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REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) NO DIAGNOSTICO
DAS LEISHMANIOSES

Leila de Fatima da Cruz"

Prof.° Ms. Taciano dos Reis Cardoso™

RESUMO

As Leishmanioses Visceral e Tegumentar sdo zoonoses que causam grande
impacto na populacdo mundial e brasileira, sendo assim o presente artigo foi
desenvolvido a partir de estudos exploratérios por meio de pesquisa bibliografica
visando o alcance do diagndstico precoce nas infec¢des causadas por leishmanias.
No Brasil, os testes mais empregados sdo o0s testes sorologicos: reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o Ensaio de Imunoabsor¢cdo Enzimética
(ELISA), exame direto (Puncao de figado, baco e raspado de pele), cultura e Reacgéo
de Montenegro. A técnica de Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR) apresenta uma
expectativa positiva para o diagnostico das leishmanioses com alta positividade e
especificidade. E necessario que os profissionais de satide, tais como os médicos de
diagnéstico humano e animal conhecam os métodos diagndsticos laboratoriais mais
eficazes e também as politicas publicas de salde e de saneamento aprimorem e
ampliam os recursos, disponibilizando esses métodos para o alcance do diagndstico
e intervencéo terapéutica precoce causada por esta doenca infecciosa.
Palavras-chave: Leishmanioses. Diagnéstico. Sensibilidade. Especificidade.

ABSTRACT

Visceral and integumentary leishmaniasis are zoonoses that cause a great impact
on the world and Brazilian population, and this article was developed from
exploratory studies through a bibliographical research aimed at reaching the early
diagnosis in leishmaniasis infections. In Brazil, the most commonly used tests are
serological  tests: Indirect Immunofluorescence  (IFAT) and Enzyme
Immunoabsorption Assay (ELISA), direct examination (Liver puncture, spleen and
skin scraping), Culture and Montenegro Reaction. The Polymerase Chain Reaction
(PCR) technique presents a positive expectation for the diagnosis of leishmaniasis
with high positivity and specificity. Health professionals such as human and animal
diagnostic physicians need to be aware of the most effective laboratory diagnostic
methods, as well as public health and sanitation policies, to improve and expand
resources by making these methods available for the achievement of diagnosis and
intervention Therapy caused by this infectious disease.
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INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo consideradas como zoonoses ocasionadas por
protozoarios do género Leishmania spp. Sao definidas clinicamente como
leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose Tegumentar (LT). Apresentam elevada
prevaléncia em regides tropicais como o Brasil.*?

As Leishmanioses apresentam distribuicdo diferente no interior do tubo
digestivo dos vetores e assumem forma flagelada indistinguivel entre as espécies. O
isolamento do agente proveniente de insetos em meios de cultura se torna dificil,
uma vez que as fémeas de flebotomineos também s&o hospedeiras de espécies de
Trypanosoma e Endotrypanum por um estagio de promastigotas. A identificacdo e
caracterizagdo de leishmanias sdo proeminentes nos estudos epidemioldgicos, na
analise da doenca e na avaliaco terapéutica. *®

As técnicas analiticas parasitoldgicas ultimamente empregadas oferecem baixa
sensibilidade e desvantagens operacionais nas regiées endémicas, a infra-estrutura
ainda é bem deficiente nessas areas. Por este ensejo, a busca de testes mais
eficazes empregando métodos moleculares tornou-se importante. ¢34 5 7:10)

Esta revisdo pretende expor o uso de técnicas moleculares como a Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) que é altamente sensivel e especifica para a
identificacdo do parasita, através desta técnica € provavel a identificagdo mais
rapida e eficaz de espécies e subespécies de leishmanias. A verdadeira
identificagcdo das espécies de leishmanias que ocorre em determinadas areas
endémicas € de suma importancia na adocdo e medidas de controle bem como nas
condutas terapéuticas. ¥

No presente estudo vamos abordar as diferentes técnicas, atualmente
utilizadas nos laboratérios para o diagnostico clinico das leishmanioses e apresentar
a Técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) como uma boa alternativa e
um teste de escolha para o diagnostico precoce das Leishmanioses.

