
bMINISTÉRIO DA SAÚDE 

FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ 

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

 

 

 

 

 

 

DIVERSIDADE DE TRYPANOSOMA CRUZI TcI E TcII NOS BIOMAS 

BRASILEIROS 

 

 

VALDIRENE DOS SANTOS LIMA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rio de Janeiro 

Junho, 2014.



 

 

 

 

 

 

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

 

 

VALDIRENE DOS SANTOS LIMA 

 

 

 

DIVERSIDADE DE TRYPANOSOMA CRUZI TcI E TcII NOS BIOMAS 

BRASILEIROS 

 

 

Orientadora: Drª. Ana Maria Jansen 

 

 Tese apresentada ao Programa de Pós-

graduação em Biologia Parasitária do Instituto 

Oswaldo Cruz como parte dos requisitos para 

obtenção do título de Doutor em Ciências. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rio de Janeiro 

Junho, 2014. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ficha catalográfica elaborada pela 

Biblioteca de Ciências Biométicas/ICICT/FIOCRUZ - RJ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L732  Lima, Valdirene dos Santos 

 

       Diversidade de Trypanosoma cruzi TcI e TcII nos biomas 

brasileiros/ Valdirene dos Santos Lima. – Rio de Janeiro, 2014. 

 

        xiv, 121 f. : il. ; 30 cm. 

 

        Tese (Doutorado) – Instituto Oswaldo Cruz, Pós-Graduação em      

Biologia Parasitária, 2014. 

 

        Bibliografia: f. 48 - 57 

 

        1. Trypanosoma cruzi TcI. 2. Trypanosoma cruzi TcII. 3. 

Diversidade. 4. Estrutura Populacional. 5. Distribuição dos genótipos. I. 

Título. 

 

             CDD 616.9363

    

 



 

 

ii 

 

 

 

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

TESE DE DOUTORADO 

 

DIVERSIDADE DE TRYPANOSOMA CRUZI TcI E TcII NOS BIOMAS 

BRASILEIROS 

 

 

VALDIRENE DOS SANTOS LIMA 

  

 

 

Orientadora: Dra. ANA MARIA JANSEN  

 

 

BANCA EXAMINADORA:  

 

Dr. Reginaldo Brazil (Instituto Oswaldo Cruz)-presidente da banca 

 

Dra. Marta M.G. Teixeira (Universidade de São Paulo -USP) – membro titular externo 

 

Dr. Pedro Cordeiro-Estrela (Universidade Federal da Paraíba-UFPB) – membro titular externo 

 

Membros suplentes: 

Dr. Adeilton Alves Brandão (Instituto Oswaldo Cruz) 

Dr. Rafael Maciel de Freitas (Instituto Oswaldo Cruz) 



 

 

iii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Dedico esse trabalho a meus amores: Ana 

Clara, Yuri, Arthur, Caio e Clarice.  



 

 

iv 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         “A Vida está sempre certa” 

 



 

 

v 

Agradecimentos 

 

 A todos aqueles que tornam minha trajetória mais fácil de levar, envolvidos ou não 

na feitura desse trabalho. Primeiramente, meus agradecimentos ao esforço conjunto que 

possibilitou a minha estada nesta instituição: Ana Maria Jansen pelos inúmeros pedidos e 

incansável esperança pra minha cessão, aos doutores Luiz Fernando Ferreira e Adauto 

Araújo que juntamente com a direção da Escola Nacional de Saúde Pública efetivamente 

me trouxeram pra cá, para trabalhar na linha de Paleoparasitologia em Trypanosoma cruzi 

e amei. Com eles três e mais as doutoras Ana Carolina Vicente e Alena Iñiguez com as 

quais aprendi grande parte do que sei sobre biologia molecular, o meu muito obrigada. À 

Rosa Koko que nesta época colaborou efetivamente no aprendizado e no cotidiano e com a 

qual era muito divertido trabalhar, enfim foi prazeroso conviver e trabalhar com todos os 

integrantes do lab da Ana Carolina. Novamente vem a minha orientadora Ana Maria 

Jansen que basicamente é minha orientadora de toda minha vida na ciência, agradeço pela 

sua competência e generosidade em ensinar ciência, amizade, paciência e pelo respeito e 

cuidado com que conduz seu grupo. E também às oportunidades que me proporcionou e ao 

investimento no meu desenvolvimento, além da liberdade pra poder falar besteiras e dar 

risadas, não me devolve por favor hahaha. Ao querido Martin Llewellyn, super 

colaborador e amigo especial. À Michael Miles e equipe que me recepcionaram com maior 

carinho. Neste grupo da Ana, uma segunda família pra mim, onde temos espírito de equipe, 

paz e alegria em trabalhar eu destaco praticamente todos os integrantes. Lá tenho amigos já 

sedimentados, dos quais até sinto saudade nas férias. Começando pelo pessoal da antiga, 

aos super queridos Valquíria Trajano a aos meninos que tratam da nossa matéria prima 

principal, as culturas de cruzizinhos, Marcão (Marcos Antônio) e Carlos Ardé. Da antiga 

e da minha própria família, prima e comadre Samanta Xavier, pessoa do bem e ótima 

parceira científica. Querida Dani Bilac, que divertido e tranquilidade em trabalhar com 

você. E a novinha Ana Kamila, um anjo de pessoa. Querida Bia (Fabiana Rocha), 



 

 

vi 

realmente uma pessoal especial, ajuda a todos com carinho e me ajudou muito, vou e 

vamos todos sentir muitas saudades suas, super boa sorte na Paraíba. Ao super André 

Roque, ótimo parceiro científico, crítico e colaborador eficiente. À querida Cristiane 

Lisboa, da antiga também. Aos queridos Lipo, Vítor Araújo, Fabíola, Ju (Juliana Barros) 

e Renata Pires. À Bel (Isabel Azevedo), Lucélia e Lauren, Élida e Maria Augusta. 

 À minha família, meu porto seguro, meus filhos Ana Clara, Yuri, Arthur, Caio e a 

ainda pra nascer Clarice, meu tudo nesta vida. Ao meu marido Edson que compartilha a 

vida comigo, te amo. Às minhas irmãs Beth e Inez, parceiríssimas na vida, amo vocês. Aos 

amigos queridos da ilha e do continente, obrigada por existirem. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

vii 

Sumário 

 

Lista de figuras ......................................................................................................................... x 

Lista de tabelas ........................................................................................................................ xi 

Resumo ................................................................................................................................... xiii 

Abstract .................................................................................................................................. xiv 

Apresentação da tese .............................................................................................................. xv 

Introdução geral ....................................................................................................................... 1 

Trypanosoma cruzi ................................................................ Erro! Indicador não definido. 

A heterogeneidade em T. cruzi ............................................................................................... 2 

Ecogeografia das DTUs .......................................................................................................... 3 

Diversidade da DTU TcI ........................................................................................................ 4 

Diversidade da DTU TcII ....................................................................................................... 5 

Biomas brasileiros .................................................................................................................. 6 

Objetivo geral ............................................................................................................................ 8 

Objetivos específicos .............................................................................................................. 8 

Materiais e métodos .................................................................................................................. 9 

Objetivo específico 1 - Estudar a diversidade genética, estrutura populacional e possível 

troca genética entre isolados de Trypanosoma cruzi TcI de cinco diferentes biomas 

brasileiros usando o Multilocus Microsatellite Typing (MLMT). ......................................... 9 

Isolados de T. cruzi e clonagem biológica .......................................................................... 9 

Análise por microssatélites da diversidade isolados de T. cruzi TcI .................................. 9 

Análises de DNA do Maxicírculo de clones TcI .............................................................. 10 

Objetivo específico 2 - Estudar a diversidade genética e estrutura populacional de isolados 

de T. cruzi TcII oriundos de primatas de dois fragmentos de Mata Atlântica (sudeste e 

nordeste), e de outros mamíferos da Caatinga e Cerrado também pela abordagem de 

MLMT. ................................................................................................................................. 16 

Isolados TcII de T. cruzi ................................................................................................... 16 

DNA microssatélites (MLMT) de isolados TcII .............................................................. 17 

Objetivo específico 3 - Avaliar a dispersão das DTU de T. cruzi II e híbridas (V/VI) na 

Amazônia, bioma brasileiro ainda sem registro de sua ocorrência. ..................................... 19 

Área de estudo .................................................................................................................. 19 

Amostras biológicas ......................................................................................................... 19 

PCR do gene de Mini-exon .............................................................................................. 21 



 

 

viii 

Clonagem biológica de isolado de T. cruzi....................................................................... 21 

Clonagem molecular do gene de miniexon ...................................................................... 21 

Análise de polimorfismo dos fragmentos de restrição do DNA genômico - RFLP para 

caracterização de DTUs de T. cruzi .................................................................................. 21 

Sequenciamento dos genes de Miniexon e gp72 de T. cruzi ............................................ 22 

Análise de sequências ....................................................................................................... 23 

Resultados ............................................................................................................................... 25 

Objetivo específico 1 - Estudar a diversidade genética, estrutura populacional e possível 

troca genética entre isolados de Trypanosoma cruzi TcI de cinco diferentes biomas 

brasileiros usando o Multilocus Microsatellite Typing (MLMT). ....................................... 25 

Objetivo específico 2-Estudar a diversidade genética e estrutura populacional de isolados 

de T. cruzi TcII oriundos de primatas de dois fragmentos de Mata Atlântica (sudeste e 

nordeste), e de outros mamíferos da Caatinga e Cerrado também pela abordagem de 

MLMT. ................................................................................................................................. 30 

Composição de subpopulações ......................................................................................... 30 

Análise filogenética .......................................................................................................... 30 

Análises populacionais ..................................................................................................... 33 

Índice de diversidade de isolados de T. cruzi DTU II .................................................. 33 

Estrutura populacional de isolados silvestres de T. cruzi II ......................................... 34 

Objetivo específico 3 - Avaliar a dispersão das DTU de T. cruzi II e híbridas (V/VI) na 

Amazônia, bioma brasileiro ainda sem registro de sua ocorrência ...................................... 35 

T. cruzi II e híbrido (V ou VI) na região amazônica ........................................................ 35 

Diversidade do locus gp72 ............................................................................................... 37 

Discussão geral ........................................................................................................................ 39 

Conclusões ............................................................................................................................... 47 

Referências .............................................................................................................................. 48 

ANEXO 1. Artigo: Wild Trypanosoma cruzi I genetic diversity in Brazil 1 suggests 

admixture and 2 disturbance in parasite populations from the Atlantic Forest region. Artigo 

aceito na Parasites & Vectors em 23/04/2014. ......................................................................... 58 

ANEXO 2. Expanding the knowledge of geographic distribution of Trypanosoma cruzi 

genotypes: TcII and TcV/TcVI in the Brazilian Amazon. Submetido na Plos One em 

24/04/2014. ............................................................................................................................... 66 



 

 

ix 

ANEXO 3. Artigo: Trypanosoma cruzi among wild and domestic mammals in diferente areas 

of the Abaetetuba municipality (Pará State, Brazil), an endemic Chagas disease transmission 

area. Veterinary Parasitology (2013), 193: 71– 77 ................................................................... 93 

ANEXO 4. Artigo: Trypanosoma cruzi TcI and TcII transmission among wild carnivores, 

small mammals and dogs in a conservation unit and surrounding areas, Brazil. Parasitology 

(2013), 140: 160–170. ............................................................................................................ 104 

ANEXO 5. Artigo: Lower richness of small wild mammal species and Chagas disease risk. 

PLoS Negl Trop Dis (2012), 6(5): e1647. .............................................................................. 115 

 

 

 

 

 



 

 

x 

Lista de figuras 
 

Figura 1. Mapa da localização dos isolados TcII deste estudo com seus respectivos 

hospedeiros ou vetores. ............................................................................................................ 17 

Figura 2. Localização dos genótipos TcII e híbrido no estado do Pará na região Amazônia e 

distribuição isolados TcII no Brasil. Círculos vermelhos indicam localização de isolados TcII 

em mamíferos e símbolos pretos representam seus respectivos hospedeiros mamíferos e 

vetores. Acima à direita da figura, são destacados os municípios deste estudo no estado do 

Pará. .......................................................................................................................................... 20 

Figura 3. Mapa, dendrograma e plotagem multidimensional retratando o agrupamento dos 

107 isolados de Trypanosoma cruzi I por bioma e área geográfica. ........................................ 27 

Figura 4. Comparação do agrupamento das filogenias nuclear e mitocondrial entre isolados 

Trypanasoma cruzi I do Brasil revelando troca genética. ........................................................ 28 

Figura 5. Reconstrução filogenética baseada na distância genética entre os 60 isolados TcII 

na abordagem de análise multilocus de DNA microssatélite. .................................................. 31 

Figura 6. Genotipagem de isolados de Trypanosoma cruzi e DNA de T. cruzi de amostras de 

soro do bioma Amazônico. ....................................................................................................... 36 

Figura 7. Relações filogenéticas a partir do gene gp 72 entre 12 isolados silvestres de 

Trypanosoma cruzi e clones TcII. ............................................................................................ 37 

 



 

 

xi 

Lista de tabelas 
 

Tabela 1. Isolados de Trypanosoma cruzi I silvestres avaliados neste estudo ........................ 12 

Tabela 2. Isolados silvestres de T. cruzi DTU II utilizados neste trabalho, seus hospedeiros, 

biomas e estados brasileiros de origem. ................................................................................... 16 

Tabela 3. Escrever legenda ...................................................................................................... 17 

Tabela 4. Isolados Trypanosoma cruzi II submetidos ao sequenciamento do gene gp72. Erro! 

Indicador não definido. 

Tabela 5. Parâmetros de genética populacional das nove populações de Trypanosoma cruzi I 

dos cinco biomas brasileiros. .................................................................................................... 29 

Tabela 6. Parâmetros de genética populacional das nove populações de TcII. ....................... 32 

Tabela 7. Medidas de diferenciação FST par a par entre as subpopulações silvestres de TcII 

da Caatinga e Mata Atlântica.................................................................................................... 33 

Tabela 8. Caracterização molecular de Trypanosoma cruzi de hospedeiros naturalmente 

infectados do estado do Pará, Brasil. ........................................................................................ 37 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

xii 

 



 

 

xiii 

 

 

 

DIVERSIDADE DE TRYPANOSOMA CRUZI TcI E TcII NOS BIOMAS 

BRASILEIROS 

 

Tese de doutorado / Valdirene dos Santos Lima 

 

Resumo 

 

A Tripanossomíase por Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida, Trypanosomatidae) é uma antiga 

zoonose amplamente distribuída do Sul dos Estados Unidos ao Sul da Argentina. O Brasil 

dispõe de seis biomas ecologicamente distintos: Amazônia, Cerrado, Caatinga, Pantanal, Mata 

Atlântica e Pampa. A transmissão silvestre do T. cruzi ocorre ao longo desses biomas, 

envolvendo uma ampla variabilidade de hospedeiros e vetores. T. cruzi é subdividido em sete 

unidades discretas de tipagem (Discrete Typing Unit - DTU), TcI a TcVI e uma recentemente 

reconhecida, TcBat. O conhecimento sobre o padrão de distribuição geográfica dessas DTUs 

ainda é incompleto. TcI é o mais disperso ao longo de toda área de distribuição do parasita 

inclusive os biomas brasileiros. Analisamos a diversidade de TcI, originado de cinco biomas, 

exceto do Pampa, com a abordagem MLMT (Multilocus Microsatellite Typing). Foram 

caracterizados 107 isolados de TcI originados de 29 espécies de mamíferos silvestres e 

vetores usando vinte e sete loci nucleares de microssatélites e dez loci mitocondriais. Nós 

comparamos esses dados com isolados TcI de toda a América. A diversidade genética foi alta 

entre os isolados desse estudo além de se evidenciar um novo clado que se destacou de toda 

diversidade genética conhecida de TcI nas Américas. Detectamos introgressão mitocondrial 

ocorrendo através do intercâmbio genético entre a Amazônia e a Caatinga. Observamos 

similaridades genéticas entre isolados da Mata Atlântica com isolados de todos os outros 

biomas analisados. A fragmentação da diversidade genética das populações TcI da Mata 

Atlântica pode estar refletindo o padrão de fragmentação desse bioma. Sugerimos que a 

diversidade do T. cruzi I possa servir como uma sentinela da conservação de ecossistemas. A 

segunda DTU mais isolada no meio silvestre no Brasil é TcII. O padrão de distribuição de 

TcII e DTUs híbridas TcV e TcVI na natureza e sua diversidade genética são umas das 

numerosas lacunas no conhecimento do T. cruzi, incluindo a suposta ausência dessas DTUs 

na Amazônia. Neste estudo analisamos a diversidade genética de 60 isolados TcII pela análise 

de 19 loci microssatélites nucleares. Alto grau de diversidade foi verificado nesse painel de 

isolados TcII em pequenas áreas da Mata atlântica e Caatinga e entre hospedeiros 

geneticamente homogêneos como os Leontopithecus spp. Diferentes graus de estruturação 

populacional foram observados nestes locais. A complexidade de estruturação e diversidade 

sugere que esse genótipo é mais disperso do que indica sua prevalência nos isolamentos em 

meio de cultura em uma variedade maior de hospedeiros.A pesquisa da enzootia por T. cruzi 

no estado do Pará levou ao encontro dos genótipos TcII e híbrido (V ou VI) circulando entre 

triatomíneos e cães, respectivamente. Este achado mostrou que o TcII é presente na Amazônia  

e portanto nos cinco principais bioma brasileiros ao contrário da clássica distribuição dessa 

DTU descrita na litertura. A presença de Tc híbrido na Amazônia, é mais intrigante devido a 

enorme extensão geográfica em que essas DTUs não são descritas no Brasil, e pode sugerir a 

existência de diferentes estratégias de infecção que estejam prevenindo seu isolamento e 

subestimando sua real prevalência na natureza. 
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Diversity and populational estructure of Trypanosoma cruzi TcI and TcII in Brazilian 

biomes 

PhD Thesis / Valdirene dos Santos Lima 

 

Abstract 
 

The Trypanosomiasis by Trypanosoma cruzi ( Kinetoplastida , Trypanosomatidae ) is an 

ancient zoonosis widely distributed in the southern United States to southern Argentina. 

