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Resumo 

O Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença de Chagas, apresenta uma 

grande heterogeneidade genética atribuída ao seu modo de reprodução 

predominantemente clonal. Após décadas de pesquisa, vários marcadores 

moleculares foram descritos para o T. cruzi e com base em seus perfis 

eletroforéticos, um grupo de pesquisadores estabeleceu um consenso para a 

nomenclatura do T. cruzi: as cepas do T. cruzi são referidas como Discretas 

Unidades Taxonômicas (DTUs) chamadas de T. cruzi I a T. cruzi VI. Entretanto, 

ainda não existe um consenso sobre quantos e quais marcadores devem ser 

utilizados para uma classificação adequada das cepas do T. cruzi. Então, visando 

aperfeiçoar o procedimento de caracterização molecular do T. cruzi em suas 

principais linhagens filogenéticas, este trabalho tem como objetivo padronizar 

um sistema de PCR multiplex contendo três marcadores polimórficos: os genes 

Citocromo Oxidase II, Mini-éxon e rDNA 24Sα. Uma vez que estes marcadores 

apresentavam diferentes sistemas de amplificação por PCR, foi necessário 

estabelecer novas condições que permitissem a amplificação simultânea dos três 

marcadores e testar a especificidade do sistema de PCR multiplex empregando 

DNA de várias cepas do T. cruzi. Os resultados revelaram que todos os pares de 

iniciadores foram eficientemente amplificados e exibiram os padrões de 
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amplificação esperados (exceto para o gene COII). Ao avaliar a sensibilidade do 

sistema multiplex, foram observadas amplificações positivas somente até o nível 

de 10pg de DNA sugerindo que novos ensaios devem ser realizados para 

conseguir uma amplificação positiva até o nível 100 fentogramas. Com a 

padronização deste sistema de PCR multiplex novas possibilidades nos 

processos de caracterização molecular do T. cruzi serão alcançadas permitindo 

determinar com segurança a DTU para as cepas do T. cruzi empregando uma 

única amostra de DNA. 
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