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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana é uma importante zoonose causada por diferentes espécies
de Leishmania, sendo Leishmania (Viannia) braziliensis a principal delas. Estes parasitos possuem
animais silvestres e domésticos como reservatérios conhecidos. A forma tegumentar de Leishmaniose
esta difundida no territorio brasileiro e, apesar de acarretar um progndstico menos grave do que a
forma visceral, é de extrema importancia por possuir potencial lesivo as mucosas e a pele, trazendo
também uma grande carga emocional, afetando socialmente a vida dos pacientes. Neste estudo,
realizamos a analise in silico das sequéncias de catepsina L-like a fim de padronizar um diagnéstico
molecular sensivel e especifico para L. (V.) braziliensis. A busca por iniciadores para o diagnostico
molecular especifico foi realizada investigando-se caracteristicas fisico-quimicas e andlise in silico
da especificidade dos segmentos escolhidos através dos valores de similaridade com bancos de dados
(Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool (BLASTN)). Os resultados do delineamento in silico
levaram a escolha dos seguintes iniciadores: CatLeishBF; CatLeishBR; CatLeishBLF; CatLeishBLR
e Calbra. A andlise in silico destes iniciadores demonstrou 100% de similaridade com L. (V.)
brazilensis, ndo sendo observada complementaridade com sequéncias de outras espécies depositadas
no banco de dados. Os testes in vitro, contudo, ndo apresentaram amplificacBes especificas. Novos
estudos devem ser conduzidos a fim de aprimorarmos o diagnéstico das leishmanioses tegumentares
para medidas terapéuticas mais efetivas e precoce.

Palavras chave: Leishmania; Lutzomyia; lesdes cutaneas; proteases; PCR

ABSTRACT

American Tegumentary Leishmaniasis is an important zoonosis caused by different species of
Leishmania, including leishmania (Viannia) braziliensis. These parasites have wild and domestic
animals as known reservoirs. The tegumentary leishmaniasis is widespread in Brazil and, despite
causing a less severe prognosis than the visceral form, it is extremely important because it has harmful
potential to the mucous membranes and skin, also bringing a great emotional burden, socially
affecting the lives of patients. In this study, we performed the analysis in silico of catepsin L-like to
standardize a sensitive and specific molecular diagnosis for L. (V.) braziliensis. The search for
primers for the specific molecular diagnosis was performed in silico analysis investigating
physicochemical characteristics and specificity segments with values of similarity with databases
(Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool (BLASTN).) The results of in silico led to the choice
of the following primers: CatLeishBF; CatLeishBR; CatLeishBLF; CatLeishBLR and Calbra. The in
silico analysis of these primers demonstrated 100% similarity with L. (V.) brazilensis, and no
complementarity was observed with sequences of other species deposited in GenBank. The in vitro
tests, however, did not present specific amplifications. Further studies should be conducted in order
to improve the diagnosis of tegumentary leishmaniasis for more effective and early therapeutic
measures.

Keywords: Leishmania; Lutzomyia; skin lesions; proteases; PCR.
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1 INTRODUGCAO
O género Leishmania pertence a Familia Trypanosomatidae, que compreende protozoarios

flagelados pertencentes a ordem Kinetoplastida (Honibgerg, 1963). O género Leshmania é
constituido por cerca de 30 espécies que infectam vertebrados de diferentes ordens (répteis e
mamiferos) transmitidas por vérios invertebrados hemat6fagos da Familia Psychodidae, distribuidos
em regides de clima tropical e subtropical de todo o mundo com excecdo da Oceania (Ashford, 2000;
Desjeux, 2004).

As leishmanioses sdo causadas por parasitas deste género e constituem um grupo de doencas
com grande diversidade epidemioldgica e clinica (tegumentares e viscerais). A Leishmaniose
Visceral é considerada uma parasitose de carater, principalmente, zoonético e uma das mais
importantes doencas em Sadde Publica em cerca de 80 paises da Asia, Africa e América Latina
(Ashford et al., 1992). Na América Latina possui ampla distribuicdo geografica.

A Leishmaniose tegumentar possui uma distribuicdo geogréafica no Novo e Velho Mundo. No
Velho Mundo (sul da Europa, Oriente Médio, partes do sudoeste da Asia, Asia Central e Africa), sdo
descritos como agentes etioldgicos: Leishmania (Leishmania) aethiopica, L. (L.) donovani, L. (L.)
infantum, L. (L.) major e L. (L.) tropica. No Novo Mundo (México e na América Latina), no qual
predominam as espécies dos subgéneros de Leishmania: L. (L.) amazonensis, L. .(L.) mexicana e L.
.(L.) venezuelensis e os subgéneros Viannia: Leishmania (Viannia) peruviana, L. (V.) panamensis, L.
(V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis, sendo que estas duas uUltimas sdo responsaveis pela forma
mucocutanea da doenca (Sundar e Chakravarty, 2015).