Brazil has six ecologically distinct biomes: Amazon, Cerrado, Caatinga, Pantanal, Atlantic 

Forest and Pampa. The sylvatic transmission of T. cruzi occurs along these biomes, involving 

a wide variability of hosts and vectors. T. cruzi is divided into seven discrete typing units 

(DTU), TcI the TcVI and a recently recognized, TcBat. The knowledge about the geographic 

distribution pattern of these DTUs is still not complete. TcI is more dispersed throughout the 

distribution area of parasite including Brazilian biomes. We analyze the diversity of TcI, 

originated five biomes except the Pampa, with MLMT approach (Multilocus Microsatellite 

Typing ). 107 isolates were characterized TcI originated from 29 species of wild mammals 

and vectors using twenty-seven nuclear microsatellite loci and ten mitochondrial loci. We 

compare these data with TcI isolates across Americas. Genetic diversity was high among the 

isolates in this study in addition to evidence of a new clade that stood out from all known TcI 

genetic diversity in the Americas. We detected mitochondrial introgression occurring through 

genetic exchange between the Amazon and the Caatinga. Observed genetic similarities among 

isolates of the Atlantic Forest with isolates of all other biomes analyzed. The fragmentation of 

genetic diversity of TcI the Atlantic populations may reflect the fragmentation pattern of this 

biome. We suggest that the diversity of T. cruzi I can serve as a sentinel ecosystem 

conservation. The second most isolated DTU in the wild environment in Brazil is TCII. The 

distribution pattern of TCII and hybrid DTUs TCV and TcVI in nature and their genetic 

diversity are some of the many gaps in the knowledge of T. cruzi, including the supposed 

absence of these DTUs on Amazon. This study analyzed the genetic diversity of 60 isolates 

TCII by analysis of 19 nuclear microsatellite loci. High degree of diversity was found in this 

panel TCII isolates in small areas of the Atlantic Forest and Caatinga and among genetically 

homogeneous hosts as Leontopithecus spp. Different degrees of population structure were 

observed at these sites. The complexity and diversity of structure suggests that this genotype 

is more dispersed than indicating its prevalence in isolates in culture medium in a greater 

variety of research hospedeiros.A enzootic T. cruzi in the state of Pará led to the meeting of 

TCII genotypes and hybrid (V or VI ) circulating among triatomine bugs and dogs , 

respectively. This finding showed that TCII is present in the Amazon and therefore the five 

major Brazilian unlike the classical distribution described in this DTU litertura biome. The 

presence of Tc hybrid in the Amazon , is more intriguing because of the enormous geographic 

extent to which these DTUs are not described in Brazil , and may suggest the existence of 

different infection strategies that are preventing their isolation and underestimating their 

actual prevalence in nature. Alternative ways to investigate genotypes in biological samples 

can clear up on its distribution. 
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Apresentação da tese 
 

  Esta tese inclui três temas: o primeiro estudo é sobre a diversidade genética de TcI 

silvestre em cinco principais biomas brasileiros usando a abordagem de MLMT e gerou um 

artigo aceito para publicação no periódico Parasites & Vectors, intitulado: Wild Trypanosoma 

cruzi I genetic diversity in Brazil suggests admixture and disturbance in parasite populations 

from the Atlantic Forest region. O segundo tema é o estudo da diversidade genética de 

Trypanosoma cruzi DTU II oriundos de primatas de dois fragmentos de Mata Atlântica 

(sudeste e nordeste), e de outros mamíferos da Caatinga e Cerrado também pela abordagem de 

MLMT.e será encaminhado para publicação. O terceiro tema foi o estudo da dispersão das 

DTUs de T. cruzi II e híbridas (V/VI) na Amazônia, bioma brasileiro ainda sem registro de 

sua ocorrência e gerou um artigo submetido ao periódico Plos One. Em anexo seguem o 

artigo aceito para publicação, o artigo submetido e os três artigos em que a aluna é co-autora. 

Nestes três artigos em co-autoria, a enzootia por T. cruzi em municípios dos estados do Pará e 

Minas Gerais (Serra da Canastra) foi abordado, além de proverem para esta tese, isolados 

dessas áreas. 
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Introdução 

 

 Trypanosoma cruzi 

 Trypanosoma cruzi é um protozoário parasita da ordem Kinetoplastida, família 

Trypanosomatidae, descrito por Carlos Chagas em 1909 e agente etiológico da doença de 

Chagas que atinge atualmente cerca de 10 milhões de pessoas do sul dos Estados Unidos à 

Patagônia (Yeo et al., 2005; Schofield et al.,2006). 

 A infecção causada por T. cruzi é primariamente uma enzootia complexa, transmitida 

por dezenas de espécies de triatomíneos vetores e mantida por dezenas de espécies de 

mamíferos incluídos em 8 ordens. Os humanos foram incluídos nos ciclos de transmissão 

provavelmente logo que chegaram às Américas, há cerca de 15.000 anos (Guhl et al., 2000). 

 Há classicamente dois diferentes ciclos de transmissão do parasita, o denominado ciclo 

silvestre ou enzoótico, relacionado aos triatomíneos vetores e mamíferos silvestres e 

esporadicamente com a ocorrência de casos humanos. O ciclo doméstico, envolvendo 

triatomíneos domiciliados, humanos e animais domésticos e/ou domiciliados (Miles et al., 

2003). A conexão entre os dois ciclos é mediada por mamíferos sinantrópicos como ratos, 

camundongos, morcegos e marsupiais, principalmente (Freitas et al., 2006). 

 O contato infeccioso com o hospedeiro pode ocorrer de diferentes formas, sendo as 

principais: (a) via de transmissão vetorial que ocorre através da contaminação de mucosa ou 

lesões na pele com as fezes do vetor infectadas com a forma tripomastigota do parasita, (b) 

via de transmissão oral através da ingestão de alimentos contaminados com formas 

tripomastigotas. No meio silvestre essa via de transmissão é a mais provável principalmente 

entre mamíferos com hábitos insetívoros ou onívoros. (c) via de transmissão congênita tem 

uma prevalência descrita de 5% dos casos de gestantes portadoras da doença de Chagas. As 

vias transfusional e por transplante de órgãos são possíveis vias, no entanto na atualidade as 

medidas de controle em bancos de sangue e na seleção de doadores de órgãos diminuíram 

quase a zero a prevalência (OMS). Após a interiorização do parasita nos mamíferos 

hospedeiros, este é capaz de invadir e se multiplicar em quase todos os tecidos. 

 T. cruzi apresenta uma estrutura populacional predominantemente clonal e suas 

subpopulações exibem extrema heterogeneidade biológica, genética e bioquímica (Higo et al., 

2004; Macedo et al., 2004; Freitas et al., 2006). Um mesmo hospedeiro ou vetor pode abrigar 

simultaneamente diferentes subpopulações ou clones de T. cruzi. Esses clones competem 

entre si sendo que dadas subpopulações podem ser selecionadas em detrimento de outras em 

nichos, hospedeiros e áreas geográficas específicas. Diante desse cenário atualmente vem 



 

 

INTRODUÇÃO GERAL                                                                                                                                              2 

sendo proposto que a variabilidade de formas clínicas pode ser uma resultante da interação 

entre o pool genético do hospedeiro, o ambiente e principalmente pela composição das 

subpopulações do parasita no inóculo (Macedo et al.,2004, Souto et al.,1996; Zingales et al., 

1998; Andrade et al., 2002). 

 

 A heterogeneidade em T. cruzi 

 As subpopulações de T. cruzi exibem considerável heterogeneidade biológica, 

genética e bioquímica (Macedo et al., 2004; de Freitas et al., 2006, Revollo et al., 1998). A 

espécie é subdivida em seis unidades discretas de tipagem (Discrete Typing Units- DTUs) ou 

genótipos, TcI a TcVI (Brisse et al., 2000; Zingales et al., 2009) e recentemente um novo 

genótipo foi descoberto no Brasil, proposto como sendo associado a quirópteros, TcBat, 

(Marcili 2009, Zingales et al., 2012).  

 As duas DTUs parentais e mais divergentes em termos moleculares são TcI e TcII e 

seu tempo de divergência está ainda sob debate. Diferentes estudos apontam tempos de 

divergência, variando de 3-10 milhões de anos (Freitas et al., 2006, Machado & Ayala 2001, 

Lewis et al., 2011) a 88 milhões de anos (Briones et al., 1999). Eventos de hibridação têm 

sido apontados como envolvidos na diversificação do T. cruzi. A origem das DTUs TcIII e 

TcIV ainda está em debate, alguns estudos apontam evidências de que são originadas de 

eventos de hibridação ancestrais entre TcI e TcII, estimado em torno de 2,4 milhões de anos 

(Lewis et al., 2011, Westenberger et al., 2005). Outro estudo sugere essas duas DTUs serem 

um único grupo ancestral, baseado no fato delas compartilharem um genoma mitocrondrial 

totalmente diverso de TcI e TcII (Freitas et al., 2006). No entanto, é consenso a natureza 

híbrida das DTUs TcV e TcVI. Todos os estudos baseados na comparação de sequências 

nucleotídicas, confirmam que essas duas DTUs são fruto da combinação dos genomas 

nucleares das DTUs TcII e TcIII (Freitas et al., 2006, Westenberg et al., 2005, Machado & 

Ayala 2001, Florés-Lopes et al., 2011). Não há consenso, portanto, sobre o tempo estimado 

desse evento de hibridação variando de 900 mil anos (Flores-Lopes et al., 2011) a uma origem 

antropogênica há apenas 33-60 mil anos (Lewis et al., 2011).  

 Estudos demonstrativos in vitro confirmam que a capacidade de hibridação é mantida 

na espécie (Gaunt et al., 2003) e estudo baseado em marcadores nucleares e mitocondriais 

tem detectado eventos de recombinação natural entre isolados de TcI (Barnabé et al., 2013, 

Ramírez et al., 2012, Ocaña et al., 2010) e indícios de hibridação natural entre as DTUs TcI e 

TcIII e entre TcIII e TcIV (Lewis et al., 2011). Barnabé et al., 2013 sugere que esses eventos 

importante colaboração para a divergência genética do parasita. 
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 Distribuição geográfica das DTUs 

 O conhecimento sobre o padrão de dispersão das DTUs de T. cruzi ainda comporta 

várias lacunas a ser completadas devido principalmente a amostragem não contemplar todas 

as áreas e hospedeiros de ocorrência do parasita. São descritas diferenças na distribuição 

geográfica e importância epidemiológica entre as DTU’s ao longo de toda América Latina. O 

TcI, uma das DTUs parentais é o mais frequentemente isolado em todos os taxa de mamíferos 

através de toda área de ocorrência do parasita cobrindo uma ampla diversidade de biomas e 

habitats (Zingales et al., 2012). Comparativamente ao padrão de dispersão do TcI, as DTUs 

III e IV apesar de serem amplamente distribuídas no meio silvestre, são isoladas menos 

frequentemente (Zingales 2012, Herrera et al., 2008, Lisboa 2009). TcIII é distribuído ao 

longo de toda América do Sul (Zingales 2012, Lisboa 2009, Herrera 2008, Llewellyn 2009a), 

TcIV alcançam o sul dos estados Unidos até o sul do Brasil (Zingales et al., 2012, Abolis et 

al., 2011) e ambos não raramente são isolados de casos humanos na Amazônia e TcIV na 

Venezuela e sul do Brasil (Abolis et al., 2011). Muito pouco é conhecido sobre os 

hospedeiros silvestres das DTUs híbridas TcV e TcVI, que até o momento têm sido 

principalmente isoladas de humanos e de triatomíneos domiciliados no sul do Cone Sul 

(Zingales et al., 2012, Breniere et al., 2012, Toledo et al., 2013). No Brasil, há um único 

registro de TcV infectando uma espécie de roedor silvestre, Thrichomys a. laurentius (Araújo 

et al., 2011). 

 TcII, como dito acima é uma das DTUs parentais, portanto antiga, certamente com 

milhões de anos circulando entre a fauna das Américas. No entanto, seus hospedeiros 

silvestres e sua distribuição são aparentemente mais restritos comparado aos do TcI. Esta 

DTU tem sido classicamente associada à infecção humana e é descrito ocorrer em uma faixa 

central na América do Sul, abaixo da bacia Amazônica, incluindo os países: Brasil, Chile, 

Colômbia, Bolívia, Uruguai e Paraguai (Zingales et al., 2012, Breniere et al., 2012, Toledo et 

a., 2013). Acima da região Amazônica, o único registro de TcII foi infectando triatomíneos 

domiciliados da espécies Triatoma dimidiata em uma área endêmica da Guatemala 

(Pennington et al., 2009). No Brasil, esta DTU é a segunda em prevalência de isolamento e 

tem sido detectada infectando uma variedade de animais silvestres, tais como: marsupiais (3 

espécies), primatas (5 espécies), carnívoros (2 espécies), roedores (3 espécies) e triatomíneos 

(4 espécies) nos biomas Mata Atlântica, Caatinga, Pantanal e Cerrado (Herrera et al., 2008, 

Lisboa et al., 2000, Xavier et al., 2007, Rocha et al., 2013). Em uma análise do banco de 

dados da Coleção de Trypanosoma sp de Mamíferos Silvestres, Domésticos e Vetores da 

Fundação Oswaldo Cruz (ColTryp) esse número de espécies representam 1/3 da diversidade 
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de espécies de hospedeiros com hemocultivo positivo de TcI e cerca de 1/4 do número total 

de isolados TcI Além dessa disparidade em prevalência e diversidade de hospedeiros, de 

acordo com os locais de origem desses isolados TcII, tem se atribuído a essa DTU uma 

distribuição em ciclos focais (Rocha et al., 2013). Paralelo à característica focal na sua 

distribuição, outra característica observada em TcII é a competência de algumas espécies de 

mamíferos em manter populações TcII. Dois robustos ciclos de transmissão do genótipo TcII 

foram estudados pelo nosso grupo tanto do ponto de vista da enzootia quanto do perfil 

ecológico em dois fragmentos da Mata Atlântica, nas Reservas Biológicas de Poço das Antas, 

no Rio de Janeiro, e a de Una na Bahia (Lisboa et al., 2000; 2006; Monteiro et al., 2006). 

Esses ciclos envolveram exclusivamente primatas das espécies Leontopithecus rosalia e L. 

chrysomelas, do Rio de Janeiro e Bahia respectivamente. A infecção desses primatas foi 

caracterizada por parasitemias patentes e estáveis, observadas por hemocultivos positivos por 

até 10 anos (Lisboa et al., 2006). As espécies Philander frenatus (cuíca) e Nasua nasua 

(quati) também se mostraram competentes em manter populações TcII (Jansen et al., 1991; 

Herrera et al., 2008). 

