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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo genotipar as unidades discretas de tipagem
(DTUs) de Trypanosoma cruzi provenientes de pacientes com doenca de Chagas
cronica do Parana. Vinte amostras de sangue humano foram submetidas a extracao
de DNA e PCR com os marcadores 24Sa rDNA e RFLP-COIl, sendo também
cultivadas em meio LIT. A genotipagem direta do sangue demonstrou-se
inconclusiva pela baixa parasitemia caracteristica da fase crénica, resultando em
auséncia de amplificacao para COIl e presenca de amplificagao inespecifica de DNA
humano para o marcador rDNA. Diante disso, a tipagem foi conduzida a partir do
isolamento de trés hemoculturas positivas. A analise conjunta dos marcadores
revelou perfis genéticos sugestivos da DTU TcV para os trés pacientes com
hemocultura positiva. Esse panorama genético corrobora com as DTUs mais
prevalentes na regidao sul do Brasil, em paciente na fase crénica da infeccao.
Conclui-se que a tipagem molecular direta no sangue foi limitada pela baixa
parasitemia sob as condicées testadas, ressaltando a relevancia do isolamento
prévio por hemocultura. Ademais, frente as restricbes de resolucdo eletroforética
para distingdo entre certas DTUs, o sequenciamento genético € recomendado para a
classificacao das linhagens circulantes.

INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC), causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, € uma
enfermidade tropical negligenciada e endémica na América Latina (WHO, 2025). O
parasito apresenta elevada diversidade genética, com cepas classificadas em
unidades discretas de tipagem (DTUs), de Tcl a TcVI, que influenciam nas
caracteristicas biolégicas e manifestagcbes clinicas da infeccdo. A correta
identificagdo genotipica do parasito realizada por métodos moleculares como RFLP-
COIl e 24Sa rDNA é essencial (SA et al., 2013). Contudo, a baixa parasitemia,
caracteristica da fase crbnica da infec¢do, atua como um obstaculo metodolégico
para a genotipagem direta no sangue, frequentemente demandando o isolamento
prévio por hemocultura para obtencao de massa parasitaria adequada para analise
genética (RASSI et al., 2017). Considerando que a manutengdo prolongada de
cepas in vitro pode selecionar subpopulagdes divergentes da populacdo original
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circulante na natureza (DEMEU et al., 2017), a utilizacao de isolados recém-obtidos
por hemocultura é fundamental. Diante disso, o presente projeto objetiva realizar a
genotipagem das DTUs de amostras de T. cruzi recém-isoladas de pacientes com
DC crénica do estado do Parana.

