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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Diversidade genética de isolados de Trypanosoma cruzi DTU I obtidos de mamíferos silvestres e 

triatomíneos de biomas brasileiros, avaliada por genes variáveis e constitutivos. 

 

RESUMO 

 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Irene Fabiola Roman Maldonado 

Trypanosoma cruzi, parasita hemoflagelado, é geneticamente heterogêneo e atualmente 

representado por seis linhagens (Discrete Typing Units, DTUs) designados TcI-TcVI. TcI é a 

DTU mais amplamente distribuída e é capaz de infectar centenas de espécies de  mamíferos 

em todos os estratos florestais. Embora várias investigações sobre a diversidade genética e 

distribuição de genótipos de TcI tenham sido realizadas no norte de América do Sul, pouco se 

sabe sobre essa diversidade no Brasil. Nosso objetivo foi contribuir com entendimento da 

diversidade de  TcI utilizando marcadores de evolução rápida e lenta para estudar isolados de 

TcI obtidos de animais silvestres de cinco biomas brasileiros. Este constitui o primeiro 

trabalho em que a análise de diversidade por multilocus sequence typing (MLST) foi 

combinada com análise por multilocus microsatélite typing (MLMT) e por maxicírculo. Os 

resultados demonstraram a existência de alta diversidade genética e de ocorrência de eventos 

de introgressão mitocondrial. Não foram observadas evidências robustas de intercâmbio 

genético em isolados de TcI do Brasil. A ocorrência de fluxo genético entre os isolados foi 

evidenciada em todos os biomas, excetuando-se a Amazônia, onde se observou isolamento 

genético dos isolados TcI, e a mais alta heterogeneidade genética. Foi observada ausência de 

associações estritas de genótipos TcI com áreas geográficas e/ou espécies hospedeiras, no 

entanto essas associações não podem ser descartadas totalmente. Adicionalmente, evidenciou-

se que Didelphis marsupialis pode desempenhar um papel como o principal bioacumulador e 

dispersor de TcI. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Genetic diversity of Trypanosoma cruzi DTU I isolates obtained from wild and triatomine mammals of 

Brazilian biomes, evaluated by variable and constitutive genes. 

 

ABSTRACT 

 

PHD THESIS IN PARASITE BIOLOGY 

 

Irene Fabiola Roman Maldonado 

Trypanosoma cruzi, is a is genetically heterogeneous hemoflagellate parasite,and is currently 

represented by six lineages (Discrete Typing Units, DTU) called TcI-TcVI. TcI is the most 

widely distributed DTU and is able to infect hundreds mammalian species in all forest strata. 

Although several investigations into the genetic diversity and distribution of TcI genotypes 

have been conducted in northern South America, little is known about this diversity in Brazil. 

Our objective was to contribute with an understanding of TcI diversity using fast and slow 

evolution markers to study TcI isolates obtained from wild animals from five Brazilian 

biomes. This is the first work in which diversity analysis based on multilocus sequence typing 

(MLST) was combined with multilocus microsatellite typing (MLMT) and maxicircle 

analysis. The results demonstrated the existence of high genetic diversity and the occurrence 

of mitochondrial introgression events. No robust evidence of genetic exchange was observed 

in isolates of TcI from Brazil; the occurrence of genetic flow among the isolates was 

evidenced in all biomes, except for the Amazon, where genetic isolation of the TcI isolates 

was observed, and the highest genetic heterogeneity. We observed the absence of strict 

associations of TcI genotypes with geographical areas and/or host species, although these 

associations cannot be completely ruled out. In addition, it has been shown that Didelphis 

marsupialis may play a role as the main bioaccumulator and dispersant of TcI. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Trypanosoma cruzi 

 Trypanosoma cruzi (T. cruzi) é um protista flagelado da família Trypanosomatidae, 

Ordem Trypanosomatida, Classe Kinetoplastea (Cavalier-Smith, 1981, Simpson et al., 2006, 

Kaufer et al., 2017) descrito por Carlos Justiniano Ribeiro Chagas em 1909. Trypanosoma 

cruzi está amplamente distribuído no continente americano desde a região sul dos Estados 

Unidos até o sul da Argentina. É um parasito heterogêneo, capaz de infectar centenas de 

espécies de hospedeiros mamíferos de oito ordens (Jansen et al., 2015). O ecletismo de 

hospedeiros e habitats se expressa na complexidade dos ciclos de transmissão na natureza, 

que podem ou não acontecer de modo independente nos diferentes estratos florestais, mesmo 

considerando um mesmo fragmento (Pinho et. al., 2000; Lisboa et. al., 2006). No homem, a 

infecção pelo parasito pode resultar na doença de Chagas (DC), uma complexa zoonose que 

está amplamente distribuída no continente americano. 

 Uma das principais características deste táxon é a alta diversidade morfológica, 

bioquímica, biológica e genética a qual vem sendo observada em cada vez maior 

detalhamento, na medida em que o poder resolutivo das técnicas moleculares aumenta. 

Atualmente, são reconhecidas seis linhagens (TcI-TcVI) ou Unidades Discretas de Tipagem 

(DTU) além de TcBat, que é um genótipo descrito pela primeira vez em morcegos, candidato 

a ser a linhagem TcVII (Zingales et al., 2009, Hamilton et al., 2012).  

 Outra característica em destaque é a presença de uma estrutura proeminente 

denominada cinetoplasto (kDNA), peculiaridade da classe Kinetoplastea. Este corresponde ao 

DNA condensado, extra nuclear, encontrado no interior da única mitocôndria. Dois tipos de 

DNA circular estão presentes no cinetoplasto: minicírculos e maxicírculos. Existem vários 

milhares de minicírculos, que variam em tamanho de cerca de 0,5 a 2,5 kb, e algumas dúzias 

de maxicírculos, que variam de 20 a 40 kb (Shapiro et al., 1995). Juntos, maxicírculos e 

minicírculos representam aproximadamente 30% do total do genoma celular (Fidalgo et al., 

2011). Os minicírculos apresentam alta heterogeneidade, mas também possuem quatro regiões 

conservadas, onde os locais de origem de replicação são localizados. Os maxicírculos são 

estrutural e funcionalmente análogos ao DNA mitocondrial. 

