 minutos (FALCAO, 2005).

Os voluntarios foram submetidos a dois diferentes métodos de coleta e
orientados a permanecer sem ingerir alimentos, bebidas ou escovar os dentes por
pelo menos 2 horas antes da coleta.

O primeiro método utilizado foi a coleta de saliva ndo estimulada, utilizando o
“swab” de Rayon e o segundo foi a coleta de células da mucosa bucal utilizando a
escova cervical. Para a coleta de saliva (Figura 12), solicitou-se que os voluntarios
permanecessem de boca aberta, posicionando-se o0 “swab” de Rayon na regido de
fundo do sulco por aproximadamente 30 segundos, embebendo-se completamente o
cotonete em saliva. Para a coleta do esfegaco de mucosa bucal (Figura 13), foi
realizado o procedimento de escovacao da regido de mucosa jugal, friccionando-se
a escova cervical durante 30 segundos com movimentos giratorios leves.

Em seguida, tanto o “swab” quanto a escova tiveram a porgcédo externa das
hastes cortadas e colocadas em tubo Falcon de 15mL separadamente (Figura 14).
As amostras colhidas foram armazenadas em geladeira e posteriormente

congeladas a -80°C até a extracdo da DNA.
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Todos os procedimentos de biosseguranca foram rigorosamente obedecidos
durante as coletas, como 0 uso obrigatorio de equipamentos de protecdo individual
(luvas descartaveis de borracha, mascara, gorro e capote), além de lavagem
repetida das méos com agua e sabao, seguida de desinfeccdo com alcool 70%.
Foram utilizados exclusivamente equipamentos e materiais estéreis e descartaveis,

desprezados apo0s a utilizacdo em locais préprios (lixo hospitalar).

Figura 11 — Materiais preparados para a coleta das amostras de saliva e esfregaco
de mucosa bucal. a) material disposto em uma superficie de apoio; b)
utilizacao do invoélucro da luva estéril como campo.

Figura 12 — Coleta de saliva. a) com “swab” de Rayon; b) corte do “swab”; c) quebra

do “swab” para acondicionamento em tubo Falcon.
b




39

Figura 13 — Esfregaco da mucosa bucal. a) esfregaco da mucosa bucal com escova
cervical; b) corte da escova cervical; c) quebra da escova cervical para

acondicionamento em tubo Falcon.
b

Figura 14 — Saliva e esfregaco da mucosa bucal acondicionados em tubos Falcon.
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4.4 Extragcao do DNA para PCR

A extracdo foi realizada segundo Sambrook et al. (1989) (modificado), nos
tubos onde a saliva e as células da mucosa bucal foram colocadas separadamente;
adicionou-se 300 pL de tampao de lise (NaCl 1 M; Tris-HCI pH 8,0 1 M; EDTA 0,5 M
pH 8,0) e 200uL de SDS 10% seguido de homogeneizagdo vigorosa em vortex.
Adicionou-se 20 pL de proteinase K (20mg/mL) e incubou-se a 65°C por 1 hora, em
seguida adicionou-se 400uL de cloroférmio procedendo-se a agitacdo vigorosa até
completa homogeneizacdo, centrifugando-se o material a 10.000 rpm por 10
minutos.

Transferiu-se a fase aquosa para um novo tubo de 1,5uL e completou-se o
volume com isopropanol 100%, homogeneizando-se por inversdo até a precipitacédo
do DNA. Centrifugou-se a 10000 rpm por 5 min e o sobrenadante foi descartado por
inversao. Adicionou-se 1mL etanol 70% e centrifugou-se a 10000 rpm por 1 minuto e
o sobrenandante foi descartado por inversdo. O passo foi repetido mais duas vezes.
O pellet seco foi ressuspendido com 50 pL de agua ultrapura e incubado a 20°C e

posteriormente armazenado a — 4°C.

4.5 Reacao em Cadeia da Polimerase

A reacdo em cadeia da polimerase foi primeiramente padronizada. Cada
reacdo possuia o volume de 25uL com as seguintes concentracdes finais de
reagentes: tampao 1X da Invitrogen, dNTPs 0,2 mM, MgCl, 1,5 mM, 0,16 pmol cada
iniciador, TagDNA polimerase 2U da Invitrogen, DNA 1 pL e 4gua 19,75 pL. Foram
utilizados os iniciadores P1l: 5 (C/G)(C/G)(G/C) CC(C/A) CTA T(T/A)T TAC
ACC AAC CCC 3 P2: 5 GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA 3, que amplificam
a regido conservada do minicirculo de KDNA de Leishmania, tamanho de fragmento
de 120pb.

As reacgOes foram realizadas em termociclador da marca BIORAD, modelo
T100 thermalcycle; as condi¢cbes de ciclagem dos reagentes utilizadas foram: 95 °C
por 5 minutos, seguido por 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto para desnaturacao, 54,5
°C por 1 minuto para anelamento, 72 °C por 30 segundos para extensdo e mais uma
extensdo final de 72 °C por 7 minutos. Em todas as reac¢des foi incluido um controle
positivo (C+), a cepa referéncia Leishmania infantum (MHOM/BR/74/PP/75)
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fornecida pelo Laboratorio de Leishmanioses do Centro de Pesquisas René
Rachou/Fiocruz (Belo Horizonte, Brasil) e um controle negativo (C-) (mix + agua).

4.6 Eletroforese em gel de agarose

A verificagcdo da amplificacdo do fragmento de DNA de Leishmania foi
realizada utilizando-sel2 pL do produto da PCR acrescidos de 3uL de tampéo da
amostra (0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xilenocianol e 30% de glicerol) por
eletroforese submarina horizontal em gel de agarose a 2%, em tampdo TBE (tris
base, acido bdrico e EDTA).

Apés a eletroforese, o gel de agarose foi corado com brometo de etideo
(0,5ug/mL) e os produtos de amplificacdo visualizados sob a luz ultravioleta em
transiluminador (Macrovue Uvis-20) da Amersham Pharmacia. Para a deteccdo da
presenca de um fragmento de 120 pb para o género Leishmania utilizou-se

marcador molecular de DNA de 50 pb e controle positivo.

