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RESUMO

O Trypanosoma cruzi € o agente etiolégico da Doenca de Chagas. Pertence a ordem
Kinetoplastida, a subordem Trypanosomatina e a familia Trypanosomatidae. Esta revisdo tem
por objetivo mostrar a utilizacdo da biologia molecular para encontrar associagdes entre a
genética do Trypanosoma cruzi e suas propriedades bioldgicas e médicas, utilizando-se uma
organela especial, 0o DNA-cinetoplastico ( KDNA ).Trabalhos recentes estdo sendo conduzidos
na procura de terapias alternativas e novos testes digndsticos para a Doenca de Chagas,
principalmente utilizando as caracteristicas genéticas do microrganismo.
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Chagas € uma antropozoonose freqliente nas Ameéricas e constitui
ainda hoje, no Brasil e em diversos paises da América Latina, um problema médico-social
grave. No Brasil, essa endemia acomete milhdes de habitantes, principalmente populacdes
pobres que residem em condicGes precarias. A Doenca de Chagas, segundo a OMS, constitui
uma das principais causas de morte subita que pode ocorrer com freqiiéncia na fase mais
produtiva do cidadao. Além disso, o chagasico é um individuo marginalizado pela sociedade,
ndo lhe sendo dada nem mesmo a possibilidade de emprego, mesmo que adequado a sua
condicdo clinica, que quase sempre ndo é suficientemente avaliada. Por isso, a Doenca de
Chagas constitui um grande problema social e sobrecarga para 0s 6rgaos de previdéncia social
com um montante de aposentadorias precoces, nem sempre necessaria (LANA & TAFURI,
2002). Os Estados de Minas Gerais (Virgem da Lapa), Paraiba e Piaui sdo areas endémicas
tradicionais de Doenca de Chagas, além da Bacia Amazoénica, onde o T. cruzi esta enzodtico
(ANDRADE, 1974).
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Ao nivel molecular, a habilidade para caracterizar raca, linhagens e clones do
protozoario da ordem Kinetoplastida ¢ fundamental que se entenda a epidemiologia das
respectivas doencas e o Trypanosoma cruzi e a Doenca de Chagas nao representam excecao.
Por mais simples que sejam os marcadores moleculares eles discriminam e definem clones ou
linhagens do parasito (STOTHARD et al., 2000).

Nos ultimos 10 anos, o conhecimento sobre o DNA dos parasitas
Kinetoplastidae avancou na implementacdo do PCR. Conseqlientemente, surgiu um novo
campo de pesquisa, o qual tem sido definido genericamente como ‘Integracdo da Genética
Epidemioldgica de Doengas Infecciosas’, ao qual pesquisadores visam como objetivo
encontrar subespécies ou subtipos de Trypanosoma cruzi, 0s quais tém despertado atencdo
consideravel (STOTHARD et al., 2000).

A divisdo taxondmica do T. cruzi I, T. cruzi Il e T.cruzi tinha como objetivo
conhecer formalmente esta variacdo intra-especifica. Zimodemas sdo populacGes que
apresentam o mesmo perfil de isoenzimas. T.cruzi | e T.cruzi Il sdo equivalentes aos
Zimodemas | (Z1) e Zimodema Il (Z2) (MILES et al, 1977). Linhagens que exibem
semelhancas hibridas de caracteres, ou esperam caracterizacdo mais especifica sdo do
Zimodema 111 (Z3) e estdo coletivamente referidos ao T.cruzi [sem o sufixo de designagéo do
grupo]. Zimodemas | e Il sdo constituidas por amostras precedentes do ciclo silvestre e
Zimodema Il representando amostras do ciclo peridomicilar. Devido a este fato, as infeccoes
humanas cronicas por este parasito sdo ocasionadas pelo Z Il (ANDRADE et al, 1983;
ANDRADE & MAGALHAES, 1997; STOTHARD et al., 2000; LANA & TAFURI, 2002).

