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Resumo:

Trypanosoma cruzi e Trypanosoma rangeli sdo parasitos hemoflagelados
gue infectam os mesmos vetores e hospedeiros. A identificacdo especifica
destes dois parasitos € importante ja que ambos compartilham antigenos
soluveis propiciando a reacdo soroldgica cruzada o que dificulta o
diagnéstico especifico da doenca de Chagas. Misturas entre Tcl e Tcll de T.
cruzi, KP1+ e KP1- de T. rangeli foram realizadas em diferentes proporc¢des
(90% a 10%) nas quantidades de 100 parasitos/200uL sangue a 2
parasitos/200uL. O DNA foi extraido e a PCR/RFLP-COII foi realizada. Nas
misturas, T. cruzi se mostrou mais sensivel ao marcador sendo detectado
até 2 parasitos/200uL de sangue pela presenca da banda diagnostica de
80pb e genotipado com 5 parasitos/200uL até a proporcéo 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 Kpl+ e de 25 a 5
parasitos/200uL dependendo da proporcéo (75 a 10% de Tc/Tr) para KP1-.
Conclui-se que esse marcador (RFLP-COII) possui valor epidemiolégico e de
diagnéstico, pois dispensa o0 isolamento do parasito, excluindo a
possibilidade de selecdo parasitaria ou de alguma DTU/KP1+/KP1-,
tornando a genotipagem mais rapida e correta.

Introducao

Trypanosoma cruzi, responsavel pela doenca de Chagas, circula entre
vetores, reservatorios domeésticos e silvestres e humanos, afetando
atualmente 6 milhdes de pessoas na América Latina (WHO, 2015).
Trypanosoma rangeli, outro parasito hemoflagelado, apesar de presente em
seres humanos e outros mamiferos, ndo causa patogenicidade para estes
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hospedeiros. T. cruzi e T. rangeli sdo conjuntamente estudados, pois ambos
compartiiham as mesmas regibes geograficas, hospedeiros e vetores
(Vallejo et. al., 2002). A presenca simultanea destas duas espécies facilita
infeccbes mistas em ambos os tipos de hospedeiros e, devido ao grande
namero de antigenos solaveis compartilhados a reacdo soroldgica cruzada
pode ocorrer, dificultando o diagndstico especifico da doenca de Chagas
(Parada et. al., 2010).

Pela analise molecular, T. cruzi é separado em seis Unidades de Tipagens
Distintas (DTU) Tcl a TcV (Zingales et al., 2009) e T. rangeli é dividido em
dois grupos, KP1+ e KP1- (Vallejo et. al., 2002). Marcadores moleculares
propostos sédo 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
separacdo de T. cruzi e T. rangeli e, simultaneamente, seus grupos
filogenéticos foi proposto por Sa et. al. (2013) avaliando o maxicirculo de
KDNA pela analise do polimorfismo do fragmento de restricdo da Citocromo
Oxidase Il (RFLP-COIl). Sabendo-se que o cultivo dos parasitos e a
manutencdo de cultura para obtencdo de massa parasitaria, pode levar a
selecdo populacional (Demeu et. al., 2011), faz-se necessario estabelecer
um protocolo para pesquisa direta de T. cruzi e/ou T. rangeli em amostras
biologicas com infec¢bes mistas.

Com base nessas informacfes o objetivo desse trabalho foi realizar a
pesquisa direta e determinar a sensibilidade do PCR/RFLP-COIl em
detectar, T. cruzi (Tcl e Tcll), e T. rangeli (KP1+ e KP1-) em amostras de
sangue humano contaminado com diferentes propor¢cdes desses parasitos.