 Trypanosoma cruzi apresenta uma estrutura populacional predominantemente clonal 

(PCE), como proposto por Tibayrenc e Ayala (Tibayrenc et al., 1990; Tibayrenc e Ayala 
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2012, 2015a e 2015b). A PCE considera a progênie idêntica ou muito similar à linhagem 

parental. Este modelo, no entanto, reconhece também eventos de intercâmbio genético, que 

deram origem às linhagens híbridas (TcV e TcVI), as quais foram estabilizadas na natureza 

por propagação clonal (Tibayrenc et al., 2012). Alguns autores têm questionado a frequência 

com que a recombinação genética ocorre em T. cruzi, levando a intensos debates (Tomasini et 

al., 2014, Ramirez e Llewellyn et al., 2014). 

1.2 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi 

 Morfologicamente, T. cruzi apresenta quatro principais formas ou estágios do 

desenvolvimento. A forma amastigota, que se replica por fissão binária dentro das células 

fagocíticas e não fagocíticas do mamífero; a epimastigota, que se replica no intestino posterior 

do inseto vetor; e a forma tripomastigota, que é não replicativa e está presente no sangue do 

hospedeiro mamífero (formas tripomastigotas sanguícolas), no reto e fezes dos vetores 

triatomíneos (tripomastigotas metacíclicos) (Figura 1). Vale mencionar que as quatro formas 

evolutivas têm competência para infectar mamíferos, uma característica que explica parte do 

amplo potencial de dispersão do parasito (Dias 2006; Coura 2015; Kessler et al 2017). 

 

  

 

 

Figura 1: Formas morfológicas de Trypanosoma cruzi. A) amastigotas intracelulares. B) 

tripomastigotas no sangue. C) epimastigotas em cultura axênica. Fonte: 

http://www.stanford.edu,http://winona.edu,http://www.dpd.cdc.gov 

   

 A via vetorial contaminativa é descrita como a forma clássica de transmissão de T. 

cruzi (Figura 2). Esta ocorre quando o inseto vetor elimina as formas tripomastigotas 

metacíclicas junto com as fezes, enquanto realiza o repasto sanguíneo. Os parasitos penetram 

através de solução de continuidade da pele ou pela mucosa quando hospedeiro mamífero se 

esfrega ou coça. No hospedeiro mamífero, os parasitas ingressam nas células nucleadas de 

praticamente todos os tecidos e se multiplicam na forma amastigota. Seguidamente, uma nova 

diferenciação ocorre, e as formas agora tripomastigotas nas células nucleadas, produzem o 

rompimento das mesmas o que resulta na liberação dos parasitos na corrente sanguínea. A 

transmissão para o inseto vetor ocorre quando este novamente se alimenta do sangue e ingere 

A B C 
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as formas tripomastigotas circulantes no sangue do hospedeiro mamífero (Brener 1971; Tyler 

e Engman 2003; Rassi et al., 2010). 

 

  

Figura 2: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi e seus estágios de desenvolvimento no 

hospedeiro mamífero e no inseto vetor, o triatomíneo. Fonte: Teixeira et al., 2012. 
 
 
 A transmissão intradomiciliar do parasito para o homem tem sido controlada em 

alguns países (WHO, 2002; Yamagata e Nakagawa, 2006; Abad-Franch et al., 2013; 

Salvatella et al., 2014), no entanto, a reemergência da doença de Chagas por transmissão do 

parasito pela via oral resultou em que esta seja atualmente a principal forma de transmissão na 

Bacia Amazônica (Shikanai, 2012). A transmissão pela via oral é bem documentada (Coura, 

2002; Rios et al., 2011; Santalla et al., 2011) e provavelmente representa a principal via de 

infecção de mamíferos domésticos e silvestres (Yoshida 2008, 2009; Jansen et al., 2015). A 
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transmissão pela via oral de T. cruzi é extremamente eficiente (Noireau et al., 2009) e tem 

sido responsável por um alto número de infecções humanas nos últimos anos não apenas no 

Brasil, mas também na Venezuela e Colômbia (Dias 2006, de Noya et al., 2015).  

Os surtos por via oral ocorridos no Brasil aconteceram a partir da ingestão de diversos 

alimentos contaminados com formas metacíclicas, tais como caldo de cana, açaí, palmito, 

bacaba ou até sopa contaminada com triatomíneos (Shaw et al., 1969; Dias 2008; Bastos et 

al., 2010; Steindel et al.,2008; Pinto AY; Nóbrega et al., 2009). 

 Outras formas de infecção dos hospedeiros mamíferos incluem a transmissão vertical 

congênita, de mãe a filho; de transfusões de sangue ou transplantes de órgãos (Gascon et al., 

2010; Basile et al., 2011). 

 Na natureza, T. cruzi é mantido através de distintos e complexos ciclos de transmissão 

que envolvem hospedeiro e vetores em todos os ambientes (Araujo et al., 2009; Noireau et 

al., 2009). Classicamente, os ciclos de transmissão foram descritos como domésticos, 

peridomésticos e silvestres. No entanto nem sempre é fácil estabelecer os limites entre estes 

três ecótopos. O ciclo doméstico envolve triatomíneos que colonizam o peridomicílio e/ou o 

domicílio, além de humanos e animais domésticos; o ciclo peridoméstico envolve mamíferos 

sinantrópicos, roedores, morcegos e, principalmente, marsupiais; o ciclo silvestre ou 

enzoótico está relacionado aos triatomíneos vetores e mamíferos silvestres de vida livre com a 

ocasional ocorrência de casos humanos (de Freitas et al., 2006; Rassi et al., 2010). No 

entanto, a expressiva plasticidade biológica de T. cruzi pode resultar em ciclos de transmissão 

superpostos e interconectados em diferentes habitats e estratos florestais. Isto reflete um 

sistema complexo na natureza (Rozas et al., 2007; Diotaiuti et al., 1995) 

1.3 Diversidade genética e populacional de T. cruzi 

 A origem do clado T. cruzi é ainda muito discutida e duas hipóteses têm sido 

propostas. A teoria do supercontinente sul sugere que as espécies de tripanosomatídeos 

apareceram a partir de uma espécie de Trypanosoma presente em marsupial, quando América 

do Sul, Antártica e Austrália formavam um único continente. Uma vez que espécies de 

tripanosomatídeos de marsupiais australianos foram incluídas dentro do clado T. cruzi, essa 

teoria ganhou força (Stevens et al., 1998, 1999, 2001).  Por outro lado, a descrição de espécies 

de tripanosomatídeos de mamíferos africanos e de outras espécies de tripanosomatídeos em 

morcegos africanos e americanos dentro do clado de T. cruzi (Hamilton et al., 2009; Lima et 

al., 2012, 2013, 2015), sugere que as espécies do clado T. cruzi tiveram origem a partir de um 

tripanosomatídeo de morcego, e que este foi se adaptando a outras espécies de mamíferos em 



5 

vários eventos distintos. Essa teoria é conhecida como Bat-seeding hypotese (Hamilton et al., 

2012). 

