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Introducao

A doenca de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi, é
uma doenca negligenciada e um desafio ao Sistema Unico de
Satde (SUS) em regides endémicas do Brasil, pais com 5,4 mil
casos em 2024. A fase inicial da doenca pode ser
assintomdtica ou com sintomas leves, dificultando o
diagnéstico. A padronizacdo de um protocolo de extragcdo de
DNA é essencial para garantir a integridade das amostras,
permitindo sua utilizagcdo em técnicas de biologia molecular
que possibilitem diagnodsticos sensiveis e especificos.

Objetivos

Comparar a eficiéncia entre dois métodos distintos de
extracdo de DNA, visando a padronizagcdo de um protocolo
barato e acessivel para a aplicagcdo em técnicas de biologia
molecular e diagnostico de doenca de Chagas pelo SUS.

Material e Métodos ou Metodologia

Utilizou-se T. cruzi, cepa Y, cultivados em meio LIT no
Laboratério de Parasitologia, Epidemiologia e Virologia da
Universidade Federal de Vigosa. Foram comparados dois
métodos de extracdo de DNA:. fervura da amostra a 100°C,
variando o tempo de 5 a 30 min; 2. utilizando o PureLink™
Genomic DNA Mini Kit Invitrogen. A seguir, foram feitos dois
testes de purificagdo do DNA fervido: 1. etanol 96% para
precipitacdo de proteinas; 2. centrifuga¢cdo a 6000 rpm por
30s. Os sobrenadantes foram coletados e quantificados. A
integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose 1% e a concentracdo por NanoDrop, em ng/pL e razao
A260/280, para avaliar pureza. A amplificac@o de sequéncia
especifica de T. cruzi por reacdo em cadeia de polimerase
(PCR), confirmou as extracées.

Resultados e/ou A¢des Desenvolvidas

As amostras de DNA obtidas pelo kit, tiveram
concentracoes de 22,8 a 23,2 ng/pL, e razdes de 1.8 a 2,03. As
pela fervura, em diferentes tempos, tiveram maior rendimento
(70,3 a 166,5 ng/uL), mas pureza inferior (13 a 2,24). A
eletroforese evidenciou bandas nas amostras extraidas com
kit, mas ndo nas fervidas que, por terem debris celulares, ficam
retidas nas canaletas.
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Grafico 1. Comparacao da quantificacdo (nhg/uL) e razao nas
amostras de DNA extraidas por kit e por fervurae apos a
centrifugacao e purificacao com etanol.
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Na purificagdo por centrifugacdo, as concentracoes
variaram de 69,5 a 101,9 ng/uL, com razéo entre 1,90 a 2,14.
E, com etanol: 87,7 a 96,7 ng/uL e

razées 1.8 a 1,88.
Logo, confirma-se que os dois

testes s@o Uuteis, melhorando a
pureza, sem perda de DNA. Como
ndo foi possivel visualizar bandas
definidas no gel, foi realizada uma
PCR com todas ds amostras, pard
confirmar as  extracdes  pela
ClmplifiCCI(;dO do DNA’ O que ocorreu LEGENDA: Marcador | Controle negativo |
em todas eldas (Klt, fervurag e Controle positivo | Kit | Fervura |

L. Centrifugado | Purificado
purificadas).

conclusoes

A extracdo de DNA por fervura, associada a centrifugacdo
ou precipitagdo com etanol, foram suficientes para o
aumento da concentracdo de DNA em relacdo a extracdo por
kit, com pureza equipardavel, e foram satisfatorias para PCR.
Assim, a fervura &€ econOmica e util para o uso do material
genético em locais com baixos recursos, permitindo que haja
ampla distribuico de métodos de diagndstico molecular no
sistema publico.
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