MATERIAIS E METODOS

Foram obtidas 20 amostras de sangue de pacientes com DC na fase crénica, as
quais foram inicialmente submetidas a extracdo de DNA utilizando o PureLink™
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen™). Em seguida, realizou-se a amplificagdo por
PCR convencional para os marcadores moleculares RFLP-COIl e 24Sa rDNA,
utilizando DNA de cepas de referéncia das DTUs (Tcl a TcVI) como padrao. Os
fragmentos amplificados foram separados em gel de poliacrilamida e corados com
nitrato de prata, conforme metodologia descrita por Sa et al. (2013). Paralelamente,
essas mesmas 20 amostras de sangue foram cultivadas em meio LIT, das quais trés
resultaram em hemoculturas positivas. A massa parasitaria obtida a partir destas trés
culturas foi submetida a uma nova extragdo de DNA por meio de um protocolo
adaptado in house de EDTA a 0,5 M e NaOH a 50 mM (SA et al., 2018). Por fim, o
material obtido dessa extracao, também foi submetido a genotipagem utilizando os
mesmos marcadores descritos anteriormente, seguida da separacao dos fragmentos
em gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata, utilizando a concentragéo de
4,5% para os produtos de rDNA e 7,5% para os produtos de RFLP-COIIl. Nenhum
animal mamifero capturado apresentou hemocultura positiva até o momento e a
genotipagem direta no sangue desses animais ndo pode ser realizada, devido as
limitac6es metodoldgicas e operacionais durante o periodo de execucao do estudo.
Dessa forma, as analises moleculares foram conduzidas exclusivamente com as
amostras provenientes de pacientes com DC.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise da genotipagem direta a partir das 20 amostras de sangue dos pacientes
na fase crbnica demonstrou-se inconclusiva, corroborando com as limitagdes
metodoldgicas associadas a baixa parasitemia. Na amplificacdo do marcador 24Sa
rDNA, cujo limite de deteccdo € de cerca de 5 parasitos (SOUTO et al., 1996),
obteve-se um padrdo de bandas completamente divergente do esperado (Figura
1A), podendo corresponder a amplificagdo inespecifica de DNA humano. Para o
marcador COIl, ndo foi observada nenhuma amplificacdo, visto que a técnica exige
uma carga parasitaria minima de aproximadamente 25 parasitos para genotipagem,
também nao condizente com a fase crbnica de infeccdo. Diante dessa
impossibilidade de tipagem direta no sangue, a genotipagem foi conduzida a partir
do isolamento parasitario das trés culturas positivas. A avaliagdo do rDNA em gel de
poliacrilamida a 4,5% (Figura 1B) revelou que o paciente 1 possui um perfil de
bandas semelhante a Tclll/TcV, enquanto os pacientes 2 e 3 apresentaram perfil
eletroforético compativel com TcV (presenca de duas bandas), porém, sem
descartar a possibilidade de Tclll.
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Figura 1 A e B. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 4,5% corado com nitrato de prata mostrando os
produtos de amplificacéo do gene 24Sa rDNA. (A) Padrdes das seis unidades discretas de tipagem
(DTUs) de Trypanosoma cruzi (Tcl a TcVI) seguidos das amostras 1 a 10 de sangue dos pacientes,

finalizando com controle negativo (CN) da extracéao e da PCR. (B) Amplificacédo a partir de isolados de
hemoculturas positivas apresentando os padroes das seis DTUs de Trypanosoma cruzi (Tcl a TcVI)
seguidos das amostras dos pacientes 1, 2 e 3 (testadas nas diluicbes 1:50 e 1:100), finalizando com
controle negativo (CN) da PCR. PM 100 pb = peso molecular.

Na genotipagem por RFLP-COIl, o perfil eletroforético dos pacientes 1, 2 e 3
mostrou semelhanca com TcV e TcVI (Figura 2). A andlise combinada dos
marcadores rDNA 24Sa e RFLP-COIl sugere compatibilidade com a DTU TcV para
os isolados dos trés pacientes. Esses achados alinham-se a epidemiologia descrita
no Sul do Brasil (onde circulam Tcll, TcV e TcVI), indicando um achado relevante
que reforga a circulagao provavel de TcV no Parana.
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Figura 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7,5% corado com nitrato de prata mostrando os
produtos de genotipagem por RFLP-COII a partir de isolados de hemoculturas positivas. Padroes das
seis unidades discretas de tipagem (DTUs) de Trypanosoma cruzi (Tcl a TcVI) seguidos das amostras

dos pacientes 1, 2 e 3 (testadas na diluicao 1:50), finalizando com dois controles negativos da PCR
(CN PCR). PM 100 pb = peso molecular.

As dificuldades na diferenciacdo exata dos perfis eletroforéticos com esses dois
marcadores moleculares, indicam a necessidade de confirmacado molecular da DTU
de T. cruzi por sequenciamento.

CONCLUSAO

A genotipagem direta a partir de amostras de sangue nao permitiu a identificacao
das linhagens, evidenciando as dificuldades impostas pela baixa parasitemia e pela
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amplificagdo inespecifica, o que enfatiza o papel da hemocultura como etapa de
enriguecimento. A analise molecular das culturas revelou perfis genéticos sugestivos
de TcV, em concordancia com a ocorréncia desta DTU, além de Tcll e TcVI, entre
pacientes cronicos da regidao Sul do Brasil. Diante das limitagcdes de resolugdo da
eletroforese, 0 sequenciamento genético € recomendado para a classificacao dos
isolados em DTUs.
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