4.7 Estatistica descritiva e analitica

Os dados obtidos por meio de formulério especifico para o estudo foram
armazenados em um banco de dados e organizados em planilhas no programa
Microsoft Excel ® (Office 2003). A analise descritiva esta apresentada sob forma de
tabela onde os dados sdo expressos por numero (N) e percentual (%).

Com o objetivo de verificar se houve associacdo significativa entre PCR em
saliva e PCR em esfregaco de mucosa bucal, foi aplicado teste de x* ou exato de
Fisher que foram considerados estatisticamente significantes com o nivel de
significAncia menor que 0,05 ou 5%. A analise foi processada pelo software

estatistico BioEstat (versao 5.3).
4.8 Aspectos Eticos
Este projeto foi submetido a avaliacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) e aprovado em 4 de Julho
de 2014, com parecer n® 709.560, protocolo 19312913.6.0000.0021 (ANEXO A).
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Todos o0s pacientes que fizeram parte desta pesquisa tiveram o TCLE assinado
antes de sua participacao no trabalho.

Quanto a questdo da confidencialidade, todas as informacdes foram
protegidas por cédigos ou iniciais do entrevistado, e nenhum formulario do estudo,
excecdo feita ao TCLE, conteve a identificacdo completa do entrevistado. Os
materiais da pesquisa foram todos guardados em local protegido, sob superviséo
direta do investigador principal do projeto.

O acesso aos dados foi de atribuicdo exclusiva do investigador principal. Os
dados agregados do projeto foram armazenados em um Unico computador, com
adequada capacidade de memdria. Este computador é protegido por senha de

entrada e de acesso a conteudos especificos.
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5 RESULTADOS

Foram estudados 30 pacientes com diagndéstico confirmado de LV entre julho
de 2014 e fevereiro de 2015. Verificou-se um claro predominio do sexo masculino.
No que se refere a faixa etéria, a média de idade encontrada foi de 39 e variou entre
18 e 83 anos. Observou-se uma maior incidéncia entre 20 a 39 anos; destaca-se
ainda que a faixa etaria de 40 a 59 também concentrou grande quantidade de casos.
Os pacientes coinfectados LV/HIV/AIDS representavam 30% dos casos e eram

predominantemente do sexo masculino (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribuicdo dos casos de leishmaniose visceral por faixa etaria, género e
coinfeccdo com HIV, Hospital Universitario/lUFMS — 2014 (n= 30)

Feminino Masculino Total

Variaveis N % N % N %
Faixa etaria

Até 19 anos 1 3,3 1 3,3 2 6,7

20 a 39 3 10,0 13 43,3 16 53,3

40 a 59 1 3,3 7 23,4 8 26,7

Acima de 59 3 10,0 1 3,3 4 13,3
Coinfec¢cdo com HIV/AIDS

Sim 1 3,3 8 26,7 9 30,0

Nao 7 23,3 14 46,7 21 70,0

Na Tabela 2, entre as manifestacfes clinicas mais frequentes, destacaram-se
febre, fraqueza, emagrecimento, palidez, esplenomegalia e hepatomegalia. O tempo
decorrido entre o inicio dos sintomas e o inicio do tratamento variou de 5 a 180 dias,

com média de 30,9 dias.

Tabela 2 — Frequéncia das manifestacdes clinicas observadas na internagdo de
pacientes com leishmaniose visceral, Hospital Universitario/lUFMS — 2014

(n=30)
Pacientes
Sintomas (1) N %
Fraqueza 26 86,6
Emagrecimento 25 83,3
Febre 24 80,0
Palidez 22 73,3
Esplenomegalia 21 70,0
Hepatomegalia 20 66,6
Tosse 13 43,3
Diarreia 11 36,6
Quadro infeccioso 9 30,0
Hemorragia 9 30,0
Ictericia 9 30,0
Edema 5 16,6

(1) Cada paciente poderia apresentar um ou mais sintomas
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Com relagédo ao tratamento, a droga mais utilizada foi a anfotericina B
lipossomal, seguida de anfotericina B desoxicolato e antimoniato pentavalente
(Tabela 3).

Tabela 3 — Casos de leishmaniose visceral segundo terapia medicamentosa
administrada, Hospital Universitario/UFMS — 2014 (n= 30)
Coinfeccdo HIV/AIDS

Sim Nao Total
Tratamento N % N % N %
Antimoniato Pentavalente - - 4 13,3 4 13,3
Anfotericina B Desoxicolato - - 8 26,7 8 26,7
Anfotericina B Lipossomal 9 30,0 9 30,0 18 60,0
Total 9 30,0 21 70,0 30 100,0

Dos exames laboratoriais, o teste imunocromatogréafico rpido foi o mais
realizado e mostrou elevada positividade (Tabela 4). A pesquisa direta do parasito
em aspirado de medula 6ssea foi realizada em 17 pacientes (56%), sendo positiva
em 53% deles. A cultura de aspirado medular foi realizada em 16 dos 17 pacientes
submetidos a coleta desse material e demonstrou 0 menor indice de positividade
dos exames realizados. Em relagdo ao exame de reacdo de imunofluorescéncia

indireta (RIFI), 69,2% tiveram resultados positivos para a doenca (Tabela 4).

