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1. Introducao

As leishmanioses sdo, na maioria das vezes, zoonoses infecto-parasitaria que afetam varias
espécies de animais silvestres, domésticos e o homem, apresentando clinicamente um carater
multifacetado (Thomaz-Soccol et al., 1993). Esta doenca infecciosa ndo-contagiosa requer uma
maior atenc3o principalmente no que se refere ao padrdo de cura da mesma, que atualmente é
eminentemente clinica, considerando-se curado o paciente que apresenta sua lesdo totalmente
cicatrizada. Muitos casos sdo diagnosticados clinicamente pelo aspecto da lesdo. Para se evitar a
ocorréncia de enganos no diagndstico, estes podem ser reduzidos com o auxilio dos métodos
parasitolégicos, imunoldgicos e moleculares (Silveira et al., 1999). Atualmente, a utilizagdo da
técnica da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) vem auxiliando na deteccdo de casos de dificil
diagndstico, principalmente no que se refere a forma mucosa, causada pela Leishmania braziliensis
(Vianna, 1911) Matta, 1916 e casualmente, por contiguidade pela L. guyanensis (Floch, 1954).

O objetivo deste estudo foi detectar a ocorréncia de parasitos em cicatrizes de lesdes cutaneas
causadas pela Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) em pacientes clinicamente curados,
oriundos de areas endémicas do Estado do Amazonas e atendidos pela demanda espontanea no
Laboratoério de Leishmaniose e Doenca de Chagas, do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia
(INPA). Também foi realizado o diagndstico da permanéncia de infec¢do e tentativa de isolamento
em cultivo de flagelados que ainda estivessem vidveis nas cicatrizes cutédneas de pacientes que
haviam sido diagnosticados com LTA e recebido tratamento, comprovando-se assim que a cura
parasitolégica nem sempre é sindnimo de cura clinica.

2. Material e métodos

Foram avaliadas cicatrizes Unicas de 10 pacientes com idade acima de 18 anos diagnosticados para
LTA e com no minimo 1 (um) ano apés tratamento, oriundos do Municipio de Rio Preto da Eva
(Amazonas/Brasil), independente do sexo e do tratamento farmacoldgico a que foram submetidos.
O trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do INPA (processo n° 191,
02/2009), para selecdo e exame dos pacientes.
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Figura 01. Organograma de coletas e processamento do material biopsiado de lesdes cicatriciais de
pacientes provenientes do Municipio de Rio Preto da Eva/AM-BR que apresentaram leishmaniose
cutdnea e cura clinica ap6s um ano de tratamento.

Os pacientes selecionados foram acompanhados desde o momento do diagnostico até o isolamento
parasitario. Os fragmentos de tecidos isolados (Figura 01) foram acondicionados em frascos
eppendorf individuais contendo etanol absoluto e salina com antibiético (gentamicina 1mg/ml). Os
pacientes assinaram termo de aceite para participacdo no estudo e foram informados da possivel
existéncia de DNA parasitario/parasitas viaveis em suas cicatrizes.
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As bidpsias conservadas em salina foram semeadas em meio de cuitivo NNN. Os parasitos isolados
eram entdo caracterizados pelo método bioquimico de eletroforese de isoenzimas (Figueira, 2006).
Das amostras conservadas em etanol absoluto, foi feita extracdo de DNA, posteriormente
guantificado por espectrofotbmetro com amplitude variando de 260 a 320nm e utilizado nas
reacGes de amplificacdo pela Ln-PCR. Esta reagdo ja € um método padronizado no laboratério de
Leishmaniose (Pinheiro, 2004) visando a amplificacdo da regido de mini-exon de Leishmania em
amostras de tecidos humanos. Os ensaios foram padronizados para a detecgdo de poucos
flagelados reconhecendo, pelo menos, trés grupos representantes de leishmania dos subgéneros
Leishmania e Viannia. Este método possibilita processar um grande numero de amostras
sincronicamente, muito (til em estudos epidemioldgicos.

3. Resultados e discussao
Foram coletados e processados dez fragmentos de cicatrizes dos pacientes que apresentaram LTA
no Municipio de Rio Preto da Eva/Amazonas-Brasil (Tabela 01).

