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Atualizagdo

Descric¢ao e utilizacao de alvos moleculares para identificacao de

Leishmania por PCR.

New molecular targets for PCR identification of Leishmania
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As primeiras detec¢bes de parasitas em
amostras de pacientes foram feitas por William
Leishman, seguido por Charles Donovan, que
se valeram da microscopia 6tica para evidenci-
ar formas amastigotas dentro de macréfagos
de pacientes acometidos de febre Dum-dum,
na India, em 1900. O exame microscépico de
esfregacos de pele, aspirados de tecido linfoide
ou de puncao de medula ou figado é utilizado
até hoje como método seguro de busca do
patégeno. No entanto, a sensibilidade desse
método é muito baixa e ocasiona um grande
numero de falsos negativos.

A cultura in vitro pode ser obtida pelo uso
de meios de cultura adequados e condigdes
especiais de laboratério; no entanto, a chance
de contaminacao é muito alta e nem sempre a
multiplicacdo do numero de parasitas é
conseguida. De qualquer forma a observacdo
microscépica leva apenas a identificacao da
presenca do parasito, mas devido a poucas
diferencas morfolégicas é quase impossivel a
distincdo entre as espécies. Claro, que este
procedimento depende de técnico experiente
e leva muito tempo. Além disso, os resultados
negativos ndo sio conclusivos. A cultura bem-
sucedida pode, no entanto, produzir material
suficiente para testes bioquimicos, imunol6-
gicos e moleculares.

0Os métodos classicos de identificacdo de
espécies do género Leishmania sio os perfis de
isoenzimas e as reag0es por anticorpo mono-
clonal."”” Ambos dependem de organismos em
cultura e se baseiam na expressao fenotipica de
caracteristicas das espécies. O desenvolvimen-

to das técnicas de anticorpos monoclonais
revolucionou a identificacdo de organismos do
género Leishmania.” Com essa técnica é
possivel identificar formas em cultura sem que
um grande nimero de parasitas seja necessa-
rio. E possivel, por exemplo, identificar parasi-
tas presentes no intestino de fleb6tomos
infectados sem a necessidade de isola-los.’
Entretanto, existem limitacdes no preparo de
anticorpos, e a identificacdo necessita de um
painel de rea¢des com diferentes anticorpos
para resultar confidvel. Além disso, existe a
necessidade de se estabelecer a cultura, uma
vez que a maioria dos anticorpos reconhece
apenas antigenos presentes em formas
promastigotas que ndo s3o expressos em
amastigotas.

Na maioria dos organismos a informagao
genética esta codificada em uma molécula de
DNA. Todos os organismos estao relacionados
entre si. Desse modo, existe uma parte da
informacdo que é comum, enquanto outra
parte é Unica, exclusiva de cada individuo.
Assim, uma parte do DNA de cada organismo
é suamarcaregistrada e ndo necessariamente
estd expressa fenotipicamente. Essas particu-
laridades do DNA vém sendo exploradas nos
ultimos anos na identificacdo de individuos,
os ja famosos testes de DNA. Ainda por serem
relacionadas, algumas regides do genoma
podem ser utilizadas no estabelecimento de
relacoes filogenéticas entre os organismos.

Além da aplicagdo dbvia em medicina
forense, a utilizacdo das novas ferramentas
moleculares pode ser considerada nas doengas
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infecciosas. O enfoque molecular levou a
identificacdo de patégenos e consequentemen-
televou ao desenvolvimento de novos métodos
de diagnostico. Esses, por sua vez, levam as
novas formas de tratamento e abrem perspec-
tivas nos estudos de epidemiologia e ecologia.
No contexto das leishmanioses, a introducao
de ferramentas de identificacdo e diagnéstico
de Leishmania vem sendo utilizadas com
sucesso ja ha algum tempo.

A leitura dos paragrafos anteriores deixa
claro que a busca de novos alvos para identifi-
cacdo de organismo deve se basear em
descrever sequéncias de DNA que sejam
exclusivas do parasito, uma vez que o DNA do
hospedeiro vai estar presente na amostra.
Essa exclusividade sera responsavel pela
especificidade do alvo. Por outro lado, estas
sequéncias ndo devem ser raras ou pouco
abundantes, uma vez que isso pode prejudicar
asensibilidade de detecgao.

A identificacdo de sequéncias de DNA esta
baseada primeiramente na estrutura da
molécula. O DNA é constituido por desoxiri-
bonucleotideos monofosfatos ligados entre si
por ligacdo fosfodiester entre o carbono 3 “da
desoxiribose e o fosfato ligado ao carbono 5”
do nucleotideo adjacente. Essa cadeia cova-
lentemente ligada constituiu uma fita do DNA.
A molécula é formada por duas fitas que
interagem entre si pela formacado de pontes de
hidrogénio entre bases nitrogenadas dos
nucleotideos que, por serem hidrofébicas, se
voltam para dentro da molécula. Na manuten-
cdo dessa estrutura é que reside o “segredo da
vida”. Ao descreverem esse modelo de DNA,
Watson e Crick” mostraram que a complemen-
tariedade dos pares de bases, uma de cada
fita, ao fazer o pareamento da molécula
explicava como se dd areplicacdo e a transcri-
cdo. Posteriormente, ao se analisar os meca-
nismos biolégicos do fluxo de informacio,

verificou-se que a complementariedade é
responsavel pela traducado, pela estrutura do
ribossomo conduzida pelo rRNA, pelo proces-
samento do RNA mensageiro entre outros.

