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Resumo:

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca infecciosa causada por
espécies de protozoarios do género Leishmania, que sdo transmitidos ao homem a
partir da picada de insetos flebotomineos, podendo formar lesbes na pele ou
mucosas. O diagnostico parasitolégico € realizado pela pesquisa do parasito na
lesdo, por microscopia direta ou reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Porém, a
coleta de material para essas técnicas € considerada invasiva e desconfortavel para
0s pacientes. Um recente estudo mostrou a presenca de DNA de Leishmania em
amostras de saliva humana, indicando que este tipo de amostra biologica tem
vantagens pois ndo € invasiva. Neste estudo pesquisou-se a presenca de DNA de
Leishmania em amostras de saliva de pacientes com suspeita de LTA, provenientes
da 15° Regional de Satde de Maringa. ApOs a aprovacio pelo Comité de Etica para
pesquisa em humanos, foi aplicado um questionario semi-estruturado, e realizou-se
a coleta de saliva in natura e com swab bucal, para posterior realizacdo da técnica
de PCR convencional. Participaram 39 pacientes, sendo oito destes individuos com
resultados positivos para LTA (parasitolégico ou sorolégico). No entanto, todas as
amostras apresentaram resultado negativo. Embora neste estudo piloto o DNA do
parasito ndo tenha sido detectado na saliva de pacientes com LTA, o uso da saliva
para diagndéstico da doenca ainda permanece sob investigacéo.

Introducéo

As leishmanioses representam um desafio a saude publica por constituir um
complexo de doencas infecto-parasitdrias com um amplo espectro clinico (desde
lesbes cutaneas, mucosas até viscerais), diversidade epidemiologica e ampla
distribuicio mundial (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2017). A transmissédo da
leishmaniose tegumentar americana (LTA) ocorre pela picada de insetos
flebotomineos fémeas infectadas, que inoculam os parasitos na pele do hospedeiro.
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As formas clinicas cutdnea e mucocutanea ocorrem na regido das Américas desde o
sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina (CURTI et al, 2011).

O diagnostico laboratorial convencional da LTA é realizado pela demonstracdo do
parasito em amostras bioldgicas. O procedimento € de facil execuc¢do, rapido e de
baixo custo. No entanto, apresenta limitacées quanto a sensibilidade, especialmente
para lesdes cronicas em que a parasitemia é baixa (GONTIJO, 2003). Outro método
de diagnostico laboratorial é a pesquisa sorolégica de anticorpos IgG anti-
Leishmania por imunofluorescéncia indireta (IFI). Essa técnica apresenta baixo
custo, € de simples execucdo e boa sensibilidade. No entanto, como utiliza
antigenos brutos, tem a desvantagem apresentar reatividade cruzada entre
anticorpos contra antigenos de Leishmania e anticorpos induzidos por outros
cinetoplastideos (VEXENAT et al, 1996).

O diagnostico muitas vezes € dificil devido a escassez de parasitos nas amostras e
a baixa sensibilidade das técnicas tradicionais. Assim, modernas tecnologias, com
alvo na identificacdo gendmica, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tém
sido utilizadas na investigacdo diagndstica da doenca. Diante da possibilidade de
deteccdo de parasitos em diferentes fluidos corporais a saliva se destaca pela
facilidade de obtencdo e pelo fato de ser uma técnica minimamente invasiva
(CORVALAN et al, 2011). O objetivo deste estudo foi investigar a deteccdo do DNA
de Leishmania pela técnica PCR na secrecao salivar de pacientes suspeitos de LTA.

Materiais e métodos

Foi realizado um estudo piloto prospectivo do tipo observacional. Amostras de saliva
foram obtidas de pacientes atendidos no Laboratério de Ensino e Pesquisa em
Andlises Clinicas da Universidade Estadual de Maringa (LEPAC/UEM, Maringa-PR),
encaminhados para diagnostico de LTA a partir de Unidades Basicas de Saude de
Maringa, ou de outras regionais de saude do Estado do Parana. De todos os
pacientes foi coletada uma amostra de sangue e daqueles com lesdes foi obido
material por escarificacdo da borda da lesdo. Para diagndstico convencional da LTA
foi usada a técnica de microscopia direta para a pesquisa de formas amastigotas de
Leishmania em lesdo, e a técnica de IFl para a pesquisa de anticorpos especificos.
Ambas as técnicas sao realizadas como rotina laboratorial no LEPAC. A seguir, 0s
pacientes que aceitaram participar do estudo responderam a um guestionario para a
obtencao de dados epidemioldgicos e de suas condi¢cdes de saude.

