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Introdução 

As infecções por Trypanosoma sp. apresentam grande 

importância econômica, afetando o desenvolvimento da 

pecu~ria em grandes ~reas da África e da América do Sul 

(Jones & D~vila, 2001). No Brasil, surtos de 

tripanossomose têm sido relatados nas regiões Norte (Shaw 

& Lainson, 1972) e Centro-Oeste, Pantanal (Silva et aI., 

1996), com consider~veis prejurzos. 

Os exames parasitológicos de Woo ou de esfregaço de 

sangue corado são os mais utilizados para detecção das 

infecções por Trypanosoma em bovinos. Testes de 

imunoadsorção enzimática com anticorpo monoclonal para 

captura de antfgenos de tripanossomos foram desenvolvi

dos (Nantulya & Lindqvist, 1989) e têm sido avaliados em 

diversos parses da África e na América Latina (Rebeski et 
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aI., 1996). Apesar de apresentarem elevada especificidade, 

nenhuma dessas técnicas apresenta sensibilidade 

satisfatória, sobretudo na fase crônica da infecção. 

Nos últimos anos, as técnicas moleculares e, em particular , 

a reação da polimerase em cadeia - PC R - aumentaram 

consideravelmente a sensibilidade dos métodos diretos de 

diagnóstico. Portanto, a PCR tornou-se uma importante 

ferramenta para estudos epidemiológicos , possibilitando a 

detecção de portadores crônicos com parasitemias abaixo 

do limite de detecção de técnicas parasitológicas tradicionais 

(Desquesnes & Tresse, 1996; Almeida et aI., 1997). 

Variações da PCR convencional, como a associação com a 

técnica de polimorfismo do tamanho dos fragmentos de 

restrição (restriction fragment /ength po/ymorphism - RFLP), 

podem ser empregadas para diferenciação entre parasitos de 
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espécies distintas , sem a necessidade do conhecimento 

prévio da seqüência do ácido desoxirribonucléico - DNA -

genómico da espécie a ser diagnosticada ou do uso de 

sondas de DNA especificas IGeysen et aI. , 2003) . 

Nesse sentido, o gene 18S rRNA é um candidato ideal para 

essa abordagem, já que constitui um mosaico de seqüências 

altamente conservadas espécie-especfficas, presentes em um 

lócus multicópia IGeysen et aI. , 2003), Ademais, a PCR 

permite análise do genoma do parasito por seqüenciamento 

do produto amplificado, possibilitando estudos f ilogenéticos 

e de epidemiologia molecular . 

Nesse contexto, baseado em seqüência do gene 18S rRNA, 

este estudo teve o objetivo de avaliar a técnica de peR e 

PCR-RFLP para diagnóstico das infecções por T. vivax em 

bovinos no Brasil, para diagnóstico diferencial de T. evansi 

e, por meio de seqüenciamento do produto dessa amplifica

ção in vitro, realizar um estudo molecular e filogenético com 

os isolados estudados. 

Metodologia 

A extração de DNA genõmico dos isolados criopreservados 

de T. vivax do Par~ (Belém) e dos Pantanais de Mato 

Grosso (Poconé) e de Mato Grosso do Sul (Aquidauana) , 

bem como do isolado de T. evansi do Pantanal de Mato 

Grosso do Sul , foi feita com o kit Easy DNA ((nvitrogen) . 

Para amplificação por PCR do fragmento do gene 18S 

rRNA, foram utilizados os oligonucleotfdeos iniciadores 

18STNF2 5' CAACGATGACACCCATGAATTGGGGA 3' e 

18STNR3 5' TGCGCGACCAATAA TTGCAATAC 3' 

(Geysen et aI., 2003). 

As reações foram feitas em volume de 50 ~L e em duplica
ta, contendo 1 00 ~g de DNA genômico, 10 mM de tris
HCI, 50 mM de KCI, 1,5 mM de MgCl" 0 ,2 mM de cada 
dNTP, 100 ~g de cada oligonucleotfdeo iniciador e 2,5 U 
de Taq DNA polimerase. O protocolo da PCR consistiu em: 
um ciclo de desnaturação inicia) a 94·C por 1 minuto e 40 
ciclos a 94·C por 1 minuto, anelamento dos 
oligonucleotideos iniciadores a 58·C, por 1,5 minuto; e 
extensão a 72·C por 2 minutos. 

Os produtos das PCRs foram analisados em gel de agarose 
a 1 %, corados com brometo de etfdeo (0,5 ~g/mL). Em 
seguida, foram ligados ao plasmideo pTrcHis-TOPO 
((nvitrogen) para transformação de células Escherichia coli 
TOP10. Após seleção dos clones, realizou-se extração de 
plasmideos com kit Miniplasmid Prep (MoBio) , As reações 
de seqüenciamento foram realizadas pelo método de dideoxi 
e analisadas em seqüenciador autom~tico MegaBACE 1000 

(Amersham Biosciences). na Universidade de Brasflia. 