2 ANALISE DA DOENCA DE CHAGAS NA FASE CRONICA USANDO METODOS
SOROLOGICOS E PCR

A fase cronica da Doenca de Chagas € caracterizada por niveis muito baixos de
parasitemia e altos titulos de anticorpos dirigidos contra antigenos de T.cruzi. O diagnostico
laboratorial, nessa fase, é realizado por provas soroldgicas ou métodos parasitologicos
indiretos onde a populagéo de parasita pode ser amplificada através de Xenodiagnostico e da
Hemocultura.Embora altamente especifico, o Xenodiagnostico tem uma sensibilidade
limitada, os parasitas sdo detectados em somente 20-50% dos individuos sabidamente

infectados, culminando em muitos resultados falsos negativos (BRITTO et al., 1999).



A Hemocultura ndo é usada freqlientemente por causa de sua baixa
positividade. A especificidade das técnicas sorolégicas vém sendo questionada, devido a
freqiéncia de infecgbes com outros tripanosomatideos que circulam na mesma area
geografica do T. cruzi e sdo responsaveis por reacdo antigénica cruzada e resultados falso
positivo. Essas limitagcBes explicam o interesse em um método direto e sensivel como o PCR
para o diagnostico da Doenca de Chagas (BRITTO et al., 1999).

O PCR ( Reacdo de Polimerase em Cadeia) consiste na amplificacdo in vitro de
fragmentos de KDNA ( DNA-cinetoplastico ) de T.cruzi presentes em amostras de sangue,
soro ou tecidos do paciente infectado. Esta técnica é de alta sensibilidade, pois é capaz de
detectar quantidades minimas de DNA obtido a partir de uma Unica célula do parasito. O
DNA extraido do paciente ¢ submetido ao PCR utilizando “primers” complementares a
sequéncias de interesse no DNAK (BRITTO et al., 1993,1995; LANA & TAFURI, 2002).

Estudos foram realizados usando “primers” especificos para T. cruzi, visando a
deteccdo do parasito no DNA de amostras de sangue. As sequéncias especificas de T. cruzy do
DNA cinetoplastico foram usadas como alvo para o diagnostico da Doenca de Chagas
(WINCKER et al., 1994).

Quando o kDNA ¢ usado como alvo para amplificacdo, a rede cinetoplastica
deve ser seccionada de forma a permitir uma distribuicdo homogénea das moléculas do DNAK
em uma amostra de sangue. O uso de cobre nuclear quimico e a deteccdo radioativa dos
produtos amplificados, melhorou a sensibilidade do método detectando parasita em 20 ml de
sangue. Isso permite um eficiente diagnostico laboratorial da Doenca de Chagas crbnica
(WINCKER et al., 1994).

Outro teste é a clivagem quimica do DNAkK com endonucleases de restricdo
(Polimorfismos de Tamanho de Fragmentos de Restricdo — RFLP), entretanto, a maior
manipulagdo das amostras aumenta a possibilidade de contaminagdo cruzada e falso positivo
baseado em protocolos de diagnostico por PCR (WINCKER et al., 1994).

O material obtido da clivagem de kDNA pode ser fundido simplesmente
através de lisados de sangue com EDTA e guanidina. Esta descoberta permitiu o
desenvolvimento de um protocolo simples, rapido, confiavel e mais barato para a utilizagéo de
PCR para dianostico do T.cruzi em estudos clinicos e epidemioldgicos (WINCKER et al.,
1994).



Usando a técnica do PCR com oligonucleotideos complementares para blocos
altamente conservados na sequéncia do minicirculo do KDNA de T.cruzi, um fragmento de
330 pb contendo regides variaveis da molécula pode ser amplificada, demonstrando uma
sensibilidade alta como descrita na literatura (AVILA et al., 1990). Estas técnicas foram
testadas de forma comparativa ao Xenodiagnostrico em Minas Gerais, Paraiba, Amazonas e
Piaui.

