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Resumo 035

Padronizagéo e validacdo da genotipagem de Trypanosoma cruzi em amostras de
pacientes portadores da Doenca de Chagas crbnica no Brasil — associa¢do com a
carga parasitaria
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A doenca de Chagas é um importante problema de saude publica em muitos paises
latino-americanos. Atualmente, estima-se que a 7-8 milhGes de pessoas estdo
infectadas e 75-90 milhdes estejam expostos a doenga. Trypanosoma cruzi, 0 agente
etiologico da doenga, é representado por um conjunto de cepas ou isolados que
circulam em hospedeiros mamiferos e insetos vetores, com grande heterogeneidade
de comportamento biologico e diferentes niveis de viruléncia em humanos e em
modelos animais, além de diferentes niveis de sensibilidade as drogas e progndstico
da doenca. Assim, um grande desafio atual seria identificar marcadores genéticos de
T. cruzi capazes de dividir os isolados em grupos distintos e associa-los a patogénese
da doenca de Chagas. Neste trabalho, que é um estudo cego, foram selecionados 144
pacientes do Instituto Nacional de Doengas Infecciosas Evandro Chagas, 72 com
sorologia positiva e 72 com sorologia negativa, de diferentes regides do Brasil e
apresentando manifestagfes clinicas distintas da doencga. Para cada paciente, duas
amostras de sangue foram coletadas antes do inicio do tratamento. Para estimar a
parasitemia, o DNA foi extraido de amostras de sangue, utilizando o QlIAamp DNA Mini
Kit (Qiagen). A carga parasitaria foi estimada pelo ensaio gPCR TagMan.
Resumidamente, este ensaio multiplex compreende um alvo de DNA satélite nuclear
de T. cruzi e um alvo do gene da RNase P humana, como um controle interno. A gqPCR
foi realizada para as 288 amostras, as quais 92 foram positivas para T. cruzi. A carga
parasitaria apresentou uma variacdo de 0,005+0,003 a 336,09+48,59 equivalentes de
parasito/mL (p. eq./ mL), com um valor mediano de 2,030 p. eq./mL. Em paralelo,
padronizamos a tipagem molecular de T. cruzi diretamente a partir de amostras
sanguineas de pacientes, com base nas metodologias de PCR multilocus descritas por
Burgos et al. (2010) e Ramirez et al. (2010). Até o momento, nossos resultados
indicam que cerca de 56% das amostras genotipadas foram Tcll ou TcVI. Ao final do
trabalho, ao se abrir o resultados do estudo, pretendemos investigar as possiveis
correlagdes entre a carga parasitaria, genotipo do parasito e progressédo da doenga de
Chagas.
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