A Leishmaniose Tegumentar se manifesta primeiramente como um pequeno eritema,
geralmente no local da picada do flebotomineo na pele do paciente. Depois, neste mesmo local,
desenvolve-se uma papula dérmica. Classicamente, a lesdo tende a tornar-se ulcerada em um periodo
compreendido entre duas semanas a seis meses. Tais lesbes sdo autolimitadas e tendem a um
processo de cicatrizacdo espontaneo (Remadi et al., 2016). Isso ocorre em funcdo da relagédo entre a
replicacdo parasitaria e a destruicdo inflamatdria imunomediada do tegumento (Malta-Santos et al.,
2017). Esta forma clinica esta difundida no territorio brasileiro e apesar de acarretar um prognostico
menos grave do que a forma visceral, é de extrema importancia por possuir potencial lesivo as
mucosas e a pele, fazendo com que essa forma da doenca possua também uma grande carga
emocional, afetando socialmente a vida dos pacientes (Souza et al., 2017). Segundo Ruas et al.,
(2014), se néo tratadas, as lesbes mucosas geradas pela Leishmaniose Tegumentar podem deixar
sequelas, interferindo em processos de degluti¢éo, respiracéo e voz (dicgéo).

As espécies causadoras de Leishmaniose Tegumentar no Brasil sdo: Leishmania (V.)
braziliensis que causa lesdes cutaneas e mucosas, sendo encontrada em todas as regides endémicas

do pais; Leishmania (V.) guyanensis, que causa principalmente lesdes cutaneas, ocorrendo
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majoritariamente na margem norte do Rio Amazonas; Leishmania (V.) naiffi, com ocorréncia na
Amazonia (Parda e Amazonas); Leishmania (V.) shawi, responsavel por casos esporadicos no Para e
no Amazonas; Leishmania (V.) lainsoni, com casos da doenca registrados apenas na Amazonia e
Leishmania (L.) amazonensis, com diferentes taxas de ocorréncia pelo pais (Gontijo e Carvalho,
2003). O diagnéstico clinico é complicado pela sintomatologia variada, tornando-o mais complexo
(especialmente em regides ndo endémicas) e que podem resultar em confusdo com outras patologias
(Roiko et al., 2016), como por exemplo a esporotricose (Antonio et al., 2017).

Os quadros infecciosos se justificam pela viruléncia de seus agentes etiologicos, esta por sua
vez € associada a uma serie de proteinas com atividade bioldgica sobre os hospedeiros (Araujo et al.,
2013). Dentre elas a Catepsina L-like, pertencente ao grupo das cisteino proteases, sem as quais as
formas amastigotas e promastigotas ndo sobrevivem (Saffari e Mohabatkar, 2009).

Os genes responsaveis por codificar estas enzimas sdo organizados em familias multigénicas, o
que pode credencia-los para inferéncias filogenéticas de sequéncias bastante proximas (Vargas,
2014). Existem alguns trabalhos descrevendo estes genes e propondo novos testes diagndsticos em
espécies do género Trypanosoma (Cortez et al., 2006; Mendoza-Palomares et al., 2008) e mais
recentemente em L. infantum (Silva et al., 2019). Contudo, ndo existem diagndsticos especificos para
outras espécies do género Leishmania baseado nos genes de Catepsina L-like. Assim, propde-se o
estudo in silico do gene de catepsina L-like de L. (V.) braziliensis para a padroniza¢do de um novo

diagndstico molecular.

2 MATERIAL E METODOS

Foi realizada a busca manual nas regides consenso dos dados de alinhamento das sequéncias
para identificar regiGes-alvos eficientes para o diagndstico molecular. As caracteristicas analisadas
foram: a proporcdo de guanina/citosina (GC), formacdo de grampos de GC, formacdo de auto
homologias, probabilidade de formagdo de “Self-Dimer” mensuradas pelo valor de AG, temperatura
de melting e a andlise in silico da especificidade dos segmentos escolhidos através dos valores de
similaridade com bancos de dados (Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool (BLASTN)).

Todas as amostras de DNA utilizadas no estudo foram obtidas através de extracédo de DNA de
promastigotas de fase logaritmica de culturas estabelecidas com o kit comercial Purelink Genomic
DNA (Thermo Scientific), seguindo as instrucfes do fabricante. As amostras utilizadas nos ensaios
foram diluidas a 100 ng/uL. Para garantir a qualidade do DNA foi realizada a amplificacdo da regido
VV7V8 SSUrDNA (Marcili et al., 2014).