Este artigo foi desenvolvido a partir de estudos exploratorios por meio de
pesquisa bibliografica: artigos. Foram utilizados 15 artigos relacionados ao tema,
todos os artigos foram publicados em revistas cientificas, todos sédo nacionais e
foram publicados nos ultimos 13 anos. (2003-2016). Localizados em bases de dados

como SCIELO, BVS e revistas especializadas.



REVISAO DA LITERATURA

Os parasitas do género Leishmania sdo agentes de zoonoses que transmitem
doencas infecto parasitarias que acometem eventualmente a espécie humana nas
regides tropicais e subtropicais do velho e do novo mundo, determinando doencas
do sistema fagocitico mononuclear ou sistema reticulo endotelial (SRE). As
Leishmanioses sdo doencas que apresentam caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas diferenciadas.

O género Leismania envolve protozoarios parasitas, com um ciclo de vida
heteroxénico alternando-se entre hospedeiros vertebrados e insetos vetores que
compreendem insetos hematéfagos conhecidos como flebotomineos, os quais séo
responsaveis pela transmissdo dos parasitas de mamifero para mamifero. Os
hospedeiros mamiferos estdo representados na natureza por varias espécies e
classes, podemos citar como exemplo os roedores, 0s marsupiais, 0os desdentados,
0s animais domeésticos (hospedeiros secundarios), o homem (hospedeiro acidental)
e outros. 2 101D

Nestes hospedeiros vertebrados os parasitas assumem formas amastigotas,
gue se multiplicam obrigatoriamente nas células do sistema monocitico fagocitario,
estas amastigotas se multiplicam dentro dos macréfagos, os quais se rompem
liberando inUmeros parasitas na corrente sanguinea que posteriormente sao
fagocitados por outros macrofagos. Os insetos vetores sao hospedeiros
intermediarios, fémeas hematéfagas de dipteros da subfamilia phlebotomiae,
pertencentes ao género Lutzomyia no novo mundo e Fhlebotomus no velho mundo.
Na espécie dos vetores flebotomineos, as leishmanias assumem formas flageladas
indistinguivel ao longo do tubo digestivo, que ao realizar o repasto sanguineo

transmite entdo o parasito ao hospedeiro definitivo. ¢ 2 101

Epidemiologia

As Leishmanioses séo consideradas como uma das doencas infecciosas com
maior incidéncia no mundo, uma vez que, sua expansao tem sido significativa. De
acordo com estimativa da Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS) a Leishmaniose é

incidente em 88 paises, apenas 30 paises realizam a notificacdo compulséria, mais



de 12 milhGes de pessoas encontram-se infectadas e aproximadamente 350 milhGes
de pessoas estdo vulneraveis ao risco de contagio. Os casos de Leishmaniose
Cutanea séo prevalentes trés vezes mais que a Leishmaniose Visceral. A
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) apresenta-se de forma endémica e
constitui problema de saude publica em vérias regiées do Brasil e em muitos outros
paises, nos ultimos anos, o ministério da saude identificou uma média anual de 35
mil novos casos de LTA. A Leishmaniose Visceral € endémica em quase 62 paises
dos quatro continentes, em sua maior parte em paises em desenvolvimento, onde
existem aproximadamente 200 milhdes de pessoas vulneraveis ao risco, é uma
zoonose que ocasiona grande impacto na populagédo canina e humana, por ser uma
doenca grave, letal. Sua incidéncia tem aumentado de uma maneira significativa nos
altimos anos. No Brasil, a regido metropolitana de Belo Horizonte, dentre varias

outras regides, ja é considerada endémica para Leishmaniose Visceral (LV). ¢ %37

8, 9,12)

Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

Nos diversos paises subdesenvolvidos, bem como no Brasil, a Leishmaniose
Tegumentar apresenta-se de forma endémica e tem sido causa de grande
preocupacdo para a saude publica. De acordo com relatos de casos clinicos,
podemos observar que € muito dificil obter um diagndstico precoce da Leishmaniose
Tegumentar Americana, o diagndéstico e o tratamento no inicio da incubacédo da
doenca € extremamente importante para combater a mesma, sua acelerada
expansao geografica e suas variadas formas clinicas crénicas podem deixar graves
lesbGes que causam deformidades e refrange o individuo no meio psicossocial. Nas
diversas regiées endémicas, a Leishmaniose Tegumentar (LT) se torna um problema
para a saude publica. Sua gravidade persiste em sua elevada incidéncia e extensa
distribuicdo geografica. **°

Podem-se identificar até o presente momento seis espécies de Leishmania
que pertencem aos subgéneros Leishmania e Viannia como causadoras da
Leishmaniose Tegumentar Americana no Brasil.

e Leishmania (Viannia) braziliensis: Esta espécie causa lesdes cutaneas e
mucosas e € a espécie que mais acomete o ser humano. Habita em todas as

areas endémicas do Brasil, desde o norte até o sul e pode estar associada



aos animais domésticos. A sua transmissao ocorre por diversas espécies de

flebotomineos, como Lutzomyia whitmani, Lutzomyia wellcomei e Lutzomyia

intermedia, dentre outras. *?

e Leishmania (V.) guyanensis: Causa lesfes cutaneas. Associa-se aos
desdentados e marsupiais. Acomete na regido norte do Rio Amazonas. As
espécies responsaveis pela transmissao sdo: Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia
Anduzei e Lutzomyia Whitmani. 2

e Leishmania (V.) naiffii LTA de carater e evolugcdo benigna acomete na
Amazonia, nos estados do Para e Amazonas e seu reservatorio natural é o
tatu. Os principais vetores sdo a Lutzomyia squamiventris, Lutzomyia
paraensis e Lutzomyia Ayrozai. *?

e Leishmania (V.) shawi: E responsavel por raros casos na regido do Amazénia
e Para e varias espécies de animais silvestres s@o reservatorios, o vetor é
Lutzomyia. whitmani. ¢-?

e Leishmania (v.) lainsoni: Tem como reservatorio a paca, acomete apenas no
Amazonia e seu vetor é a Lutzomyia ubiquitalis.®?

e Leishmania (Leishmania) amazonensis: Agente Etiologico da LTA ou
Leishmaniose cutanea difusa tem como reservatorio os roedores e
marsupiais, seus principais vetores sdo a Lutzomyia flaviscutellata e

Lutzomyia olmeca.®?

Leishmaniose Visceral (LV)

A Leishmaniose Visceral ou Calazar é uma doenca recorrente, grave e
sistémica, causada por um protozoario dimérfico Trypanosomatidae do complexo
Leishmania denovani que, nas formas amastigotas atinge as células do sistema
mononuclear fagocitario do ser humano é considerada fatal para o homem, os
principais 6rgdos acometidos séo o figado, baco, medula dssea, linfonodos e pele,
podem também afetar outros 6rgdos e tecidos como os pulmbes e o intestino.
Quando a doenca alcanca os estagios mais avan¢gados 0s outros 6rgdos podem ser
invadidos. ©”

Os principais reservatérios desta doenca sdo os mamiferos da familia Canidae
principalmente os cdes (canis familiaris) e as raposas. Podem também ser

infectados os marsupiais do género Didelphis e roedores. O principal e o mais



importante vetor hospedeiro e transmissor da LV € o Lutzomyia longipalpis, o
mesmo esta presente em todos os paises da América Latina. O Brasil € o pais
americano que possui maior indice de casos, a LV classica agride variadas faixas
etarias, sendo que sua maior concentracdo encontra-se nas regifes endémicas do
pais, 80% dos casos registrados ocorrem em criangas com menos de 10 anos de
idade. *7")

