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Resumo:  
Trypanosoma cruzi e Trypanosoma rangeli são parasitos hemoflagelados 
que infectam os mesmos vetores e hospedeiros. A identificação específica 
destes dois parasitos é importante já que ambos compartilham antígenos 
solúveis propiciando a reação sorológica cruzada o que dificulta o 
diagnóstico específico da doença de Chagas. Misturas entre TcI e TcII de T. 
cruzi, KP1+ e KP1- de T. rangeli foram realizadas em diferentes proporções 
(90% à 10%) nas quantidades de 100 parasitos/200uL sangue à 2 
parasitos/200uL. O DNA foi extraído e a PCR/RFLP-COII foi realizada. Nas 
misturas, T. cruzi se mostrou mais sensível ao marcador sendo detectado 
até 2 parasitos/200uL de sangue pela presença da banda diagnóstica de 
80pb e genotipado com 5 parasitos/200uL até a proporção de Tc/Tr 25%. T. 
rangeli pode ser detectado até 25 parasitos/200uL de sangue e genotipado 
com 50 parasitos/200uL de 25 a 10% de Tc/Tr para Kp1+ e de 25 a 5 
parasitos/200uL dependendo da proporção (75 a 10% de Tc/Tr) para KP1-. 
Conclui-se que esse marcador (RFLP-COII) possui valor epidemiológico e de 
diagnóstico, pois dispensa o isolamento do parasito, excluindo a 
possibilidade de seleção parasitária ou de alguma DTU/KP1+/KP1-, 
tornando a genotipagem mais rápida e correta. 
 
Introdução  
Trypanosoma cruzi, responsável pela doença de Chagas, circula entre 
vetores, reservatórios domésticos e silvestres e humanos, afetando 
atualmente 6 milhões de pessoas na América Latina (WHO, 2015). 
Trypanosoma rangeli, outro parasito hemoflagelado, apesar de  presente em 
seres humanos e outros mamíferos, não causa patogenicidade para estes 



 
hospedeiros. T. cruzi e T. rangeli são conjuntamente estudados, pois ambos 
compartilham as mesmas regiões geográficas, hospedeiros e vetores 
(Vallejo et. al., 2002). A presença simultânea destas duas espécies facilita 
infecções mistas em ambos os tipos de hospedeiros e, devido ao grande 
número de antígenos solúveis compartilhados a reação sorológica cruzada 
pode ocorrer, dificultando o diagnóstico específico da doença de Chagas 
(Parada et. al., 2010). 
Pela análise molecular, T. cruzi é separado em seis Unidades de Tipagens 
Distintas (DTU) TcI à TcV (Zingales et al., 2009) e  T. rangeli é dividido em 
dois grupos, KP1+ e KP1- (Vallejo et. al., 2002). Marcadores moleculares 
propostos são capazes de detectar e diferenciar T. cruzi de T. rangeli (Souto 
et. al., 1999; Fernandes et. al., 2001), entretanto apenas separam as duas 
espécies de parasitos sem diferenciar seus grupos filogenéticos. A 
separação de T. cruzi e T. rangeli e, simultaneamente, seus grupos 
filogenéticos foi proposto por Sá et. al. (2013) avaliando o maxicírculo de 
kDNA pela análise do polimorfismo do fragmento de restrição da Citocromo 
Oxidase II (RFLP-COII). Sabendo-se que o cultivo dos parasitos e a 
manutenção de cultura para obtenção de massa parasitária, pode levar a 
seleção populacional (Demeu et. al., 2011), faz-se necessário estabelecer 
um protocolo para pesquisa direta de T. cruzi e/ou T. rangeli em amostras 
biológicas com infecções mistas. 
Com base nessas informações o objetivo desse trabalho foi realizar a 
pesquisa direta e determinar a sensibilidade do PCR/RFLP-COII em 
detectar, T. cruzi (TcI e TcII), e T. rangeli (KP1+ e KP1-) em amostras de 
sangue humano contaminado com diferentes proporções desses parasitos.  
 