 A aparente diferença na prevalência das DTUs de T. cruzi na natureza é intrigante. A 

eficiência em se obter isolados de hemocultivo de animais capturados é aproximadamente de 

10% (comunicação pessoal A. M. Jansen). Sales-Campos et al., 2014 sugere que a 

impossibilidade de detecção de algumas subpopulações pode ser devido a baixa parasitemia 

do parasita durante a fase crônica de infecção, baixa sensibilidade dos métodos atualmente 

usados para isolamento do parasita e a ausência de periodicidade circadiana. Portanto, não se 

identifica a(s) DTU(s) de T. cruzi que está causando infecção em uma parcela importante de 

animais silvestres. Um outro aspecto a ser considerado são as prováveis diferenças nas 

estratégias de cinética de infecção e transmissão observadas entre as DTUs, que pode 

interferir na disponibilidade de populações aos métodos de isolamento atuais. Fernandes et 

al., 2006 verificaram diferentes mecanismos envolvidos na invasão celular in vitro entre as 

DTUs TcI e TcII. Se há diferenças nas estratégias entre as DTUs, essas aparentemente são 

bem sucedidas uma vez que as DTUs mais ou menos frequente são mantidas na natureza 

desde há milhões de anos até o presente. Portanto, não se pode descartar a possibilidade de 

viés imbutido nos dados de distribuição das DTUs.  

  

 Diversidade da DTU TcI  

 Estudos prévios apontam para diversidade intra-DTU em TcI distribuídos ao longo das 

Américas, em análises por RAPD, MLEE, ITS, gene de Calmodulina, polimorfismos em 
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minicírculos e no gene de miniexon (Souto et al., 1996; Brisse et al., 2000; Brandão et al., 

2007 Salazar et al.,2006; Herrera et al., 2007; O`Connor et al., 2007). Em análises de 

diversidade em TcI com base no polimorfismo da região intergênica do gene de miniexon, 

Herrera et al., 2007 propuseram a existência de quatro haplótipos Ia-Id associados a ciclos de 

transmissão na Colômbia. Cura et al., 2010 analisando a mesma região gênica, descreveram 

um novo haplótipo TcIe associado ao ciclo doméstico no Chile e no cilco silvestre na Bolívia. 

Ramírez et al., 2012 utilizando o Multilocus Sequencing Typing do genoma mitocondrial e 

Multilocus Microsatelite Typing (MLMT) nuclear no estudo de clones de isolados TcI da 

Colômbia identificaram um consistente agrupamento de de isolados associados à infecção 

humana que denominaram TcIDOM e que correspondem aos anteriormente denominados 

TcIa/VENDOM (Herrera et al., 2007; Llewellyn et al., 2009b). 

 A abordagem de Multilocus Microsatelite Typing (MLMT) utilizada para estudo de 

genética populacional de T. cruzi a partir de 2009 elucidou aspectos relacionados à estrutura 

populacional de TcI. Llewellyn et al., 2009b em uma escala continental abrangendo 8 países 

nas Américas e isolados TcI de 18 espécies de hospedeiros e vetores, analisando 48 loci de 

DNA microssatélite, observou grande diversidade nesta DTU e uma estruturação espacial dos 

genótipos encontrados, além de dados que permitiram sugerir diferentes origens dos isolados 

humanos em surtos por via oral ou vetorial na Venezuela. Outros estudos se seguiram do 

mesmo grupo, agora com estudos populacionais em escala menor tanto geograficamente 

quanto em diversidade de espécies de hospedeiros de TcI, especificamente no Equador 

(Ocaña et al., 2010), Colômbia (Ramírez et al., 2012) e na Venezuela (Segovia et al., 2013). 

A abordagem do MLMT nestes estudos permitiu a elucidação da diferencial amplitude de 

dispersão entre os ciclos de transmissão silvestre e doméstico e os hospedeiros portadores dos 

genótipos transmitidos para humanos (Ocaña et al., 2010, Segovia et al., 2013). A 

combinação de dados de MLMT e genoma mitocondrial se mostrou uma ferramenta útil para 

se evidenciar eventos de hibridação entre isolados TcI (Ocaña et al., 2010, Ramírez et al., 

2012).  

 

 Diversidade da DTU TcII  

 A diversidade genética da DTU TcII é pouco conhecida. Estudos realizados com 

isolados originados de humanos observaram heterogeneidade neste grupo (Freitas et al., 2006; 

Brisse et al., 2000; Venegas et al., 2009). No entanto, sobre a diversidade deste genótipo no 

meio silvestre, tradicionalmente associado com infecção humana no Brasil, nada se sabe. 

Somente o conhecimento da diversidade genética e estrutura populacional de TcII no 
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ambiente silvestre é que permitirá inferir sobre a estratégias dispersão, tamanho populacional 

e estruturação por hospedeiros e  geográfica (Lewis et al., 2009; Llewellyn et al., 2009a,b). A 

Mata Atlântica é um cenário singular para análises populacionais desse genótipo no Brasil, 

onde encontramos representativo número de isolados originados de duas espécies de primatas 

endêmicos em suas respectivas áreas. Outra peculiaridade nessa análise é a homogeneidade 

genética de cada uma dessas duas espécies de hospedeiros, que teoricamente conferiria um 

mesmo potencial em manter populações TcII, permitindo avaliar a capacidade desses 

hospedeiros como mantenedores de diversidade TcII ou também de seletores. 

 Esse estudo somado a dados ecológicos desses hospedeiros, como padrão de 

constância e migração entre grupos (Lisboa et al., 2000; Lisboa et al., 2006) poderão 

contribuir para um melhor entendimento sobre a dinâmica de dispersão do genótipo TcII que 

circula nestas localidades. 

 

 Biomas brasileiros 

 O impacto dos ciclos de aquecimento e resfriamento ocorridos no período Pleistoceno, 

sobre os biomas e diversidades ecológica e de espécies da América Latina e em particular 

Brasil são matéria de longo debate (Knapp, 2003). No entanto, há evidências que esses ciclos 

históricos de expansão florestal, contração e fragmentação tiveram impacto sobre a atual 

relação entre animais e ambientes no Brasil, incluindo distribuição de pequenos mamíferos e 

diversidade (Costa 2003). Amazônia e Mata Atlântica foram provavelmente contíguas no 

passado tornando-se separadas pelo aumento na aridez durante o período terciário. Na região 

referente ao bioma Caatinga registros palinológicos do final do pleistoceno (~11.000 anos 

antes do presente) indicam ter havido vegetação comum a Amazônia e Mata Atlântica. (De 

Oliveira et al., 1999). A extensão de influência dessas mudanças na vegetação e na fauna de 

pequenos mamíferos é uma questão central (Costa 2003). Atualmente o Brasil é composto por 

seis distintos biomas ou ecorregiões (Costa 2003) o maior deles é a Amazônia ao norte, 

fazendo fronteira ao leste com o Cerrado e Pantanal ao sul. O nordeste do país é dominado 

pelo bioma Caatinga composto predominantemente por vegetação xérica. Ao longo da costa 

brasileira, o bioma Mata Atlântica se extende do sul de Pernambuco até o sul do Rio Grande 

do Sul, caracterizado por uma floresta tropical úmida. A diversidade de mamíferos silvestres, 

hospedeiros em potencial do T. cruzi, ao logo desse mosaico paisagístico é maior na 

Amazônia, seguida da Mata Atlântica, Cerrado, Caatinga e Pampa (Paglia et al., 2012).  

 A tripanossomíase americana por T. cruzi no homem (doença de Chagas) foi muito 

prevalente no Brasil, especialmente em uma faixa abrangendo as regiões nordeste e centro-
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oeste e sul do país (Schofield & Dias 1999). Na verdade, a doença de Chagas foi 

provavelmente endêmica em populações humanas no Brasil desde a entrada do homem nas 

Américas em torno de 15.000 anos atrás (Guhl et al., 2000). Mesmo o homem não sendo 

considerado bom reservatório pra a transmissão do T. cruzi sua inclusão nas discussão sobre 

dispersão da diversidade do parasita é importante devido a sua abundância, presença em todos 

os biomas brasileiros e capacidade migratória podendo carrear animais infectados. 

 Diversidade parasitária em nível de espécie é reconhecida como um marcador para a 

persistência, produtividade, organização e resiliência do ecossistema (Marcogliese 2005). 

Portanto, ecossistemas em que organismos hospedeiros são parasitados por uma variedade de 

diferentes espécies de parasitas, são considerados mais saudáveis. Além disso, parasitas, com 

seus ciclos de vida curtos e taxas de mutação mais rápidas em relação aos seus hospedeiros, 

podem ser úteis como sentinelas em escala fina de análises de dispersão populacional e 

diferenciação (Wirth et al., 2005). Há evidências de que a fragmentação do habitat afeta tanto 

a diversidade de T. cruzi quanto as taxas de infecção (Wirth et al., 2005; Vaz et al., 2007; 

Ramírez et al., 2012). Na verdade diversidade genética em um parasita multi-hospedeiro 

como o T. cruzi pode ser avaliado como substituto para a diversidade de espécies de parasitas 

proposta no modelo (Marcogliese et al., 2005), e na avaliação do estado de preservação de um 

ecossistema. 
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Objetivo geral 

 

 Estudar a diversidade genética, estrutura populacional e dispersão das duas DTUs de 

T. cruzi mais isoladas no Brasil, TcI e TcII, em cinco biomas. 

 

 Objetivos específicos  

  

 Objetivo específico 1: Estudar a diversidade genética e estrutura populacional de 

isolados de T. cruzi TcI de cinco diferentes biomas brasileiros usando a abordagem de 

Multilocus Microsatellite Typing (MLMT). Avaliar a existência de troca genética entre esses 

isolados através da comparação de reconstrução filogenética a partir dos genomas nuclear e 

mitocondrial. 

 

 Objetivo específico 2: Estudar a diversidade genética e estrutura populacional de 

isolados de T. cruzi TcII originados de mamíferos e vetores de vida livre  de dois fragmentos 

de Mata Atlântica (sudeste e nordeste), Caatinga e Cerrado pela abordagem de MLMT. 

 

 Objetivo específico 3: Avaliar a presença de DTUs ainda não descritas T. cruzi 

circulando em animais silvestres em áreas de surto de doença de Chagas no estado do Pará, 

Amazônia brasileira. 
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Materiais e métodos 

 

Objetivo específico 1 - Estudar a diversidade genética e estrutura populacional de isolados de 

T. cruzi TcI de cinco diferentes biomas brasileiros usando a abordagem de Multilocus 

Microsatellite Typing (MLMT). Avaliar a existência de troca genética entre esses isolados 

através da comparação de reconstrução filogenética a partir dos genomas nuclear e 

mitocondrial. 

 

 Isolados de T. cruzi e clonagem biológica 

 Um total de cento e sete isolados, a grande maioria originada de hospedeiros 

mamíferos silvestres ao longo de cinco biomas brasileiros, Amazônia, Mata Atlântica, 

Cerrado, Caatinga e Pantanal foram selecionados (Tab. 1). O genótipo TcI desses isolados foi 

confirmado através da técnica de multiplex PCR do gene de miniexon (Fernandes et al., 2001) 

e também da combinação dos resultados dos marcadores nucleares HSP60, GPI e 24Sα 

rDNA(LSU rDNA) descrita por Lewis et al., 2009. Este protocolo se baseia na análise de 

polimorfismo de produtos de PCR do domínio D7 do gene 24Sα rDNA e análises do perfil de 

restrição por enzimas dos genes GPI e HSP60 (RFLP).o que permite a discriminação dos seis 

genótipos de T. cruzi. O sequenciamento de um fragmento do gene GPI (Lauthier et al., 2012) 

em alguns isolados com perfil TcI foi feito para confirmação devido ao grupamento desses 

isolados em um novo clado distinto dos clados previamente descritos em isolaos das américas. 

Um total de 14 isolados originados dos cinco biomas foram selecionados para clonagem 

biológica usando técnica de clonagem em placa descrita por Yeo et al. 2007. O critério 

utilizado foi a presença de mais de uma subpopulação com base no número de alelos nas 

análises de microssatélites. 

 

 Análise por microssatélites da diversidade isolados de T. cruzi TcI  

 Um painel de 27 loci de microssatélites, distribuídos ao longo de oito cromossomos, 

foi amplificado em 107 isolados silvestres seguindo protocolo previamente descrito por 

Llewellyn et al., 2009b. Deste primeiro painel, 19 loci de microssatélites foram empregados 

para avaliar diversidade entre um maior número de amostras (161) que incluíram isolados 

originais (107), clones derivados dos isolados originais (24) e perfis MLMT de trinta isolados 

previamente publicados (Messenger et al., 2011). Parâmetros de diversidade em genética 

populacional do perfil dos 27 loci foram primeiramente calculados baseados no grupamento 

das amostras de acordo com a origem geográfica e por bioma. O primeiro parâmetro de 
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diversidade genética a nível populacional calculado foi riqueza alélica (Ar) usando correção 

por tamanho de amostra no programa FSTAT 2.9.3.2 (Goudet 1995). Secundariamente, para 

uma melhor medida de sub-agrupamento intra-população, a medida de diversidade par-a-par 

DAS e o desvio padrão associado foi também avaliado por população. O índice de fixação 

FIS, uma medida de distribuição de heterozigosidade dentro e entre indivíduos, foi estimado 

por locus por população em FSTAT 2.9.3.2 (Goudet 1995). Testes por população do desvio 

do equílibrio de Hardy Weinberg nos loci específicos foram calculados no programa 

ARLEQUIN v3.1 e níveis de significância associada para p valor derivado depois de correção 

sequencial de Bonferroni para minimizar a probabilidade de ocorrência de erro Tipo 1 (Rice 

1989). Para os conjuntos de dados de ambas as análises MLMT com 27 e 19 loci, a 

topoplogia de cada isolado ou clone foi definida pela árvore filogenética do tipo neighbour-

joining baseada nas distâncias par-a-par entre os genótipos multilocus MLGs [avaliado 

usando DAS (1 –proporção de alelos compartilhados em todos os loci/n)] calculado no 

programa MICROSAT (Minch et al., 1995). Para o conjunto de dados gerados a partir de 27 

loci nós adicionalmente definimos a composição genética via um algoritmo de grupamento do 

tipo K (K-means clustering algorithm) implementado em adegenet (Jombart 2008), o qual 

define o número ótimo de populações por referência do critério de informação Bayesiana 

(Bayesian Information Criterion, BIC). Essse grupamentos foram subsequentemente 

submetidos a análise discriminante de componentes principais (Jombart 2010). 

 

 Análises de DNA do Maxicírculo de clones TcI 

 Fragmentos de dez genes que compõe os maxicírculos foram amplificados e 

sequenciados de 14 clones de T. cruzi seguindo protocolo previamente descrito (Messenger et 

al., 2011). As sequências de nucleotídeos dos fragmentos foram concatenadas em cada em 

cada amostra e alinhado baseando-se em sequências previamente publicados (Messenger et 

al., 2011). Filogenias foram inferidas usando o método de Máxima Verossimilhança (ML) 

implementado em PhyML (categoria de taxa de 4 substituições) (Guindon et al., 2010). O 

melhor modelo de substituição nucleotídica foi selecionado de 88 modelos e sua significância 

avaliada de acordo com o critério de informação Akaike (Akaike Information Criterium, AIC) 

em jMODELTEST 1.0 (Posada & Crandall 1998). O melhor modelo selecionado para este 

conjunto de dados foi GTR+I+G. O suporte de Bootstrap para a topologia dos clados foi 

estimada depois da geração de 1000 pseudo-replicatas de árvores desse conjunto de dados. 

Análise filogenética Bayesiana foi realizada usando MrBAYES v3.1 (Ronquist & 

Huelsenbeck 2003) (definições de acordo com jMODELTEST 1.0). Cinco análises 
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independentes foram processadas usando uma aleatória árvore inicial com três cadeias 

quentes e uma cadeia fria sobre 10 milhões de gerações com amostragem a cada 10 

simulações (25% burn-in). 
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Tabela 1. Isolados brasileiros de Trypanosoma cruzi I silvestres avaliados por MLMT, com seus hospedeiros, biomas e municípios e estados de 

origem . 