As seqüências de 18S rRNA de isolados brasileiros de T. 

vivax, geradas neste estudo, e africanos de T. vivax e T. 

evansi, disponfveis no GenBank nr Inúmeros de acesso: 

U22316, AJ009154, D89527 , U75507), limitadas pelos 

oligonucleotfdeos iniciadores 18STNF2 e 18STNR3, foram 

analisadas quanto à presença de sitias de restrição pelo 

programa MapDraw/DNAStar. Baseado nesta an~lise , a 

enzima Alu I foi selecionada para digestão , j~ que produz 

padrões de restrição distintos entre T. vivax e T. evansi . 

Uma aHquota de 50 ~L de cada produto de PCR foi digerida 

com enzima de restrição Alu I 11 O U/~ L - Invitrogen). por 

12 horas, a 37· C. As aHquotas não digeridas e digeridas 

foram submetidas à eletroforese em gel de agarose a 1,5%, 

em tampão tris-acetato-EDTA, corado em brometo de etfdeo 

(0 ,5 ~g/ml). A determinação do tamanho dos fragmentos 

de DNA foi feita após fotografia do gel, em programa 

AlphaDigiDoc (Alfa Innotech). 

Resultados e 
discussão 

Os fragmentos de DNA dos isolados de T. vivax e T. 
evansi amplificados por PCR apresentaram tamanhos de 

659 e 764 pb, respectivamente. Portanto, essa PCR 

convencional diferencia essas duas espécies de 

tripa nosso mos que infectam bovinos. Após clonagem e 

seqüenciamento, o alinhamento múltiplo das seqüências de 

isolados brasileiros de T. vivax pelo programa ClustalW 

permitiu a an~lise de fragmentos de 574 pb, os quais 

apresentaram identidade de 100% (Fig. 1). Usando 

BLASTn, os fragmentos apresentaram alinhamentos signifi

cativos com seqüências de 18S rRNA de Trypanosoma sp. 

presentes no banco nr (NCBI) , 

Foram selecionadas, a partir do GenBank, as seqüências de 

18S rRNA de T. vivax, T_ evansi e T. thei/eri, que são as 

espécies que infectam bovinos no Brasil. Um alinhamento 

múltiplo do total das seqüências, assim como uma ~rvore 

filogenética (Fig , 2). foi gerado usando, respectivamente, os 

programas ClustalW e Mega (m~xima parcimônia, 1.000 

replicações de bootstrap), demonstrando conservação entre 

os isolados brasileiros e o africano de T. vivax e, ao mesmo 

tempo, diferenciação das outras duas espécies . 

Após digestão dos produtos de PCR com Alu I, os fragmen

tos de 1 BS rRNA digeridos de T. vivax apresentaram 

tamanhos de 547 e 112 pb; enquanto os de T. evansi 
foram de 323, 250 e 191 pb (Fig. 3) . Os padrões de 

digestão encontrados neste estudo são idênticos aos 

esperados pela análise in si/ico de fragmentos de 1 BS rRNA 

de isolados africanos de T. vivax e T. evansi, delimitados 

pelos oligonucleotfdeos iniciadores utilizados, e permitiram a 

diferenciação entre as duas espécies, O padrão de restrição 

observado em diferentes isolados brasileiros de T. vivax foi 

idêntico, o que é compatfvel com a natureza conservada de 
lBS rRNA, 
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GCGCGCGCGCTCGCTCCACCAACCATCACGTGCACATTCTTTGGCGCGGCTTCGGCCCCG 60 
GCGCGCGCGCTCGCTCCACCAACCATCACGTGCACATTCTTTGGCGCGGCTTCGGCCCCG 60' 
GCGCGCGCGCTCGCTCCACCAACCATCACGTGCACATTCTTTGGCGCGGCTTCGGCCCCG60 
••••••• ~ ••••••••••••••••••••••••••• * ••••••••••• ~ •••••••• ~ ••• 

CCGCTACGGGAATGTCCTCAGCACGTCTCACTGCCCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGT 120 
CCGCTACGGGAATGTCCTCAGCACGTCTCACTGCCCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGT 120 
CCGCTACGGGAATGTCCTCAGCACGTCTCACTGCCCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGT 120 