 Sendo um parasito muito antigo e disperso em diferentes ambientes, não resulta 

estranha a presença de uma alta heterogeneidade, tanto morfológica, bioquímica e genética 

(Revollo et al., 1998, Macedo et al., 2004; de Freitas et al., 2006). A heterogeneidade de T. 

cruzi já havia sido observada por Chagas e Brumpt (formas largas e finas) e vem sendo 

discutida até o presente.   

 Andrade et al., agrupou a população de T. cruzi em tipos ou biodemas I-III baseado 

nas características morfológicas dos parasitas no sangue periférico de camundongos e o 

comportamento dos isolados nestes hospedeiros (Andrade et al. 1974; Andrade et al. 1983). 

 No início dos anos 80, mediante aos métodos bioquímicos, foi possível visualizar a 

heterogeneidade baseada no perfil eletroforético de enzimas com a mesma função, onde foi 

possível identificar três grupos de perfis distintos. O Zimodema 1, associado ao ciclo 

silvestre; o Zimodema 2, associado ao ciclo doméstico; e o Zimodema 3, menos comum e 

também associado ao ciclo silvestre em áreas restritas (Miles et al., 1980). Novos estudos, 

ampliando o número de enzimas, demonstraram a diversidade presente entre os isolados, onde 

foram encontrados 44 zimodemas diferentes. A heterogeneidade de T. cruzi foi também 

observada quando DNA mitocondrial (kDNA) foi analisado utilizando fragment length 

polymorphisms ou RFLP (Morel et al., 1980). 

Posteriormente, foram realizados estudos da diversidade de T. cruzi utilizando porções 

de DNA de sequência e localização conhecidas, denominados marcadores genéticos, os quais 

mostraram uma alta diversidade. Por outro lado, a amplificação pela reação em cadeia da 

polimerase (PCR) dos genes rRNA 24S e da região intergênica dos genes mini-exon, 

mostraram um claro dimorfismo entre os isolados de T. cruzi (Souto et al., 1996; Fernandes et 

al., 1999). Assim, no simpósio realizado no ano 1999, no Rio de Janeiro Brasil, a 

nomenclatura foi homogeneizada, renomeando as duas maiores linhagens como T. cruzi I 

(TcI) e T. cruzi II (TcII) (Anonymous, 1999). Com essa classificação, dentro de TcI se 

agrupam os equivalentes ao Zimodema 1, e no TcII os equivalentes ao Zimodema 2. Essas 

duas linhagens não acomodaram Z3, que foi posteriormente definido com marcadores dos 

genes mini-exon (Fernandes et al., 1998). 

 Estudos realizados com RAPD (Brisse et al., 2000), sequências do gene SSUrDNA 

(Brisse et al., 2001), e análises de um grande número de loci de isoenzimas (Breniere et al., 

2003) agruparam Z3 com TcII e sugeriram uma grande heterogeneidade da linhagem TcII, 

que foi subdividida em cinco linhagens TcIIa-TcIIe. A confirmação desses agrupamentos foi 



6 

obtida com análises de outros genes nucleares e mitocondriais (Brisse et al., 2003; Sturm et 

al., 2003; Westenberger et al., 2005, 2006; Freitas et al., 2006). 

 No ano 2003, o conceito de Unidades Discretas de Tipagem (DTU) foi introduzido. 

Estas unidades designavam a um conjunto de parasitas que são geneticamente mais similares. 

Assim, desde 2009, e com base em diferentes marcadores moleculares e características 

biológicas, foi adotada a nomenclatura que inclui seis DTUs, a saber: T. cruzi I (TcI), T. cruzi 

II (TcII), T. cruzi III (TcIII), T. cruzi IV (TcIV), T. cruzi V (TcV), and T. cruzi VI (TcVI) 

(Zingales et al., 2009). Adicionalmente, com base em análises filogenéticas e filogeográficas, 

e mediante múltiplos marcadores moleculares, uma linhagem independente às demais DTUs e 

associada a quiróptera (TcBat) tem sido descrita (Marcili et al.,2009; Lima et al., 2015). 

 As DTUs TcI-TcIV compõem clados monofiléticos, em tanto que TcV e TcVI são 

conhecidos como híbridos inter-linhagens naturais recentes (Machado & Ayala, 2001; Lewis 

et al., 2011). As DTUs TcI e TcII são consideradas as linhagens ancestrais mais distantes, no 

entanto, o tempo de divergência ainda é objeto de debate. Os primeiros estudos estimaram 

uma origem de entre 88 e 37 milhões de anos sobre a base de estudos com a subunidade 

pequena de rDNA (Briones et al., 1999; Kawashita et al., 2001). Mais recentemente, estudos 

baseados em 22 loci nucleares concatenados, sugerem uma origem de aproximadamente 3 

milhões de anos atrás (Flores López e Machado 2011). 

 Em relação à origem das DTUs TcIII e TcIV, os resultados são ainda controversos. 

Alguns estudos apontam a uma origem em eventos ancestrais de hibridação entre TcI e TcII 

(Lewis et al., 2011; Westenberger et al., 2005). Por outro lado, de Freitas et al. (2006) 

sugerem que a DTU III corresponde a um grupo ancestral, junto com TcI e TcII, baseado no 

fato de que elas apresentam um genoma mitocondrial totalmente distinto de TcI e TcII 

(Freitas et al., 2006). 