Tabela 4 — Resultados dos testes laboratoriais utilizados para confirmacdo da
leishmaniose visceral, Hospital Universitario/lUFMS — 2014 (n= 30)

Pacientes
Testes diagndsticos (1) N° Realizado Positividade % (N)
Teste rapido 26 92,3 (24)
Aspirado de medula 6ssea 17 53,0 (9)
Cultura 16 25,0 (4)
Imunofluorescéncia indireta 13 69,2 (9)

(1) Cada paciente poderia realizar um ou mais testes diagnésticos

Nas amostras positivas para PCR em saliva e esfregaco de mucosa bucal
(Figura 15 e 16), houve a amplificacdo de fragmentos de DNA de 120 pares de base
(pb), utilizando-se o par de oligonucleotideos para o género Leishmania. Na Tabela
5 e Figura 17, pode-se observar a positividade de 73,3% (22/30) na saliva e 53,3%
(16/30) em células da mucosa bucal.
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Figura 15 — Produtos de amplificacdo da PCR em amostras de saliva com o0s
iniciadores P1 e P2 em gel de agarose 2% - M — marcador de 50pb, 1 a
15 - Amostras de saliva, 16 — cepa referéncia Leishmania infantum
(MHOM/74/PP75), 17 — Controle negativo.

M1 23 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 1516 17

50pb

Figura 16 — Produtos de amplificacdo da PCR com os iniciadores P1 e P2 em gel de
agarose 2% - M — marcador de 50pb, 1 a 14 — Amostras de esfregaco da
mucosa bucal, 15 - cepa referéncia Leishmania infantum
(MHOM/74/PP75), 16 — Controle negativo.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

50pb

Tabela 5 — Resultado da PCR em saliva e células da mucosa bucal em pacientes
com leishmaniose visceral, Hospital Universitario/lUFMS — 2014 (n= 30)

Saliva Células da mucosa bucal
Positivo Negativo Positivo Negativo
Pacientes N % N % N % N %
Total 22 73,3 8 26,7 16 53,3 14 46,7

Figura 17 — Positividade da PCR em saliva e células da mucosa bucal em pacientes
com leishmaniose visceral, Hospital Universitario/lUFMS — 2014 (n= 30)
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Observa-se que a PCR utilizando esfregaco de mucosa bucal apresentou
menor positivdade em relacdo a PCR em saliva, sendo a diferenga estatisticamente
significante (p=0,01).

No geral, 76,6% (23/30) dos pacientes apresentaram pelo menos uma
amostra positiva pela PCR; apenas um paciente (3,3%) apresentou positividade
somente em células da mucosa bucal e sete pacientes (23,3%) apenas na saliva.

A distribuicdo da positividade na PCR segundo o material biologico e
coinfeccao LV/HIV/AIDS esta representada na tabela 6 e na figura 18. As amostras
de pacientes coinfectados (9/30) tiveram uma positividade de 66,7% (6/9) na saliva e

55,5% (5/9) em células da mucosa bucal.

Tabela 6 — Positividade da PCR realizada em saliva e células da mucosa bucal em
pacientes com leishmaniose visceral, Hospital Universitario/lUFMS —

2014 (n= 30)
Saliva Células da mucosa bucal
Coinfeccad com HIV Realizado Positividade Realizado Positividade
Sim 9 66,7% (6) 9 55,5% (5)
N&o 21 76,1% (16) 21 52,3% (11)

Figura 18 - Positividade da PCR realizada em saliva e células da mucosa bucal em
pacientes com leishmaniose visceral, Hospital Universitario/UFMS — 2014
(n=30)

PCR em mucosa bucal
H Coinfecgdo LV/HIV (n=9)

H Sem coinfecgdo (n=21)

PCR em saliva

76,1
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6 DISCUSSAO

A suscetibilidade humana a LV é de fato bem conhecida, podendo atingir
ambos 0s sexos e todas as faixas etarias (OLIVEIRA et al., 2008; ALVARENGA et
al.,, 2010). A LV tem sido mais frequente em criancas com até quatro anos,
entretanto, alguns autores tém identificado um grande acometimento entre adultos
jovens (ALBUQUERQUE et al., 2009; XAVIER-GOMES et al., 2009), concordando
com os dados do nosso estudo.

Assim como verificado por Albuquerque et al. (2009) e Alvarenga et al. (2010),
houve predominio da doenca no sexo masculino (53,3%). Esta maior incidéncia
também foi igualmente identificada em outros estudos, como os realizados por
Oliveira (2011) em Minas Gerais, no periodo de 2007 a 2010, por Silva et al. (2008),
no Maranh&o durante 2004 a 2006 e por Botelho e Natal (2009) no Mato Grosso do
Sul, no periodo de 2001 a 2006. Na Espanha, um estudo realizado por Gil-Pietro et
al. (2011) avaliando pacientes internados com leishmaniose identificou que a maioria
era do sexo masculino (73%), com idade media de 33,5 anos.

A maior suscetibilidade masculina a infeccdo tem sido atribuida
principalmente a fatores comportamentais, como atividades de trabalho e lazer, com
maior exposicdo ao vetor. Fatores genéticos e hormonais também tém sido
considerados (XAVIER-GOMES et al., 2009; ALVARENGA et al., 2010).

A LV nos ultimos anos assumiu carater de doenca oportunista em pessoas
infectadas com o HIV e a concomitancia de ambas as infec¢bes pode reduzir a
sobrevida dos pacientes (CHOI; LERNER, 2001). Isso foi evidenciado em estudo
realizado por Druzian et al. (2015), analisando fatores de risco para o Obito por LV
onde a coinfeccdo com HIV/SIDA esteve presente em 36,6% dos casos, e por Goes
Melo e Sierpe (2012), relatando que a coinfecgdo pelo HIV tem sido descrita em
21,2% dos casos de LV no mundo, podendo atingir indices de 15-30% como na
Etiépia, concordando com valores do presente estudo. Entretando, o percentual de
coinfeccao LV/HIV/AIDS encontra-se superior aos valores descritos para outros
paises endémicos em desenvolvimento, que variam de 2,0 a 9,0% (SOUZA-GOMES
etal., 2011).

No Brasil, de acordo com os dados do SINAN, o nUmero de casos de
coinfeccdo LV/HIV/AIDS aumentou de 112 em 2007 para 282 em 2013. Essa

associacdo foi notificada com maior frequéncia nos estados de Minas Gerais
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(14,8%), Ceara (15,6%), Piaui (12,9%), Mato Grosso do Sul (12,2%) e Sdo Paulo
(10,7%). Estes dados indicam o risco cada vez mais presente de uma sobreposicao
das areas de risco para LV e HIV (MAIA-ELKHOURY et al., 2008).

