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1. Introducao

As leishmanioses sdo zoonoses que apresentam duas principais formas clinicas, a
leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral. Segundo o Manual de Vigilancia Sanitaria
(2007), a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) engloba uma variedade de
manifestacdes clinicas como a leishmaniose cutanea, mucocutdnea e cutdnea difusa. Essa
variacdo esta associada a diferentes espécies do parasito e a resposta imune do hospedeiro
(Silveira e Lainson 2004). As principais espécies responsaveis por ocasionar a LTA no
Amazonas sao Leishmania (Viannia) naiffi, L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis e L. (V.)
braziliensis. O controle e tratamento da LTA tém sido dificil devido a diversidade de espécies
de Leishmania e a falta de métodos de diagnodsticos especificos para a espécie, o que
facilitaria o direcionamento da terapéutica. A identificacdo do parasita é essencial em
qualquer estudo clinico patoldgico da doenga, uma vez que ha variagdo especifica na sua
viruléncia e resposta terapéutica (Figueira et al., 2008). Os métodos de diagndstico
soroldgicos e histopatolégicos tém uma precisdo limitada, devido a sua baixa sensibilidade. A
resposta imune celular mediada por reagao de hipersensibilidade tardia geralmente identifica
casos positivos com precisdao. No entanto, os resultados dependem do estado imunoldgico do
paciente, do tempo decorrido desde a infecgdo, das espécies infectantes de Leishmania e da
qualidade dos reagentes utilizados (Marzochi et al. 1993; Berman 1997). A metodologia de
diagndstico utilizada atualmente é a observacdao direta de amastigotas em esfregagos
corados ou culturas de material obtido a partir de lesdes de pele. Porém, pela dificuldade em
se discriminar estes parasitos com critérios extrinsecos, tém-se utilizado diversos
marcadores moleculares capazes de identificar e classificar os organismos de acordo com as
caracteristicas comuns (Grimaldi e Tesh 1993). Ferramentas moleculares como a Reacdo de
Polimerase em Cadeia (PCR) tém se mostrado altamente eficazes no diagndstico da
leishmaniose (Reed 1996; Pirmez et al. 1999; Weigle et al. 2002; Disch et al. 2005).
Atualmente o diagnostico dos agentes de doencas infecciosas inclui o uso de tecnologias com
base no acido nucléico. O DNA, quimicamente mais estdvel do que enzimas e anticorpos,
tém sido objeto de intensas pesquisas (Ellis e Crampton 1988; Guevara et al.1992). A
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica in vitro que consiste na amplificacdo
de seqliéncias especificas de acido desoxirribonucléico (DNA) ou de acido ribonucléico (RNA)
(Andrade 2007). Sua aplicagdo permite rapida detecgdo e identificacdo do DNA, mesmo que
degradado (Saiki et al. 1988), dos parasitos sem a necessidade de isolamento (Andrade
2007). No diagnostico de leishmaniose, um dos principais alvos das técnicas moleculares
desenvolvidas é o DNA do cinetoplasto (kDNA) (Rodgers et al. 1990). Para estes estudos
moleculares, a etapa de extracdo de DNA ¢ muito importante e necessita de uma
padronizacdo para cada organismo estudado. Para tanto, pesquisar métodos alternativos de
extracdo de DNA que sejam rapidos, com pouco custo, livres de contaminacdo e eficazes,
pode possibilitar a aplicacdo da pesquisa em outros estudos, como diagndsticos
retrospectivos e populacionais. Neste estudo, trés métodos de extracdo de DNA foram
selecionados e aplicados em laminas coradas estocadas por mais de um ano.

2. Materiais e Métodos

Para a realizacdao dos ensaios, foram utilizadas ldminas de imprint de bidpsias de hamsters
experimentalmente infectados com Leishmania amazonensis (MHOM/BR/08/IM5584) e
coradas pelo método de Giemsa, armazenadas no Laboratério de Leishmaniose e Doenca de
Chagas - Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia - INPA. Dando-se preferéncia para as
que estavam em bom estado, com alta quantidade de parasitos e que possuissem duplicatas.
As laminas foram umedecidas com tampao de lise (NaCl 5M, sucrose, Tris 2M, EDTA 0,5M pH
9,1, H,O dd) e SDS 10%, para assim serem raspadas com lamina de bisturi e depositadas
em tubos tipo Eppendorf de 1,5 mL. Em seguida foram aplicados diferentes variagdes do
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método de extragdo por fenol-cloroférmio. Foram estabelecidos trés variacbes do método de
extracdo do DNA: (1) Overnight (37°C): O material foi exposto a uma temperatura de
379C, overnight (24 horas) sendo acrescido 10 uL de proteinase K (10mg/mL) e 10 pL
RNAse (10mg/mL) apds o pré-tratamento. No dia seguinte as amostras foram submetidas ao
método fenol-cloroférmio (Sambrook, 1989); (2) Filtracdo direta: Apos o pré-tratamento o
material foi filtrado com uma membrana de 0,22mm (Milipore) e mantido em banho-maria a
56°C por 2 horas. Logo em seguida foi submetida ao mesmo método fenol-cloroférmio; (3)
Banho-maria (56°C): As amostras pré-tratadas foram colocadas em banho-maria a 56°C,
por 2 horas. Em seguida, foi adicionado 400 pyL de TE (Tris HCl 10 mM e EDTA 1 mM pH 8,0)
e mantidas a -20° C. Posteriormente foram descongeladas a temperatura ambiente,
adicionando-se 20 L de proteinase K (10 mg/mL). Em seguida incubou-se em banho-maria
a 56°C por 1 hora. Sendo submetidas ao método de fenol-cloroférmio. Apds, as extracoes
(variagbes 1, 2 e 3) o DNA foi hidratado com 30 pL de TE.