Materiais e métodos 
As cepas 150 (TcI), 1256 (TcII), Choachi (KP1+) e SC-58 (KP1-) foram 
mantidas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) a 28ºC. Os parasitos foram 
contados em câmera de Neubauer e os valores adaptados para que todas 
as culturas obtivessem o mesmo número de parasitos por 1uL. Após o 
ajuste, uma mistura de TcI+TcII e outra de KP1+ + KP1- foram realizadas 
nas quantidades de 100 parasitos/200uL até 2 parasitos/200uL. Estas 
misturas foram diluídas em sangue humano na presença de 
Guanidina/EDTA 6,0M/0,2M (1:1) em diferentes proporções que variam de 
90% a 10% para cada grupo (TcI/TcII e KP1+/KP1-). Após sete dias o 
sangue foi fervido por 7 minutos e estocado por 3 dias a 8ºC até a extração 
de DNA realizada com fenol-clorofórmio e resuspendido em 10μL de água 
Mili-Q estéril (Gomes et al., 1998). A amplificação da subunidade 2 do gene 
mitocondrial Citocromo Oxidase (COII) foi realizada como descrito por Sá et 
al., (2013) em temperatura de anelamento de 50ºC com iniciadores Tcmit-10 
e Tcmit-21 em volume final de 15μL. Como amostras referência para o 
estudo foram utilizadas as mesmas cepas do experimento. Do produto de 



 
PCR, 10μL foram digeridos com a enzima restrição Alu I (Biolabs - New 
England) por 16 horas e a análise do RFLP foi feita em gel de poliacrilamida 
a 6%, revelado pela prata e fotografado.   
 
Resultados e Discussão  
A PCR/RFLP-COII foi capaz de detectar e simultaneamente separar T. cruzi 
(TcI e TcII) de T. rangeli (KP1+ e KP1-) diretamente do sangue humano, 
indicando que o isolamento e  cultivo do parasito poderia ser dispensado. 
Pela análise do RFLP-COII bandas de aproximadamente 280pb + 80pb 
referem-se para TcI, 250pb + 80pb para TcII, 280pb + 120pb para KP1+ e 
400pb para KP1- (Figura 1A e B). O marcador foi capaz de detectar nas 
misturas os dois parasitos e os grupos genéticos igualmente até a 
concentração de 50 parasitos por amostra nas proporções de 90% a 10% 
para TcI, TcII e Kp1- e de 25 a 10% de Tc/Tr para Kp1+ (Figura 1A). De 25 a 
2 parasitos há diferenças na sensibilidade de detecção e genotipagem para 
as duas espécies. Para T. cruzi, o marcador tem maior sensibilidade com 
limite de detecção de 2pa/200uL evidenciado pela banda diagnóstica de 
80pb (Sá et al. 2013) e limite de genotipagem de 5pa/200uL de sangue até a 
proporção de Tc/Tr 25% na amostra (Figura 1B) . Para T. rangeli, o 
marcador é mais sensível para detectar KP1- do que KP1+. KP1- é 
detectado com 25 a 5 parasitos/200uL de sangue dependendo da proporção 
(75 a 10% de Tc/Tr) (Figura 1A, 1B).  

 
Figura 1.  Perfis em gel de poliacrilamida a 6,0% do RFLP-COII de Trypanosoma cruzi (TC= TcI e TcII) e 
Trypanosoma rangeli (TR= KP1+ e KP1-) misturados em diferentes proporções (90/10, 75/25, 50/50, 25/75, 
10/90%) e diluídos em 200uL de sangue humano. 150 (TcI), 1256 (TcII), Choachí (KP1+) e SC-58 (KP1-) 
são amostras de referência. Figura 1A : Diluições de 100 parasitos à 25 parasitos em 200uL de sangue. 
Figura 1B : Diluições de 10 parasitos à 2 parasitos em 200uL de sangue. CN= Controle negativo da 
extração. CNPCR= Controle negativo da PCR. C+: controle positivo TcII (1256).  100pb: DNA Ladder (Peso 
molecular). 
 
Conclusões   
A análise do polimorfismo do tamanho do fragmento de restrição (RFLP) de 
COII é capaz de identificar e genotipar diretamente a presença de T. cruzi 
(TcI e TcII) e de T. rangeli (KP1+ e KP1-) em sangue humano mesmo em 
diferentes proporções. Conclui-se que esse marcador possui valor 
epidemiológico e de diagnóstico, pois dispensa o isolamento do parasito, 
excluindo a possibilidade de seleção parasitária ou de alguma 
DTU/KP1+/KP1-, tornando a genotipagem mais rápida e correta. 
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