A distribuicdo dos casos de LV/HIV/AIDS nesse estudo foi predominante no
sexo masculino, mantendo-se o padréo encontrado para 0s casos dessa coinfecdo
no Brasil, no periodo de 2001 a 2005 (MAIA-ELKHOURY et al., 2007). Esse achado
assemelha-se ao encontrado em Uganda (ALVAR et al., 2008) e na Europa
(DESJEUX; ALVAR, 2003).

A LV é uma doenca que pode apresentar um largo espectro de manifestacdes
clinicas, desde formas assintométicas até a forma classica, com presenca de
hepatoesplenomegalia associada a febre, emagrecimento, pancitopenia e
hipergamaglobulinemia, além de importante queda do estado geral (NUNES et al.,
2010; RIGO; RIGO; HONER, 2009). A esplenomegalia é um sinal classico da LV,
que pode levar a queixa de dor e distensao abdominal. Ela tem sido observada em
mais de 90% dos casos de LV. No Brasil, 95% dos acometidos apresentam perda de
peso. Segundo, outras manifestacbes como tosse e/ou diarreia tém sido menos
frequentes (MACHADO DE ASSIS; RABELLO; WERNWCK, 2012).

No presente estudo, praticamente todos o0s pacientes apresentaram O0sS
principais sinais e sintomas da doenca descritos na literatura. Variagdes na
sintomatologia podem ser ocasionadas por fatores ligados ao tempo de diagndstico
(NUNES et al., 2010).

As manifestacdes clinicas mais frequentes nos pacientes coinfectados foram
semelhantes aquelas observadas em pacientes com LV cléssica, corroborando o
estudo realizado por Souza-Gomes et al. (2011). Existem casos de individuos
coinfectados LV/HIV/AIDS cuja leishmaniose evolui sem nenhum impacto aparente
da infeccdo pelo HIV. A gravidade dos casos esta diretamente associada a condigédo
imunoldgica do paciente, avaliada por meio da contagem de linfécitos TCD4+, visto
que a coinfeccdo acelera o desenvolvimento da LV, manifestando-se,
principalmente, quando a contagem de linfécitos T CD4+ estd menor do que 200
(CRUZ et al., 2006; BRASIL, 2015).

A triade classica da LV é também a manifestacdo mais comum dessa doenca
na coinfeccao: hepatoesplenomegalia, febre e pancitopenia sao observadas em 75%
dos casos. Relatos na literatura descrevem frequéncias relativas das manifestacoes

clinicas nos pacientes, variando de 80% a 87% para febre, de 12% a 57% para
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adenopatia, de 70% a 90% para astenia e emagrecimento, de 49% a 100% para
anemia, de 54% a 90% para esplenomegalia, de 34% a 85% para hepatomegalia, de
56% a 95% para leucopenia, e de 52% a 93% para plaquetopenia (BRASIL, 2015).

Dados da literatura descrevem grande variabilidade em relacdo ao tempo de
evolucdo da doenca, com periodos que variam de dois a seis meses em média
(OLIVEIRA et al.,, 2010; PASTORINO et al., 2002), observados também neste
estudo. A presenca dos sinais e sintomas que sugerem LV deve alertar o
profissional de salude para o diagnostico da doenca, pois 0 reconhecimento precoce
e o tratamento oportuno sao essenciais para o aumento da possibilidade de cura.

Ha uma grande limitacdo no arsenal terapéutico disponivel para tratamento da
leishmaniose, sendo os antimoniais pentavalentes os farmacos de 12 escolha no
Brasil. Embora apresentem registros de altos indices de cura da LV no pais, 0s
farmacos disponiveis apresentam eficacia limitada e algumas vezes toxicidade
significativa e efeitos adversos (LINDOSO e GOTO, 2006). Cada vez mais tem sido
ressaltada essa potencial toxicidade, que pode levar a faléncia renal, pancreatite
aguda ou cardiotoxicidade, e em consequéncia, a morte. Pacientes com mais de 45
anos e LV apresentam um maior risco de morte ou de reagbes adversas mais
severas durante o tratamento com 0s antimoniatos do que 0s pacientes mais jovens
(CHAPPUIS et al., 2011).

Nos Estados Unidos e Europa mediterranea a anfotericina B tem sido o
farmaco de primeira escolha para LV (MURRAY, 2012). A melhor eficacia
terapéutica da anfotericina B lipossomal, principalmente em &reas onde ha
resisténcia ao tratamento com os antimoniatos, vem aumentado o seu emprego em
todo o mundo como tratamento para LV. Um grande obstaculo para o seu uso ainda
€ o alto custo (BERN et al., 2006).

O Ministério da Saude, em 2013, ampliou a indicacdo de uso desse farmaco
para o tratamento da LV no Brasil, passando esta a ser considerada a droga de
primeira escolha também para menores de um ano de idade, coinfectados com HIV,
comorbidades, uso de medicamentos que comprometam a imunidade e falha
terapéutica ao antimoniato de N-metil glucamina (BRASIL, 2013).

Neste estudo, todos os pacientes com mais de 50 anos utilizaram anfotericina
B lipossomal. Também seguindo as recomendacdes, todos 0s pacientes portadores

da coinfeccdo LV/HIV/AIDS foram tratados com essa medicagédo. Os pacientes que
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receberam antimoniato de N-metil glucamina foram os mais jovens do estudo, com
idade variando entre 18 e 22 anos e aqueles que foram tratados com anfotericina B
tinham idade entre 24 e 45 anos e nao apresentavam indicacdes que justificassem o
uso de anfotericina B lipossomal.

O diagndstico considerado padrao ouro na LV ocorre pelo encontro de formas
parasitarias, principalmente pela pesquisa direta em AMO e/ou pela mielocultura.
Em algumas localidades a pesquisa direta tem sido a técnica mais empregada, mas
0s métodos imunolégicos tém sido cada vez mais utilizados pela maior praticidade.
No presente estudo, o exame parasitoldgico direto e a cultura foram realizados em
pouco mais da metade dos casos.