Nos quatro estados, a soro-prevaléncia esta na extensdo de 6 a 13,3%. A
descoberta de parasitas circulando em alguns individuos soropositivos foi interpretada por
Xenodiagnostico e amplificagdo do DNA cinetoplastico por PCR. Ambas as provas
mostraram sensibilidades mais altas em pacientes chagasicos das regifes endémicas. De fato,
em Minas Gerais, Paraiba e Piaui, o Xenodiagnostico mostrou, respectivamente 24,5%, 13%,
34,2% positivos, e a amplificacdo por PCR detectou parasita no DNA em 96,5% (Minas),
44,7% ( Paraiba ) e 59,4% ( Piaui ) dos individuos contaminados (AVILA et al., 1990).

No Amazonas, o Xenodiagndstico e o PCR revelaram positividade de 2,4% e
10% respectivamente, sugerindo um baixo nivel de parasitemia naquela regido (BRITTO et
al., 1999). Os métodos moleculares representam uma vantagem clara sobre as técnicas
convencionais, visto que apresentaram um maior potencial para deteccdo de infeccOes
crbnicas que o Xenodiagndstico em estados endémicos, fato essencial para demonstrar
infeccdes persistentes em pacientes com Doenca de Chagas (BRITTO et al., 2001).

Poucas drogas contra o T. cruzi estdo atualmente disponiveis, e sua eficiéncia é
questionada devido a falta de um sistema confidvel para avaliar cura. A sorologia
convencional é particularmente ineficaz nessa situacdo. Métodos imunolégicos, tal como a
Lise Mediada por Complemento e ELISA usando antigenos tripomastigotas, embora sendo
promissores, ndo possuem resultados muito satisfatérios para serem incorporados em provas
rotineiras (BRITTO et al., 1999).

O método de deteccdo pelo PCR foi testado em individuos assistidos no
Hospital Evandro Chagas, Fiocruz, Rio de Janeiro. Os resultados demonstraram que somente
nove dos 32 pacientes tratados e analisados através da sorologia classica sao reativos ao PCR
dentre os analisados usando sorologia classica. Esse dado sugere que o PCR pode ser
extremamente Gtil para avaliagcdo terapéutica e seguimento da terapia, sendo possivel assim
monitorar a eficacia das diferentes alternativas terapéuticas para Doenca de Chagas e

estabelecer critérios confidveis para o controle da cura (BRITTO et al.,1999 ).



A metodologia da deteccdo por PCR de genes especificos e sequéncias
melhorou com o desenvolvimento da tecnologia do Tag Man, uma abordagem automatizada e
quantitativa, baseada no uso de sondas fluorogénicas e uma medicdo em tempo real da reacao
de amplificacdo (Real Time PCR). Nesse sentido, nossas perspectivas sdo para desenvolver
sondas fluorogénicas Taq Man especificas para T.cruzi, a fim de serem usadas na descoberta
de regides constantes e varidveis da seqiiéncia do KDNA, de forma a medir a quantidade dos
parasitos em pacientes chagéasicos crénicos antes e apds o tratamento, um dado necessario
para o estabelecimento de um critério confidvel de cura de pacientes sujeitos a terapia
(BRITTO et al., 1999).

Outras contribui¢des da tecnologia do PCR estdo relacionadas com estudos
paleoparasitoldgicos permitindo a identificacio de DNA de material arqueoldgico.
Recentemente foram recuperados DNA T. cruzi em tecidos de mumias chilenas datadas de
2,000 a 1,400 anos a.C., do deserto do Atacama, no qual a cidade de San Pedro de Atacama é
considerada uma &rea endémica para Doenca de Chagas. Em seis tecidos mumificados foi
amplificada a regido conservada da molécula do DNAK, gerando um fragmento de 120 pb,
foram achados em quatro dos 6 corpos mumificados. Promover experiéncias de hibridizacdo
com sondas moleculares especificas T. cruzi, provou que os produtos amplificados
correspondiam a fragmentos genéticos do parasita (BRITTO et al., 1999).