 Existe um consenso em relação à natureza híbrida das DTUs TcV e TcVI, como 

resultante de pelo menos um evento de hibridação entre as DTUs TcII e TcIII (Sturm & 

Campbell, 2010; de Freitas et al., 2006; Westenberg et al., 2005; Machado & Ayala 2001; 

Flores-Lopes et al., 2011). Na Figura 3 se mostram as duas propostas de origem das DTUs 

híbridas, incluindo as demais DTUs.  
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Figura 3: Comparação dos modelos de duas hibridizações (a) duas hibridizações e (b) três 

ancestrais, que descrevem o papel da troca genética durante a evolução do T. cruzi. Fonte: 

Zingales et al., 2012. 

  

Desde a descrição por Carlos Chagas, os estudiosos têm discutido o significado 

biológico das diferentes formas do parasito. Ao longo dos anos, associações das DTUs com 

ciclos de transmissão e/ou hospedeiros foram propostos. Classicamente, a DTU TcI foi 

associada ao ciclo de transmissão silvestre. Isto provavelmente se deve a que TcI prevalece 

entre isolados obtidos de mamíferos silvestres (Fernandes et al., 1998). A linhagem TcII foi 

classicamente associada ao ciclo de transmissão doméstico, incluindo infecções humanas 

(Zingales et al., 2012). No entanto, na medida que os estudos são mais abrangentes em termos 

de número de excursões e espectro de espécies de mamíferos silvestres analisadas, essas 

supostas associações têm sido questionadas (Jansen et al., 2015).  

Na natureza, os animais são expostos à infecção por diferentes DTUs de T. cruzi que 

pode ocorrer uma ou repetidas vezes de modo simultâneo ou sequencial. Além disso, essas 

infecções acontecem em animais portadores de outras taxa de parasitas, o que faz deste, um 

sistema intrincado e complexo. 

1.4 Reservatórios mamíferos de T. cruzi 

O conceito de reservatório vem sendo reavaliado periodicamente. Cada vez mais vem 

sendo abandonada a ideia de reservatório como fonte de infecção para uma determinada 

espécie alvo, que em geral era o homem e os animais domésticos. Também, o conceito de 

ausência de patogenicidade ou virulência para o hospedeiro, vem sendo retirada da definição 
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de reservatório, uma vez que estes dois atributos podem ser, e muitas vezes são, um traço que 

aumenta as chances de dispersão de parasitos. A definição proposta por Ashford (1996) 

considera reservatório como um conjunto de espécies que garantem a dispersão e manutenção 

de um determinado parasita na natureza, e é o que temos adotado em nossos trabalhos.  

A interação parasito-reservatório é considerada um sistema complexo, dinâmico, 

imprevisível que envolve vários fatores (Jansen e Roque, 2010) e que acontece em um 

determinado recorte tempo-espacial, o que resulta em que a interação parasito-reservatório 

apresenta diferentes perfis e esteja em constante mudança (Jansen e Roque 2010) 

Um dos mais antigos e importantes reservatórios de T. cruzi são os didelfídeos. Os 

didelfídeos estão distribuídos amplamente no continente americano, do sudeste de Canadá ao 

sul da Argentina. Os didelfídeos são nômades, solitários e excelentes escaladores. Eles podem 

ser encontrados no topo e nos buracos de árvores, como também no solo e outros refúgios 

naturais (Jansen et al., 2010) São considerados mamíferos generalistas, se adaptam facilmente 

aos domicílios de seres humanos e têm sido reconhecidos como sinalizadores de ambiente 

perturbado (Austad, 1988; Olifiers et al. 2005). 

O termo bioacumulador se refere originalmente à possibilidade de concentração de 

substâncias por um organismo vivo (Streit B, 1998). Este termo foi adaptado ao contexto 

ecológico passando a ser utilizado por diversos autores para indicar a acumulação de parasitos 

em animais (Diaz Alcaraz 2015; Rocha et al., 2013
a
; Rocha et al., 2013

b
). 

 As espécies do gênero Didelphis spp. tem sido propostas como bioacumuladores e 

provavelmente dispersores das DTUs de T. cruzi na natureza (Jansen et al., 2015), uma vez 

que são capazes de manter uma alta taxa de infecções mistas.  

1.5 Brasil e o cenário atual da doença de Chagas 

O Brasil apresenta uma enorme diversidade de ambientes e de fauna, composto por seis 

distintos biomas ou ecorregiões (Costa et al., 2003). O bioma Amazônia é o maior deles ao 

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

dominado pelo bioma Caatinga, composto principalmente por vegetação xérica; o bioma Mata 

Atlântica se estende do sul de Pernambuco até o sul do Rio Grande do Sul, ao longo da costa 

brasileira e caracterizado por uma floresta tropical úmida. De acordo com Paglia et al., 

(2012), a diversidade de mamíferos silvestres, potenciais hospedeiros de T. cruzi, ao longo 

desse mosaico paisagístico é maior na Amazónia, seguida da Mata Atlântica, Cerrado, 

Caatinga e Pampa.   
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Após a bem sucedida campanha para controle das populações intradomiciliares de 

Triatoma infestans, a organização Pan Americana da Saúde (OPAS) certificou ao Brasil como 

livre de transmissão domiciliar vetorial de T. cruzi por espécies de triatomíneos. Isto foi 

possível mediante as campanhas de borrifado com inseticidas associados com o 

melhoramento dos domicílios.  

Atualmente, são menos frequentes as notificações por casos novos de infecção pela via 

contaminativa, prevalecendo o atual perfil epidemiológico da doença de Chagas 

principalmente na transmissão oral. O número de casos atribuídos à infecção oral tem 

aumentado nos últimos anos, especialmente na região norte do país, classicamente 

considerada indene. Há relatos de casos e surtos por via oral no Acre, Amazonas, Pará. Na 

região nordeste, casos e surtos foram descritos no Maranhão, Rio Grande do Norte sem contar 

casos esporádicos no Sudeste (Roque et al., 2008; Shikanai-Yasuda e Carvalho, 2012).  