Ao se estudar a estrutura do DNA logo se
percebeu que suas caracteristicas poderiam
ser utilizadas ndo s6 para entender como a
informacdo estava armazenada e o que queria
dizer, mas também para comparar organismos
e encontrar peculiaridades que distinguissem
0S organismos ao mesmo tempo em que 0S
relacionassem.

Ao se desnaturar uma molécula de DNA é
possivel fazer com que as fitas se renaturem
novamente, refazendo as pontes de hidrogénio
entre as bases complementares. Se, de alguma
forma, uma das fitas puder ser marcada, ao
reassociar esta servira de sonda para indicar a
fita correspondente.

Como ja mencionado, a escolha do alvo
depende de alguns parametros, tanto biologi-
cos, como fisico-quimicos. Para que uma
sequéncia de DNA possa ser considerada um
marcador molecular, ela deve estar sujeita a tal
pressdo de selecao na evolucdo de organismos
de modo que as diferencas apresentadas sejam
encontradas em familias, géneros, espécies ou
individuos, de acordo com o tempo evolutivo da
divergéncia e com o papel fisiolégico do produto
dainformacao dasequéncia em questao.

Os primeiros testes que se utilizaram de DNA
na identificacdo de Leishmania se baseavam na
descricdo de sondas para hibridacao em dot-
blot, com DNA total da amostra. A associacdo
com a aplicacdo de digestdo do DNA com
enzimas de restricio levou a utilizacio em
Southern blot.”®* No entanto, pela caracteristica
dessas técnicas, essas sondas limitavam os
alvos asequéncias de DNA presentes em cdpias
multiplas no genoma do parasito. O apareci-
mento da técnica de reacdo em cadeia de
amplificacdo do DNA (PCR) resolveu o proble-
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ma e essa passou a ser a técnica de escolha em
identificacdo utilizando alvos moleculares.’

Em nosso ataque experimental escolhe-
mos inicialmente sequéncias que codificam o
RNA ribossomico (rRNA) que sdo muito
conservadas. Essas sequéncias demonstra-
ram que podem ser ferramentas poderosas na
determinacdo de relacdes filogenéticas entre
organismos de diferentes taxa."”"' No entanto,
as diferencgas de nucleotideos encontradas na
sequéncia que codifica o RNA da subunidade
menor do ribossomo (SSU rRNA) permitiu a
distincdo limitada entre espécies de
Leishmania, """ apesar de permitir o estabele-
cimento de grupos distintos."

Até entdo, essa escolha era contraponto a
utilizacdo de sequéncias que apresentam
evolucdo muito rapida, como aquelas que
constituem o DNA de cinetoplasto (kDNA) ou
sequéncias com espacadores de mini-exon.
Essas sequéncias sdo capazes de distingui-
rem isolados, mas ndo produzem grupos de
espécies. Assim, o grau de discriminacao
entre familias, géneros, grupos, espécies,
populacdes e isolados depende da pressao
de selecdo a que a sequéncia alvo esta
submetida, que por sua vez depende do
papel fisiolégico desempenhado pelo
produto codificado, na sobrevivéncia do
#0122 A alta heterogeneidade das
sequéncias de minicirculo de kDNA entre as

organismo.

diferentes espécies restringe a utilizacio de
determinados pares de “primers” entre
isolados proximos ou apenas permite a
identificacdo de grupos ou isolados de
mesma area ou, por outro lado, apenas de um
grande grupo mesmo sé de Leishmania em
determinadas situacoes.

As sequéncias que codificam o RNA
presente na subunidade menor do ribossomo
(SSU-rRNA), por outro lado, também apresen-
tam em sua organizag¢ado regides conservadas

e regides variaveis, combinacdo bastante
atrativa para PCR. Além disso, esses genes sdo
multicépias e apresentam alta conservacao
entre as copias. Dessa forma é possivel
amplificar uma regido variavel, que é flanque-
ada por regides conservadas, partindo-se
dessas para o desenho dos “primers”. A
informacdo discriminatéria contida no
segmento variavel pode ser acessada por
sequenciamento ou por hibridagao, sem que
haja o problema de heterogeneidade.”*""
Como a funcdo de cada uma das regides esta
muito bem estabelecida na formagdo do
ribossomo, as diferencas de sequéncia sao
muito informativas tanto para a identificacao
como para o estabelecimento de relagdes
filogenéticas. De fato, a histéria evolutiva
desse segmento génico é tal que permite
tracar paralelos desde bactérias até metazoas
mais complexos.”