Código do 

isolado 
Hospedeiro Bioma 

Município/ 

Estado 
Latitude Longitude 

Código da 

população atribuído 

(DAPC) 

População 

A priori  

3510 Didelphis albiventris Caatinga Jaguaruana/Ceará -4.8308 -37.7814 10 Ceará 

6809 Rattus rattus Caatinga Jaguaruana/Ceará -4.8308 -37.7814 7 Ceará 

6812 Didelphis albiventris Caatinga Jaguaruana/Ceará -4.8308 -37.7814 10 Ceará 

6813 Didelphis albiventris Caatinga Jaguaruana/Ceará -4.8308 -37.7814 10 Ceará 

6824 Didelphis albiventris Caatinga Jaguaruana/Ceará -4.8308 -37.7814 10 Ceará 

8622 Didephis albiventris Caatinga Jaguaruana/Ceará -4.8308 -37.7814 7 Ceará 

8648 Didelphis albiventris Caatinga Jaguaruana/Ceará -4.8308 -37.7814 10 Ceará 

9529 Rattus rattus Caatinga Jaguaruana/Ceará -4.8308 -37.7814 7 Ceará 

9531 Rattus rattus Caatinga Jaguaruana/Ceará -4.8308 -37.7814 7 Ceará 

9538 Rattus rattus Caatinga Jaguaruana/Ceará -4.8308 -37.7814 7 Ceará 

9667 Monodelphis domestica Caatinga Redenção/Ceará -4.2261 -38.7311 10 Ceará 

11629 Didephis albiventris Caatinga Russas/Ceará -4.9392 -37.9786 6 Ceará 

11639 Didelphis albiventris Caatinga Russas/Ceará -4.9392 -37.9786 10 Ceará 

11640 Didelphis albiventris Caatinga Russas/Ceará -4.9392 -37.9786 10 Ceará 

8552 Didephis albiventris Cerrado Aporé/Goiás -18.9489 -51.9086 1 Goiáis 

9148 Gracilinanus sp Cerrado Aporé/Goiás -18.9489 -51.9086 1 Goiáis 

9149 Didephis albiventris Cerrado Aporé/Goiás -18.9489 -51.9086 1 Goiáis 

9425 Didephis albiventris Cerrado Aporé/Goiás -18.9489 -51.9086 1 Goiáis 

10268 Proechimys sp Amazônia Cachoeira do Arari/Pará -1.0044 -48.9572 8 Norte Pará 

10272 Didelphis marsupialis Amazônia Cachoeira do Arari/Pará -1.0044 -48.9572 8 Norte Pará 

10285 Didelphis marsupialis Amazônia Cachoeira do Arari/Pará -1.0044 -48.9572 8 Norte Pará 

10288 Oecomys sp.  Amazônia Cachoeira do Arari/Pará -1.0044 -48.9572 8 Norte Pará 

10289 desconhecido Amazônia Cachoeira do Arari/Pará -1.0044 -48.9572 8 Norte Pará 

10290 Didelphis marsupialis Amazônia Cachoeira do Arari/Pará -1.0044 -48.9572 8 Norte Pará 

11604 Marmosops murina Amazônia Abaetetuba/Pará -1.7297 -48.8719 4 Norte Pará 

11605 Philander opossum Amazônia Abaetetuba/Pará -1.7297 -48.8719 4 Norte Pará 
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Código do 

isolado 
Hospedeiro Bioma 

Município/ 

Estado 
Latitude Longitude 

Código da 

população atribuído 

(DAPC) 

População 

A priori  
(continuação) 

11609 Philander opossum Amazônia Abaetetuba/Pará -1.7297 -48.8719 4 Norte Pará 

11611 Philander opossum Amazônia Abaetetuba/Pará -1.7297 -48.8719 8 Norte Pará 

12624 Philander opossum Amazônia Abaetetuba/Pará -1.7297 -48.8719 6 Norte Pará 

12625 Didelphis marsupialis Amazônia Abaetetuba/Pará -1.7297 -48.8719 8 Norte Pará 

12626 Micoureus demerarae Amazônia Abaetetuba/Pará -1.7297 -48.8719 32 Norte Pará 

12628 Didelphis marsupialis Amazônia Abaetetuba/Pará -1.7297 -48.8719 6 Norte Pará 

12630 Philander opossum Amazônia Abaetetuba/Pará -1.7297 -48.8719 4 Norte Pará 

12631 Philander opossum Amazônia Abaetetuba/Pará -1.7297 -48.8719 4 Norte Pará 

12640 Didelphis marsupialis Amazônia Abaetetuba/Pará -1.7297 -48.8719 8 Norte Pará 

12667 Didelphis marsupialis Amazônia Curralinho/Pará -0.5364 -49.1842 8 Norte Pará 

12668 Didelphis marsupialis Amazônia Curralinho/Pará -0.5364 -49.1842 8 Norte Pará 

12964 Didelphis marsupialis Amazônia Curralinho/Pará -0.5364 -49.1842 8 Norte Pará 

FNS258 Canis familiaris Amazônia Abaetetuba/Pará -1.7297 -48.8719 6 Norte Pará 

LBT1812 Rhodnius pictipes Amazônia Belém/Pará -1.3789 -48.4756 8 Norte Pará 

LBT1813 Rhodnius pictipes Amazônia Belém/Pará -1.3789 -48.4756 8 Norte Pará 

LBT918 Canis familiaris Amazônia Abaetetuba/Pará -1.7297 -48.8719 6 Norte Pará 

LBT964 Rhodnius pictipes Amazônia Abaetetuba/Pará -1.7297 -48.8719 4 Norte Pará 

LBT966 Rhodnius pictipes Amazônia Abaetetuba/Pará -1.7297 -48.8719 4 Norte Pará 

LBT967 Rhodnius pictipes Amazônia Abaetetuba/Pará -1.7297 -48.8719 8 Norte Pará 

LBT969 Rhodnius pictipes Amazônia Abaetetuba/Pará -1.7297 -48.8719 8 Norte Pará 

5324 Oecomys sp Pantanal 
Aquidauana/Mato Grosso do 

Sul 
-19.6806 -57.3378 2 Pantanal 

5340 Oecomys sp Pantanal 
Aquidauana/Mato Grosso do 

Sul 
-19.6806 -57.3378 2 Pantanal 

5355 Monodelphis domestica Pantanal 
Aquidauana/Mato Grosso do 

Sul 
-19.1393 -56.7958 2 Pantanal 

FRN46 Oecomys sp Pantanal 
Aquidauana/Mato Grosso do 

Sul 
-19.6806 -57.3378 11 Pantanal 

5666 Gracilinanus agilis Pantanal Corumbá/Mato Grosso do Sul -19.1393 -56.7958 2 Pantanal 

5667 Gracilinanus agilis Pantanal Corumbá/Mato Grosso do Sul -19.1393 -56.7958 2 Pantanal 

5674 Monodelphis domestica Pantanal Corumbá/Mato Grosso do Sul -19.0097 -57.6547 9 Pantanal 
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Código do 

isolado 
Hospedeiro Bioma 

Município/ 

Estado 
Latitude Longitude 

Código da 

população atribuído 

(DAPC) 

População 

A priori 

(Continuação)  

5679 Thylamys macrurus Pantanal Corumbá/Mato Grosso do Sul -19.1393 -56.7958 2 Pantanal 

5698 Gracilinanus sp Pantanal Corumbá/Mato Grosso do Sul -19.1393 -56.7958 2 Pantanal 

7587 Gracilinanus agilis Pantanal Corumbá/Mato Grosso do Sul -19.0097 -57.6547 2 Pantanal 

GM288 Nasua nasua Pantanal Corumbá/Mato Grosso do Sul -19.0097 -57.6547 2 Pantanal 

GM295 Nasua nasua Pantanal Corumbá/Mato Grosso do Sul -19.0097 -57.6547 2 Pantanal 

THY01 Thylamys macrurus Pantanal Corumbá/Mato Grosso do Sul -18.9919 -56.6313 2 Pantanal 

4250 Thrichomys apereoides Caatinga São Raimundo Nonato/Piauí -9.0053 -45.7114 5 Piaui 

4262 Thrichomys apereoides Caatinga São Raimundo Nonato/Piauí -8.4167 -42.3331 5 Piaui 

6183 Didelphis albiventris Caatinga São Raimundo Nonato/Piauí -9.0053 -45.7114 10 Piaui 

FNS1 Triatoma brasiliensis Caatinga João Costa/Piauí -8.5103 -42.4200 5 Piaui 

M1 Didelphis albiventris Caatinga Coronel José Dias/Piauí -8.8250 -42.5064 10 Piaui 

M3 Didelphis albiventris Caatinga Coronel José Dias/Piauí -8.8250 -42.5064 7 Piaui 

645 Didelphis marsupialis Mata Atlântica Teresópolis/Rio de Janeiro -42.9667 -42.9667 11 Mata Atlântica 

762 Didelphis Mata Atlântica Silva Jardim/Rio de Janeiro -22.4117 -42.9667 9 Mata Atlântica 

5563 Nectomys squamipes Mata Atlântica Capitão Andrade/Minas Gerais -19.0700 -41.8633 3 Mata Atlântica  

5565 Didelphis aurita Mata Atlântica Capitão Andrade/Minas Gerais -19.0700 -41.8633 9 Mata Atlântica 

5574 Didelphis aurita Mata Atlântica Capitão Andrade/Minas Gerais -19.0700 -41.8633 9 Mata Atlântica  

BF5 Rhodnius prolixus Mata Atlântica Teresópolis/Rio de Janeiro -42.9667 -42.9667 11 Mata Atlântica  

BP4 Rhodnius prolixus Mata Atlântica Teresópolis/Rio de Janeiro -42.9667 -42.9667 11 Mata Atlântica 

BPT4 Rhodnius prolixus Mata Atlântica Teresópolis/Rio de Janeiro -42.9667 -42.9667 11 Mata Atlântica  

C12 Philander frenatus Mata Atlântica Teresópolis/Rio de Janeiro -42.9667 -42.9667 11 Mata Atlântica  

C45 Philander frenatus Mata Atlântica Teresópolis/Rio de Janeiro -42.9667 -42.9667 11 Mata Atlântica  

C48 Philander frenatus Mata Atlântica Teresópolis/Rio de Janeiro -42.9667 -42.9667 11 Mata Atlântica  

C60 Philander frenatus Mata Atlântica Teresópolis/Rio de Janeiro -42.9667 -42.9667 11 Mata Atlântica  

D7 Didelphis aurita Mata Atlântica Silva Jardim/Rio de Janeiro -22.6592 -42.3831 5 Mata Atlântica  

D8 Didelphis marsupialis Mata Atlântica Silva Jardim/Rio de Janeiro -22.6592 -42.3831 5 Mata Atlântica  

G05 Didelphis sp. Mata Atlântica Silva Jardim/Rio de Janeiro -22.5319 -42.9897 9 Mata Atlântica  

G15 Didelphis marsupialis Mata Atlântica Silva Jardim/Rio de Janeiro -22.5319 -42.9897 9 Mata Atlântica  
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Código do 

isolado 
Hospedeiro Bioma 

Município/ 

Estado 
Latitude Longitude 

Código da 

população atribuído 

(DAPC) 

População 

A priori  

G33 Didelphis marsupialis Mata Atlântica Silva Jardim/Rio de Janeiro -22.5319 -42.9897 5 Mata Atlântica  

G41 Didelphis marsupialis Mata Atlântica Silva Jardim/Rio de Janeiro -22.5319 -42.9897 8 Mata Atlântica  

MLCD44 
Leontopithecus 

chrysomela 
Mata Atlântica Ilhéus/Bahia -15.2694 -39.0666 5 Mata Atlântica  

MLD291 Leontopithecus rosalia Mata Atlântica Silva Jardim/Rio de Janeiro -22.6592 -42.3831 11 Mata Atlântica  

MLD490 Leontopithecus rosalia Mata Atlântica Silva Jardim/Rio de Janeiro -22.6592 -42.3831 11 Mata Atlântica  

MLD524 Leontopithecus rosalia Mata Atlântica Silva Jardim/Rio de Janeiro -22.6592 -42.3831 11 Mata Atlântica  

MLD600 Leontopithecus rosalia Mata Atlântica Silva Jardim/Rio de Janeiro -22.6592 -42.3831 3 Mata Atlântica  

MLD632 Leontopithecus rosalia Mata Atlântica Silva Jardim/Rio de Janeiro -22.6592 -42.3831 11 Mata Atlântica  

MLD714 Leontopithecus rosalia Mata Atlântica Silva Jardim/Rio de Janeiro -22.6592 -42.3831 3 Mata Atlântica  

MLD776c Leontopithecus rosalia Mata Atlântica Silva Jardim/Rio de Janeiro -22.6592 -42.3831 11 Mata Atlântica  

MLD877b Leontopithecus rosalia Mata Atlântica Silva Jardim/Rio de Janeiro -22.6592 -42.3831 3 Mata Atlântica  

7301 Didelphis aurita Mata Atlântica Navegantes/Santa Catarina -26.8989 -48.6558 2 Santa Catarina 

7313 Didelphis aurita Mata Atlântica Navegantes/Santa Catarina -26.8989 -48.6558 2 Santa Catarina 

7344 Olygoryzomys nigripes Mata Atlântica Jaborá/Santa Catarina -27.1703 -51.7375 2 Santa Catarina 

6716 Didelphis marsupialis Amazônia Itupiranga/Pará -5.1733 -49.3656 8 Sul Pará 

6723 Didelphis marsupialis Amazônia Itupiranga/Pará -5.1733 -49.3656 9 Sul Pará 

6737 Didelphis marsupialis Amazônia Itupiranga/Pará -5.1733 -49.3656 8 Sul Pará 

13100 Didelphis marsupialis Amazônia/Cerrado Augustinópolis/Tocantins -5.4683 -47.8894 8 Sul Pará 

13103 Phyllostomus hastatus Amazônia/Cerrado Augustinópolis/Tocantins -5.4683 -47.8894 4 Sul Pará 

10171 Didelphis albiventris Cerrado/Caatinga São Raimundo Nonato/Piauí -9.9667 -45.7167 10 Tocantins 

12903 Gracilinanus sp. Cerrado Dianópolis/Tocantins -11.6278 -46.8208 5 Tocantins 

JFV297 Desmodus rotundus Cerrado Arraias/Tocantins -12.9264 -46.9350 11 Tocantins 

JFV306 Carolia perspicillata Cerrado Arraias/Tocantins -12.9264 -46.9350 11 Tocantins 

JFV307 Phyllostomus albicola Cerrado Arraias/Tocantins -12.9264 -46.9350 11 Tocantins 

JFV313 Phyllostomus hastatus Cerrado Arraias/Tocantins -12.9264 -46.9350 11 Tocantins 

T.sord15 Triatoma sordida Cerrado Posse/Goiás -1.7297 -48.8719 10 Tocantins 
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Objetivo específico 2 - Estudar a diversidade genética e estrutura populacional de isolados de 

T. cruzi TcII originados de mamíferos e vetores de vida livre  de dois fragmentos de Mata 

Atlântica (sudeste e nordeste), Caatinga e Cerrado pela abordagem de MLMT. 

 

 Isolados TcII de T. cruzi  

 Selecionamos 60 isolados silvestres de T. cruzi previamente tipados como Tc2 

(TcII/TcV/TcVI) pelo método de multiplex PCR do gene de miniexon e depositados no crio-

banco institucional ColTryp localizado no Laboratório de Biologia de Tripanosomatídeos, 

Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz. A genotipagem à nível de DTU identificando esses isolados 

como TcII foi feita com combinação dos seguintes marcadores e respectivas técnicas, PCR-

RFLP dos genes HSP60 e GPI e AFLP do gene 24S αDNA (Lewis et al., 2009). O 

sequenciamento de gene GPI foi utilizado em 40 isolados cujo tamanho de banda do marcador 

24S αDNA não foi claro (Llewellyn et al., 2009). Esses isolados são oriundos da Mata 

Atlântica, Caatinga e um isolado do Cerrado. Os isolados da Mata Atlântica são oriundos de 

três estados, Rio de Janeiro (40), Bahia (13), e Santa Catarina (3). De outros estados e biomas 

temos, 7 isolados do Piauí (Caatinga) e 1 do Tocantins (Cerrado). Os dados sobre hospedeiros 

e biomas de origem estão sumarizados na Tab. 2 e Fig. 1.  

 

Tabela 2. Isolados de Trypanosoma cruzi II silvestres avaliados por MLMT, com seus 

hospedeiros, biomas e estados brasileiros de origem . 
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Figura 1. Mapa da localização dos isolados TcII deste estudo com seus respectivos 

hospedeiros, vetores e biomas de origem.  