3 RIBOPRINTING

O processo do perfil de geracdo PCR-RFLP do RNAr 18S é também conhecido
com riboprinting. O riboprinting permite a deteccdo da variacdo das sequéncias genéticas
especificas dentro de espécies, organismos ndo identificados e a rapida geracdo de dados
usados em analises filogenéticas (CLARK et al., 1999; CLARK, 1992).

Analises da seqiiéncia de variacdo do gene do RNAr 18S tem sido usada para a
analise filogenética entre os tripanosomatideos. O uso dessa regido para inferéncia
filogenética, entretanto, ndo tem sido debatido. Em T. cruzi, existem aproximadamente 110
copias do 18S por ndcleo, a sua organizagdo € altamente especifica quando comparado com
outro protozoario. Em uma menor escala da seqiiéncia de DNA, variacdes dentro do 18S
podem ser obtidas por muitas enzimas de restricdo, especialmente aquelas que reconhecem 4

pares de bases; por exemplo, Alu I, tem varias seqUéncias de corte dentro do 18S.



Freqlientemente é utilizada uma bateria de enzimas de restricdo. O 18S pode ser facilmente
classificado e rapidamente analisado quanto a varia¢des nucleotidicas dentro da sequiéncia de
DNA escolhida. Além disso, através do PCR, os produtos de amplificacdo podem ser
diretamente digeridos e separados por eletroforese para produzir padrfes semelhantes ao
fingerprinting de DNA. O riboprinting & menos sensivel que o sequenciamento do DNA, isso
é uma desvantagem para analisar a variacdo dentro do 18S. O 18S pode ser amplificado para
produzir um fragmento. A selecdo de enzimas de restricdo pode, entdo, detectar variacdes
dentro do T. cruzi que diferencia ZI de ZI1/ZI11 (STOTHARD et al., 2000).

4 SSCP, GGE e DGGE

Uma variedade de avancos nos métodos eletroforéticos pode ser usada para
analisar o DNA amplificado por PCR. Esses métodos para detec¢do de mutacdo sao também
coletivamente conhecidos como analise mutacional e incluem entre outros, andlise de
Polimorfismo Conformacional de Fita Simples (SSCP ) e Eletroforese em Gel de Gradiente
(GGE) . Esses métodos sdo utilizados para separar fragmentos de DNA identificando
tamanhos e sequéncias diferentes que podem co-migrar durante a separacdo eletroforética
convencional. Esses métodos, enquanto largamente aplicados na pesquisa biomédica, estdo
sendo adotados para identificar a linhagem do parasita (STOTHARD et al., 2000).

O DGGE (Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante) é utilizado para
separar fragmentos de DNA de tamanho idéntico, porém de sequiéncias diferentes, através da
utilizacdo de um gradiente quimico, como, por exemplo, uréia e formamida. Esse gradiente é
feito de gel de poliacrilamida e o gradiente permanece estdvel durante sucessivas
eletroforeses. O DGGE foi usado para analisar a porcdo do 18S amplificado de uma pequena
selecdo de linhagens do T.cruzi (STOTHARD et al., 2000).

USE OF POLYMERASE CHAIN REACTION - PCR ON DETECTION OF
Trypanosoma cruzi

ABSTRACT

The Trypanosoma cruzi belongs to the order Kinetoplastida, suborder Trypanosomatina and
family Trypanosomatidae. It’s the ethiologic agent of Chagas’ Disease. The aim of this study
is show the utility of molecular biology to find associations between the genetical aspects of



T. cruzi and biomedical properties, using the Kinetoplast DNA ( KDNA ). Recent studies have
been realized to find alternative therapies and new diagnostics tests to Chagas’ Disease,
mainly using the genetic traits of microrganism.
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