Tabela 01. Caracteristicas dos 10 pacientes clinicamente curados oriundos do Municipio de Rio
Preto da Eva/Amazonas-BR, examinados neste estudo.

. o No. Ano do
Registro da amostra Sexo | Localizagao Cicatrizes Tratamento
MHOM/09/BR/IM5530 F AM-010/Km 60 Estrada 01 2006
MHOM/09/BR/IM5531 F Bairro Monte Castelo IT - RPE 02 2004
MHOM/09/BR/IM5532 F AM-010/Km 05 - Ramal Baixo Rio 02 2005
MHOM/09/BR/IM5533 M AM-010/Km 05 - Ramal Baixo Rio 01 2006
MHOM/09/BR/IM5534 M AM-010 - Ramal da Cachoeira 04 2007
MHOM/09/BR/IM5580 F AM-010/Km 133 - Ramal do Cafezal 01 2007
MHOM/09/BR/IM5581 M AM-010/Km 136 - Ramal do Cafezal 01 2004
MHOM/09/BR/IM5582 F AM-010/Km 125 - Ramal do Banco 01 2005
MHOM/09/BR/IM5583 M AM-010/Km 125 - Ramal do Banco 02 2008
MHOM/09/BR/IM5584 M AM-010/Km 125 - Ramal do Banco 01 2004

Tabela 02. Resultado dos exames das bidpsias obtidas de pacientes oriundos do Municipio de Rio
Preto da Eva/Amazonas-Brasil.

Registro da amostra Cultura Inéculo em Hamster PCR-Ln (reacao)
10 20

MHOM/09/BR/IM5530 N ~
MHOM/09/BR/IM5531 = -
MHOM/09/BR/IM5532 & -
MHOM/Q9/BR/IM5533 - -
MHOM/09/BR/IM5534 = -
MHOM/09/BR/IM5580 = +
MHOM/09/BR/IM5581 - +
MHOM/09/BR/IM5582 = -
MHOM/09/BR/IM5583 = =
MHOM/09/BR/IM5584 = =
Nenhuma das amostras semeadas em meio de cultivo apresentou crescimento parasitdrio num
periodo de 30 dias de observacdo. Fragmento de bidpsia macerado foi inoculado em focinho de
hamster e observado por trés meses. Nesse periodo houve surgimento de lesdo no focinho de dois
dos animais (Tabela 02). Os animais continuam em observagdao até num tempo limite de seis
meses e se os demais apresentarem lesdes, seu tecido foi isolado em meio de cultivo para
obtencdo de massa parasitaria, para a posterior caracterizagdo bioquimica dando continuidade a
este estudo.

Observou-se a presenca de bandas na extracdo do material genético, que foi posteriormente
guantificado em espectrofotémetro (Tabela 03), com concentragdes que variaram entre 6,5 a 145
ug/ul. Verificou-se a amplificagdo de DNA parasitario de todas as amostras testadas na primeira
PCR (Figura 02). Na segunda PCR houve identificacdo de bandas, no qual se observa a
confirmacdo de DNA parasitario nas biopsias de cicatriz dos pacientes (Figura 03).
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Figura 02. Gel de agarose 1% do produto obtido da amplificacdo da 1@ PCR com iniciadores
especificos para o subgénero Leishmania (Viannia) sp.: PM: peso molecular - Ladder 100pb; CN:
controle negativo; CP: controle positivo; no. 01 a 10: amostras de cicatriz de pacientes
clinicamente curados de Leishmaniose Tegumentar Americana.

Tabela 03. Concentracdo de DNA de bidpsia de pele da cicatriz de lesdo cutanea ocasionada por
Leishmania sp.

Registro da amostra 260nm (ng/ul) 280nm (ng/ul) Concentragao
Final (ug/ul)
HOM/09/BR/IM5530 0,08 0,06 18,0
HOM/09/BR/IM5531 0,022 0,012 11
HOM/09/BR/IM5532 0,013 0,005 6,5
HOM/09/BR/IM5533 0,025 0,020 9,5
HOM/09/BR/IM5534 — - 145
HOM/09/BR/IM5580 0,0230 0,0160 86,5
HOM/09/BR/IM5581 0,161 0,038 30,5
HOM/09/BR/IM5582 0,056 0,037 28,0
~HOM/09/BR/IM5583 0,092 0,061 46,0
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Figura 03. Gel de agarose 1% do produto obtido da amplificagdo da 2@ PCR com iniciadores
especificos para o subgénero Leishmania (Viannia) sp. contendo 242pb: PM: peso molecular DNA -
ladder 100pb; CN: controle negativo; 01 ao 10: amostras de cicatriz de pacientes clinicamente
curados de Leishmaniose Tegumentar Americana.