Logo apés, foram realizadas as coletas de saliva por meio de dois métodos, a saliva
in natura obtida a partir do descarte de aproximadamente 1 mL de saliva do paciente
em frasco estéril, e a coleta de saliva por swab estéril aplicado por meio de
movimentos na mucosa oral do paciente. Para a deteccdo de DNA do parasito na
saliva, a extracdo do DNA foi realizada com o reagente Chelex 5%, e apos a
verificacdo da pureza e qualidade do material extraido, foi realizada a técnica de
PCR convencional (95°C/5’; 35 ciclos) utilizando os iniciadores MP3H/MP1L, que
amplifica um fragmento de 70 pares de base do KDNA dos parasitos. A andlise dos
produtos foi realizada por eletroforese em gel de agarose em (10-15 V/cm) e a
presenca de bandas foi observada sob um transiluminador. Para obtencédo do
controle positivo da reacdo de PCR amostras de saliva humana foram contaminadas
com Leishmania (V.) braziliensis (5 x 10* parasitos/mL). Os resultados da PCR-
saliva e dos exames sorologicos e parasitologicos diretos foram comparados para
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avaliar a sensibilidade e especificidade da técnica de PCR utilizando saliva humana.
Os dados dos questionarios e resultados laboratoriais foram armazenados em
planilhas no Microsoft Excel ® e analisados no software Epi Info versdo 3.5.4. Este
estudo foi autorizagdo do Comité Permanente de Etica em Pesquisa com Seres

Humanos (COPEP) da UEM (Parecer N° 2.609.591). Os pacientes que aceitaram
participar assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Resultados e Discussao

Foram coletadas amostras de saliva in natura e swab bucal de 39 pacientes com
suspeita de LTA. Deste total de pacientes, oito foram incluidos para pesquisa de
DNA de Leishmania em amostras de saliva, uma vez que apresentado resultado
positivo em menos um dos exames convencionais.

A maioria pertencia ao sexo masculino (7/ 87,5%), e a idade variou de 21 a 76 anos,
sendo que a média foi de 44 +16 anos. Os pacientes incluidos neste estudo
relataram como provavel local de infec¢do tanto o ambiente urbano quanto rural,
sendo que seis (75%) foram provenientes da regido urbana, um (12,5%) da regiédo
rural e um (12,5%) nao relatou qual a possivel regido de infeccdo. Sete pacientes
(87,50%) relataram ter animais domésticos, como caes e gatos, sendo importante
ressaltar que esses animais podem fazer parte do ciclo evolutivo do parasito.
Observou-se que cinco dos pacientes (62,50%) ja tinham ouvido falar sobre
leishmaniose; trés (37,50%) ndo sabiam do que se tratava; sete (87,50%) néao
sabiam como prevenir a doenca e um (12,50%) relatou saber fazer a correta
prevencao. Trés (37,50%) faziam uso de repelente e cinco (62,50%) relataram
guase nunca utilizar repelente. Em relacdo aos resultados de exames realizados
para diagnostico laboratorial da LTA, observou-se que dentre os oito pacientes, sete
obtiveram diagndstico laboratorial confirmado pelo exame parasitoldgico direto, oito
tiveram resultados positivos para IFl e sete foram positivos pela PCR da les&o. No
entanto, nas amostras de saliva destes pacientes ndo foram visualizadas bandas
gue confirmassem a deteccdo do DNA do parasito. Como perspectiva futura,
pretende-se continuar este estudo introduzindo modificacdes técnicas para melhorar
a sensibilidade do teste, como a concentracdo do DNA das amostras a partir do
protocolo técnico utilizado para PCR de lesdo. Entretanto, por conta da pandemia
pelo novo coronavirus e as ampla reformas em andamento no bloco J-90 (onde fica
o laboratério de imunologia), os experimentos sofreram interrupcdo momentanea.

Conclusbes

A técnica de PCR para pesquisa de DNA de Leishmania em amostras de saliva de
pacientes com LTA, até esta etapa, ndo atingiu a sensibilidade desejada. Os estudos
sugerem que ela tem potencial para aplicacdo no diagnostico da LTA, especialmente
pela facilidade na obtencdo do material biologico (saliva). Os estudos para a sua
otimizacao continuam em andamento.
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