A positividade da microscopia direta tem variado em diversos estudos, de
66,0 a 91,8% (OLIVEIRA, 2011; XAVIER-GOMES et al., 2009). Apesar do relato de
poucas complicacdes, o aspirado de medula éssea é um procedimento invasivo,
com necessidade de treinamento e habilidade técnica, além de estar associado a
dor e potenciais riscos de complicacdes (SRIVASTAVA et al., 2011).

Neste estudo, a RIFI foi solicitada em menos da metade dos casos, embora
seja a reacdo sorolégica mais utilizada para o diagndstico da LV no Brasil, com uma
sensibilidade que varia de 55 a 96%, e especificidade de 70 a 98%
(ALBUQUERQUE et al., 2009).

Com o objetivo de agilizar o diagnostico nas unidades de referéncia, o
Ministério da Saude implantou o teste rapido, que utiliza o antigeno rk39, que, além
de ser um teste nao invasivo, tem demonstrado boa sensibilidade (ROMERO;
BOELAERT, 2010). O Kalazar-Dectect mostra sensibilidade e especificidade de 83 a
92,3% e 82,3-96%, respectivamente. O It-Leish tem sensibilidade entre 89 a 96% e
especificidade variando de 90 a 100% (ASSIS et al, 2008; PERUHYPE-
MAGALHAES; ASSIS; RABELLO, 2012). Neste estudo, o teste rapido foi o exame
mais empregado, com elevada positividade, indicando grande utilidade para o
diagnéstico da LV.

Diferentes métodos podem ser utilizados para o diagnostico da LV, que
rotineiramente é realizado por meio da associacdo de parametros clinicos e
epidemioldgicos a uma confirmacao laboratorial por meio de exames parasitologicos,
sorologicos e/ou moleculares. No presente estudo ndo foi possivel a comparacéo

entre os métodos diagndsticos dos pacientes e a PCR em saliva e em células da
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mucosa bucal, pois o0os pacientes ndo foram submetidos a todos os testes
diagnosticos tendo em vista que, frente a um resultado positivo em um deles, os
outros exames néo foram solicitados.

O diagnostico precoce é importante para evitar a gravidade dos casos e,
consequentemente, a morte do paciente (SCHALLING; OSKAM, 2002). Nesse
contexto, os métodos convencionais apresentam algumas limitacdes. A visualizagédo
do parasito em microscopio e a cultura sdo pouco sensiveis, além da cultura
necessitar de maior tempo para a definicdo do diagnostico. Ja os ensaios baseados
em sorologia, mesmo sendo Uteis, possuem desvantagens ao apresentarem reacdes
cruzadas e resultado diferenciado de acordo com o tempo de infec¢cédo, ndo sendo
indicados para diagnéstico de pacientes assintomaticos e imunossuprimidos
(GONTIJO; MELO, 2004).

Considerando essas limitacdes e a necessidade de aprimorar técnicas para
um diagnostico seguro, os métodos moleculares vém sendo utilizados para
identificagdo de grupos e espécies de Leishmania, em diferentes amostras clinicas,
isolados de cultura, bem como em flebotomineos (MICHALSKY et al. 2002; VERMA
et al., 2010).

Diferentes tipos de amostras bioldgicas, tais como aspirados esplénicos, de
medula éssea, de linfonodos, sangue total, camada leucocitaria, cultura e sangue
coletado em papel-filtro, podem ser utilizados como fonte de material para a reacéo
em cadeia da polimerase, com a finalidade de detectar DNA do parasito (TAVARES;
FERNANDES; MELO, 2003), mostrando que a PCR é um método util no diagnéstico
da LV (PANDEY et al., 2009).

Considerando que a biopsia esplénica e a puncdo de medula 6ssea néo sao
técnicas de coleta adequadas para uso fora do ambiente hospitalar, muitos centros
de pesquisas tém avaliado o uso da PCR em sangue periférico para o diagnostico
de LV (LACHAUD et al., 2001).

O uso da PCR utlizando sangue periférico como material biol6gico
demonstrou sensibilidade variando de 79% a 100% (CASCIO et al., 2002; CRUZ et
al., 2006; KAOUECH et al., 2008; FRAGA et al., 2010). Segundo Cruz et al. (2006),
a positividade em aspirado de medula 6ssea foi de 100% e de 79% em sangue
periférico.

A PCR de DNA extraido a partir de esfregagos de medula éssea mostrou ser

uma ferramenta adequada para confirmar o diagndstico em pacientes com LV e



52

pode também ser Util no diagnostico de casos dificeis, com sensibilidade variando de
69% a 97% (GANGNEUX et al., 2003; BRUSTOLONI et al., 2007; PANDEY et al.,
2010).

A PCR também tem se mostrado uma ferramenta altamente sensivel e
especifica para o diagndstico da LV em pacientes imunocomprometidos. Em estudo
realizado por Antinori et al. (2007) a sensibilidade da PCR foi de 95,7% para
amostras de aspirado de medula 0ssea e de 98,5% para amostras de sangue
periférico. Em pacientes infectados pelo HIV, a sensibilidade da PCR em sangue
periférico variou de 82-98% (P1ZZUTO et al., 2001; PIARROUX et al., 1996; COSTA
et al., 1996).

Técnicas ndo invasivas, mais simples e sensiveis, ja foram desenvolvidas
para o diagnoéstico da LV canina usando amostras de urina ou amostras de “swab”
conjuntival, com sensibilidade variando entre 90 a 92% nos esfregacos conjuntivais,
porém para seres humanos este método nao é recomendado, pois esta associado a
possibilidade de danificacdo da cornea (LEITE et al.,, 2010; PILATTI et al., 2009;
STRAUSS-AVALI et al., 2004).