Embora já vinham ocorrendo há mais de duas décadas, medidas efetivas de controle da 

transmissão de T. cruzi, no atual cenário, ainda estão longe de ser definidas, o que sinaliza que 

esta zoonose deve ser analisada sob uma nova perspectiva epidemiológica, sendo infrutífero 

tentar adaptar à situação atual, medidas de controle utilizadas no passado. 

1.6 Diversidade genética em T. cruzi I 

A antiguidade da DTU I de T. cruzi é atestada pelo expressivo número de mutações em 

genes constitutivos deste genótipo. Vários trabalhos sobre variabilidade genética intra DTU I 

propuseram associações entre subpopulações de TcI com ciclos de transmissão sem que 

tenham chegado a um consenso (Herrera et al., 2007; O’Connor et al., 2007; Cura et al. 2010; 

Llewellyn et al., 2009b). 

Os primeiros trabalhos sobre a variabilidade genética foram baseados em RAPD e 

MLEE (Saravia et al., 1987; Barnabé et al., 2000; Brisse et al., 2000; Montilla et al., 2002). 

No ano 2006, mediante a análise da região variável de kDNA, foi proposta uma associação 

entre subgrupos de TcI e localidade de coleta dos hospedeiros (Salazar et al., 2006; Triana et 

al., 2006). 

Análises com os genes mini-exon também foram realizados para o estudo da 

variabilidade genética de TcI. Herrera et al., (Herrera et al., 2007, 2009) propuseram a 

existência de quatro genótipos ou haplótipos de TcI (TcIa-TcId), a partir de isolados da 

Colômbia. Para a análise desses haplótipos foram desenhados oligonucleotídeos para 

identificar três deles, TcIa, TcIb e TcId, utilizando técnicas de PCR específicas (Falla et al., 

2009). Associações das subpopulação de TcI com os ciclos de transmissão foram propostas na 
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Colômbia, onde TcIa foi associado a infecção humana e a vetores do ciclo doméstico, TcIb 

associado a infecção humana e a vetores peridomésticos; TcIc, a vetores domésticos e TcId ao 

ciclo silvestre.  

 Adicionalmente, estudos realizados através da tipagem de microssatélites multilocus 

(MLMT) demonstraram alta diversidade genética em isolados de TcI em ciclos de 

transmissão de diversas regiões geográficas de América Latina (Llewelyn et al., 2009). Nesse 

mesmo estudo, os autores descreveram um genótipo de TcI que foi proposto como associado à 

infecção humana intradomiciliar, e por isso denominado como Ven/Dom. 

Esses resultados foram corroborados por Cura et al., (2010), que analisaram 105 

amostras de TcI de localidades endêmicas de América Latina e do norte. Além disso, o grupo 

reportou a existência de outro genótipo, TcIe, que foi observado na Bolívia, na Argentina e no 

Chile (Cura et al. 2010). Ocaña-Mayorga et al., (2010) estudando 81 isolados de TcI obtidos 

de vetores e mamíferos na província de Loja, Equador, observaram duas populações que 

foram por eles propostas como associadas aos ciclos de transmissão doméstico/peridoméstico 

e silvestre.  

Estudos realizados com um conjunto de 24 marcadores microssatélites aplicados a 

clones biológicos de Colômbia corroboraram a alta diversidade genética de DTU I de T. cruzi 

e a presença de um grupo denominado TcIDom, associado à infecção humana e vetores 

domésticos (Ramírez et al., 2013). Este último, em concordância com o genótipo denominado 

VenDom por Llewellyn et al., (2009) e também detectado em surtos de doença de Chagas por 

via oral na Venezuela (Segovia et al., 2013). 

Até aqui, as análises aplicadas às subpopulações de TcI utilizaram como marcadores 

principalmente genes de evolução rápida. Análises baseadas em genes constitutivos ou de 

evolução lenta tiveram início na Colômbia, onde Ramírez et al., (2013), utilizando um 

conjunto de 50 clones de TcI, analisaram 14 marcadores de multilocus sequence typing ou 

MLST. Os resultados levaram os autores a concluir à existência de três clados relacionados 

respectivamente aos ambientes doméstico, peridoméstico e silvestre. 

Em comum, todos os estudos sobre a diversidade intra TcI até então, apontaram para a 

existência de uma subpopulação de TcI associada ao ciclo doméstico e à infecção humana. No 

entanto, esse suposto cluster TcIDom carecia de robustez, como apontado por Ramírez e 

Hernández (2017), em estudo subsequente.  

 Quanto à diversidade intra DTU TcI de T. cruzi no Brasil, pouco se sabe (Lima et al. 

2014). Assim sendo, este estudo teve o objetivo de avaliar a diversidade intra DTU I de T. 

cruzi, considerando um grande painel de isolados TcI do Brasil. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 Trypanosoma cruzi I (TcI) é o genótipo mais amplamente disperso em toda a América; 

é encontrado infectando centenas de espécies de mamíferos silvestres de todos os estratos 

florestais de todos os biomas, podendo ser considerado um sucesso evolutivo. A diversidade 

de TcI vem sendo muito estudada em vários países com resultados ainda controversos. Em 

Colômbia foram descritos inicialmente quatro subgrupos de TcI (TcIa- TcId), o que 

posteriormente foi reduzido. Estudos posteriores naquele país, mostraram a presença de dois 

subgrupos de TcI: TcIDom, associado a ciclos domésticos de transmissão e TcI silvestre, 

associado a ciclos peridomésticos e silvestres. No Brasil, pouco se sabe sobre a variabilidade 

genética da DTU TcI, desde que existe apenas um trabalho focado na diversidade de TcI de 

isolados brasileiros. Na Amazônia, onde a infecção humana ocorre principalmente pelo 

genótipo TcI, os surtos são recorrentes e as variáveis que influenciam a transmissão ainda são 

desconhecidas. Uma questão a considerar é se existe algum subgrupo de TcI que esteja 

associado a áreas de surto e que portanto possa se constituir em um indicador de risco 

epidemiológico. Além disso, é importante entender se a ecologia e a ampla distribuição do 

genótipo TcI na natureza são devidas à heterogeneidade genética desta DTU. 
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3 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo Geral 

Estudar a variabilidade genética e distribuição de subpopulações de isolados TcI de 

Trypanosoma cruzi derivados de animais silvestres de vida livre de biomas do Brasil e a 

eventual associação destas com áreas de surtos, espécies hospedeiras, habitats ou área 

geográfica. 

