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RESUMO

As leishmanioses compdem um grupo de doencgas zoonoticas transmitidas
para humanos e animais pela picada de fémeas de flebotomineos (Diptera:
Psychodidae) e representam um dos maiores problemas de saude publica em
muitos paises. A leishmaniose cutanea é endémica no Brasil, e a incidéncia vem
aumentando nos ultimos anos. Os métodos classicos de diagnéstico, incluindo
eletroforese de isoenzimas, anticorpos monoclonais e cariétipos moleculares, séao
limitados na identificacdo desse agente por apresentarem alguns inconvenientes
como, necessidade de grandes quantidades de promastigotas, procedimentos
trabalhosos e dificuldade na interpretacdo de dados. As técnicas de Biologia
Molecular como o RAPD (DNA Polimérfico Amplificado ao Acaso) e a PCR (Reacéao
em Cadeia da Polimerase), surgem como novas alternativas para o diagnostico
molecular por serem métodos rapidos, precisos e por apresentarem grande
sensibilidade e especificidade. Seriam importantes para um tratamento eficaz
visando devolver rapidamente a salubridade da populacdo. O objetivo deste trabalho
foi estudar e caracterizar a diversidade genética de Leishmania no estado do Parana
usando a técnica de RAPD e desenvolver método diagnéstico rapido por técnicas
moleculares como PCR. Para estudar a diversidade genética e padronizacdo do
PCR foram utilizadas cepas referéncia da Organizagcdo Mundial da Saude, e cepas
isoladas de humanos e caes procedentes de diferentes regides do Parana, do
Ceara, Minas Gerais, Sao Paulo e Argentina. De 52 isolados 3 eram de cepas
referéncia, 41 eram de humanos (38 do Parana, 1 de Sao Paulo e 2 da Argentina) e
8 isolados de caes (4 de Minas Gerais, 1 do Ceara e 3 do Parand). Regides do DNA
gendmico foram amplificadas utilizando quatro diferentes iniciadores (primers)
randémicos A2, A3, A9 e A10 através de RAPD, visualizados em géis de agarose
1,6% e corados por brometo de etideo. Através dos perfis originados foi possivel
detectar polimorfismo genético entre os isolados analisados e agrupar os isolados
em trés grupos distintos: L. (V.) braziliensis (cepa referéncia e isolados de varias
regibes do Parana e uma de Sao Paulo), L. (L.) amazonensis (cepa referéncia e
isolados da Argentina) e L. (L.) infantum (cepa referéncia e isolados importados de
Minas Gerais e Ceard). Esses resultados indicam que o RAPD pode ser usado com
sucesso nos estudos de variabilidade em Leishmania, e também na diferenciacao
das espécies. Neste trabalho também foi avaliado o desempenho da PCR enquanto
técnica de diagnéstico. Foram usados cinco diferentes iniciadores previamente
descritos na literatura para o diagnéstico de Leishmania. Dois destes iniciadores
(MP1L/MP3H e B1/B2) eram dirigidos para amplificarem sequiéncias conservadas
encontradas no minicirculo do DNA do cinetoplasto (kDNA) de Leishmania,
exclusivos para o Complexo Leishmania braziliensis. A PCR usando os iniciadores
acima amplificou um produto de 70 pb e 750 pb respectivamente que identificam
este Complexo. Os outros dois iniciadores (b1/b2 e al/a2) sao espécie-especifica
sendo que o primeiro detecta L. (V.) braziliensis e o segundo L. (L.) amazonensis.
Eles foram desenhados baseados nas seqiéncias dos fragmentos F10 e F4
derivados dos subgéneros Viannia e Leishmania, respectivamente. Estes iniciadores
apresentaram um perfil de amplificacdo de 103 pb e 62 pb, produtos diagnésticos
para as espécies de L. braziliensis e L. amazonensis. Um quinto par de iniciadores
RV1 e RV2 foi desenhado com base no DNA alvo altamente repetitivo do minicirculo
kDNA de Leishmania donovani sensu lato, e produziram amplificacées de bandas de
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145 pb, que é produto que identifica a espécie de Leishmania infantum em caes.