Amostras de “swabs” bucais seriam mais praticas para o diagnéstico da LV,
especialmente em condi¢cdes de campo (SINGH et al., 2009), uma vez que as
mesmas tém uma vantagem distinta como espécime biologico porque ndo requerem
equipamento especial para a amostragem, conservacao e transporte especializado
(KAUFMAN; LAMSTER, 2002).

“Swabs” bucais tém sido utilizados como substrato em reacdes de PCR para
o diagnéstico de LV. Vaish et al. (2011) avaliaram “swabs” bucais de 148 pacientes
com exame parasitoldgico positivo para LV. Para o diagndstico molecular foi
utilizado um método néo invasivo de coleta de células esfoliativas da mucosa bucal
empregando-se o kit Hi-Media “swab” estéril. A sensibilidade da PCR foi de 83,11%.
Estudo realizado por Galai et al. (2011) foram incluidos 37 pacientes pediatricos com
LV. Eles ndo apresentavam doencas imunossupressoras ou infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana. Fluidos orais foram coletados por meio de um dispositivo
Oracol onde, resumidamente, a haste de espuma foi retirada do dispositivo de
armazenamento e esfregada sobre as gengivas da crianca até que ficasse
completamente embebida em saliva. A sensibilidade do ensaio de PCR realizada em

células desse fluido oral foi de 94,6%.
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Amostras orais de pacientes HIV positivos também foram analisadas por
PCR. Foi relatada, pela primeira vez, a presenca de DNA de L. donovani em
amostras de “swab” bucal de pacientes HIV coinfectados com LV em estudo
realizado por Das et al. (2014), com células esfoliativas da mucosa bucal. A
populacdo do estudo consistiu de 22 pacientes, sendo que 19 dos 22 casos (86,3%)
foram considerados positivos para este teste.

No presente estudo, a positividade em esfregaco bucal de coinfectados foi
menor do que em saliva, apontando para a possibilidade do uso desse ultimo
espécime biolégico no diagnostico molecular em casos de coinfecg¢édo LV/HIV/AIDS.

Embora os ensaios da PCR tenham mostrado uma alta sensibilidade e
especificidade na deteccdo de DNA de Leishmania em estudos que utilizaram
métodos nao invasivos de coleta (Vaish et al., 2011; Galai et al., 2011; Das et al.,
2014), alguns pacientes do presente estudo ndo tiveram DNA de Leishmania
detectavel nas amostras aqui estudadas, devendo-se levar em conta que VAarios
fatores podem estar relacionados com os resultados obtidos.

Em sangue periférico, a eficiéncia da PCR em detectar a presenca do parasito
em individuos assintomaticos pode depender de fatores tais como tipo de amostra
avaliada, método de extracdo, alvo e primers utilizados, quantidade de DNA
detectavel e a area de estudo (MORENO et al., 2006; VIANA et al., 2008). Individuos
com teste soroldgico positivo, mas que apresentam kDNA negativo pela PCR,
indicam que L. infantum circula de forma intermitente e com baixa densidade
parasitaria (CARDO et al., 2006; LE FICHOUX et al., 1999). Segundo Viana et al.
(2008), em determinado momento pode ndo haver DNA detectével circulante, mas
ha producdo de anticorpos, e em outro momento, o parasito pode ser detectado
justificando a PCR positiva.

Sendo assim, a menor positividade aqui encontrada, tanto para saliva como
em ceélulas da mucosa bucal, provavelmente se deve as diferencas metodologicas e
de amostragem dos pacientes, devendo-se considerar ainda, a variagdo na
guandidade de DNA celular que pode ser extraido a partir de fluidos orais e 0 nao
conhecimento da carga parasitaria nesse material, assim como a fase de evolucao
da doenca.

Sabe-se que a principal forma de transmissdo da LV ocorre por meio da
picada dos flebotomineos fémeas nos hospedeiros vertebrados. Entretanto, segundo

estudos realizados por Fukutani et al. (2014) e Franca et al. (2013), a infeccéo
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assintomatica esta presente entre a populacdo de doadores de sangue, sendo
necessario que se faca uma triagem destes também para LV, devido ao risco de
infeccéo por meio da transfusdo sanguinea.

Questdes sobre a transmisséo de diversas patologias através de exposicao a
saliva, como, por exemplo, mononucleose infecciosa, rubéola, parotidite e hepatite B
(BRASIL, 2006; BRASIL, 2010a), e a possivel transmissdo do HCV (ROY et al.,
1995), HPV (ANDREWS et al., 2009) e HHV-8 (BLACKBOURN et al., 1998;
WIDMER et al., 2006) por meio de exposicdo a este fluido corporal j& foram
levantadas. Pode-se, portanto, especular se seria possivel considerar a saliva como
fonte do agente etioldgico da leishmaniose visceral, ja que a presenca do DNA
desse parasito tem sido demonstrada em fluidos orais, como ja discutido. N&o se
observa na literatura estudos que abordem esse tema, nem o uso frequente da PCR
na saliva para o diagnoéstico da LV, mostrando mais uma vez a necessidade de

novas pesquisas nesse campo.
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7 CONCLUSOES

Os resultados aqui descritos apontam para a possibilidade da utilizacdo da
saliva como substrato no diagnéstico da leishmaniose visceral quando empregada a
PCR, podendo constituir uma alternativa ndo invasiva de investigacdo em individuos
com suspeita de LV. No entanto, estes resultados, bem como os demais dados
publicados em literatura sobre o uso de fluidos orais para diagnéstico da LV por
PCR, sao preliminares.

Este estudo mostrou que a pesquisa de DNA de Leishmania por PCR na
saliva com os iniciadores P1/P2 apresentou maior positividade do que quando se
emprega esfregaco de mucosa bucal. Esses resultados sdo dificeis de serem
interpretados, pela escassez de estudos que aplicaram substratos semelhantes em
testes para diagnostico da leishmaniose visceral e que possam servir de
comparacao com os dados obtidos.