Diagnostico Clinico

O Diagnostico Clinico da Leishmaniose Tegumentar Americana esta
associado aos aspectos epidemiologicos do paciente, suas manifestacdes clinicas
depende da interacdo entre o vetor, a espécie do parasita e a resposta imunologica
do hospedeiro que por sua vez apresenta-se de varias formas como ja foram citadas
acima. 2410
A Leishmaniose Tegumentar causa uma ulcera indolor com bordas elevadas
gue se inicia com a inoculacdo das promastigotas na pele do hospedeiro através da
hematofagia de flebotomineos do género Lutzomyia, infectados. Alguns pacientes
podem desenvolver lesbes na mucosa, causando graves lesbes, deformando o
individuo e as vezes quando ndo tratada adequadamente pode levar a Obto. O
comprometimento 6sseo quase nao ocorre, mas pode sobrevir quando existem
lesBes cutaneas cronicas. &% 419

O periodo de incubacéo pode variar entre 10 dias até 3 meses dependendo
do estado imunoldgico do individuo, surge primeiramente uma papula eritematosa
que aos poucos progride-se para um nédulo, depois ocorre a ulceracdo.12 a 30%
dos pacientes podem desenvolver adenopatia regional com ou sem linfangite. 3 a
5% dos pacientes podem desenvolver metastases para as regides mucosas. As
lesGes ocasionadas por parasitos do complexo Leishmania braziliensis podem se
curar espontaneamente, podem expandir e também metastatizar para a regido
nazofaringea, derivando na forma cutaneo-mucosa. Até o presente momento nao se
identificou um método eficaz para o diagnostico da doenca. E necessario associar
varios elementos para se obter um diagnéstico final, como aspectos
epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais. % 1%

O diagnéstico Clinico da Leishmaniose Visceral € muito dificil, pois os

sintomas clinicos podem ser confundidos com outras doengas presentes na mesma
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regido onde a Leishmaniose Visceral também € incidente. Os sinais e sintomas
clinicos da Leishmaniose Visceral podem estar relacionados com a doenca de
Chagas, Malaria, Febre Tifoide, e também a Tuberculose. Os principais pressagios
clinicos apresentados por um paciente com Leishmaniose Visceral é febre
prolongada, anemia, tosse, dor, perda de peso, hipergamaglobulinemia,
hepatomegalia, esplenomegalia, leucopenia, dor abdominal, diarreia e caquexia. A
Leishmaniose Visceral é uma doenca de desenvolvimento grave e necessita ser

diagnosticada precocemente. (12

Métodos Laboratoriais para o Diagndstico das Leishmanioses
Exame Direto

As Analises de amostras humanas e caninas também podem ser realizadas
por métodos de exames diretos. Podemos citar entre eles o raspado de pele, a
puncdo de medula éssea ou linfonodos. S&o técnicas confiaveis quanto a
positividade dos casos, porém apresentam baixa sensibilidade por ocasionarem
inumeros falsos negativos em seus resultados. A aspiracdo ou escarificacdo, ou a
biopsia da borda, corado pelo Giemsa ou Leishman é um dos exames mais comuns
e normalmente um dos primeiros a serem utilizados. Trata-se de uma pesquisa
direta das formas amastigotas obtidas no material da lesdo. Quanto mais antiga a
leséo, a probabilidade de encontrar o parasita € menor, quanto mais recente for a
lesdo, maior a chance de encontrar o parasita, a identificacdo de granulomas
contendo ou ndo parasitas na analise histopatolégica apresenta-se uma
sensibilidade adequada, porém este método também ndo especifica a espécie do
parasita.®41113)

