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Introducao

As infec¢bes por Trypanosoma sp. apresentam grande
importancia econémica, afetando o desenvolvimento da
pecudria em grandes areas da Africa e da América do Sul
(Jones & Davila, 2001). No Brasil, surtos de
tripanossomose tém sido relatados nas regiées Norte (Shaw
& Lainson, 1972) e Centro-Oeste, Pantanal {Silva et al.,
1996), com consideraveis prejuizos.

Os exames parasitolégicos de Woo ou de esfregago de
sangue corado sdo os mais utilizados para detecgao das
infeccoes por Trypanosoma em bovinos. Testes de
imunoadsorgdo enzimatica com anticorpo monoclonal para
captura de antigenos de tripanossomos foram desenvolvi-
dos (Nantulya & Lindqvist, 1989) e tém sido avaliados em
diversos paises da Africa e na América Latina (Rebeski et
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al., 1996). Apesar de apresentarem elevada especificidade,
nenhuma dessas técnicas apresenta sensibilidade
satisfatéria, sobretudo na fase crdnica da infeccao.

Nos ultimos anos, as técnicas moleculares e, em particular,
a reacao da polimerase em cadeia - PCR - aumentaram
consideravelmente a sensibilidade dos métodos diretos de
diagnéstico. Portanto, a PCR tornou-se uma importante
ferramenta para estudos epidemiolégicos, possibilitando a
deteccao de portadores crénicos com parasitemias abaixo
do limite de detec¢do de técnicas parasitolégicas tradicionais
(Desquesnes & Tresse, 1996; Almeida et al., 1997).

Variacées da PCR convencional, como a associagdo com a
técnica de polimorfismo do tamanho dos fragmentos de
restricao (restriction fragment length polymorphism - RFLP),
podem ser empregadas para diferenciagao entre parasitos de
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Diagndstico molecular e andlise filogenética de isolados brasileiros de Trypanosoma vivax baseado na reagcdo da polimerase

em cadeia - PCR

espécies distintas, sem a necessidade do conhecimento
prévio da sequéncia do 4cido desoxirribonucléico - DNA -
gendmico da espécie a ser diagnosticada ou do uso de
sondas de DNA especificas (Geysen et al., 2003).

Nesse sentido, o gene 18S rRNA & um candidato ideal para
essa abordagem, j4 que constitui um mosaico de seqléncias
altamente conservadas espécie-especificas, presentes em um
16cus multicépia (Geysen et al., 2003). Ademais, a PCR
permite andlise do genoma do parasito por sequienciamento
do produto amplificado, possibilitando estudos filogenéticos
e de epidemiologia molecular.

Nesse contexto, baseado em seqiiéncia do gene 18S rRNA,
este estudo teve o objetivo de avaliar a técnica de PCR e
PCR-RFLP para diagnéstico das infecgoes por T. vivax em
bovinos no Brasil, para diagndéstico diferencial de T. evans/
e, por meio de sequenciamento do produto dessa amplifica-
cao in vitro, realizar um estudo molecular e filogenético com
os isolados estudados.

Metodologia

A extracao de DNA genémico dos isolados criopreservados
de T. vivax do Para (Belém) e dos Pantanais de Mato
Grosso (Poconé) e de Mato Grosso do Sul (Aquidauana),
bem como do isolado de 7. evansi do Pantanal de Mato
Grosso do Sul, foi feita com o kit Easy DNA (Invitrogen).
Para amplificacao por PCR do fragmento do gene 18S
rRNA, foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores
18STNF2 5° CAACGATGACACCCATGAATTGGGGA 3’ e
18STNR3 5° TGCGCGACCAATAATTGCAATAC 3’
(Geysen et al., 2003).

As reacoes foram feitas em volume de 50 pL e em duplica-
ta, contendo 100 ng de DNA gendmico, 10 mM de tris-
HCI, 50 mM de KCI, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada
dNTP, 100 ng de cada oligonucleotideo iniciador e 2,5 U
de Tag DNA polimerase. O protocolo da PCR consistiu em:
um ciclo de desnaturacao inicial 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
extensao a 72°C por 2 minutos.

Os produtos das PCRs foram analisados em gel de agarose
a 1%, corados com brometo de etideo (0,5 pg/mL). Em
seguida, foram ligados ao plasmideo pTrcHis-TOPO
(Invitrogen) para transformacao de células Escherichia coli
TOP10. Apés selegao dos clones, realizou-se extragio de
plasmideos com kit Miniplasmid Prep (MoBio). As reacoes
de seqiienciamento foram realizadas pelo método de dideoxi
e analisadas em seqlenciador automatico MegaBACE 1000
(Amersham Biosciences), na Universidade de Brasilia.

As seqiiéncias de 18S rRNA de isolados brasileiros de T,
vivax, geradas neste estudo, e africanos de 7. vivax e T.

evansi, disponiveis no GenBank nr (nimeros de acesso:
U22316, AJO09154, D89527, U75507), limitadas pelos
oligonucleotideos iniciadores 18STNF2 e 18STNR3, foram
analisadas quanto a presenca de sitios de restricao pelo
programa MapDraw/DNAStar. Baseado nesta anélise, a
enzima Alu | foi selecionada para digestao, ja que produz
padrdes de restricdo distintos entre 7. vivax e T. evansi.

