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Introducao

As Leishmanioses sdo doencas infecciosas negligenciadas. No
Brasil, houve 13 mil casos de leishmaniose tegumentar e quase
1.500 de leishmaniose visceral em 2023. A descontinuacgdo do
reagente de Montenegro, até entdo usado para detectar @
infec¢cdo, criou uma lacuna que demanda o desenvolvimento
de novos kits diagnoésticos. Testes moleculares sdo
promissores, mas o uso no Sistema Unico de Saude (SUS)
depende de estratégias de reducdo de custos. Assim,
meétodos de extracdo de DNA mais baratos sdo atrativos para
ampliar seu acesso pelo SUS.

Objetivos

Comparar a extragcdo de DNA através do kit comercial com a
extragcdo por fervura e readlizar a aplicacdo do material

Quantificacao

Grafico 1. Comparacio da quantificacdo (ng/ulL) e razdo nas
amostras de DNA extraidas por kit e por fervura e submetidas
a centrifugacao e purificacao com TCA

200 2,5

2
o i
\/~‘ -
o 1 & 0

Kitl Kit2 51 52 10110°215°115°220'120°225"125°230°130°2

Amostras / Tempo

p—
i
o

p—
o
o

Razao

wun
-

extraido em técnicas de biologia molecular. TS Quaniiicataa (0] .. B Q (TCA)
(centrifugacao )
e R 3730 (R) =R (centrifugacao ) e R (TCA)

Material e Métodos ou Metodologia

Foi utilizada a cepa PH8 de Leishmania amazonensis, mantida

Na eletroforese, observaram-se bandads apenas nos DNAs
extraidos com o uso do kit comercial, mas néo nos obtidos por
fervura. Nestes pocos, o acumulo de material nas canaletas

no Laboratdrio de Parasitologia, Epidemiologia e Virologia da
Universidade Federal de Vigcosa. O DNA foi extraido de duas

formas: l.com o PurelLink™ Genomic DNA Mini Kit Invitrogen;
2.fervura a 100°C variando o tempo de 5 a 30 min. A andlise
quantitativa do DNA foi readlizada pelo NanoDrop™ e a
integridade, avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%.
Para reduzir impurezas das amostras fervidas, testaram-se
duas purificagées:(a) centrifugacédo a 6000 rpm/30s e (b)
tratamento com  Acido  tricloroacético  (TCA). Os
sobrenadantes foram coletados e quantificados. Para
confirmagdo da extracdo, foi usada a técnica de LAMP-PCR.

Resultados e/ou A¢bes Desenvolvidas

Os DNAs extraidos pelo kit tiveram quantificagcdes 15,1 e 10,9
ng/ulL e razdes de 1,85 e 1,93; os extraidos por fervura variaram
de 150,4 a 187,4 ng/uL, e razdes variando de 1,18 a 1,31. Logo, a
fervura extraiu maior quantidade de DNA, porém com menor
pureza, algo esperado, pela presenca de debris celulares e
proteinas. A variagdo do tempo de fervura néo trouxe variagoes
considerdveis. A amostra extraida foi centrifugada para
concentrar os contaminantes no pellet e separar o DNA no
sobrenadante, sem melhora na pureza. Na etapa de
purificacdo com TCA as razbes aumentaram, variando de 1,71
2,08, mantendo concentracdes de DNA superiores as da
extragcdo com o Kit.
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sugere que contaminantes podem ter
interferido na migracdo do DNA pelo
gel. Por fim, para verificar se as
amostras seriam Uteis em técnicas de
biologia molecular, foi feita uma
Amplificacdo Isotérmica Mediada por
Loop (LAMP), um método mais barato :
e rapido que a reacdo em cadeia de |
polimerase convencional (PCR), umao
vez que dispensa o0 uso do
termociclador e amplifica as amostras 9
em até 30 minutos, mostrando-se

uma otima opcgdo para o SUS. Houve
amplificacdo nas amostras do kit e de

fervura, mas ndo nas purificadas.
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Cconclusoes

A extracdo por fervura reduz até 70% do custo por reacdo e,
apesar das impurezas, o método mostrou-se eficaz para
amplificacdo de DNA, tornando-se uma opc¢cdo de bom
custo-beneficio para o SUS. A purificacdo com TCA melhorou
a razdo, mas interferiu na amplificacdo. Novos testes de
purificagcdo devem ser realizados.

Bibliografia

RUANG-AREERATE, T. et al. Development of loop-mediated
isothermal amplification (LAMP) assay using SYBR safe and
gold-nanoparticle probe for detection of Leishmania in HIV
patients. Scientific Reports, v. 11, n. 1, p. 12152, 9 jun. 2021.

Ribeiro De Oliveira, Eduardo. ANALISE DO DESENVOLVIMENTO
TECNOLOGICO PARA O DIAGNC STICO-DASHEISHMANIOSES: DA

ANIE A OMERGIA

PROTECAO INTELECTUAL A DISPONIBILIDADE-COME 2016.

—
//

-~

.