As preparacdes de DNA amplificados foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
(1,5%) em tampdao TAE a 50V/100mA. Como marcadores de tamanhos moleculares, foram

utilizados DNA Ladder Mix (MBI Fermentas®) e Ladder 100bp (MBI Fermentas®). Apds a
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eletroforese, os géis foram corados com GelRed (Termofisher®) e visualizados em transiluminador
de luz U.V.

3 RESULTADOS

Os resultados do delineamento in silico levaram a escolha de duas regides distintas do gene de
Catepsina L-like com potencial diagnostico. A primeira regido apresenta sequéncia 5’
GTGTGCGCGCCAAGCCCTAGTGCTTCAAGAAA 3’ como Iniciador CatLeishBF na fita senso,
tendo uma proporcdo de GC de 56,2% e uma temperatura de melting estimada em 68,1°C. Em
relacdo ao Iniciador CatLeishBR na fita anti-senso, foi escolhida a sequéncia 5’
CACGGCTCCGTTCCTATTGTTCAGCAGCCAG 3’. Este oligonucleotideo apresentou propor¢ao
de GC correspondente a 58,1% e temperatura de melting presumida em 66,6°C.

A analise in silico destes iniciadores demonstrou homologia apenas com sequéncias génicas de
espécies do complexo braziliensis (100% de similaridade com Leishmania (V.) brazilensis), ndo
sendo observada complementaridade com sequéncias de outras espécies depositadas no banco de
dados. O tamanho esperado do produto de amplificacdo foi de 395 pb; para tal se convencionou
como condigdes intrinsecas do CatLeishB-PCR a execucdo de 34 ciclos de amplifica¢do, os quais
dotados individualmente de etapas de desnaturacdo a 94°C por um minuto, de anelamento a 64°C por
um minuto e de extensédo da fita a 72°C por 45 segundos.

Foi realizada uma busca manual de sequéncias alternativas, sendo estas novamente analisadas
quanto as suas caracteristicas cinéticas. Os resultados do delineamento in silico levaram a escolha da
sequéncia 5> GCCTGCCCACATACATCGCTCGCGCAGGCAC 3’ como Iniciador CatLeishBLF
na fita senso, tendo uma propor¢do de GC de 67,7% e uma temperatura de melting estimada em
71,6°C. Ja em relagcdo ao Iniciador CatLeishBLR na fita anti-senso, foi escolhida a sequéncia 5’
CAAGAACTTCGTGATCCCGAACCGCGCGTGTG 3°. Este oligonucleotideo apresentou
proporcdo de GC correspondente a 59,4% e uma temperatura de melting presumida em 67,69°C. O
produto de amplificacdo esperado correspondeu a 196 pb. A andlise in silico destes iniciadores
também demonstrou homologia apenas com sequéncias génicas de espécies do complexo braziliensis
(100% similaridade com Leishmania (V.) brazilensis), ndo sendo observada complementaridade com
sequéncias de outras espécies depositadas no banco de dados.

Assim, o conjunto de primers CatleishBLF e CatleishBLR foi devidamente testado, néo
apresentando amplificacOes especificas. Apoés isso, foi realizada uma combinacdo entre os primers
previamente sintetizados e os primers para L. infantum chagasi, CatLeishF e CatLeishR, que
possuem respectivamente as seguintes sequéncias 5
GACAACGGCACCGTCGGCGCCAAAATAAAAG 3’ e 5
CAGTACGGCGGTTTCGCTTGTCTGTTGAAGC 3’ (Silva et al., 2019), com a finalidade de se
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obter eventual termodinamica mais eficiente e por similaridade das sequéncia do primer com a
sequéncia de L. (V.) braziliensis, ndo sendo possivel deste modo prever o tamanho dos produtos
potencialmente resultantes.

Foram testadas as seguintes combinacbes de pares de primers: CatlLeishF + CatLeishBR;
CatLeishF + CatLeishBLR; CatLeishR + CatLeishBF e CatLeishR + CatLeishBLF. Todas as
combinag0es foram testadas por gradiente de temperatura e ndo resultaram em amplificagéo.

Foi entdo delineado in silico e sintetizado um novo primer denominado Calbra. Os seus
parametros se caracterizavam pela sequéncia 5° CAACGCCTGCAGCATCAGGCCGCCGTTGCA
3’, uma proporcdo de GC de 66,7% e temperatura de melting estimada em 72,4°C. Tal primer foi
utilizado como fita anti-senso, em conjunto com o primer CatLeishBLF (fita senso), anteriormente
sintetizado. O produto esperado para tal reacdo era de 300 pb. Os resultados foram amplificacdes
inespecificas. Esse mesmo par de primer (CaLbra + CatLeishBLF) foi testado para L. infantum
chagasi, ndo amplificando nenhum produto tal como era esperado. O gradiente de temperatura

(CaLbra + CatLeishBLF) foi repetido, mas néo resultou em amplificagdo de DNA.