Os meios de cultura quase nao sao utilizados, pois sdo métodos que exigem
ambientes especializado e pessoal devidamente capacitado, o que 0s tornam
inadequados para estudos epidemiolégicos em larga escala. "

Intradermorreagdo de Montenegro

A Intradermorreacdo de Montenegro € um teste cutaneo com antigenos de

leishmania, realizado através de inoculagéo intradérmica de um coquetel antigénico,



na parte flexora do antebraco, depois deste procedimento realiza-se a leitura apés
48 horas e 72 horas, delimitando-se a area endurada que deve medir igual ou
superior a 5 mm .A amostra € retirada a partir de substancias de cultura de
promastigotas de Leishmania sp. , que por sua vez apresentam variados
componentes dependendo do agente etiolégico de cada regido. A utilizacdo do teste
de Intradermorreacdo de Montenegro originou-se em 1926, e ainda é amplamente
empregado nos dias atuais por ser um meétodo de baixo custo, € também
considerado util no diagndstico clinico. O teste tem por base a imunidade ant-
leishmania adquirida pelo hospedeiro, detecta a presenca de hipersensibilidade
tardia, ou seja, ndo aponta entre contagio agudo e contdgio anterior, permanecendo
positiva por mais de 19 meses apds o tratamento. Mostra-se positivo, em 75% de
individuos néo infectados que vivem em extensdes endémicas. A sensibilidade desta
técnica altera de acordo com a forma clinica: cutanea localizada, 82-89%; mucosa e
disseminada, quase 100%; difusa apresenta-se negativa. O teste se torna positivo
ao longo de 120 dias ap6s o inicio da lesdo e nédo se diferencia de doenca atual ou
pregressa. Na maioria dos casos permanece positivo apos o tratamento. Nos
pacientes imunodeprimidos e nas formas cutaneas difusas apresenta-se negativo.

Embora seja um método muito utilizado nas investigacdes epidemiolégicas. @411

Técnicas Soroldgicas

Dentre os exames sorologicos a Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
e Ensaio Imunoenzimético (ELISA) sdo considerados testes de escolhas para
inquéritos epidemioldgicos populacionais, sdo os métodos mais utilizados, entretanto
os testes diferem tanto na sensibilidade, quanto na especificidade, nas condicdes
laboratoriais e na disponibilidade de materiais, tais como reagentes. Existe também
a possibilidade de sofrer rea¢des cruzadas, principalmente com o Trypanosoma
cruzi, agente causador da doenca de chagas e com a Leishmania chagasi, agente
causador da leishmaniose visceral.

Na leishmaniose Tegumentar Americana a RIFI apresenta variagdo em seus
resultados, esta variagdo ocorre em consequéncia do parasita possuir baixa
antigenicidade e reduzidos niveis de anticorpos circulantes. Geralmente na forma
Cutanea Difusa os resultados apresentam-se negativos. Estima-se que, na forma

mucosa sua sensibilidade é de 100% e nas formas cutanea difusas 71%. Nos casos



recentes que variam de um a seis meses de evolugdo das lesbes, o teste
normalmente mostra negatividade sorologica. Pacientes com mudltiplas lesdes
apresentam maior indice de antigenicidade devido ao numero maior de parasitas
circulantes na corrente sanguinea, os testes normalmente apresentam-se positivos.
@

Os testes sorologicos ELISA, RIFI, Aglutinacdo Direta e outros detectam
anticorpos anti-leishmania presentes no soro de pacientes com Leishmaniose
Tegumentar, esses meétodos também dependem de uma estrutura laboratorial
adequada e pessoal devidamente capacitado, por esta razao ndo sdo rotineiramente
utilizados na clinica médica. Os numeros de reacdes sorolégicas negativas sao mais
incidentes que as reacdes sorologicas positivas quando comparados em pesquisas.
(4,10)