  

 DNA microssatélites (MLMT) de isolados TcII 

 Os 60 isolados listados foram analisados quanto ao perfil polimórfico de 26 loci de 

DNA microssatélite (Tab. 3). Seguimos a metodologia de Llewellyn et al., 2009b, sob 

supervisão do próprio autor. Após a PCR com os iniciadores específicos para os 26 loci o 

tamanho dos alelos foi determinado utilizando um sequenciador automático de capilaridade 

(AB3730, Applied Biosystems, UK). As análises dos dados de tamanhos de fragmentos 

gerados pelo sequenciados foram feitas no programa GeneMapper. Os loci de microssatélites 

utilizados neste estudo foram definidos em Llewellyn et al., 2009b. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 3. Lista de loci microssatélites nucleares avaliados neste estudo. 
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 Após sequenciamento e análise dos fragmentos, eliminamos 5 loci que, ou 

apresentaram-se monomórficos e portanto sem utilidade para a análise de diversidade ou 

apresentaram falhas de amplificação, os loci retirados da análise são os seguintes: 11863 CA 

VIC, 6855 TA GA NED, 8741 TA VIC, TcUn2 NED e TcUn3 PET. 

 As estimativas de distância genética entre os 60 isolados baseadas nos perfis 

polimórficos de DNA microssatélites (MLMT) foram feitas com o programa MSAT2 sob o 

modelo de infinitos alelos usando DAS (1-proporção de alelos compartilhados em todos os 

loci/n) e utilizadas para construção do cladograma no programa FigTree v1.1.2 (Rambaut 

2008). 

 Para as análises de diversidade e populacionais utilizamos a estimativa de riqueza 

alélica calculada no programa FSTAT 2.9.3.2, sendo os valores de cada população corrigidos 

de acordo com o tamanho da mesma através do método de rarefação de Hurlbert no programa 

MolKin v3.0. Os índices de heterozigosidade e estimativas de subdivisão (FST) pareados das 

populações foram feitas em Arlequin 3.0. O cálculo do índice de fixação (subdivisão) de cada 

população em relação à população total (FST) foi calculado da seguinte forma: FST = 1 – 

média da heterozigosidade esperada na população/ média da heterozigosidade esperada em 

todas as populações.  

 

 

 

 

 



 

 

MATERIAIS E MÉTODOS                                                                                                                                       19 

Objetivo específico 3 - Avaliar a presença de DTUs ainda não descritas T. cruzi circulando 

em animais silvestres em áreas de surto de doença de Chagas no estado do Pará, Amazônia 

brasileira. 

 

 Área de estudo 

 Este estudo foi conduzido com isolados de triatomíneos silvestres e amostras de soro 

de cães de três municípios e respectivas localidades no estado do Pará: Abaetetuba/Ajuaí 

(01º43’24’’ S; 48º52’54’’ W) e Belém/Val-de-Cans (01º27’21’’S; 48º30’16’’W) são 

localizadas na mesorregião nordeste do estado e Monte Alegre/Setor 11 (01°38’20”S; 

54°14’32”W) é localizado na mesorregião do baixo Amazonas (Roque et al., 2013, Xavier et 

al., 2012) (Fig. 2). O clima comum dessas regiões se caracteriza como tropical úmido, com 

chuvas e ventos regulares, e temperatura entre 27°C e 36°C. 

 

 Amostras biológicas 

 Foram caracterizados isolados de T. cruzi derivados de dois triatomíneos da espécie 

Rhodnius pictipes e amostras de DNA de T. cruzi extraído de soro de cinco cães naturalmente 

infectados (Fig. 2). Os dois isolados de T. cruzi, LBT 1458 e LBT 1814 foram obtidos de R. 

pictipes capturados em palmeiras Attalea pharelata, respectivamente nas localidades de Rio 

Ajuaí e Val de Cans, respectivamente nos municípios de Abaetetuba e Belém no estado do 

Pará. A obtenção de isolados de T. cruzi foi através de cultivo do conteúdo intestinal dos 

triatomíneos em meio de cultura bifásico NNN+LIT suplementado com 10% de soro fetal 

bovino. Quando as culturas alcançaram a fase exponencial de crescimento foram submetidas à 

extração de DNA através do método de fenol-clorofórmio e à criopreservação para depósito 

na Coleção de Trypanosoma de Mamíferos Silvestres, Domésticos e Vetores - COLTRYP, da 

Fundação Oswaldo Cruz. 

 A seleção dessas cinco amostras de DNA extraído de soro de cães utilizados neste 

estudo para genotipagem foi baseada na parasitemia patente exibida por esses animais em 

exame à fresco e a infecção por T. cruzi confirmada através de amplificação por PCR da 

região variável do k-DNA (Xavier et al., 2012). A taxa de infecção na microscopia ótica 

visualmente indicava a proporção de 50% de parasitas e 50% de hemácias em cada campo. 

Outro critério para análise dessas amostras foram os sintomas clínicos apresentados por esses 

cães (febre, edema generalizado, esplenomegalia, rigidez abdominal e palidez nas mucosas) 

com subsequente mortalidade de 40% (2/5) (Xavier et al., 2012). O DNA do soro dos cinco 

cães, respectivamente, LBT 1818, LBT 1819, LBT 1820, LBT 1821 e LBT 1822 foi extraído 
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através do método de fenol-clorofórmio, como o usado para extração a partir de cultura, 

somente excluindo-se o pré-tratamento com SDS (Xavier et al., 2012).Os proprietários dos 

cães dos quais obtivemos amostras de soro vivem na zona rural (Sector 11) do município de 

Monte Alegre/PA. A escassa população da área vive de agricultura de subsistência e 

frequentemente usa os cães para caçar. Vale mencionar que os cães estudados eram 

autóctones e nunca se deslocaram para outros municípios.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Localização dos genótipos TcII e híbrido no estado do Pará na região Amazônia e 

distribuição isolados TcII no Brasil. Círculos vermelhos indicam localização de isolados TcII 

em mamíferos e símbolos pretos representam seus respectivos hospedeiros mamíferos e 

vetores. Acima à direita da figura, são destacados os municípios deste estudo no estado do 

Pará. Os dados para distribuição de TcII nos demais biomas brasileiros foram obtidos em 

Lisboa et al., 2000; Pinho et al., 2000; Roque et al., 2008; Xavier et al., 2007; Rocha et al., 

2013 e Herrera et al., 2008). 
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 PCR do gene de Mini-exon 

 Todas as amostras de T. cruzi foram submetidas à etapa inicial de tipagem através da 

técnica de multiplex PCR do gene de miniexon de acordo com o protocolo descrito por 

Fernandes et al.2001, para identificação de três grupos de DTUs de T. cruzi, TcI (200 pares de 

base-pb), Tc2 (TcII/TcV/TcVI – 250 pb), Zimodema 3 (TcIII/TcIV – 150 pb) além de 

discriminar T. rangeli  (100 pb).  

 

 Clonagem biológica de isolado de T. cruzi 

 O isolado LBT 1458 apresentou resultados controversos no ensaio de miniexon, ou 

seja, sob as mesmas condições metodológicas, primeiramente exibiu perfil de infecção misto 

TcI/Tc2, com bandas de 200 e 250 pb e nas demais amplificações esse isolado exibiu somente 

a banda referente a Tc2 (250 pb). Optamos por submetê-lo a clonagem biológica com objetivo 

de verificar a composição de subpopulações e genotipá-las separadamente pela técnica meio 

sólido em placas de Petri (Yeo et al., 2007). Nós selecionamos dez clones para tipagem pelo 

ensaio do gene de miniexon (Fernandes et al., 2001). Obtivemos nessa primeira seleção, três 

clones  TcI e 7 clones Tc2, destes últimos selecionamos dois para completar a genotipagem 

em DTU (TcII, TcV ou TcVI). 

 

 Clonagem molecular do gene de miniexon  

 Produtos de PCR de amostras de soro dos cães (LBT 1819 e LBT 1822) que 

apresentaram infecção mistas por DTUs de T. cruzi pelo ensaio de miniexon foram clonados 

usando o Kit pGEM®T Easy Vector System (Promega, Madison, WI, USA) e seguindo o 

protocolo dos fabricantes. Cada colônia crescida correspondeu a um clone individual 

contendo um inserto (amplicon 200 ou 250 pb) de uma das DTUs. As colônias (clones) foram 

coletadas aleatoriamente e submetidas ao ensaio de miniexon (Fernandes et al., 2001) para 

selecionar os clones com fragmentos de 250 pb correspondente aos genótipos TcII, TcV ou 

TcVI. 

 

 Análise de polimorfismo dos fragmentos de restrição do DNA genômico - RFLP 

para caracterização de DTUs de T. cruzi  

 Os seguintes protocolos para genotipagem de amostras mistas foram adotadas 

dependendo da origem biológica das mesmas: (a) para genotipar os clones do isolado 

LBT1458, nós realizamos RFLP do gene nuclear 1f8 após digestão pela enzima Alw21I, 

protocolo que distingue as DTUs TcII das DTUs híbridas TcV e TcVI (Rozas et al., 2007) e 
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(b) RFLP do gene gp72 pela enzima TaqI foi testado como protocolo confirmatório que 

apresenta perfis distintos para as DTUs TcII, TcV e TcVI (Rozas et al., 2007). Contudo, este 

protocol não permitiu a caracterização dos clones selecionados do LBT 1458, clone 5 e 7. 

Para genotipagem do isolado LBT 1814 e da amostra de soro de cão LBT 1822 foi utilizado o 

protocolo de PCR-RFLP do gene Histona 3/enzima AluI que distingue TcII das DTUs 

híbridas TcV e TcVI sem sobreposição de fragmentos (Westenberger et al., 2005; Rocha et 

al., 2013). Cada reação incluiu controles negative e positivos representativo das DTUs. Os 

resultados da PCR e RFLP foram visualizados em gel de agarose 3% corado com brometo de 

etídio sob luz UV.  

 

 Sequenciamento dos genes de Miniexon e gp72 de T. cruzi 

 Gene de Mini-exon 

 Foi sequenciado o fragmento de 250 pb amplificado da região do Miniexon da amostra 

de DNA de soro de cão LBT 1822. A sequência foi comparada com sequências depositadas 

no GenBank para identificação da DTU de T. cruzi presente nesta amostra. Este fragmento foi 

obtido a partir de clonagem molecular da amplificação pelo ensaio de multiplex PCR do gene 

de miniexon. Os iniciadores usados para sequenciamento foram os específicos para a região 

de 250 pb (Fernandes et al., 2001). 

 Gene glicoproteína 72 (gene gp72) 

 Para tentar entender o distinto perfil exibido pelo protocolo de RFLP do gene 

gp72/TaqI nos clones 5 e 7 do isolado LBT 1458 nós ampliamos o estudo testando este 

protocolo em vinte isolados depositados na ColTryp, previamente identificados como TcII 

pela combinação de PCR-RFLP dos genes HSP60 e GPI e AFLP do gene 24S αDNA (Lewis 

et al., 2009) além do sequenciamento de gene GPI (Llewellyn et al., 2009b). Foram 

sequenciados os dois clones do isolado LBT 1458 além de cinco isolados TcII com padrão 

RFLP do gp72 igual ao descrito por Rozas et al., 2007 para isolados TcII e cinco isolados 

TcII exibindo padrão distinto como os clones LBT 1458 (Tab. 4). As análises deste locus 

também permitiram verificar a possível concordância destes diferentes perfis no agrupamento 

dos isolados. Os amplicons de 1290 bp foram purificados usando o kit de purificação 

comercial Illustra GFX PCR DNA and Gel Band (GE Healthcare Life Sciences,Little 

Chalfont, Buckinghamshire, UK) e submetidos à reação de sequenciamento com o Kit Big 

Dye Terminator v 3.1 (Applied Biosystems, Foster City,California, USA). Os produtos foram 

sequenciados em um sequenciador automático Sequencer 3100 (Applied Biosystems) da 
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Plataforma de sequenciamento institucional da Fiocruz, usando os mesmos primers da 

amplificação (Rozas et al., 2007). 

 

Tabela 4. Isolados Trypanosoma cruzi II submetidos ao sequenciamento do gene gp72, seus 

hospedeiros de origem, município, estado e bioma de origem 

 

a
 RJ - Rio de Janeiro; BA - Bahia; PI - Piauí; PA - Pará; MG - Minas Gerais; 

A – de acordo com perfil descrito por Rozas et al (2007); B – perfil distinto. 

 

 Análise de sequências  

 A edição de sequências, alinhamento e construção de árvore filogenética foram 

realizados usando os softwares Chromas v. 1.45 (School of Health Sciences, Griffith 

University, Queensland, Australia) e Mega v 5.1 (Tamura et al., 2011). Foram usados o 

modelo Kimura-2-parametros e o método estatístico para reconstrução filogenética Neighbor-

joining. O nível de confiança representado pelos valores de bootstrap foi atingidos a partir de 

Isolados T. 

cruzi II  

Espécies de 

Hospedeiros  

Município-Estado
a
/ 

Bioma 

Perfil PCR-

RFLP do gp72 

gene 
b
 

Número de acesso 

no GenBank  

MLD 564b 
Leontopithecus 

rosalia 

Silva Jardim-RJ/ Mata 

Atlântica 
A KJ402453 

MLD 832 
Leontopithecus 

rosalia 

Silva Jardim-RJ/  Mata 

Atlântica 
A KJ402451 

MLD 840 
Leontopithecus 

rosalia 

Silva Jardim-RJ/ Mata 

Atlântica 
A KJ402452 

MLCD 92 
Leontopithecus 

chrysomelas 

Una-BA/ Mata 

Atlântica 
A KJ402448 

JCA3 
Triatoma 

brasiliensis 

João Costa-PI/ 

Caatinga 
A KJ402446 

LBT 1458 

clone 5 
Rhodnius pictipes 

Abaetetuba-PA/ 

Amazônia 
B KJ402454 

LBT 1458 

clone 7 
Rhodnius pictipes 

Abaetetuba-PA/ 

Amazônia 
B KJ402455 

MLD 594b 
Leontopithecus 

rosalia 

Silva Jardim-RJ/ Mata 

Atlântica 
B KJ402450 

CD 621 Canis familiaris 
São Roque de Minas-

MG/ Cerrado 
B KJ402444 

CD 640 Canis familiaris 
São Roque de Minas-

MG/ Cerrado 
B KJ402445 

MLD 1025 
Leontopithecus 

rosalia 

Silva Jardim-RJ/ Mata 

Atlântica 
B KJ402449 

MLCD 82 
Leontopithecus 

chrysomelas 

Una-BA/ Mata 

Atlântica 
B KJ402447 
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1.000 pseudo-árvores. Foram incluídas nas análises de reconstrução filogenética como grupo 

externo, três sequências TcI do GenBank (Tab. 4) 
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Resultados 
 

Objetivo específico 1 - Estudar a diversidade genética e estrutura populacional de isolados de 

T. cruzi TcI de cinco diferentes biomas brasileiros usando a abordagem de Multilocus 

Microsatellite Typing (MLMT). Avaliar a existência de troca genética entre esses isolados 

através da comparação de reconstrução filogenética a partir dos genomas nuclear e 

mitocondrial. 

 

 Os loci de microssatélites nucleares demonstraram alta diversidade genética entre os 

107 isolados TcI estudados. A fim de comparação, os isolados foram agrupados a priori de 

acordo com ambas, origem geográfica e por bioma (Fig. 3). A partir desse agrupamento, 11 

populações foram definidas. Os dados de cada isolado estão representados na Tab. 1 e 

parâmetros de genética populacional associados a essas onze populações estão expostos na 

Tab. 5. O cálculo de riqueza alélica (Ar) se deu após correção por tamanho de amostras. 

Valores de Ar é mais alta entre isolados das populações PARÁ NORTE e PARÁ SUL no 

leste da Amazônia (Ar = 2.027 e 2.134), bem como nos isolados da Mata Atlântica (Ar = 

2.010) e Tocantins, no bioma Cerrado (Ar = 1.959). Enquanto Ar é uma medida útil da 

diversidade genética dentro da população, a diversidade estruturada dentro de uma população 

também foi calculada pela média pareada de alelos compartilhados (DAS) entre genótipos 

MLMT (MLGs) em cada população (Tab. 5). Em resumo, a subestruturação da diversidade 

genética entre algumas populações parece consideravelmente maior do que em outras. A 

média pareada dos valores de DAS e seus desvios padrões parecem refletir este fenômeno 

(Tab. 5). Diversas populações com elevados desvios padrões (por exemplo, Mata Atlântica – 

0.369 ± 0.199, Tocantins - 0.362 ± 0.221) provavelmente possuem sub-agrupamentos intra-

população. Em contraste, a diversidade genética é uniformemente distribuída entre isolados 

dentro das populações com baixos desvios padrões sobre as médias DAS (PARÁ NORTE - 

0.445 ± 0.082, PARÁ SUL - 0.416 ± 0.053). A heterozigosidade observada variou 

consideravelmente entre as populações. Contudo, em populações com número de indivíduos 

N>10 a interpretação é mais passível de ser significativa, valores positivos de FIS 

prevaleceram, e por inferência o déficit de heterozigosidade comparado às expectativas de 

Hardy-Weinberg. O agrupamento de amostras baseado na distância genética nuclear pareada 

fornece compreensão dentro dos padrões idiossincráticos de diversidade genética observada 

nas populações. A presença de genótipos pertencentes a diferentes biomas em um mesmo 

clado ocorreu em múltiplos agrupamentos. Este fenômeno é melhor representado pela 
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composição das barras adjacentes aos agrupamentos plotados em escala multidimensional na 

Fig.3. Isolados da Mata Atlântica e Tocantins agruparam entre grupos múltiplos e divergentes. 