O diagnostico de infecgdo parasitdria tem como base as manifestagdes clinicas, os antecedentes
epidemiolégicos e diversos métodos laboratoriais, em que os exames microscdpicos se destacam.
As principais vantagens das técnicas moleculares sdo a sensibilidade com que podem detectar
patégenos e a rapidez com que a identificacdo do parasita pode ser feita. No caso de parasitas cuja
identificacdo e implementagao de terapia requerem o isolamento em cultivo do organismo ou a
inoculagdo em animais, € evidente que o diagndstico através de sondas moleculares ou a PCR seria
vantajoso. Por outro lado, quando a microscopia direta € suficiente para a identificacdo morfologica
a nivel de género, e a quantidade de parasitas ¢ suficientemente alta, entdo as abordagens com
base na deteccdo de DNA ndo apresentam vantagens, a ndo ser pela possibilidade de automacéo e
processamento de um grande numero de amostras. Contudo, quando a quantidade de parasitas &
baixa, os métodos moleculares, mais sensiveis, sdo preferiveis (Weiss, 1995).

A PCR tem sido extensamente empregada no diagndstico molecular de doengas humanas e estudos
epidemioldgicos, devido a sua alta sensibilidade e especificidade (Feliciangeli et al., 1998). Ja em
outros estudos onde pesquisadores utilizaram a técnica da PCR para analise de bidpsias de
cicatrizes de pacientes curados clinicamente apds tratamento quimioterapico especifico, o método
possibilitou a detecgdo do DNA de Leishmania (Viannia) sp. em 93,7% (30/32) dos exames, porém
apenas 9,3% (3/32) cicatrizes apresentaram crescimento em cultivo (Mendonga et a/l.,2004). Além
disso, em algumas destas cicatrizes, os parasitos foram cultivados e estavam infectantes para
animais de laboratorio, sugerindo que a persisténcia de parasitos € regra e ndo excegao na
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leishmaniose (Rodrigues et al., 2002). Os resultados obtidos no estudo aqui apresentado
demonstraram um percentual de positividade mais elevado quando comparado a pesquisa de
Mendonga et al. (2004). Verificou-se que todos os 10 pacientes que apresentavam cicatrizes,
muitas causadas por Leishmania (Viannia) guyanensis (identificadas anteriormente) tiveram a PCR
positiva com 20% (2/10) de recuperacdo do parasito através do isolamento em animal de
experimentagdo (hamster) confirmando a longa persisténcia do patégeno apds a cura clinica da
doenga. Fato discutido em diversas outras infecgdes, quanto as estratégias/mecanismos de
sobrevivéncia dos parasitos, muitos dos quais estdo relacionados com a modulagdo das atividades
anti-parasitarias das células do hospedeiro, sintese de inibicdo da produgdo de citocinas, redugdo
da ativagdo de linfocitos T, ou mesmo pelo escape do patégeno para/em células que ndo facilitam a
acdo da resposta imune (Belkaid et al., 2001). Schubach et al/. (1998) também utilizaram a PCR,
detectando DNA do parasito em 80% das cicatrizes dos pacientes. Os autores sugerem que 0
flagelado persiste na pele por muitos anos apds o tratamento. Portanto, € necessario buscar
maneiras que se tenha um critério de cura mais efetivo ndo sé tomando por base um critério de
cura clinico, mas também, um critério de cura parasitolégico, visto que a presenga do parasito
pode ndo ser o ponto principal, mas ser um dentre os varios fatores que possam vir a causar como
conseqiéncia as recidivas em pacientes anteriormente definidos como curados.

4. Conclusao

Este estudo possibilitou reforgar a discussdo quanto a persisténcia e viabilidade parasitaria na
leishmaniose tegumentar apds a cura clinica devido a constatacdo de parasitas em cicatrizes de
lesdes de pacientes tratados para a patologia.
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