Nos diagnésticos da Leishmaniose Visceral Humana e Canina, a RIFI e
ELISA séo testes especialmente utilizados, séo diferenciados em sua sensibilidade e
especificidade. A sensibilidade da RIFI varia entre 90% e 100% e sua especificidade
80% para as amostras sorolégicas, mas pode ocorrer reagfes cruzadas com
Leishmaniose Tegumentar, Chagas, Malaria, Esquistossomose e Tuberculose
Pulmonar, além disso, a técnica exige uma estrutura laboratorial adequada e
pessoal capacitado,por ser uma técnica onerosa a mesma nao esta apta para
inquéritos epidemioldgicos de larga escala.’*+%

O teste de ELISA é bastante utilizado no diagndstico da Leishmaniose
Visceral. O teste é mais sensivel e menos especifico que a RIFI, o teste ELISA
detecta baixos titulos de anticorpos, mas sua precisdo € menor na deteccdo de
casos subclinicos ou assintomaticos. Apresenta ser um teste rapido de facil
execucdo e leitura. 12

Nos testes diagndsticos utilizam-se normalmente antigenos derivados de
promastigotas cultivadas em meios de cultura, moléculas solUveis ou parasitas
incélumes. Contudo, estes antigenos apresentam reagfes cruzadas com antigenos
de outros tripanossomatideos. Para obter-se um diagndstico mais especifico, houve
a necessidade de expandir a pesquisa de elementos antigénicos purificados. Ja
foram identificados antigenos com massas moleculares diversificadas, como
exemplo o antigeno anti-66kDa que possui 100% de especificidade e 37% de

sensibilidade. ©*?
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O rk39 é outro antigeno de leishmania, da familia das kinesinas, tem se
mostrado 100% de especificidade e 98% de sensibilidade quando empregado no
teste ELISA. E um antigeno recombinante que esta sendo estudado e ja foi testado
no Brasil, € também um antigeno especifico para as espécies do complexo
Leishmania denovani. Este antigeno possui principalmente uma caracteristica muito
importante, ele pode ser aplicado em pacientes portadores de HIV, pois 0s niveis de
anticorpos contra os antigenos rk39 caem ligeiramente de acordo com a melhora
positiva do tratamento. ©1?)

J& foi desenvolvido um teste imunocromatografico rpido e simples aplicado
em soro ou sangue do paciente utilizando o rk39 fixado em papel, o teste foi testado
na india, apresentando 100% de sensibilidade e no Suddo com 67% de
sensibilidade. Porém, o teste apresentou reac¢do cruzada com malaria, febre tifoide e

tuberculose. ©1?

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A partir da década de 80 muitos estudos fundamentados em técnicas
moleculares foram desenvolvidos para a deteccdo e a identificacdo exata dos
parasitas do género leishmania. Os métodos laboratoriais anteriormente citados sdo
extremamente criteriosos e necessitam de pessoal capacitado para a sua execucao.
Sdo métodos que necessitam de um longo intervalo de tempo para a obtencédo dos
resultados. Os métodos moleculares foram desenvolvidos mediante estas
dificuldades.

Os Testes sorologicos, exames direto de esfregacos ou impressao por
oposicao, ou testes cutdneos com antigenos de Leishmania (Reacdo de
Montenegro) sdo testes que dependem da identificacdo de amastigotas encontradas
em amostras de tecidos coradas por Giemsa ou Leishman, que por sua vez podem
ser avaliadas por isolamento de promastigotas em meio de cultura ou através de
microscopia Optica. A microscopia direta do esfregaco ou impressdo demonstra uma
variavel de 50% & 70% de sensibilidade,ou seja, sensibilidade baixa.®

Estes métodos confirmam o diagnéstico da Leishmaniose Tegumentar, porém
nao identificam especificamente a espécie do parasita, os casos de Leishmaniose

Tegumentar causados por Leishmania braziliensis manifestam-se com maior
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importancia clinica, podendo ocasionar frequentes falhas no tratamento
convencional. ¥