Entretanto TcI das populações PARÁ NORTE PARÁ SUL e Ceará se agrupam nos mesmos 

clados ou em clados intimamente relacionados (Fig. 3). Os demais grupos representam 

situações intermediárias entre esses dois extremos. Dado o intenso grau de mistura de 

genótipos e substrutura em várias populações nós decidimos não calcular os índices de 

desequilíbrio de ligação específico de cada população. É sabido que a substrutura em uma 

população infla tais medidas e aumenta a probabilidade de erro do tipo 1 (Maynard Smith et 

al., 1993). Em vez disso, nós optamos em avaliar a congruência entre genoma nuclear e 

mitocondrial ou o diferencial agrupamento como evidência de eventos raros de intercâmbio 

genético. Para tais comparações nós incorporamos dados previamente publicados de DNA 

nuclear e DNA mitochondrial em nosso conjunto de dados (Messenger et al., 2011). A Fig. 4 

mostra as árvores resultantes e o único recombinante que detectamos entre os 14 clones 

testados foi um clone do isolado LBT 6824, isolado de Didelphis albiventris da Caatinga, 

apresentando um genoma mitocondrial similar aos isolados da Amazônia. A direção 

hipotética do evento de introgressão (acceptor e doador) é detalhado no mapa desta figura. A 

inclusão de perfis microssatélites nucleares de isolados de outros países ao longo das 

Américas na Fig. 4 foi útil como referência para a diversidade apresentada pelos isolados 

brasileiros deste estudo. A disversidade apresentada por nossos isolados TcI foi amplamente 

maior e incluiu as toda a diversidade de TcI conhecida na América do Sul abaixo da linha do 

Equador. Mais notavelmente, isolados pertencentes ao agrupamento 11 na Fig. 3 forma um 

novo clado e que difere toda diversidade de TcI conhecida nas Américas. Este grupo foi 

homogêneo em termos genéticos e foi composto por 19 isolados de três biomas, Mata 

Atlântica (13 isolados), Cerrado (4 isolados) e Pantanal (2 isolados). Os isolados da Mata 

Atlântica foram originados de 3 Rhodnius prolixus, 5 Leontopithecus rosalia, 1 Didelphis 

aurita e 4 Philander opossum. O Pantanal foi representado neste clado por isolados do roedor 

Oecomys sp. O Cerrado foi representado exclusivamente por isolados de quirópteros de 4 

espécies diferentes. Devido ao caráter distinto deste clado e a presença de isolados de 

quirópteros o sequenciamento do gene GPI de todos os isolados do foi realizado para 

confirmá-los como pertencentes a DTU I. As sequências do gene GPI deste grupo o confirma 

como TcI sem nenhuma afinidade com TcBAT (dados não demonstrados).  
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Figura 3. Mapa, dendrograma e plotagem multidimensional retratando o agrupamento dos 

107 isolados de Trypanosoma cruzi I por bioma e área geográfica. 

Esquerda: árvore neighbour joining não enraizada da distância par-a-par baseado na medida inversa de 

alelos compartilhados (DAS) entre os isolados. Ramos coloridos correspondem a origem geográfica dos 

isolados como mostrado no mapa. Valores de bootstrap indicam porcentagem da estabilidade 

topológica mostrada a partir de 1000 replicatas. Direita ao alto: mapa mostrando a distribuição de 

isolados pelos biomas brasileiros. Abaixo à direita mostra a distribuição de isolados e identidade 

genética entre isolados da Mata Atlântica. Números na figura correspondem a populações definidas na 

plotagem multidimensional mostrada abaixo. Direita abaixo: plotagem multidimensional mostrando os 

resultados de uma análise discriminante de principais componentes. Onze grupos foram definidos via 

K-medidas agrupando (10
9
 repetições, 17 PCs (80% de variação) no valor ótimo para a curva do 

critério de informação Bayesiano (não demonstrado). Elipses azuis representam grupos de isolados. 

Barras verticais próximas a cada agrupamento indicam a origem geográfica dos isolados que eles 

contêm e corresponde ao agrupamento do isolado no mapa. Comprimento das barras é proporcional ao 

número de isolados. 

 

 

 
 



 

 

RESULTADOS                                                                                                                                                          28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Comparação do agrupamento das filogenias nuclear e mitocondrial entre isolados 

Trypanasoma cruzi I do Brasil revelando troca genética. 

Filogenia nuclear (esquerda) é baseada na distância genética par-a-par (DAS) calculada a partir de 19 

microsatellite loci agrupados via neighbour-joining. Bootstraps indicam estabilidade topológica 

baseada em 10.000 replicatas. Ramos coloridos indicam origem dos isolados. Ramos pretos 

correspondem aos isolados do Brasil. Códigos roxos indicam isolados do estado do Pará analisados em 

um estudo prévio (Llewellyn et al., 2009). Filogenia mitocondrial (direita), consenso da topologia 

Bayesiana é exibida. Análise de probabilidade Bayesiana posterior (Bayesian posterior probability 

analysis-BPP) foi realizada usando MrBAYES v3.1. Cinco analyses independentes foram processadas 

usando um árvore inicial aleatória com três cadeias quentes e uma cadeia fria sobre 10 milhões de 

gerações com amostragem a cada 10 simulações (25% burn-in). Valores decimais (segundo número) 

nos nós indicados de probabilidades Bayesiana para agrupar. Primeiros numerous indicam 

porcentagem de bootstrap da Máxima Verossimilhança (ML) suportada pela topologia dos clados, que 

foi estimado a partir dos dados de 1000 replicatas. Ramos coloridos indicam origem dos isolados. 

Isolados que demonstram clara incongruência entre genótipo nuclear e mitocondrial são marcados. O 

evento de introgressão nesse conjunto de dados é indicado por setas pretas, em que 6824 é um clone 

recombinante. A origem geográfica do doador e do aceptor da mitocôndria é mostrado no mapa, acima 

à direita.  
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Tabela 4. Parâmetros de genética populacional das nove populações de Trypanosoma cruzi I 

dos cinco biomas brasileiros. 

População N Ar ± SE DAS ± SD % PL HE
c
 % PL Hd

d
 FIS ± SE

e
 

Ceará 14 1.746 ± 0.121 

0.290 ± 0.131 
0 0 0.020 ± 0.012 

Goáis 4 1.734 ± 0.101 

0.136 ± 0.067 
0 0 -0.526 ± 0.032 

Pará Norte 28 2.134 ± 0.143 

0.445 ± 0.082 
0 19.2 0.147 ± 0.008 

Pará Sul 5 2.027 ± 0.152 

0.416 ± 0.053 
0 0 0.250 ± 0.019 

Pantanal 13 1.698 ± 0.121 

0.219 ± 0.197 
26.3 5.2 0.068 ± 0.029 

Piauí 6 1.930 ± 0.140 

0.357 ± 0.188 
0 0 0.080 ± 0.023 

Mata Atlântica t 27 2.010 ± 0.133 

0.369 ± 0.199 
33.3 33.3 0.077 ± 0.015 

Santa Catarina 3 1.412 ± 0.098 

0.057 ± 0.020 
0 0 -0.740 ± 0.033 

Tocantins 7 1.959 ± 0.133 

0.362 ± 0.221 
14.2 0 0.180 ± 0.025 

 

N = Número de isolados na população. 

Ar = Riqueza alélica como uma média dos  loci ± erro padrão, calculado em FSTAT  

DAS – Média pareada inversa de alelos compartilhados entre amostras ± desvio padrão, calculado em 

MICROSAT  

c
Proporção de loci demonstrando excesso de heterozigosidade significante depois de correção sequencial de 

Bonferroni. Calculado em ARLEQUIN v3.1 

d
Proporção de loci demonstrando um significativodeficit em heterozigosidade depois de correção sequencial de 

Bonferroni. Calculado em ARLEQUIN v3.1 

e
Média FIS sobre os loci ± erro padrão,  calculado em FSTAT 
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Objetivo específico 2-Estudar a diversidade genética e estrutura populacional de 

isolados de T. cruzi TcII oriundos de primatas de dois fragmentos de Mata Atlântica 

(sudeste e nordeste), e de outros mamíferos da Caatinga e Cerrado também pela 

abordagem de MLMT. 

 

 Composição de subpopulações 

 

 Sendo o T. cruzi um parasita diplóide, cada gene, ou região gênica são representados 

nos dois cromossomos homólogos. Esses genes ou regiões gênicas podem ser idênticos, no 

caso de um locus homozigoto, ou com polimorfismo entre as cópias caracterizando um locus 

heterozigoto. Os fragmentos amplificados de microssatélites após o sequenciamento são 

visualizados como picos, e quando estes picos são únicos se caracteriza um locus homozigoto, 

ou seja os dois alelos são idênticos. A presença de dois picos pode indicar que o locus é 

heterozigoto ou que se trata de duas subpopulações homozigotas no mesmo isolado, pois 

utilizamos isolados originais e não clones. A presença de mais que dois picos indica 

necessariamente que dado isolado é composto por mais que uma subpopulação. Dos 60 

isolados analisados, 36 apresentaram mais que dois fragmentos em até 7 loci e 24 

apresentaram até 2 picos. Portanto a maioria dos isolados TcII analisados são compostos de 

mais que uma população. Esse parâmetro de pluralidade de população foi analisado 

confrontando com a origem dos isolados e localidade, e não houve associação entre os dois 

perfis de composição populacional, mista ou clonal, com hospedeiros ou localidades.  

 

 Análise filogenética 

 No cladograma da Figura 5 observa-se que os isolados TcII são diversos 

geneticamente, e cada isolado exibiu um genótipo TcII distinto (60 genótipos em 60 isolados). 

O grau de distância genética foi variável entre os componentes do mesmo clado. De acordo 

com o cladograma, foram identificados 9 clados ou grupos de genótipos que compartilham 

mais alelos entre si comparado com os isolados de outros clados. Esses clados foram a base 

das análises populacionais.  

 Os isolados da Reserva Biológica de Poço das Antas, no Rio de Janeiro, marcados 

com a cor vermelha, se gruparam em 4 subpopulações diferentes denomionadas, Poço1, Poço 

2, Poço 3 e Poço 4, os isolados do Piauí se dividiram em duas subpopulações, Piauí 1 e Piauí 

2, os isolados da Reserva Biológica de Una na Bahia, se subdiviram em 2 subpopulações, Una 

1 e Una 2, e por fim a subpopulação de Santa Catarina compondo o nono grupo. O clado Piauí 
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2 englobou o único isolado (em azul escuro) do Cerrado no estado do Tocantins, além de um 

isolado do Rio de Janeiro de Philander opossum (Fig. 5). O número de isolados de cada 

população ou clado está sumarizado na Tab. 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Reconstrução filogenética baseada na distância genética entre os 60 isolados TcII 

na abordagem de análise multilocus de DNA microssatélite. 

Árvore Neighbour-Joining do índice de distância genética DAS. Ramos vermelhos representam 

isolados do Rio de Janeiro; ramos azuis representam isolados da Bahia; ramos verdes representam 

isolados do Piauí; ramos amarelos representam isolados de Santa Catarina e ramo azul-escuro 

representa isolado de Tocantins. 
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Tabela 5. Parâmetros de genética populacional das nove populações silvestres de TcII  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

População N Genótipos Ar ± SE*  HO
#
 HE

#
 FST

##
 

Poço das Antas 1 4 4    2,260 ± 0,146  0,655 0,592 0,184 

Poço das Antas 2 6 6    2,505 ± 0,160  0,660 0,635 0,125 

Poço das Antas 3 9 9    2,823 ± 0,260  0,577 0,630 0,131 

Poço das Antas 4 15 15    2,760 ± 0,231  0,613 0,602 0,169 

Una 1 9 9    2,147 ± 0,175  0,439 0,495 0,231 

Una 2 4 4    2,464 ± 0,225  0,636 0,633 0,127 

Piauí 1 6 6    1,826 ± 0,099  0,770 0,532 0,266 

Piauí 2 4 4    2,300 ± 0,168  0,583 0,618 0,148 

Santa Catarina 3 3    1,850 ± 0,117  0,558 0,564 0,221 

   N: número de isolados; 

*Riqueza alélica, corrigida pelo método de rarefação de Hurlbert e erro padrão (SE); 

   #Média de heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) por todos os loci; 

   ## índice de fixação,  medida de diferenciação (estrutura) populacional. 
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Tabela 6. Medidas de diferenciação FST par a par entre as subpopulações silvestres de TcII 

da Caatinga e Mata Atlântica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 O comportamento social em grupos das espécies L. rosalia e L. chrysomelas foram 

avaliadas quanto a composição de genótipos ou a dispersão dos mesmos. Na Fig. 5 são 

plotados símbolos representando os diferentes grupos sociais aos quais pertencem esses 

primatas. Como o objetivo foi analisar a correlação entre grupo social e proximidade genética, 

só foram representados os grupos sociais com mais de um representante (isolado) nessa 

amostragem. Em relação aos micos de Una, podemos observar que dos quatro grupos sociais 

plotados, três apresentaram genótipos pertencentes aos dois clados de Una, em apenas um 

grupo social houve congruência entre convivência dos hospedeiros e similaridade genética 

dos seus isolados. O mesmo fenômeno foi verificado nas populações de Poço das Antas, em 

que dos quatro grupos sociais discriminados, apenas um teve genótipo exclusivo de um 

mesmo clado.  

 

 Análises populacionais 

 Índice de diversidade de isolados de T. cruzi DTU II 

 A riqueza de alelos foi a medida de diversidade genética utilizada neste trabalho e os 

maiores níveis foram observados no conjunto de populações de T cruzi TcII de Poço das 

Antas (n=4) (Tab. 6). Considerando a média das subpopulações, Una foi a segunda localidade 

com os maiores índices de riqueza alélica (2,305), seguida do Piauí (2,063). As subpopulações 

de T. cruzi DTU II com menores índices de diversidade alélica foram obtidas de triatomíneos, 
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Triatoma brasiliensis na subpopulação Piauí 1 (0,1826) e T. tibiamaculata da subpopulação 

Santa Catarina (0,1850) (Tab. 6). 

 

 Estrutura populacional de isolados silvestres de T. cruzi II  

  O índice de diferenciação populacional (FST) reflete a estruturação populacional e 

todas as subpopulações analisadas de TcII estiveram na faixa entre moderada e alta 

estruturação populacional. As quatro subpopulações de Poço das Antas apresentaram índices 

de moderada estruturação, entre 0,125 e 0,184. No entanto, as populações do Piauí (Piauí 1 e 

2) e de Una (Una 1 e 2), apresentaram-se com distintos padrões de estruturação. Piauí 1 

apresentou índice de 0,266, o mais alto dentre todas as subpopulações, ou seja, é altamente 

estruturada, em contrapartida, Piauí 2 apresentou índice moderado de estruturação (0,148) Em 

Una os valores de FST das duas subpopulações foram 0,231 em Una 1 e 0,148 em Una 2 

(Tab. 6).  

 O índice de fixação (FST) par a par entre as subpopulações utilizado como um 

indicador de associação entre distância genética e distância geográfica, foi concordante entre 

as subpopulações do Rio de Janeiro (Poço1 a 4) e do Sul (Santa Catarina). No entanto não 

houve correspondência entre distância geográfica e distância genética entre subpopulações do 

Piauí e da Bahia, pois observou-se índices mais altos de distância genética em subpopulações 

da mesma localidade comparado aos índices entre subpopulações de regiões diferentes 

(nordeste/sudeste) (Tab. 7).  
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Objetivo específico 3 - Avaliar a dispersão das DTU de T. cruzi II e híbridas (V/VI) na 

Amazônia, bioma brasileiro ainda sem registro de sua ocorrência 

 

 T. cruzi II e híbrido (V ou VI) na região amazônica 

 A genotipagem das amostras de T. cruzi deste estudo é mostrada nas Tab. 8 e Fig. 6, 

demonstrando a ocorrência dos genótipos TcII e híbrido (TcV ou TcVI) na região amazônica, 

respectivamente em dois exemplares de Rhodnius pictipes (LBT 1458 e LBT 1814) e um cão 

(Fig. 6C, 6D e Tab. 4). Este é o primeiro registro destes genótipos no bioma Amazônico. 