CTCAGGGGGGAGT ACGTTCGCAAGAGTGAAACTT AAAGAAA TTGACGGAA TGGCACCACA 18 o 
CTCAGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAP~.GAAATTGACGGAATGGCACCACA 180 
CTCl\GGGGGG7\GT l\CGTTCGCM.G1\GTGN\J\CTT Ml\Gl\J\ATTGl\CGGM TGGCl\CCl\Cl\ 1 a o ........ , ....................... , .......................... . 
hGhCGTGChCCCTCCCCTTThhTTTChCTChhChCCCCChhCTTThCChChTCCGChChC 240 
AGACGTGGAGCGTGCGGTTT AA TTTGACTCAACACGGGGAACTTTAC(:AGATCCGGACAG 2 4 o 
AGACGTGGAGCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCCGGACAG 240 .................•.......................................... 
~~T~A~~A~T~Ar.A~ATT~A~T~TTr.TTTr.Tr.hA~r.r.r.r.~GAA~(~T~r,Tr,r.ATr.r.r.r.r,r. 10n 
GGTGAGGATTGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGC 300 
GGTGAGGATTGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGC JUU 

TTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAGGCCGCC 360 
TTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAGGCCGCC 360 
TTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAGGCCGCC 360 

CAGTAGGCCCCAGGATCACGCACAGGACAGCAGCACGGTGGCGGGCCCTCGGGCCCAACG 420 
CAGTAGGCCCCAGGATCACGCACAGGACAGCAGCACGGTGGCGGGCCCTCGGGCCCAACG 420 
CAGTAGGCCCCAGGATCACGCACAGGACAGCAGCACGGTGGCGGGCCCTCGGGCCCAACG 420 

CCGTCCGCATCCGGTCGGGGCCTTCTCTGCGGGATTCCTTGCACGCGCAAGGTGAGATGC 480 
CCGTCCGCATCCGGTCGGGGCCTTCTCTGCGGGATTCCTTGCACGCGCAAGGTGAGATGC 480 
CCGTCCGCATCCGGTCGGGGCCTTCTCTGCGGGATTCCTTGCACGCGCAAGGTGAGATGC 480 

TGGGCAACAGCAGGTCTGTGATGCTCCTCGATGCTCTGGGCGACACGCGCACTACAATGT 540 
TGGGCAACAGCAGGTCTGTGATGCTCCTCGATGCTCTGGGCGACACGCGCACTACAATGT 540 
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CAGTGGGAACAAGACACGCGGCTCGCCGCGCCCG ~ '14 
r:AGTGGGAAr:AAGACACÇCGGCTCGCCGCGCCCG ,>'14 
CAGTGGGAACAAGACACGCGGCTCGCCGCGCCCG 514 
••• ~ •••••••• ~ •••• * •••••••••••••••• 

em cadeia - peR 

Fig. 1. Alinhamento das seqüências de 18S rRNA de isolados brasileiros de Trypanosoma vivax. 
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Fig. 2. Árvore filogenética pelo método de máxima parcimônia com seqüências de 18S rRNA de Trypanosoma vivax, T. 9vansi a 

T, 'hei/eri. 

Obs .: 185 rRNA de Trypsnosoma cruz; foi selecionado como outgroup, 
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fig. 3. Digestão de fragmentos de 185 rANA de Trypanosoma vivax e T. evansi. amplificados por peA, com Alu I. Linha 1: 18 5 

rANA de T. vivax isolado Pará; linha 2: 185 rANA de T. vivax isolado Pará digerido com Alu I; linha 3: 185 rRNA de T. vivax 

isolado Poconé; linha 4 : 18 5 rANA de T. vivax isolado Poconé digerido com Alu I; linha 5: 185 rRNA de T. vivax isolado 

Aquidauana; linha 6: 185 rRNA de T. vivax isolado Aquidauana digerido com Alu I; linha 7: 185 rRNA de T. evansi; linha 8 : 185 

rANA de T. evansi isolado digerido com Alu I; linha 9: marcador de pares de bases {1 kb plus. InvitrogenJ. 

Este estudo preliminar deverá envolver ainda o 
seqüenciamento de 185 rRNA de outros isolados de T. 
vivax brasileiros. de T. evansi e T. theJ1eri, assim como a 
análise por PCR-RFLP de fragmento de 185 rRNA de 
T.lhei!eri, já que esta espécie também infecta bovinos no 

Brasil. A análise in si!ico das seqüências de 185 rRNA de 
T. Ihei!eri, disponlveis no GenBank nr, mostrou que a 
digestão do fragmento limitado pelos oligonucleotldeos, 
utilizados neste estudo com A!u I, também produz padrão 

de restrição distinto daqueles observados em T. vivax e T. 
evansi. porém é necessária a realização de estudo in vitro 
com isolados brasileiros desta espécie. 

Conclusões 

A PCR convencional e a PCR-RFLP possibilitam o diagnósti
co diferencial entre os isolados brasileiros de T. vivax e T. 
evansi. 

Com relação ao gene 185 rRNA, os isolados brasileiros de 
T. ViV8X não apresentam polimorfismo e são idênticos 
filogeneticamente. 
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