Materiais e métodos

As cepas 150 (Tcl), 1256 (Tcll), Choachi (KP1+) e SC-58 (KP1-) foram
mantidas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) a 28°C. Os parasitos foram
contados em camera de Neubauer e os valores adaptados para que todas
as culturas obtivessem o mesmo numero de parasitos por 1uL. Apos o
ajuste, uma mistura de Tcl+Tcll e outra de KP1+ + KP1- foram realizadas
nas quantidades de 100 parasitos/200uL até 2 parasitos/200uL. Estas
misturas foram diluidas em sangue humano na presenca de
Guanidina/EDTA 6,0M/0,2M (1:1) em diferentes proporcdes que variam de
90% a 10% para cada grupo (Tcl/Tcll e KP1+/KP1-). Apds sete dias o
sangue foi fervido por 7 minutos e estocado por 3 dias a 8°C até a extracao
de DNA realizada com fenol-cloroférmio e resuspendido em 10uL de agua
Mili-Q estéril (Gomes et al., 1998). A amplificacdo da subunidade 2 do gene
mitocondrial Citocromo Oxidase (COlIl) foi realizada como descrito por Sa et
al., (2013) em temperatura de anelamento de 50°C com iniciadores Tcmit-10
e Tcmit-21 em volume final de 15uL. Como amostras referéncia para o
estudo foram utilizadas as mesmas cepas do experimento. Do produto de
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PCR, 10uL foram digeridos com a enzima restricdo Alu | (Biolabs - New
England) por 16 horas e a andlise do RFLP foi feita em gel de poliacrilamida
a 6%, revelado pela prata e fotografado.

Resultados e Discussao

A PCR/RFLP-COII foi capaz de detectar e simultaneamente separar T. cruzi
(Tcl e Tcll) de T. rangeli (KP1+ e KP1-) diretamente do sangue humano,
indicando que o isolamento e cultivo do parasito poderia ser dispensado.
Pela analise do RFLP-COIl bandas de aproximadamente 280pb + 80pb
referem-se para Tcl, 250pb + 80pb para Tcll, 280pb + 120pb para KP1+ e
400pb para KP1- (Figura 1A e B). O marcador foi capaz de detectar nas
misturas 0s dois parasitos e 0S grupos genéticos igualmente até a
concentragao de 50 parasitos por amostra nas proporgcoes de 90% a 10%
para Tcl, Tcll e Kpl- e de 25 a 10% de Tc/Tr para Kpl+ (Figura 1A). De 25 a
2 parasitos h& diferencas na sensibilidade de deteccdo e genotipagem para
as duas espécies. Para T. cruzi, o0 marcador tem maior sensibilidade com
limite de deteccdo de 2pa/200uL evidenciado pela banda diagndstica de
80pb (Sé& et al. 2013) e limite de genotipagem de 5pa/200uL de sangue até a
propor¢cdo de Tc/Tr 25% na amostra (Figura 1B) . Para T. rangeli, o
marcador € mais sensivel para detectar KP1- do que KP1+. KP1- é
detectado com 25 a 5 parasitos/200uL de sangue dependendo da proporcao
(75 a 10% de Tc/Tr) (Figura 1A, 1B).

Figura 1. Perfis em gel de poliacrilamida a 6,0% do RFLP-COIl de Trypanosoma cruzi (TC= Tcl e Tcll) e
Trypanosoma rangeli (TR= KP1+ e KP1-) misturados em diferentes propor¢des (90/10, 75/25, 50/50, 25/75,
10/90%) e diluidos em 200uL de sangue humano. 150 (Tcl), 1256 (Tcll), Choachi (KP1+) e SC-58 (KP1-)
sdo amostras de referéncia. Figura 1A : DiluigBes de 100 parasitos a 25 parasitos em 200uL de sangue.
Figura 1B : Diluicbes de 10 parasitos & 2 parasitos em 200uL de sangue. CN= Controle negativo da
extragdo. CNPCR= Controle negativo da PCR. C+: controle positivo Tcll (1256). 100pb: DNA Ladder (Peso
molecular).

Conclusbes

A andlise do polimorfismo do tamanho do fragmento de restricdo (RFLP) de
COll é capaz de identificar e genotipar diretamente a presenca de T. cruzi
(Tcl e Tcll) e de T. rangeli (KP1+ e KP1-) em sangue humano mesmo em
diferentes propor¢cdes. Conclui-se que esse marcador possui valor
epidemioldgico e de diagndstico, pois dispensa o isolamento do parasito,
excluindo a possibilidade de selecdo parasitaria ou de alguma
DTU/KP1+/KP1-, tornando a genotipagem mais rapida e correta.
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