3.2 Objetivos Específicos 

 Avaliar a diversidade de TcI utilizando os seguintes alvos: 

a. Genes nucleares constitutivos: 

b. Loci de microsatélite. 

c. Gene de maxicírculo. 

 Examinar mediante árvores filogenéticas 

a. A diversidade intra DTU I. 

b. A distribuição  geográfica dos subgrupos. 

c. A existência de associação entre eventuais subgrupo de TcI e áreas de surto ou casos 

de doença de Chagas. 

 Analisar a existência de eventos de intercâmbio genético em TcI. 

 Examinar a presença de eventos de introgressão mitocondrial em TcI. 

 Avaliar a riqueza alélica dos isolados de TcI mediante a análise de loci de 

microsatélites. 

 Avaliar o potencial de didelfídeos como bioacumulador da diversidade de TcI. 
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4 RESULTADOS 

Os resultados obtidos serão apresentados no formato de artigos: 

 

Artigo 1. Multilocus sequence typing: genetic diversity in Trypanosoma cruzi I (TcI) isolates 

from Brazilian didelphids. Parasites & Vectors (2018) 11:107: doi.org/10.1186/s13071-018-

2696-9. 

 

Artigo 2. Dissecting the phyloepidemiology of Trypanosoma cruzi I (TcI) in Brazil by the use 

of high-resolution genetic markers. PLoS Neglected Disease (2018) 21;12(5):e0006466: doi: 

10.1371/journal.pntd.0006466. 
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Artigo 1.  Multilocus sequence typing: genetic diversity in Trypanosoma cruzi I (TcI) 

isolates from Brazilian didelphids. 

 

 

Fabiola Roman*, Alena M. Iñiguez, Matthew Yeo and Ana M. Jansen 

 

 

Parasites & Vectors (2018) 11:107: 

doi.org/10.1186/s13071-018-2696-9. 

 

Neste trabalho, foi avaliada a diversidade genética em isolados de TcI através da análise de 

quatro genes constitutivos. Os isolados foram obtidos de hospedeiros didelfídeos de quatro 

biomas brasileiros. 

Os resultados mostraram: 

 Alta diversidade genética intra DTU observada na análise com MLST. 

 A ausência de estritas associações com áreas geográficas ou surtos de doença de 

Chagas. No entanto, foi observado um grupo integrado com isolados exclusivamente 

do bioma Caatinga. 

 A presença de intercâmbio genético, evidenciada pela incongruência entre as árvores 

geradas com os genes individuais. Além disso, haplótipos para cada gene indicaram a 

presença de intercâmbio genético em dois fragmentos de genes. 
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Artigo 2. Dissecting the phyloepidemiology of Trypanosoma cruzi I (TcI) in Brazil by the 

use of high-resolution genetic markers. 

 

 

Fabiola Roman*, Samanta C. das Chagas Xavier, Louisa A. Messenger, Marcio G Pavan, 

Michael A. Miles, Ana María Jansen, Matthew Yeo 

 

 

Trabalho publicado na revista PLoS Neglected Tropical Diseases 

doi: 10.1371/journal.pntd.0006466 

 

 

O estudo da diversidade genética de TcI foi aprofundado neste trabalho através da 

avaliação de marcadores com taxa de evolução rápida (genes de microssatélites e gene do 

maxicírculo), além dos genes de evolução lenta como genes constitutivos.  As análises foram 

aplicadas a isolados de TcI obtidos de diferentes hospedeiros e vetores de 5 biomas 

brasileiros. Neste trabalho foi observada alta diversidade genética de TcI e uma ausência de 

associações estritas de clusters com específicos hospedeiros-vetores ou biomas. No entanto, 

algum grau de associação de um cluster de MLMT estava presente em isolados do bioma 

Amazônia. Nenhuma outra relação evidente entre clusters e biomas foi identificada; no 

entanto, os testes estatísticos são consistentes com a possibilidade de alguma forma de 

associação. Além disso, foi observada a presença de eventos de introgressão mitocondrial em 

isolados TcI e evidências de intercâmbio genético intra-DTU. 
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5 DISCUSSÃO 

Trypanosoma cruzi é um parasito heterogêneo paninfectivo, cuja origem é estimada 

como tendo ocorrido há aproximadamente 80 a 100 milhões de anos, coincidente com a 

separação do supercontinente Gondwana, que incluía África, América do Sul, Antártida e 

Austrália (Stevens et al., 1999; Stevens e Gibson, 1999; Stevens et al., 2001). As 

subpopulações do parasito foram organizadas em 6 genótipos ou Unidades Discretas de 

Tipagem ou DTU (Discrete Typing Units), TcI-TcVI, além de uma provável linhagem TcVII, 

TcBat, cuja ecologia ainda é desconhecida. Provavelmente, como consequência da 

heterogeneidade intra DTU e ecologia de outras DTUs, apresentam alguns resultados 

controversos. A possibilidade de observar essas diferenças genéticas existentes em T. cruzi e 

outros parasitos, foi devido ao incremento do poder analítico das ferramentas moleculares. 

Esse foi o caso da DTU I de T. cruzi, para o qual, a alta diversidade vem sendo demonstrada 

há vários anos (Herrera et al., 2007; Falla et al., 2009; Llewelyn et al., 2011, Messenger et al., 

2012; Ramirez et al., 2013). 