Portanto, a utilizacdo dos iniciadores para determinar o Complexo junto com os
iniciadores para identificar as espécies permitird um rapido e confiavel diagnéstico
para diferenciar estas espécies de Leishmania que causam a maior incidéncia da
leishmaniose cutanea no Novo Mundo. Assim sera possivel obter resultados mais
rapidos para reduzir a sequela nos pacientes, e disponibilizar a rede publica de
saude um método diagndstico mais eficiente.
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ABSTRACT

Leishmaniases are a group of zoonotic diseases transmitted to humans and
animals by the bite of Phlebotomine sandflies females (Diptera: Psychodidae).
These diseases represent an important public health problem for many countries.
Cutaneous Leishmaniasis is considered endemic in Brazil and in Parana State, the
incidence has been increasing rapidly in recent years. Classic diagnostic methods
such as the use of isoenzymes eletrophoresis, monoclonal antibodies and molecular
cariotypes are considered insufficient for the identification of the agents because they
are time consuming, large amount of sample is necessary and the data interpretation
is difficult. The Molecular Biology techniques such as RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) and PCR (Polymerase Chain Reaction) have emerged as new
alternatives for rapid and precise molecular diagnostic by presenting high specificity
and sensitivity, playing an important role for treatment efficacy improving health and
population life quality. The objective of the present work was to characterize the
genetic diversity and to develop a methodology for diagnostic of Leishmania isolates
from Parana State by using the molecular techniques RAPD and PCR. Aiming for
more rapid results and reducing patient sequels, the present research intends to
provide for the public health a sensitive method for Leishmaniasis diagnostic. Hence,
reference strains, recommended by World Health Organization, and strains isolated
from humans and dogs from different regions of Parana State and States of Ceara,
Minas Gerais and Sao Paulo, and Argentina were here utilized. A total of 41 strains
were isolated from humans (38 from Parana, one from Sao Paulo and two from
Argentina) and 8 dogs (four from Minas Gerais, one from Ceara and 3 from Parand)
were used. Genomic DNA regions were amplified utilizing four different random
primers A2, A3, A9 and A10 by RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). RAPD
products were separated by electrophoresis in 1.6% agarose gels and visualized
under UV light after being stained with ethidium bromide. The profile products
showed genetic polymorphism among the isolates. They were grouped into three
distinct groups: L. (V.) braziliensis (reference strain and isolates from different
regions of Parana and one of Sao Paulo), L. (L.) amazonensis (reference strain and
isolates from Argentina) and L. (L.) infantum (reference strain and isolates from
Minas Gerais and Ceara). These results indicate that RAPD can be successfully
used in studies concerning the variability in Leishmania as well as for their species
differentiation. As for the PCR technique for Leishmania diagnosis, five different
primers already described in literature were used. Two of them (MP1L/MP3H and
B1/B2) were utilized for amplification of the conserved sequences in the minicircle of
Leishmania kinetoplast DNA (kDNA), exclusive to Leishmania braziliensis Complex.
The PCR using the aforementioned primers has amplified a product of 70 bp and 750
bp in which the complex was identified. Two other primers (b1/b2 and ai/a2) used
are specie-specific and was employed to detect L. (V.) braziliensis and L. (L.)
amazonensis respectively. They were designed based on sequences of fragments
F10 and F4 derived from subgenus Viannia and Leishmania respectively. These
primers showed an amplification profile of 103 bp and 62 bp, products of diagnostic
for species L. braziliensis and L. amazonensis. The fifth (and last) par of primers RV1
and RV2 were designed based on the target DNA highly repetitive found in the kDNA
minicircle of Leishmania donovani sensu latu, producing fragments of 145 bp that is
the product in which Leishmania infantum is identified in dogs. Therefore, the
combination of primers used to determine the complex with primers to identify
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species will allow a rapid and reliable diagnostic for differentiation of Leishmania
species, which is the main cause of cutaneous Leishmaniasis in the New World.