Essas três amostras ocorreram em infecção mista com TcI como mostrou o ensaio de 

miniexon (Fig. 6). Entre a inerente dificuldade em detectar e caracterizar infecções mistas está 

à pressão seletiva exercida pelos meios de isolamento e cultivo em laboratório. Este fato foi 

observado no isolado LBT 1458 que em uma primeira amplificação do gene de miniexon 

apresentou perfil misto TcI e Tc2 (dados não demonstrados) e em subsequentes amplificações 

de uma nova extração de DNA desse isolados, este passou a exibir um perfil único Tc2 (Fig 

6B). No entanto, clones TcI (dados não demonstrados) além de clones TcII (Fig. 6C) foram 

obtidos após clonagem biológica desse isolado.  

 A identificação da DTU TcII no isolado misto LBT 1814 foi possível usando o 

protocolo de RFLP do gene Histona 3 com a enzima AluI (Fig. 6D).  

 A análise da sequência nucleotídica do fragmento de 250 pb do gene de miniexon da 

amostra de DNA de soro do cão LBT 1822 submetida ao BLAST no site NCBI mostrou 

100% de cobertura e 99% de identidade com três cepas híbridas de referência (TcV- SC43 e 

MN; TcVI - CL Brener). Somente de 20 a 40% de cobertura com 100% de similaridade foi 

observada com cinco cepas TcII. Contudo uma única cepa TcII (Tu18) apresentou a mesma 

cobertura e identidade das três cepas híbridas. O perfil exibido pelo protocolo de RFLP do 

gene H3 com a enzima AluI confirmou o genótipo híbrido (TcV ou TcVI) na amostra LBT 

1822 (dados não demonstrados). 
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Figura 6. Genotipagem de isolados de Trypanosoma cruzi e DNA de T. cruzi de amostras de 

soro do bioma Amazônico. 

(A) Ensaio de miniexon, PCR da região intergênica não transcrita do gene de miniexon (SL-RNA) de 

DNA de T. cruzi a partir de soro de cães do município de Monte Alegre, amostras: 1- cão LBT 1818, 

2- cão LBT 1819, 3- cão LBT 1820, 4- cão LBT 1821, 5- cão LBT 1822 (B) Ensaio de miniexon de 

isolados de Rhodnius pictipes, amostras: 1- LBT 1458, 2- LBT 1814 (C) Genotipagem de T. cruzi por 

PCR-RFLP do gene 1f8 gene/ enzima de restrição Alw21I dos clones 5 e 7 do isolado LBT 1458, 

amostras: 1- LBT 1458 clone 5, 2- LBT 1458 clone 7 (D) Genotipagem de T. cruzi por PCR-RFLP do 

gene Histona 3/enzima de restrição AluI do isolado LBT 1814, amostra1-  LBT 1814 . As DTUs de T. 

cruzi, T. rangeli e controles negativos são diretamente indicados na figura. Gel de agarose a 3%, 

corado com brometo de etídio. 
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Diversidade do locus gp72 

 O locus gp 72 se mostrou polimórfico entre os isolados TcII testados. Os 12 isolados 

exibiram 8 diferentes sequências. A topologia da árvore neighbor-joining gerada mostra a 

falta de correlação entre os isolados TcII, considerando as distâncias geográficas e genéticas 

(Tab. 4, Fig. 7). Os 5 isolados de Reserva Biológica de Poço das Antas-RBPA (prefixo MLD) 

exibiram 4 diferentes sequências. O inverso ocorreu entre os isolados de diferentes biomas, 

pois sequências idênticas foram observadas entre os isolados de cães do Cerrado (CD 621 e 

CD 640) e os 2 clones do isolados LBT1458 da Amazônia (Fig. 7). Os dois distintos perfis no 

RFLP da gp72 foram devido a um SNP (single nucleotide polymorphism) em um dos sítios de 

restrição pela enzima TaqI. Isolados com mutação de uma timina para uma guanina não 

sofreram digestão em um dos sítios exibindo assim um perfil distinto dos demais isolados. 

 

 

Figura 7. Relações filogenéticas a partir do gene gp 72 entre 12 isolados silvestres de 

Trypanosoma cruzi e clones TcII.  

A árvore foi construída sob método neighbour-joining baseado em Kimura-2-parâmetros. Valores de 

bootstrap são demonstrados acima dos maiores clados. As amostras com prefix MLD são de 

Leontopithecus rosalia da Reserva Biológica de Poço das Antas na Mata Atlântica do estado do Rio de 

Janeiro, as amostras com prefix MLCD são de Leontopithecus chrysomelas da Reserva Biológica de 

Una na Mata Atlântica do estado da Bahia, as amostras com prefixo CD são de cães do Cerrado no 

estado de Minas Gerais, os isolados com prefixo LBT são de Rhodnius pictipes da Amazônia e o 

isolado JCA3 é de Triatoma brasiliensis do estado do Piauí na Caatinga. 

*sequências de cepas TcI do GenBank publicadas por Flores-Lópes et al., 2011. 

 

 

Tabela 7. Caracterização molecular de Trypanosoma cruzi de hospedeiros naturalmente 

infectados do estado do Pará, Brasil.  
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(-) não realizado;
 

a
 Amostras de soro positiva para K-DNA de Trypanosoma cruzi (Xavier et al. 2012);  

b
 Ensaio de miniexon de acordo com protocol de Fernandes et al (2001); 

c
 PCR-RFLP do gene 1f8 de acordo com protocol de Rozas et al (2007); 

d
 PCR-RFLP do gene histona 3 de acordo com protocolo de Westenberger et al. (2005); 

e
 Sequência do fragment de 250bp do gene de miniexon. Número de acesso no GenBank KJ402456. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amostras de T. cruzi 

( material biológico) 

Espécie de 

hospedeiro 
Município 

Ensaio de 

Mini-exon 
b
 

Outros 

protocolos de 

genotipagem  

Caracterização 

de T. cruzi  

LBT 1458 (isolado) 
Rhodnius 

pictipes 
Abaetetuba 

TcI e 

TcII/V/VI 
- TcI e TcII 

LBT 1458 (clone 5)  Abaetetuba TcII-V-VI Gene 1f8
c
 TcII 

LBT 1458 (clone 7)  Abaetetuba TcII-V-VI Gene 1f8
c
 TcII 

LBT 1814 (isolate) 
Rhodnius 

pictipes 
Belém 

TcI e 

TcII/V/VI 
Gene Histona 3

d
 TcI e TcII 

LBT 1818
a
(DNA) 

Canis 

familiaris 
Monte Alegre TcI - TcI 

LBT 1819
a 
(DNA) 

Canis 

familiaris 
Monte Alegre 

TcI e 

TcII/V/VI 
- 

TcI e 

TcII/TcV/TcVI 

LBT 1820
a 
(DNA) 

Canis 

familiaris 
Monte Alegre TcI - TcI 

LBT 182
a 
(DNA) 

Canis 

familiaris 
Monte Alegre TcI - TcI 

LBT 1822
a 
(DNA) 

Canis 

familiaris 
Monte Alegre 

TcI e 

TcII/V/VI 

Gene Histona 3 
d
 

e sequenciamento 

do gene de 

miniexon 
e
  

TcI e TcV/TcVI 
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Discussão  
 

 A diversidade genética do genótipo TcI no Brasil é claramente maior além de incluir 

toda a diversidade conhecida do genótipo em outros países da América do Sul, América 

Central e do Norte como demonstrado na Fig 4. Além da mais ampla diversidade observada 

nesse painel de isolados TcI brasileiros, um novo clado correspondendo a população 11 se 

destaca de toda diversidade de TcI até então conhecida Fig. 3. Este novo clado é composto de 

19 isolados entre eles, quatro isolados de morcegos, o que nos levou a suspeitar que poderia 

pertencer a TcBat, uma DTU recentemente descrita com afinidades com TcI e originariamente 

isolada da ordem Chiroptera no estado de São Paulo, mas agora reconhecida como mais 

dispersa (Marcili et al., 2009; Ramirez et al., 2013). Contudo, a comparação de sequências do 

gene GPI desses isolados e de isolados Tcbat, rejeitou essa hipótese (dados não 

demonstrados). É interessante destacar que esse novo clado é composto de isolados originados 

de oito espécies diferentes de hospedeiros e uma de vetor, de três diferentes biomas, Mata 

Atlântica, Cerrado e Pantanal, o que indica que este é um grupo de genótipos tem uma ampla 

distribuição no meio silvestre. Portanto, a diversidade de TcI observada neste estudo é 

provavelmente consequência da maior diversidade de espécies hospedeiras silvestres e 

ambientes analisados em relação aos estudos anteriores (Llewellyn et al., 2009b; Ocaña-

Mayorga et al., 2010; Segovia et al., 2013). No entanto, mesmo nosso estudo tendo amostrado 

um grande número de ambientes, a amostragem é pontual e provavelmente não inclui o 

universo de diversidade de TcI. 

 Todos os demais isolados brasileiros analisados mantêm-se agrupados em um grande 

clado diversificado, que inclui isolados da Bolívia e Argentina, mas que se mantêm distinto de 

isolados ao Norte da bacia Amazônica (Venezuela, América do Norte e Central) (Fig. 4). Essa 

distribuição coincide com a origem geográfica desses isolados acima ou abaixo da Equador. 

Os dados disponíveis na literatura sugerem que troca genética é um fenômeno comum entre 

isolados TcI na meio silvestre (Carrasco et al., 1996; Ramírez et al., 2012; Ocaña-Mayorga et 

al., 2010), e também possível em laboratório (Gaunt et al., 2003). Uma consistente 

característica em eventos de trocas genética é a herança uniparental de DNA mitocondrial. Ao 

nível populacional, bem como entre DTU’s, esses eventos conduzem a claros exemplos de 

introgressão mitocondrial (Ramírez et al., 2012). Deste modo um par de isolados pode ser 

altamente similar a nível nuclear, mas pode não apresentar similaridade entre seus genomas 

mitocondriais. Nós identificamos um desses híbridos entre os clones analisados do isolado 

LBCE 6824 (Fig. 4). Em uma recente revisão, foi proposto que diferentes pressões evolutivas 
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e relógios moleculares entre regiões nucleares não codificantes como DNA microssatélites e 

DNA mitocondrial codificante, ao invés de troca genética, poderiam explicar tais sinais de 

introgressão (Tibayrenc & Ayala 2013). Contudo, tal hipótese requer uma situação em que 

dois ou mais genótipos nucleares idênticos ou quase idênticos (por exemplo LBCE 6824 e 

LBCE 9667) sofram diferentes pressões evolutivas radicais em seus genomas mitocondriais, o 

que não foi observado. O genoma mitocondrial dos demais clones acompanhou o 

agrupamento do genoma nuclear com a exceção do clone LBCE 6824 mencionado. Um outro 

fato é que esse padrão de introgressão foi o mesmo obesrvado com os híbridos em laboratório 

(Gaunt et al., 2003), e entre DTUs no meio silvestre (TcI/TcIV) (Roellig et al., 2013), 

portanto, recombinação é a única razoável explicação para o fenômeno observado. 

 De particular interesse em nosso estudo foi a distribuição e estrutura da diversidade 

genética dos isolados dentro e entre biomas. Os isolados da Amazônia no nordeste do estado 

do Pará apresentaram alta diversidade e se mantiveram agrupados entre si, não havendo 

dispersão de seus genótipos em outros clados (Fig 3). Os demais biomas apresentaram 

isolados que agruparam com isolados de outros biomas. Esse fato pode estar indicando a 

capacidade dispersora de genótipos de TcI através de seus hospedeiros mamíferos ou vetores 

por esses biomas. Comparativamente, a Amazônia é o bioma mais preservado, e esse fato 

pode estar relacionado com o grau de diversidade apresentado por seus isolados e à 

manutenção de seus genótipos nativos. Em destaque a Mata Atlântica foi o bioma cujos 

isolados mais se dispersaram através dos clados de todos os outros biomas. Apesar da área de 

Mata Atlântica amostrada neste estudo ser mais extensa do que os outros biomas, a maioria 

dos isolados é oriunda do estado do Rio de Janeiro (23/30) (Tab.1), portanto essa 

fragmentação provavelmente não é devida à distância entre as áreas. O gráfico 

multidimensional na Fig 1 ilustra com mais detalhe a diversidade genética entre os isolados da 

Mata Atlântica. Isolados do extremo norte desse bioma têm afinidade com isolados da 

Caatinga (clado 5), esperado devido a proximidade geográfica. Contudo, a similaridade 

genética de isolados da Mata Atlântica com outras populações, especialmente da Amazônia e 

do Pantanal, é menos esperada, pois essas regiões distam milhares de quilômetros da Mata 

Atlântica. O impacto da fragmentação da Mata Atlântica na abundância de espécies e em sua 

diversidade é bem documentada (Gonçalves-Souza & Matallana et al., 2008; Ogrzewalska et 

al., 2011; Santos et al., 2010). A maioria dos estudos mostram a perda de diversidade alfa 

inversamente relacionada com tamanho de fragmentos dentro bem como entre espécies 

(Gonçalves-Souza & Matallana 2008; Haag et al., 2010). Em contraste, o índice de riqueza 

alélica em nosso estudo sugere substancial diversidade genética de T. cruzi na Mata Atlântica 
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(Tab. 5). No entanto, a invasão de espécies de outros biomas já foi documentado na Mata 

Atlântica (Oliveira & Viveiros-Grelle 2012), e provavelmente uma longa história de 

introduções pode ser uma das explicações a diversidade genética de TcI nessa região. Uma 

outra questão envolvida nesta proposição seria a competência das espécies hospedeiras da 

Mata Atlântica em manter esses genótipos introduzidos.  

 Uma das vias de dispersão de populações de T. cruzi de longo alcance pode ter sido 

promovida por morcegos. De fato, a presença do clado T. cruzi de tripanosomas na África 

pode ser explicado pela rápida dispersão aérea (Hamilton et al., 2012). O clado 11 contém 

isolados de quirópteros, o que pode explicar a diversidade geográfica de isolados neste clado, 

com origens da Mata Atlântica, Pantanal e Cerrado, bem como sua homogeneidade genética. 

No entanto, outros agrupamentos de isolados de diferentes áreas geográficas contendo 

isolados da Mata Atlântica não têm morcegos na sua composição. Há uma circunstancial 

ligação entre a perda de 88% da extensão da Mata Atlântica (Galindo-Leal 2003), diversidade 

de população humana e mistura genética de TcI nesta região. Deste modo, pode ser possível 

que muitas das introduções de populações TcI nesta região se devam possivelmente à 

imigração humana acompanhada de seus animais domésticos e/ou sinantrópicos e transporte 

passivo de vetores infectados.  

 De fato, o estudo da diversidade de T. cruzi como um possível indicador da 

preservação ambiental deve ser analisado de forma completa, observando-se também a 

fragmentação dessa diversidade. No caso da Amazônia, houve correlação entre diversidade 

genética e estruturação populacional com o maior grau de preservação desta região. No 

entanto a Mata Atlântica também apresentou alta riqueza alélica porém apresentando 

fragmentação em sua diversidade, que discutimos como tendo provável relação com sua 

fragmentação ambiental.  

 Com a ressalva da maior frequência em isolamentos da DTU I, não há exclusividade 

de ocorrência na maioria dos biomas brasileiros dos dois genótipos mais isolados no meio 

silvestre no Brasil, TcI e TcII. Portanto a avaliação da estrutura populacional do segundo 

genótipo mais isolado no Brasil no ambiente silvestre foi nosso segundo assunto para melhor 

entender a diversidade de T. cruzi no Brasil. Esta etapa do estudo que avalia a estrutura da 

diversidade genética de populações TcII com a abordagem de MLMT representa um primeiro 

passo no entendimento da diversidade genética e estrutura populacional e no ambiente 

silvestre de um genótipo (TcII) historicamente associado à infecção e doença humana no 

Brasil.  
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 O estudo mostra um alto grau de diversidade genética entre esses isolados (Fig 5). 