A quantificacdo do DNA foi realizada num espectrofotometro (Spectrophotometer Thermo
Scientific Nanodrop 2000®), com amplitude variando de 220 a 750 nm, e verificada sua
concentracdo em ng/ulL, a pureza do DNA extraido e a quantidade de compostos fendlicos
presente nas amostras. Foi utilizado um volume minimo de 1 pyL de DNA extraido para a
obtencdo da concentracdo em ng/uL de cada amostra. A regidao de ITS do rRNA foi
amplificada utilizando os seguintes iniciadores IR1 (5'-
GCTGTAGGTGAACCTGCAGCAGCTGGATCATT-3") e IR2 (5'-
GCGGTTAGTCCTGCCAAACACTCAGGTCTG- 3'), utilizado por Cupolillo et al. (1995). Um total
de 50ng de DNA da amostra foi adicionado na reagdo do mix contendo: 10pmol de cada um
dos iniciadores; tampdo (10mM Tris-HCI, pH 8.0/50 nMKCIl); 1,5 mM MgCl,; 100mM de cada
dNTP; 1U Taq polimerase. As reacdes de amplificagdao foram realizadas em volume final de
25uL em termociclador (Thermo Px2 Thermal Cycler) de Gradiente. As condigbes de
amplificagdo foram as seguintes: desnaturacgdo inicial de 94°C por 5 min. e 35 ciclos de 94°C
por 1 min., 58°C por 1 min., 72°C por 2 min., seguida por extensao de 72°C por 5 min. Os
fragmentos de amplificagdo foram observados em gel de agarose de 1,5% com TAE 1% e
corado com GelRed (Biotium).

3. Resultados e Discussao

A partir das diferentes variacbes do método de extracdo realizadas, foi possivel compara-las
de acordo com a concentracdo de DNA obtida (Tabela). Foi perceptivel que a variagdo por
overnight rendeu melhores resultados relacionados a concentracdo de DNA obtida, assim
como nos estudos realizados por Barea (2001), que também obteve melhores resultados na
extracdao de DNA a partir de fontes escassas, com maior tempo de incubagao.

Tabela: Quantificacdo do DNA no espectrofotometro Nanodrop (ND2000®) das amostras
extraidas pelas variaces: 1 — Overnight; 2 Filtracdo Direta e 3 - Banho-Maria.

Método 1 Método 2 Método 3
Amostras Concentragéo Pureza Concentragéo Pureza Concentragdo | Pureza
(ng/pL) (260/280) (ng/pL) (260/280) (ng/pL) (260/280)
1 51 2,43 10,1 3,19 17,4 2,78
2 42,8 1,90 4,9 3,12 6,6 3,30
3 5,0 6,25 3,6 4,87 4,8 4,80
4 6,3 2,72 49,1 1,58 53 1,60
5 98,6 1,49 11,6 3,53 16,8 2,21
6 121,3 1,55 3,5 4,24 18,2 2,19
7 51,4 1,57 41 1,80 8,7 2,26
8 55,5 1,64 4,8 1,58 8,4 1,79
9 40,0 1,64 7,9 2,08 9,5 2,08
10 19,0 1,63 4,2 8,50 12,5 1,71

A partir das amostras extraidas pela variagdo em overnight, foram selecionadas cinco
amostras com as maiores concentracdes para realizar a amplificacdo da regidao de ITS
(Figura). Foi observada amplificacdo da regido de ITS de apenas trés (60%) destas
amostras. E possivel que a auséncia de amplificacdo do DNA das outras duas amostras possa
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ter ocorrido devido a presenca de inibidores na reagdo ou mesmo pelas diferentes
concentracGes de DNA parasitario contidos nas impressdes das laminas utilizadas.

PM c- 1 2 3 45 PM cC- 1 2 3 4 5

Figura: Resultado da PCR em Gel de agarose das amostras extraidas pelo método 1
(Overnight). PM - Peso Molecular; C- - Controle negativo; 1 - amostra com concentracao de
42,8 ng/uL; 2 = amostra com concentracao de 98,6 ng/uL; 3 — amostra com concentracao
de 121,3 ng/uL; 4 - amostra com concentracdo de 51,4 ng/uL e 5 - amostra com
concentragao de 55,5 ng/pL.

Os resultados comprovam que é possivel realizar extracdo de DNA pelo método fenol-
cloroférmio, a partir de laminas coradas por Giemsa, indicando que esta abordagem pode ser
um método alternativo para a deteccdo e identificacdo de parasitos em exames diretos.
Estudos com amastigotas de laminas coradas por Giemsa amplificando a regido de ITS foram
realizados por Kazemi-Rad et al. (2008), com um percentual de 89.6% de positividade,
demonstrando por estes resultados e também pelos nossos estudos, a possibilidade de
diagndstico com formas amastigotas de laminas coradas. Além disso, tais informagbes
também sdo importantes em estudos epidemioldgicos onde a distribuicdo das espécies de
Leishmania em hospedeiros humanos e animais, bem como em insetos vetores, € um pré-
requisito para a implantacao de medidas apropriadas de controle (El Tai et al. 2000;
Schoénian et al. 2003).

4. Conclusao

Este estudo demonstrou que é possivel realizar extracdo de DNA e amplificacdo de alvos
genOmicos a partir de laminas coradas, pelo método fenol-cloroférmio, possibilitando assim
novos recursos e métodos de diagndstico utilizando a PCR, viabilizando maior confiabilidade
e especificidade ao teste.
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