Por se tratar da DTU com a mais ampla distribuição na natureza, a diversidade 

genética de T. cruzi I vem sendo estudada por vários autores cuja hipótese propõe uma 

subdivisão das populações de TcI, de acordo com áreas geográficas, reservatórios, vetores, 

ciclos de transmissão e até manifestações clínicas da doença humana (Ramirez et al., 2013; 

Ramirez e Hernandez 2017). Com o objetivo de testar essa hipótese, o primeiro passo desses 

autores foi o sequenciamento da região intergênica dos genes mini-exon de isolados de TcI 

(Herrera et al., 2007). Essa análise que incluiu isolados do ciclo silvestre e do ciclo domiciliar 

da Colômbia, resultou na proposta de subdividir TcI em quatro haplótipos. A partir daí a série 

de análises que foram realizadas utilizando como marcadores genéticos o citocromo b, PCR-

RFLP, MLST, MLMT (Herrera et al., 2007; Llewellyn et al., 2009; Diosque et al., 2014) 

geraram resultados não conclusivos. Ramirez e Hernandes em 2017, concluíram que a alta 

diversidade observada em TcI, tornava pouco provável que se pudesse estabelecer qualquer 

tipo de associação robusta com alguma das variáveis mencionadas acima. 

As análises moleculares de alta resolução que foram aplicadas a um grande painel de 

isolados de TcI derivados de um amplo espectro de mamíferos silvestres de cinco biomas, 

apresentados nos dois trabalhos que compõem essa tese, confirmam a grande diversidade 

genética presente no genótipo TcI de T. cruzi. 

A nossa hipótese em relação à ausência de associações de subgrupos de TcI com 

biomas ou espécies de hospedeiros, foi parcialmente confirmada, devido a que não foram 
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observadas associações claras, embora os testes estatísticos mostraram que eventuais 

associações não podem ser descartadas de todo. 

A competência de Didelphis sp. como bioacumulador dos genótipos de TcI foi 

confirmada pelas análises de MLMT, reforçando a importância deste táxon como reservatório 

de T. cruzi e principalmente de TcI e de suas subpopulações. Outro ponto muito discutido é a 

estrutura populacional de T. cruzi. Nossos resultados mostraram a presença de eventos de 

introgressão mitocondrial e incongruências entre árvores filogenéticas geradas com genes 

constitutivos. No entanto, os resultados sobre os eventos de intercâmbio genético não foram 

robustos, o que sugere que esses eventos são raros embora possam ocorrer. 

5.1 Diversidade genética intra TcI 

As análises aqui apresentadas sobre a diversidade genética de isolados brasileiros de T. 

cruzi I confirmam a expressiva heterogeneidade e diversidade em DTU I de T. cruzi. A 

comparação entre genes de taxa de evolução rápida (gene do maxicírculo e MLMT) e genes 

de evolução lenta (MLST), foram realizados pela primeira vez em um mesmo painel de 

amostras de TcI do Brasil.  

O poder de discriminação dos genes constitutivos diferiu entre eles e entre os 

resultados de outros autores (Yeo et al., 2011; Ramirez et al., 2013; Diosque et al., 2014). Os 

fragmentos de genes analisados mostraram divergência em relação à diversidade genética 

entre eles e, ainda mais, em relação aos resultados de outros autores, mesmo sendo genes 

constitutivos de evolução lenta. Isso indica que esses genes constitutivos não podem ser 

considerados como marcadores universais para estudo da diversidade intra TcI.  

Fragmentos de genes que, em trabalhos anteriores foram identificados como sendo 

altamente variáveis, e.g. genes DHFR-TS de acordo com Yeo et al., (2011) e CoAR de acordo 

com Diosque et al., (2014), em nossos estudos apresentaram baixos valores de eficiência de 

tipificação (TE) e poder de discriminação (DP), além de apresentar baixa variabilidade 

genética em relação aos demais genes estudados. 

Os genes RB19, GPI e LAP, foram considerados não informativos em estudos de 

diversidade genética das seis DTUs de T. cruzi (Yeo et al., 2011; Diosque et al., 2014). 

Contrariamente ao esperado, o RB19 foi um marcador altamente informativo em isolados de 

TcI do Brasil, evidenciando diversidade de subpopulações de TcI. As variações no TE são 

geralmente os resultados de pressões seletivas em loci individuais, deriva gênica ou diferenças 

nas taxas de mutações. Nossos resultados não permitem explicar as diferenças do poder de 

discriminação da diversidade de TcI dos fragmentos de genes constitutivos estudados 
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utilizados pelos diferentes autores. O que poderia explicar os nossos resultados é que o 

enorme universo que compõe a subpopulação T. cruzi I, sua ampla dispersão por uma 

diversidade de ambientes e espécies hospedeiras, torna questionável a representatividade das 

amostras. 

O aumento dos valores de suporte observados nas árvores geradas no segundo 

trabalho, se deve provavelmente à duplicação dos SNPs e a análise bayesiana. Quando foram 

geradas árvores com o método average state e NJ em MLSTest, foram observadas diferenças 

nesses valores de suporte. Portanto, para estudos da diversidade genética em TcI, o método de 

average state e NJ, utilizado para organismos diploides, são recomendados para evitar valores 

de suporte e clusters fictícios. No entanto, as análises mostraram clusters semelhantes tanto 

em árvores com os fragmentos individuais como a árvore com os fragmentos concatenados. 

Quanto ao fragmento de gene do maxicirculo, o baixo nível de diversidade observado 

foi surpreendente, uma vez que se trata de um gene de evolução rápida. Essa baixa 

diversidade é consistente com a presença de eventos de introgressão, reportados em várias 

populações de TcI em América Latina (Llewellyn et al., 2011; Carrasco et al., 1996). 

5.2 Intercâmbio genético em TcI 

A capacidade de recombinação em T cruzi, e particularmente em TcI, tem sido motivo 

um debate extenso, intenso e de décadas, (Tibayrenc et al., 1990; Tibayrenc and Ayala, 1991; 

2012; 2013; 2014
a
; Ramírez e Llewellyn, 2014; Tomasini et al., 2014

a
; 2014

b
). O modelo de 

reprodução reconhecido em T cruzi é predominantemente clonal, embora, a utilização de 

marcadores polimórficos para a análises de populações levaram a alguns autores à conclusão 

de que intercâmbios genéticos ocorrem em condições experimentais (Gaunt et al., 2003; 

Carrasco et al., 1996). 

Um dos indicadores clássicos da provável ocorrência de eventos de intercâmbio 

genético, são as incongruências entre as topologias das árvores geradas com os genes 

individuais. As incongruências topológicas já haviam sido observadas em isolados TcI por 

outros autores (Dingle et al., 2001; Ramirez & Hernandez et al. 2017). 