Considerando que diferentes espécies de hospedeiros funcionam como filtros biológicos com 

diferentes graus de estringência a diferentes subpopulações, a maior diversidade genética 

observada nas subpopulações TcII da Mata Atlântica do sudeste e do nordeste (Rio de Janeiro 

e Bahia, respectivamente) pode estar refletindo a maior diversidade de fauna encontrada neste 

bioma comparado com a Caatinga (Paglia et al., 2012). Paralelo a isso, essas duas espécies do 

gênero Leontopithecus sp apesar de homogêneas geneticamente, foram capazes de manter a 

ampla diversidade encontrada nestas localidades. O que contraria uma linha de pensamento 

que a cada espécie de hospedeiro, com seu características genéticas, seria um filtro seletor 

para subpopulações do T. cruzi (Andrade et al., 2002; Macedo et al., 2004).  

 Concordância entre distância genética e geográfica foi observada na maioria das 

subpopulações, as únicas exceções ocorreram nos grupos de isolados de Una e do Piauí (Una 

2 e Piauí 2) que tiveram mais proximidade com subpopulações de Poço das Antas no estado 

do Rio de Janeiro, o que pode estar relacionado ao potencial de dispersão desse genótipo. 

Devido a maior estruturação e diversidade observadas das subpopulações do Rio de Janeiro 

em relação a essas duas subpopulações do nordeste (Tab. 6), é provável ter havido um aporte 

de genótipos da Mata Atlântica do Rio de Janeiro para essas regiões. No entanto, um cenário 

oposto também deve ser considerado, que é a dispersão para a Mata Atlântica de genótipos de 

outras regiões como se observa em TcI. E uma vez estabelecidos, esses genótipos foram se 

diversificando ao mesmo tempo que as populações doadoras devem ter sofrido processo de 

extinção de genótipos de TcII possivelmente como consequência, em grande parte, da 

retração dos ciclos de transmissão por este genótipo no nordeste. 

 As diferentes subpopulações de TcII exibiram diferenças quanto aos parâmetros 

populacionais (Tab. 6), indicando um ecletismo moldado provavelmente pelas características 

ecológica/epidemiológica relacionadas aos isolados. As diferenças na estruturação 

populacional entre os isolados TcII das duas espécies irmãs de Leontopithecus sp, endêmicas 

das regiões estudadas, respectivamente, pode estar refletindo essas diferenças ecológicas 

locais. A uniformidade tanto em estruturação quanto em diversidade nas quatro 

subpopulações de L. rosalia da Reserva Biológica de Poço das Antas no Rio de Janeiro, pode 

estar sinalizando um dinamismo na dispersão dos genótipos na área da Reserva ou um 

contínuo aporte de novos genótipos das áreas no entorno da Reserva, oriundas de outros 

hospedeiros silvestres. Em contrapartida, apesar do número reduzido de isolados em Una 

(n=13), uma de suas duas subpopulações (Una1), apresentou alto grau de estruturação e baixa 
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diversidade, o que pode indicar um ciclo de transmissão menos sujeito ao aporte do ambiente 

entorno.  

 A maioria dos nossos isolados TcII (36/60) apresentou mais que uma subpopulação, e 

analisamos a eventual aptidão entre mamíferos (L. rosalia e L. chrysomelas) e vetores (T. 

tibiamaculata e T. brasiliensis) em manter mais que uma subpopulação de T. cruzi, no 

entanto,  nenhuma correlação foi observada. Mesmo pertencentes a grupos geneticamente tão 

distintos (vertebrado e invertebrado), os dois taxa parecem ter a mesma competência na 

manutenção de diferentes populações de TcII.  

 Geralmente há associação direta entre diversidade genética e tamanho populacional 

(De Meeûs et al., 2006; Birky 1996), portanto, o alto grau de diversidade genética em TcII 

observado neste estudo, refletido no igual número de isolados testados e de genótipos 

encontrados e dados de riqueza alélica, podem ser indícios de uma maior prevalência desse 

genótipo na natureza do que reflete a prevalência de isolamento em laboratório.  

 Devido à grande extensão de ocorrência do T. cruzi e às dificuldades envolvendo 

captura, transporte de material biológico e isolamento de parasita de mamíferos e vetores 

silvestres, os dados sobre a distribuição de genótipos de T. cruzi são agregados e não 

contemplam todos os habitats de ocorreência do parasita. Em adição, peculiaridades de 

interação de diferentes hospedeiros com cada DTU representa distintas pressões seletivas 

além da pressão seletiva exercida pelos métodos de isolamento. Esses viéses podem resultar 

em interpretação incorreta sobre a ecologia e a biologia deste parasita. A região Amazônica, 

em especial, foi o bioma que atraiu nossa atenção nos últimos anos devido ao aumento no 

número de casos de doença de Chagas por surtos por via de transmissão oral (Miles et al., 

2009; Zingales et al., 2012; Coura et al., 2002). A aparente diferença na prevalência de DTUs 

de T. cruzi na natureza é intrigante e é provavelmente determinada pelas diferenças nas 

estratégias de transmissão exibidas por cada DTU de T. cruzi. Sendo verdadeira essa 

proposição, essas diferentes estratégias ainda não definidas, devem ser bem sucedidas, uma 

vez que esses genótipos são mantidos na natureza há milhões de anos. Provavelmente cada 

DTU estabelece um peculiar padrão de interação com seus hospedeiros. De fato, em relação 

ao genótipo TcII, o acompanhamento da infecção em algumas espécies de mamíferos, como 

cão doméstico, Didelphis aurita, Philander frenatus, L. rosalia e L. chrysomelas e Nasua 

nasua indicam diferenças no curso de sua infecção dependendo da espécie e provavelmente 

da subpopulação desse genótipo (Rocha et al., 2013; Pinho et al., 2000; Lisboa et al., 2004; 

Herrera et al., 2008). Em cães do Cerrado, foi observado que depois de um curto período de 

alta parasitemia detectável por hemocultura, cães mantiveram-se sorologicamente positivos 
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porém não foi possível recuperar parasitas por hemocultivo. Isto sugere que a infectividade 

nesses animais foi restrito a um curto período de aproximadamente dois meses (Rocha et al., 

2013). Estudos experimentais com Didelphis aurita mostram que esses animais controlam 

algumas cepas TcII (cepas Y e FL) em uma diferente forma, onde esses animais foram hábeis 

para controlar parasitemia mesmo ainda muito jovens, dependentes do marsúpio (Jansen et 

al., 1991). Contudo, apesar de pouco frequente, Didelphis spp é encontrado naturalmente 

infectados por T. cruzi II. Em contraste, outras espécies hospedeiras se mostraram 

competentes em manter subpopulações de TcII. Philander frenata foi competente para manter 

infecção por T. cruzi com cepa Y com alta prevalência de hemoculturas positivas e por longo 

tempo (Pinho et al., 2000). Um ciclo de transmissão de longa duração por TcII no meio 

silvestre foi descrito em duas espécies de primatas L rosalia and L. chrysomelas, de dois 

fragmentos de Mata Atlântica (Lisboa et al., 2004). Também, os carnívoros Nasua nasua no 

Pantanal demonstraram ser um hábil hospedeiro para TcII no meio silvestre (Herrera et al., 

2008). 

 Neste estudo nós demonstramos pela primeira vez a presença das DTUs TcII e híbrido 

(TcV/TcVI) no estado do Pará, na Amazônia brasileira. Esse dados mostram que o genótipo 

TcII está presente nos ciclos de transmissão silvestres de todos os biomas brasileiros 

estudados (Figs. 2 e 6), com exceção dos pampas onde não há estudos, e não somente restrito 

às áreas abaixo da bacia Amazônica como tem sido frequentemente assumido na literatura 

(Miles et al., 2009; Zingales et al., 2012). Adicionalmente, a presença de triatomíneos 

infectados e cães domésticos por respectivamente, TcII e Tc híbrido, implica que outros 

mamíferos e triatomíneos na área de estudo ou no seu entorno deve ser também infectado e 

envolvidos nos ciclos de transmissão dessas DTUs no estado do Pará. Vale a pena mencionar 

que antes desse estudo, Tc híbrido foi registrado no meio silvestre no Brasil somente uma vez, 

em roedores silvestres, Thrichomys a. laurentius na região nordeste do país, no bioma 

Caatinga (Araújo et al., 2009) demonstrando que nós estamos longe de entender a distribuição 

dos genótipos híbridos e seus hospedeiros. Neste trabalho o genótipo Tc híbrido (TcV/TcVI) 

encontrado em um cão, um mamíferos doméstico, pode ser considerado como derivado do 

meio silvestre devido às características da área de estudo além do fato que no bioma 

Amazônico não há nenhuma clara distinção entre ambiente doméstico e silvestre. 

 O isolamento de TcII de Rhodnius pictipes demonstra a habilidade dessa espécie em 

manter este genótipo. Estudos com esse gênero de triatomíneos têm demonstrado sua 

inabilidade em manter infecção por T. cruzi TcII (Mello et al., 1996; Azambuja et al., 2004; 

Mejía-Jaramillo et al., 2009), em estudos experimentais baseados no comportamento 
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biológico de três cepas TcII (Y, AF-1, Tu18) as quais provavelmente não representam a 

diversidade desse genótipo no meio silvestre. A infecção natural por T. cruzi no gênero 

Rhodnius sp no bioma Amazônico foi intensamente estudado nas décadas passadas, no 

entanto, esses estudos não abordaram a genotipagem de T. cruzi (Coura et al., 2002). À época 

de alguns destes estudos, ferramentas metodológicas para genotipagem do parasita não eram 

disponíveis. Estudos da infecção natural por T.cruzi em R. pictipes na região Amazônica até o 

momento tem reportado a infecção por TcI, TcIV e T. rangeli (Valente et al., 2009; Marcili et 

al., 2009). O maior desafio no nosso entendimento da estrutura populacional dessas DTUs é 

sua aparente distribuição focal na natureza. O insuficiente conhecimento do comportamento e 

dinâmica de infecções de TcII e Tc híbridos em mamíferos e vetores é provavelmente, como 

mencionado acima consequência de pressões seletivas nos processos de isolamento e 

manutenção e diferentes sensibilidades em métodos diagnósticos, além de viés de coleta no 

meio silvestre. Isso foi claramente demonstrado no diagnóstico por PCR de uma infecção TcII 

em amostras de soro de três espécimes de Didelphis aurita da área de um surto no estado de 

Santa Catarina State (Maldonado et al., unpublished data) cujos parasitas isolados por 

hemocultura foram caracterizados como TcI (Roque et al., 2008). O mesmo evento foi 

observado neste estudo com o isolado LBT 1458 caracterizado como mistura 

TcI/Tc2(TcII/TcV/TcVI) em um primeiro ensaio de miniexon e após uma segunda extração 

de DNA, esse isolado demonstrou somente padrão de banda Tc2 (Fig. 6B). Contudo a 

presença de TcI neste isolado foi demonstrada pela clonagem biológica. Esses fatores 

contribuem pra a interpretação errônea sobre a prevalência de genótipos de T. cruzi na 

natureza. Um outro fator que pode contribuir para a subestimação da prevalência de genótipos 

é o grande número de mamíferos silvestres com sorologia positiva que não resulta em 

recuperação de parasitas por hemocultura (em torno de 70%) (comunicação pessoal, Jansen 

AM). 

 O protocolo de RFLP do gene gp72 com a enzima de restrição TaqI usado em isolados 

TcII brasileiros discriminou dois grupos nesta DTU, um exibindo perfil como descrito pelos 

autores (Rozas et al., 2007) e outro com perfil distinto (dados não demonstrados). O 

sequenciamento deste locus apontou para uma única SNP como responsável por esses dois 

perfis, contudo a reconstrução filogenética demonstrou que a presença da mesma SNP não 

implicou em mais alta relação filogenética entre os isolados. No entanto, essa reconstrução 

filogenética demonstrou um aspect ainda pouco conhecido que é a diversidade em TcII. A 

diversidade genética entre os doze isolados silvestres e dois clones de quatro biomas 

(Caatinga, Cerrado, Mata Atlântica e Amazônia) (Fig 7) a partir de um gene constitutivo 
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permite-nos sugerir que TcII tem uma maior prevalência do que é reportado, uma vez que 

diversidade genética em geral, é diretamente relacionada ao tamanho populacional (De Meeûs 

et al., 2006; Birky 1996). A ausência de correlação entre área geográfica e tipo de sequência 

de TcII sugere que variantes de TcII provavelmente não são limitados às espécies de primatas 

na Mata Atlântica mas incluem outras espécies de hospedeiros em outros biomas. Esses dados 

corroboram os dados obtidos de estrutura da diversidade genética de TcII no Brasil por 

MLMT e junto podem sugerir uma maior prevalência de TcII na natureza do que é realmente 

reportado. Uma rota alternativa de estudo para verificar essa hipótese seria a pesquisa de 

genótipos de T. cruzi a partir de soro de mamíferos silvestres.  
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Conclusões 
 

-A análise por multilocus microssatélites revelou mais alta diversidade genética entre os 

isolados TcI brasileiros comparado ao restante das Américas. 

-Um clado divergente de toda diversidade de TcI nas Américas conteve isolados de diferentes 

biomas brasileiros, mostrando que o universo de TcI ainda não é conhecido. 

-Diversidade genética de TcI variou entre populações sendo as populações da Amazônia as 

mais diversas. 

-Com exceção da Amazônia todos os biomas apresentaram algum grau de mistura de 

genótipos de outras regiões, o maior grau foi observado na Mata Atlântica. Mostrando que, 

em geral, não há associação estrita entre subpopulações TcI e biomas. 

-Foi evidenciado evento de troca genética (introgressão mitocondrial) entre isolados TcI da 

Amazônia e da Caatinga. 

-A análise por multilocus microssatélites revelou alta diversidade genética entre os isolados 

TcII silvestres brasileiros e esta diversidade não foi associada à diversidade de hospedeiros e 

biomas. 

-As populações TcII de Poço das Antas (RJ) foram as mais diversas geneticamente. 

-Populações TcII apresentaram diferentes graus de estruturação genética, variando entre 

moderada estruturação e alta estruturação. 

-A organização social em grupos dos hospedeiros Leontopithecus sp não coincidiu com a 

composição de genótipos TcII.  

-Os genótipos TcII e híbrido (V ou VI) estão presentes na Amazônia brasileira. 

-Ao contrário do que é classicamente admitido sobre o gênero Rhodnius sp, Rhodnius pictipes 

é capaz de manter infecção pelo genótipo TcII. 

-A resolução de composição de genótipos em infecções mistas TcI/TcII ou TcI/Tc híbrido é 

possível através do protocolo de RFLP do gene Histona 3/AluI. 

-A diversidade genética do genótipo TcII foi expressiva tanto nas análises de regiões 

genéticas de evolução rápida (MLMT) quanto na análise do gene constitutivo gp72. 

-A genotipagem de T. cruzi a partir de soro é uma opção na ausência de isolamento do 

parasita em animais sorologicamente positivos. Outra função dessa técnica é a diminuição do 

impacto de pressões seletivas nos meios de cultivo, aproximando a pesquisa por genótipos nas 

infecções o mais próximo do real.  
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ANEXO 2. Expanding the knowledge of geographic distribution of 

Trypanosoma cruzi genotypes: TcII and TcV/TcVI in the Brazilian Amazon. 

Submetido na Plos One em 24/04/2014.  
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ANEXO 3. Artigo: Lower Richness of Small Wild Mammal Species and 

Chagas Disease  (2012)Plos Neglected Tropical Diseases, PLoS Negl Trop 

Dis.;6(5):e1647. 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               94 

 

 

 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               95 

 

 

 

 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               96 

 

 

 

 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               97 

 

 

 

 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               98 

 

 

 

 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               99 

 

 

 

 

 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               100 

 

 

 

 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               101 

 

 

 

 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               102 

 

 

 

 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               103 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               104 

ANEXO 4 – Artigo: Trypanosoma cruzi TcI and TcII transmission among 

wild carnivores, small mammals and dogs in a conservation unit and 

surrounding areas, Brazil. Parasitology (2013), 140: 160–170. 
 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               105 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               106 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               107 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               108 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               109 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               110 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               111 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               112 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               113 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               114 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ANEXOS                                                                                                                                                               115 

ANEXO 5 – Artigo: Trypanosoma cruzi among wild and domestic 

mammals in different areas of the Abaetetuba municipality (Pará Atate, 

Brazil), an endemic Chagas disease transmission area (2013). Veterinary 

parasitology 193:71-77 
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