Geralmente os casos de leishmanioses apresentam uma baixa carga
parasitaria presentes na lesdo, ocasionando uma baixa sensibilidade desses
métodos apresentam 100% de sensibilidade nos dois primeiros meses, 75% de
sensibilidade aos seis meses e 20% de sensibilidade acima de um ano. Portanto, a
identificacéo da leishmania infectante é imprescindivel para o prognéstico.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € uma técnica altaneiramente
sensivel e exclusiva, e pode detectar o DNA ou RNA do parasita, em diagndstico
humano, canideo e em flebotomineos, sendo ao mesmo tempo proveitoso na
diferenciagao de isolados humanos. O DNA de cinetoplasto (KDNA) de Leishmania
tem sido empregado como uma ferramenta de diagnostico pela PCR, pela
competéncia de detectar pequenos fragmentos de DNA do parasito em materiais
bioldgicos, pelo qual se deve & abundancia de minicirculos. ¢6®

A Técnica de Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) € uma técnica in vitro,
gue aceita a ampliacdo de seguimentos especificos de DNA ou RNA. Devido ao
namero de multiplos clones e a composicdo por regides conservada e variaveis, 0s
minicirculos do KDNA, atualmente, tem sido os alvos moleculares mais empregado
para a deteccdo de DNA de Leishmania. 69

Inimeros exames de PCR foram estudados para a identificacdo de
leishmanias em amostras, os quais mostraram especificidade diferenciada, alguns
identificaram a espécie do parasita, 0s ensaios testados substanciaram a
amplificagdo de genes de RNA ribosomal, de gene de Miniexon, de DNA de
cinetoplasto e de sequencias de DNA repetitivo. 12

A PCR é muito importante para o diagnostico da leishmaniose Tegumentar
Americana, a confirmacéo parasitologica possibilita o tratamento. Esta técnica
mostrou ser uma ferramenta muito eficiente para prover informacfes légicas aos
estudos clinicos e moleculares para a leishmaniose mucosa, pois é uma técnica com
alta especificidade, sensibilidade e agilidade quando comparada as técnicas
convencionais, permitindo a deteccéo do parasito antes mesmo de demonstrarem a
sintomatologia da moléstia. ¢ 45 8)

A PCR é uma técnica rapida que tem auxiliado no diagnostico da
leishmaniose mucosa, a técnica fornece informacbes que séo relevantes para os

estudos clinicos e moleculares da espécie possibilitando assim a deteccdo do
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parasito antes de se manifestar os sintomas da doenca. Os métodos convencionais
demonstram sensibilidade variada ou pouca sensibilidade, quanto mais rapido a
deteccdo do parasita, mais eficaz se torna o tratamento, uma vez que a
leishmaniose tegumentar causada por Leishmania braziliensis apresentam escassos
parasitas na lesao, dificultando o diagnostico, gerando erros, atrasando o tratamento
e ocasionando preocupacdo, uma vez que estes parasitas migram para as areas
mucosas causando leishmaniose mucocutanea. ¢ 4 %)

De acordo com estudos realizados, a técnica de PCR apresentou se positiva
em 100% das biopsias de pele em pacientes com Leishmaniose Tegumentar
apresentando uma positividade de 100%, logo apdés o diagnéstico todos os
pacientes apresentaram cura clinica apos realizacdo do tratamento. Nesse mesmo
estudo a PCR apresentou 100% de especificidade, pois ndo houve achado do
produto de amplificagdo em biopsias obtidas de pacientes com lesdes cutaneas
causadas por outras enfermidades, neste caso a PCR constatou o DNA de parasitas
em 97,1% dos casos, confirmando que a PCR é o melhor método diagndstico da
Leishmaniose Tegumentar em comparacdo a confirmacdo parasitolégica por meio
de métodos soroldgicos, isolamento de parasitas em meios de cultura e microscopia
direta. A PCR € uma técnica que identifica a espécie do parasita presente nas
lesBes, facilitando assim o diagnéstico. ¢