A coleta de saliva e/ou de esfregaco da mucosa bucal oferece vantagens
sobre a coleta de sangue e de aspirado medular para o diagnéstico da LV, pois
permite uma investigacdo ndo invasiva dos casos suspeitos. A coleta é menos
dolorosa e estressante, oferece mais seguranca para o profissional de saulde,
eliminando os riscos de acidentes pérfuro-cortantes, tem melhor aceitacdo do
paciente e proporciona facilidade para estudos de grandes popula¢des, podendo ser
realizada em locais onde a coleta por meios invasivos é inconveniente.

Faz-se necessaria a utilizagdo de novos meios de diagnostico na LV. O
emprego de saliva e esfregacos de mucosa bucal no diagnéstico dessa patologia

precisa ser mais estudado.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa com o titulo “DNA de
Leishmania sp. em saliva e mucosa bucal de pacientes com leishmaniose
visceral”. Vocé precisa decidir se quer participar ou ndo. Por favor, ndo se apresse em
tomar a decisdo. Leia cuidadosamente 0 que se segue e pergunte ao responsavel pelo
estudo qualquer duvida que voce tiver.

Este estudo estd sendo conduzido pelas pesquisadoras Luciana Nogueira de
Almeida Guimarées e Yvone Maia Brustoloni.

A finalidade deste estudo € avaliar a possibilidade deteccdo do DNA de
Leishmania em secrecao salivar de adultos com diagnéstico de leishmaniose visceral
(LV) por meio de um exame chamado Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
portanto, € muito importante a sua participacdo neste estudo.

A LV visceral é uma doenca grave, transmitida pelo mosquito-palha ou birigui
(Lutzomyia longipalpis) que, ao picar, introduz na corrente sanguinea do hospedeiro
(homem) o parasito Leishmania. Os principais sintomas da LV séo febre com semanas
de duracdo, fraqueza, perda de apetite, emagrecimento, anemia, palidez, aumento do
baco e do figado, comprometimento da medula 6ssea, problemas respiratorios, diarreia
e sangramentos. Quando ndo tratada, pode levar o paciente a 6bito.

O DNA (acido desoxirribonucléico) é a parte mais importante da célula. Ele
contém informag¢des que coordenam o desenvolvimento e funcionamento de todos os
seres vivos e produzem variacOes nas caracteristicas de cada espécie.

Para o estudo, serdo coletadas algumas informacdes pessoais e sobre seu
estado de saude através de um formulario de coleta de dados que sera preenchido pelo
entrevistador. Antes de ingressar nesta pesquisa, vocé serda submetido a exames de

rotina médica para realizagdo do diagnostico de leishmaniose visceral.

Rubrica do Pesquisador Rubrica do Participante
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Além disso, sera requisitado para coleta de saliva (uma colher de chd) e células de
dentro da bochecha através de cotonete estéril (swab), coletada pela pesquisadora,
durante o atendimento médico realizado no servico de referéncia para tratamento da
leishmaniose visceral: Servico de Doencas Infecto Parasitarias e Pronto Atendimento
Médico do Nucleo Hospital Universitario/lUFMS.

A sua participagdo no estudo ndo acarretard em prejuizos. Os riscos para vocé
poderdo ser minimos, como incbmodo de pequena intensidade no local da coleta de
saliva e do esfregaco da mucosa oral. Vocé podera se beneficiar dos resultados desta
pesquisa, assim como outras pessoas que possuem sua doenca, pois este método é
menos doloroso e estressante que os métodos diagnosticos ja existentes, como por
exemplo, o aspirado de medula Gssea.

Se vocé concordar em participar, seu home e identidade serdo mantidos em
sigilo. A menos que requerido por lei, somente o pesquisador (ou 0 seu médico ou outro
profissional) a equipe do estudo, Comité de Etica independente terdo acesso aos seus
dados para verificar as informacdes do estudo. Vocé sera informado periodicamente de
qualquer nova informacéo que possa modificar sua vontade de continuar participando do
estudo.

Para perguntas ou problemas referentes ao estudo ligue para Luciana Nogueira
de Almeida Guimaraes, telefone celular nimero (67)81680217. Para perguntas sobre
seus direitos como participante no estudo chame o Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da UFMS, no telefone (67) 3345 7187.

A sua participacdo no estudo é voluntaria. Vocé pode escolher néo fazer parte do
estudo, ou pode desistir a qualguer momento. Vocé ndo perdera qualquer beneficio ao
qual tem direito. Se desistir do estudo, isso ndo implicard na continuidade do tratamento.
Vocé nao serd proibido de participar de novos estudos, porém podera ser solicitado a
sair do estudo se ndo cumprir os procedimentos previstos ou atender as exigéncias
estipuladas. Vocé receberd uma via assinada deste termo de consentimento. As
amostras de material serdo descartadas ap0s a investigacao.

Declaro que li e entendi este formulario de consentimento e todas as minhas

davidas foram esclarecidas e que sou voluntario neste estudo.

Assinatura do participante

telefone

Assinatura do pesquisador
Campo Grande-MS / /
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APENDICE B — FORMULARIO DE COLETA DE DADOS

Ne Grupo Data / /
Iniciais do nome: RGHU
Endereco

Telefones

DN__/ [/ ldade Sexo Peso

Escolaridade ( )

0-Analfabeto 1-1% a 4@ série incompleta do EF (antigo primario ou 1° grau) 2-42 série completa do
EF (antigo primario ou 1° grau) 3-52 a 82 série incompleta do EF (antigo ginasio ou 1° grau) 4-Ensino
fundamental completo (antigo ginasio ou 1° grau) 5-Ensino médio incompleto (antigo colegial ou 2°
grau ) 6-Ensino médio completo (antigo colegial ou 2° grau ) 7-Educacdo superior incompleta 8-

Educacao superior completa 9-Ignorado 10- Nao se aplica

Raca ( ) 1-Branca 2-Preta 3-Amarela 4-Parda 5-Indigena 9- Ignorado

Procedéncia

Naturalidade

Zona( ) 1-Urbana 2-Rural 3- Periurbana 9 - Ignorado

Ocupacéo

Diagnéstico da LV em / /

Outros diagnésticos

Antecedentes clinicos (descreva brevemente a histéria clinica do paciente como internacfes, exames

laboratoriais anteriores, entre outros)