4 DISCUSSAO

A Leishmaniose Tegumentar € uma doenca de carater cronico e desfigurante (Montenegro,
1926), que pode ser confundida com inumeras outras dermatopatias, como a hanseniase,
esporotricose e tuberculose (Antonio et al., 2017) e tem no seu diagnéstico rapido e preciso um
grande desafio (Gontijo e Carvalho, 2003). Esta forma clinica tem a caracteristica de em alguns casos
ser auto-limitante, deixando apenas nos afetados cicatrizes que muitas vezes podem levar a inUmeros
problemas de desfiguracdo que culminam em danos psicolégicos e problemas de autoestima (Gontijo
e Carvalho, 2003).

Na Leishmaniose Visceral, hoje, ha uma série de ferramentas diagndsticas, desde testes
sorologicos até moleculares, baseados em indmeros marcadores ou genes com diferencas
relacionadas a sensibilidade e especificidade dos ensaios (Aronson, et al., 2016, Silva et al., 2019).
Entretanto, 0 mesmo ndo ocorre para a Leishmaniose tegumentar, onde o diagnostico &,
majoritariamente, clinico ou atraves de testes de hipersensibilidade tardia (Intradermorreacdo de
Montenegro - IDRM) (Brasil, 2017).

O diagnostico rapido e preciso dessa patologia é algo primordial para a adocdo de medidas
terapéuticas. N&o existe ainda um método que possa ser adotado como padrdo ouro para 0
diagnostico da Leishmaniose tegumentar, sendo necessaria a combinacao de varias técnicas (Faber et
al., 2003, Mendes et al., 2019). O manual de vigilancia de Leishmaniose Tegumentar do Ministério
da Saude (MS) do Brasil (Brasil, 2017) preconiza o diagnoéstico clinico, levando em conta o aspecto

lesional e confirmagdo através da IDRM. Somente nos casos onde ha alguma falha nesses testes se
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indica os métodos parasitoldgicos, como a pesquisa de formas amastigotas, cultivo ou diagnéstico
molecular, mas realizados em centros referenciados pelo ministério da Saude (Brasil, 2017).

Os testes soroldgicos como o IFI, ELISA e Western Blot ndo sdo recomendados, pois apesar
de inimeros trabalhos demostrarem sua aplicacdo (Skraba et al., 2014; Mendes et al., 2019; Link et
al.,, 2017), apresentam reacGes cruzadas com outras doencas, como a Doenca de Chagas e
Leishmaniose Visceral (Szargiki et al., 2009; Faber et al., 2003; Lima et al., 2017).

Na Leishmaniose tegumentar causada por Leishmania (V.) braziliensis, a carga parasitaria nas
lesGes é baixa, mesmo em ulceracGes antigas e com destruicdo tecidual dificultando o diagndstico
parasitologico. Entretanto, ocorre uma exacerbacdo nas reacdes ao teste IDRM facilitando este tipo
de diagndstico (Moreira et al., 2017). Quanto ao diagndstico molecular para esta espécie, um estudo
demonstrou que o marcador baseado no gene de Mini-exon (Spliced leader) mostrou alta
sensibilidade e especificidade para o complexo L. (V.) braziliensis (Gomes et al., 2008), ao passo que
ensaios especificos para L. (V.) braziliensis baseados em genes presentes no cinetoplasto (KDNA)
demonstraram baixa sensibilidade (Marcussi et al., 2013).

Os genes de catepsina ja mostraram excelentes resultados no diagndéstico de diferentes espécies
de Trypanosoma, dentre elas T. vixax (Cortez et al., 2009), T. congolense (Mendonza-Palomares et
al., 2008), T. theileri (Rodrigues et al., 2010), T. cruzi (Lima et al., 2012) e T. rangeli (Ortiz et al.,
2009) e para Leishmania (L.) infantum (Silva et al., 2019).

Apesar de, in silico, as sequéncias avaliadas terem apresentado caracteristicas consideradas
ideais na definicdo de um novo primer, ndo houve nenhuma amplificacdo quando feito o teste in
vitro com as amostras de DNA do parasita em nosso estudo. Tal resultado ndo deve ser ignorado,
pois quando comparado com outras pesquisas, demonstra que L. (V.) braziliensis tem maior
dificuldade de ter seu diagnostico preciso do que as outras espécies de Leishmania (Gomes et al.,
2008; Marcussi et al., 2008).

Desse modo, podemos dizer que até o presente momento ndo ha nenhum primer com
capacidade de prover um diagnéstico preciso da Leishmaniose tegumentar causada pela L. (V.)
braziliensis, com boas sensibilidade e especificidade, a semelhanca do que ocorre com a L. (L.)
infantum Novo Mundo, por exemplo (Silva et al., 2019).
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