Uma aliquota de 50 uL de cada produto de PCR foi digerida
com enzima de restricao A/u | (10 U/puL - Invitrogen), por
12 horas, a 37°C. As aliquotas nao digeridas e digeridas
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
em tampdo tris-acetato-EDTA, corado em brometo de etideo
(0,5 ng/mL). A determinagao do tamanho dos fragmentos
de DNA foi feita apés fotografia do gel, em programa
AlphaDigiDoc (Alfa Innotech).

Resultados e
discussao

Os fragmentos de DNA dos isolados de 7. vivax e T.
evansi amplificados por PCR apresentaram tamanhos de
659 e 764 pb, respectivamente. Portanto, essa PCR
convencional diferencia essas duas espécies de
tripanossomos que infectam bovinos. Apds clonagem e
sequenciamento, o alinhamento multiplo das seqiéncias de
isolados brasileiros de 7. vivax pelo programa ClustalW
permitiu a andlise de fragmentos de 574 pb, os quais
apresentaram identidade de 100% (Fig. 1). Usando
BLASTnN, os fragmentos apresentaram alinhamentos signifi-
cativos com seqiéncias de 18S rRNA de Trypanosoma sp.
presentes no banco nr (NCBI).

Foram selecionadas, a partir do GenBank, as seqiiéncias de
18S rRNA de T. vivax, T. evansi e T. theileri, que sdo as
espécies que infectam bovinos no Brasil. Um alinhamento
mdltiplo do total das seqiiéncias, assim como uma arvore
filogenética (Fig. 2), foi gerado usando, respectivamente, os
programas ClustalW e Mega (méxima parciménia, 1.000
replicagdes de bootstrap), demonstrando conservacgéo entre
os isolados brasileiros e o africano de 7. vivax e, ao mesmo
tempo, diferenciagdo das outras duas espécies.

Apés digestao dos produtos de PCR com Alu |, os fragmen-
tos de 18S rRNA digeridos de 7. vivax apresentaram
tamanhos de 547 e 112 pb; enquanto os de 7. evansi
foram de 323, 250 e 191 pb (Fig. 3). Os padrdes de
digestdo encontrados neste estudo sao idénticos aos
esperados pela andlise in silico de fragmentos de 18S rRNA
de isulados africanos de 7. vivax e T. evansi, delimitados
pelos oligonucleotideos iniciadores utilizados, e permitiram a
diferenciacdo entre as duas espécies. O padrao de restricédo
observado em diferentes isolados brasileiros de 7. vivax foi
idéntico, o que é compativel com a natureza conservada de
18S rRNA.
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TvivaxPocone GCGCGCGCGCTCGCTCCACCAACCATCACGTGCACATTCTTTGGCGCGGCTTCGGCCCCG 60,
TvivaxPara GCGCGCGCGCTCGCTCCACCAACCATCACGTGCACATTCTTTGGCGCGGCTTCGGCCCEG 60
TvivaxAquidauana GCGCGCGCGCTCGCTCCACCAACCATCACGTGCACATTCTTTGGCGCGGCTTCGGCCCCG, 60
AR R R R R R R R R R R R R R R R RNy
TvivaxPocone CCGCTACGGGAATGTCCTCAGCACGTCTCACTGCCCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGT 120
TvivaxPara CCGCTACGGGAATGTCCTCAGCACGTCTCACTGCCCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGT 120
TvivaxAquidauana CCGCTACGGGAATGTCCTCAGCACGTCTCACTGCCCACGCGAAAGCTTTGAGGTTACAGT 120
LA R S AR SR SRR R R R R RS R S SRR R R R R AR S R R R E R R R R A R R R R R R
TvivaxPocone CTCAGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAARRGARATTGACGGAATGGCACCACA 180
TvivaxPara CTCAGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTARAGAAATTGACGGAATGGCACCACA 180
TvivaxAgquidauana CTCAGGGGGGRGTACGTTCGCANGAGTGAANCTTAAAGAAATTGACGGAATGGCACCACA 180
..l..l.l‘lllllll..‘.l.l..lIlil“‘lll‘l‘lll.lﬂ‘l‘I..I.‘l‘llll
TvivaxPoconc AGACCTCCACCCTCCCCTTTAATTTCACTCANCACCCCCANCTTTACCACATCCCCACAC 240
TvivaxPara AGACGTGGAGCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCCGGACAG 240
TvivaxAquidauana AGACGTGGAGCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCCGGACAG 240
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TvivaxPorone GRTGAGGATTGACAGATTGAGTRTTCTTTCTCGATCCCCTRAATGGTRATGCATRGRCGE 300