Manifestacdes clinicas:

Febre ( ) fraqueza( ) emagrecimento( ) aumento do baco ( ) aumento do figado( )
edema( ) tosse e/ou diarréia( ) palidez( ) quadroinfeccioso( ) ictericia( ) fendmenos
hemorragicos( ) outros  ( ) Outra infeccdo associada ( )

especificar:
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Dados laboratoriais
Mielograma P( ) N( ) Teste Rapido P( ) N( ) RIFIP( ) N()
Elisa P( ) N( ) PCRP( )N() Cultura P( ) N( ) Outro

Co infecgdo HIV/AIDS S( )N( ) OutraDIPS( )N ()

Tratamento

Anfo B-Dose total Anfo Lipossomal-dose total

Anfo Coloidal-Dose total
Outra
Obs

Evolucéo do caso ( )

1-Cura 2-Abandono 3 - ObitoporLV 4- Obito por outras causas 5 transferéncia

Exames laboratoriais

Data




ANEXOS
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DNA DE LEISHMANIA SP. EM SALIVA E MUCOSA BUCAL DE CRIANCAS COM
LEISHMAMIOSE VISCERAL

Pesquisador: Luciana Mogueira de Almeida Guimaries
Area Tematica:

Versdo: 7

CAAE: 19312%13.6.0000.0021

Instituigdo Proponente:

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADODS DO PARECER

Humero do Parecer: 709.550
Data da Relatoria: 02072014

Apresentagdo do Projeto:

Para fins diagndsticos da Leishmaniose Visceral, oz procedimentos laboratoriaizs mais utilizados envolvem a
analize dos constituintes guimicos e celulares do sangue. Varios estudos tem avaliado o potencial da saliva
come fluide bislogico nos exames para diagnostico de diversas doencas com diferentes etiologias.0 método
PCR pode ser utilizado em fluidos bucais na detecgio de DNA microbiano para detectar virus e bactérias.

& aplicagdo desse método, principalments em criangas, merece ser investigada, sendo o ohjetivo do estudo
detecgio DMA de leishmania sp. em saliva @ mucosa bucal de pacientes com Leishmaniose Visceral. Trata-
se de um estudo avaliativo de desempenho de testes diagndsticos, que sera realizado no Municipio de
Campo Grande/MS, no NHU-UFMS, com pacientes com mais de 18 ancs de idade, no Pronto Atendimento,
com diagnostico de Leishmaniose Visceral. Indigenas nao participardo estudo. Este projeto sera submetido
a avaliacio do Comité de Etica em Pesquisa do NHU-UFMS. Todos os pacientes gue fizerem parie desta
pesquiza terdo o TCLE assinados por seus pais efou responsdveis antes de sua participagdo no trabalho.
Os entrevistados serfio convidados a realizar a coleta de material para detecgdo de Leishmania sp. A
investigagio de Leishmania sp. serd realizada por meio do método molecular PCR, com amestras de saliva

nao estimuladas.O fluido oral dos pacientes sera obtido no dia do atendimento médico,antes do inicio
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da terapia medicamentosa. A secreco salivar sera recolhida com uma seringa descartavel de 3ml, estéril e
sem agulha, e depois transferida para microtubos tipo Eppendorf estéreis de

1,5ml. O esfregago da mucosa bucal sera coletado através de cotonete estéril (swab), cujas pontas serdo
guebradas e as amostras serdo acondicionadas no tubo (esténl) Apds serem lacradas e identificadas, as
amostras serdo acondicionadas em recipiente de isopor com gelo reciclavel para transparte & posterior
conservagio a 20°C até extracdo do DMNA. A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) sera realizada na
FIGCRUZ- Rio de Janeiro

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Detectar DMA de Leishmania sp. em saliva e mucosa bucal em criangas com Leishmaniose Visceral pela
técnica do PCR

Objetivo Secundario:

Descrever a técnica de coleta de saliva e esfregage de mucosa oral em criangas com leishmanicse visceral;
Descrever a reagdo de PCR utilizada com os substratos descritos acima; Verificar a sensibilidade e verificar
a sensibilidade e especificidade da PCR utilizando saliva e esfregaco de mucosa bucal, comparando com os
metodos ja existentes.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

0= rizcos 530 minimos e superados pelos beneficios. A coleta de swab da mucosa bucal efou & coleta de
saliva oferece vantagens sobre a coleta de sangue para o diagnostico de LV, pois permite uma investigagdo
néo-invasiva nos casos suspeitos, sendo potencialmente Otil para a investigagio da doenga em criancas. O
método & menos doloroso e estressants; oferece mais seguranca para o profissional de salde, pois elimina
o8 rizcos de acidentes pérfuro-cortantes; tem melhor aceitagdo do pacients, particularmente criangas; e
proporciona facilidade para estudos de grandes populagdes, podendo ser usado em locais onde a coleta de
sangue & inconveniente, como escolas, por exemplo

Comentarios & Consideragbes sobre a Pesquisa:
Estudo relevante gue propoe métedo altemative para o diagnostico da leishmanicse visceral em criangas.
Cronocgrama & orgamento compativeis. Nio foram detectados conflitos de interesse.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:

As autorizagdes institucionais estdo presentes. O TCLE foi readequado e atende a sua finalidade.O
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instrumento de colsta de dados & termo de compromisso para utilizagdo de dados de prontudrio, estio
presentes.

Recomendagoes:
MNada consta.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Por terem atendido todas as diligéncias, e por se encontrar em conformidade com as normativas vigentes
somos de parecer favordvel a sua aprovagdo.

Situagio do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:
N&o

Consideragdes Finais a critério do CEP:

CAMPO GRANDE, 04 de Julho de 2014

Aszsinado por:

Odair Pimentel Martins
{Coordenador)
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