A PCR é um método que aceita amplificar em linha graduada exponencial
sequencias de DNA. Dotada de elevada sensibilidade, é apta para detectar
quantidades t&do pequenas quanto 1 fentograma (1 fentograma = 10*°g) do DNA de
uma leishmania, o equivalente a 1/10 do parasita. @ *®®

A Técnica de PCR exige a necessidade de equipamentos apropriados e de
alto custo, porém é um método de simples processamento de amostra, de facil
coleta, de alta especificidade e positividade, esses indicadores contribuem para que
a PCR futuramente possa ser um método de escolha para o diagnostico da
Leishmaniose mucocutanea. Diversos tipos de amostras bioldgicas, bem como
aspirados esplénicos, de medula éssea, de linfonodos, sangue total, camada
leucocitaria, cultura e sangue colhido em papel-filtro podem ser usados como fonte
de material para as reacdes, sendo uma das vantagens da PCR. A utilizacdo do
sangue periférico se torna mais facil e vantajoso, por ser um procedimento menos
invasivo, mas é capaz de resultar uma menor sensibilidade do teste devido a baixa

parasitemia dos animais contaminados. 2
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O DNA presente nos minicirculos de cinetoplastos (KDNA) de uma
determinada regido preservada ou a amplificacdo do minicirculo completo tem sido o
melhor alvo para a PCR e as sondas de DNA. Varios pesquisadores tem como base
a amplificacdo de fragmento da regido preservada do minicirculo de KDNA existente
em 10.000-20.000 coOpias e por apresentar a amplificacdo da regido mantida 10
vezes mais sensivel que a da regigo variavel.('?

Em razéo da biopsia esplénica e da puncédo da medula 6ssea serem técnicas
inadequadas para a utilizacdo fora do ambito hospitalar, varios centros de pesquisa
utiizam o sangue periférico para a avaliacdo do diagndstico da Leishmaniose
Visceral utilizando a técnica de PCR, além do diagndstico, esta técnica tem sido
empregada no monitoramento do tratamento e estudos epidemiolégicos da
Leishmania Visceral. Entretanto, € um método que permite sua utilizacdo com maior
frequéncia em estudos epidemiolégicos do que em diagnésticos de rotina. Em
estudos epidemiolégicos de larga escala adaptacdes sdo necessarias para se tornar

mais acessivel e com custo operacional econémico. ?

CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos recursos de técnicas biomoleculares disponiveis para a realizacéo
do diagndstico antecipado das leishmanioses, doencas que tem causado impacto
em Varios paises, os profissionais de salde devem ser criteriosos e ter
conhecimento para escolher os principais métodos. Novas técnicas estdo sendo
pesquisadas com o objetivo de alcancar o diagnéstico precoce.

O uso da PCR representa uma boa alternativa para o diagnéstico especifico e
positivo das espécies de leishmania e suas respectivas leishmanioses. Estudos
literdrios comprovam que a deteccdo de DNA de leishmania em inUmeras amostras
cutaneas por PCR apresentam 100% de especificidade como também possibilita o
diagnostico da espécie e subespécie responsavel pela doenga. Essa é uma grande
vantagem que a técnica de PCR proporciona uma estimativa do progndéstico e do
retorno terapéutico, relacionada aos demais meétodos, viabilizando as decis6es dos

profissionais de saude na continuidade do tratamento.
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Nos casos de Leishmaniose visceral a técnica de PRC tem sido utilizada,
além do diagnostico, no monitoramento do tratamento e nos estudos
epidemioldgicos.

E necesséaria uma intervencédo dos profissionais de satde juntamente com
politicas publicas de saneamento competente, ampliar a disponibilidade desses
métodos com o objetivo de diagndstico e intervencgéo terapéutica precoce, reduzindo

a partir destas iniciativas os danos causados por esta doenca infecciosa.
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