TvivaxFara GGTGAGGATTGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGC 300
TvivaxAquidauana GGTGAGGATTGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCATGGCCGC 300
AT AN AR R A AR AR A RN AR F I A R R T AR T T AR AN R R R R A AR R IR AR TR TS F T TR T TS T+ R
TvivaxPocone TTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAGGCCGCC 360
TvivaxPara TTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAGGCCGCC 360
TvivaxAquidauana TTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCARCGGACGAGATCCAGGCCGCC 360
(SR 22 R d R R R R R R e A R A R A R R A R R R AR R AR RS R AR AR Rttty
TvivaxPocone CAGTAGGCCCCAGGATCACGCACAGGACAGCAGCACGGTGGCGGGCCCTCGGGCCCAACG 420
TvivaxPara CAGTAGGCCCCAGGATCACGCACAGGACAGCAGCACGGTGGCGGGCCCTCGGGCCCAACG 420
TvivaxAquidauana CAGTAGGCCCCAGGATCACGCACAGGACAGCAGCACGGTGGCGGGCCCTCGGGCCCAACG 420
kkd R AR A AR IR R TR R A A kA A A kA h kAN R R R R I P TP TR A bk kb b
TvivaxPocone CCGTCCGCATCCGGTCGGGGCCTTCTCTGCGGGATTCCTTGCACGCGCAAGGTGAGATGC 480
TvivaxPara CCGTCCGCATCCGGTCGGGGCCTTCTCTGCGGGATTCCTTIGCACGCGCARGGTGAGATGC 480
TvivaxAquidauvana CCGTCCGCATCCGGTCGGGGCCTTCTCTGCGGGATTCCTTGCACGCGCARGGTGAGATGC 480
AR A A AR AR AR R AR R R A A A A A AR R AN AR R A AR AT AR AR R A A A AN NN AR AR F AR T TRk
TvivaxPocone TGGGCAACAGCAGGTCTGTGATGCTCCTCGATGCTCTGGGCGACACGCGCACTACAATGT 540
Tvivaxlara TGGGCAACAGCAGGTCTGTGATGCTCCTCGATGCTCTGGGCGACACGCGCACTACAATGT 540
‘I'vivaxAguidauana TEELCAACAGLAGGTUIGIGATGUICLCICEALGLTCTGEELGACACGUGCACTACAATGYT 540
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TvivaxPocone CAGTGGGAACAAGACACGCGGCTCGCCGCGCCCG 14
TvivaxPara CAGTGGGARCAAGACACGCGGCTOGOCGRGCCCG 574
TvivaxAguidauana CAGTGGGAACAAGACACGCGGCTCGCCGCGCCCG 574

dede e e ok ok ok o ok ok ok ok ok o ok ok e e e e o ke e e e o e e e ok ok

Fig. 1. Alinhamento das seqiiéncias de 18S rRNA de isolados brasileiros de Trypanosoma vivax.

TvivaxPocone
99 TvivaxU22316
TvivaxPara

99 'Tvivaquuidauana
TevansiD89527
TevansiAJ009154

99
TevansilU75507
TtheileriAB007814
TtheileriAJ009163
b . TtheileriAJ009164

Tcruzi303660

Fig. 2. Arvore filogenética pelo método de maxima parcimfnia com seqiidncias de 18S rRNA de 7rypanosoma vivax, T. evansi e
T. theileri.
Obs.: 18S rRNA de Trypanosoma cruzi foi selecionado como owtgroup.



Diagnéstico molecular e andlise filogenética de isolados brasileiros de Trypanosoma vivax baseado na reagdo da polimerase

em cadeia - PCR

1 2 3 45 87 89

Pares de
bases

850
650

500
400

300
200
100

Fig. 3. Digestao de fragmentos de 18S rRNA de Trypanosoma vivax e T. evansi, amplificados por PCR, com Afu |. Linha 1: 18 S
rRNA de T. vivax isolado Par4; linha 2: 18S rRNA de 7. vivax isolado Par4 digerido com Alu |; linha 3: 185 rRNA de T. vivax
isolado Poconé; linha 4: 18 S rRNA de T. vivax isolado Poconé digerido com Alu I; linha 5: 18S rRNA de 7. vivax isolado
Aquidauana; linha 6: 18S rRNA de T. vivax isolado Aquidauana digerido com Alu |; linha 7: 18S rRNA de T. evansi; linha 8: 18S
rRNA de T. evansi isolado digerido com Alu |; linha 9: marcador de pares de bases (1 kb plus, Invitrogen).

Este estudo preliminar deverd envolver ainda o
sequenciamento de 18S rRNA de outros isolados de T.
vivax brasileiros, de T. evansi e T. theileri, assim como a
anélise por PCR-RFLP de fragmento de 18S rRNA de
T.theileri, ja que esta espécie também infecta bovinos no
Brasil. A anélise /n silico das seqiéncias de 18S rRNA de
T. theileri, disponiveis no GenBank nr, mostrou que a
digestao do fragmento limitado pelos oligonucleotideos,
utilizados neste estudo com Alu |, também produz padrao
de restricdo distinto daqueles observados em T. vivax e T.
evansi, porém é necessdria a realizacao de estudo in vitro
com isolados brasileiros desta espécie.

Conclusdes

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

Com relacado ao gene 18S rRNA, os isolados brasileiros de
T. vivax ndo apresentam polimorfismo e sdo idénticos
filogeneticamente.
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