Como as sequéncias conservadas estdo
presentes em todas as espécies do género,
esse tipo de enfoque leva vantagens sobre
os alvos anteriores, uma vez que o resulta-
do de uma PCR é positivo na presenca de
organismo, independente da linhagem,
grupo ou mesmo espécie, diminuindo a
possibilidade de falsos negativos, fato mais
comum quando ha heterogeneidade de
sequéncia, como o que ocorre em alvos de
kDNA ou mini-exon. Em nossa experiéncia,
omeétodo atingiu 100% de correspondéncia
em um estudo pareado com perfil de
anticorpos monoclonais.” Por outro lado,
como as sequéncias do SSU sdo muito
conservadas, relacdes filogenéticas néao
puderam ser resolvidas com esse alvo.”

Como as espécies pertencentes ao subgéne-
ro L. (Viannia) ndo puderam ser discrimina-
das pelo alvo SSU, iniciamos um estudo
abordando o gene que codifica a enzima
glicose-6-fosfato desidrogenase, uma das
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enzimas utilizadas no painel de isoenzimas.”
Embora sendo um gene de cépia Unica, os
avancos na producdo de enzimas para PCR
permitiam aumentar a sensibilidade do
método. A grande vantagem em se utilizar um
gene copia Unica é a producdo de um unico
produto de PCR, que facilita a visualizacdo e
interpretacdo da eletroforese. A utilizagdo de
conjunto de “primers” por amostra evita o
problema de falso-negativo. Dessa forma
conseguimos ter em uma primeira PCR a
resposta de positividade a amostra, seguida
por uma segunda reacdo que indica se o
organismo é do subgénero L.(Leishmania) ou
L. (Viannia). Nesse caso, uma reac¢ao subse-
quente indica se o organismo é da espécie L.
(V.) braziliensis ou ndo.

E importante ressaltar que a ocorréncia de
diferentes espécies de Leishmania na mesma
area endémica pode ser distinguida ou
mesmo um caso de coinfec¢do de um cdo com
L. (L.) chagasi e T. evansi.® Em estudos com
diferentes farmacos torna-se interessante
saber a qual espécie pertence o agente
infeccioso em relagido a resposta apresentada
ao farmaco.”

Como afirmado acima, o aparecimento
de novas metodologias de deteccdo de
moléculas de DNA auxiliam no avanco das
técnicas de identificacdo. Uma dessas novas
metodologias consiste no PCR em tempo
real. Essa técnica permite a quantificacdo
do nimero de moléculas formadas ao longo
da reacdo de amplificacdo, o que, ao se ter
uma reacao calibrada, permite estimar o
numero de moléculas iniciais do alvo.
Assim, ao lado da identificacdo, pela forma-
¢ao do produto especifico, obtida pelo par
de “primers” utilizado, consegue-se tam-
bém a quantificacdo do nimero de parasi-
tos presentes em uma determinada amos-

tra.”” A composicdo de bases do amplicon
pode ser verificada por uma ferramenta do
aparelho que determina a temperatura de
fusdo do fragmento e assim calcula seu
conteudo de G+C. Desse modo amplicons
diferentes (por exemplo, o mesmo produto
de PCR em espécies que apresentam
diferencas de sequéncia interna e que,
portanto, altera a T'm, podem ser identifi-
cados por esse parametro). E interessante
ressaltar que todo o processo é automatiza-
do, eliminando a necessidade de técnico
treinado na leitura de padrdes de eletrofo-
rese de DNA em géis de agarose. Pela
eliminacdo desse tipo de analise temos
também uma vantagem muito interessante
em laboratdrios que trabalham com DNA e
PCR, que consiste na reducido de manipula-
c¢do de produtos de PCR e, portanto, diminu-
em drasticamente a chance de contamina-
cdo de amostras.

Evidentemente, todos os avanc¢os metodo-
légicos que levam a identificagdo mais
especifica e sensivel promovem progresso em
areas correlatas no estudo daleishmaniose,
como a epidemiologia e a ecologia. Assim,
pela aplicagdo das técnicas de maneira
isolada, ou em conjunto, foi possivel implicar
como hospedeiros silvestres de Leishmania
(V.) braziliensis roedores como Bolomys e

Rattus.”

Um dltimo comentdario se faz necessario
neste momento. A identificagdo por técni-
cas que envolvem moléculas de DNA ou
RNA apresenta uma limitacdo quanto a
qualidade da amostra inicial. Claro que a
riqueza de parasitos auxilia na sensibilida-
de de qualquer método, uma vez que os
testes devem ser considerados como
diretos, ja que detectam a presenc¢a do
parasito na amostra.
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Ambos, DNA e RNA, este ultimo em maior
intensidade, sofrem lise quando a amostra
nao é bem conservada. Desse modo, ¢ funda-
mental que a amostra seja preservada desde
da sua coleta até a chegada ao laboratério
onde sera processada. Para obtencdo de DNA,
o recomendado é EDTA (quelante de metal
que inibe DNase) e para RNA recomenda-se
coletar a amostra ja em tampdo de extracdo
(normalmente kit de Trizol, que contém alta
concentracdo de inibidores de RNses). Em
reacdes de amplificacdo, quanto maior for o
tamanho do amplicon mais sensivel serd a
reacdo a um DNA de baixa qualidade. A
presenca de inibidores teciduais, tal como
hemina, também deve ser levada em conside-
racdo, assim como sais que ficam como
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