Em nossos dois trabalhos aqui apresentados, foram observados fortes indícios de 

eventos de intercâmbio genético, como mostra a presença das incongruências topológicas nas 

árvores filogenéticas. As incongruências topológicas observadas eram moderadas, 

consistentes com uma estrutura populacional de tipo 2, segundo os parâmetros de Tomasini et 

al., (2014). Esse tipo de estrutura populacional, inclui árvores com incongruência em alguns 
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clusters, mas com uma topologia que não pode ser totalmente resolvida na análise de MLST 

(Tomasini et al., 2014). As politomias nas árvores geradas com os fragmentos de genes 

individuais constitutivos, não permitiram resolver totalmente as topologias das árvores 

filogenéticas. A presença das politomias pode ser explicada, como proposto por Tomasini et 

al. (2014), pelo baixo número de polimorfismos informativos dos fragmentos de genes 

analisados e também devido à ausência de dados que permitam identificar o relacionamento 

dessas subpopulações. 

A presença de eventos de intercâmbio genético é também reforçada pela presença de 

prováveis alelos recombinantes e os potenciais parentais como demonstrado nos dois 

trabalhos que compõem esta tese. No entanto, esses alelos recombinantes devem ser 

analisados com cuidado, uma vez que as sequências foram testadas utilizando o programa 

PHASE, que tem sido utilizado para análises de amostras de origem humana e que 

aprioristicamente assume a recombinação genética como padrão. 

A frequência de eventos de intercâmbio genético em Trypanosoma spp. é um aspecto 

muito controvertido. Assim, alguns autores consideram que intercâmbios genéticos ocorrem 

apenas raramente (Tibayrenc et al., 2015; Tomasini et al., 2014) e outros autores consideram 

que o intercâmbio genético é frequente (Ramirez e Llewellyn et al., 2014; Messenger et al., 

2015). O conjunto de nossos resultados (incongruência topológica, isolados heterozigotos e 

eventos de introgressão) apoia a hipótese de que os eventos de intercâmbio genético são raros, 

desde que eles não foram conclusivos, já que mosaicos não foram observados mesmo com um 

número total de próximo a 100 isolados além da pouca resolução das árvores individuais na 

análise de MLST. 

5.3 Distribuição geográfica dos genótipos TcI 

Embora não tenhamos observado associações robustas de subpopulações de TcI com 

biomas, nós observamos: (1) um cluster que incluiu todos os isolados do bioma Amazônia 

com alguns isolados dos biomas Mata Atlântica e Cerrado, e (2) um cluster que incluiu 

isolados de hospedeiros mamíferos que utilizam o dossel. São duas as possíveis explicações. 

Em relação ao cluster da Amazônia, nenhum dos genótipos encontrados nesse bioma foi 

encontrado em outras áreas, o que pode ser devido, ao menos em parte, à enorme distância 

dos locais de coleta neste bioma, em relação aos demais locais e/ou às condições ecológicas 

peculiares. A presença, no cluster da Amazônia, de alguns genótipos de TcI observados dos 

biomas Mata Atlântica e Cerrado, é indicativo do expressivo potencial de dispersão desses 

genótipos, natural ou artificialmente. 
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Vale mencionar que, embora tenham sido analisados maior número de isolados de TcI 

do bioma Amazônia, estes apresentaram baixos níveis de fluxo gênico, além de uma extensa 

diversidade genética. No segundo trabalho nós observamos que clusters mais próximos 

coincidiram com ambientes próximos. 

Ainda no bioma Amazônia, os índices de agrupamento evidenciaram pouca 

perturbação da área. Além disso, os isolados de Amazónia apresentaram a maior riqueza 

alélica dentre os biomas analisados, o que pode ser devido à evolução clonal em um ambiente 

relativamente estável. Amazônia é o bioma que a apresenta a maior biodiversidade, em 

relação aos demais biomas (Paglia et al., 2012). Essa diversidade é provavelmente 

acompanhada também pela diversidade de parasitas. 

O cluster formado por genótipos similares encontrados em espécies de hospedeiros 

que frequentam o dossel sugere um ciclo de transmissão ocorrendo de modo independente 

nesse ambiente. 

A presença de isolados idênticos, coletados em ambientes diferentes (um do bioma 

Amazônia e um do bioma Mata Atlântica) e espaços de tempo diferentes reforçam a 

existência da ampla distribuição geográfica de genótipos TcI. Adicionalmente, a presença de 

genótipos iguais em áreas separadas por barreiras geográficas, mostra a ampla dispersão dos 

genótipos de TcI na natureza. Este foi o caso das localidades Abaetetuba e Cachoeira do Arari, 

que estão separadas pela Baía de Marajó. Certamente, fatores bióticos e abióticos, inclusive as 

atividades humanas, estão relacionados com a ampla dispersão natural dos genótipos de TcI 

em áreas distantes. Um dos fatores bióticos mais importantes a serem considerados é a 

composição faunística da área em estudo e coleta representativa. De fato, um estudo inicial 

(no primeiro trabalho) realizado com um número pequeno de isolados do bioma Cerrado, 

mostrou que esses compunham um único cluster, sugerindo baixa diversidade. No entanto, 

quando o número de amostras de áreas do bioma Cerrado foi aumentado, se observou mais 

genótipos que inclusive em outros biomas, a saber, Mata Atlântica e Pantanal. Isto resulta 

extremamente importante na hora de gerar conclusões em relação às associações de genótipos 

com áreas geográficas ou hospedeiros. Apesar do enorme esforço de captura de animais que 

vêm sendo realizados no campo, é importante ressaltar que se trabalha com uma sub 

amostragem de populações de T. cruzi I, já que o universo do parasito é muito maior do que 

podemos acessar, e que qualquer tipo de associação que poderiam ser observadas, devem ser 

analisadas com cautela. 

A mesma situação foi observada na análise por MLMT de isolados de T. cruzi dos 

biomas Caatinga, onde foi observada maior diversidade genética quando se aumentou o 

número de isolados. 
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A riqueza e a dispersão das subpopulações de TcI provavelmente refletem a 

diversidade de biocenoses nos diferentes biomas bem como à conectividade entre a maioria 

deles o que permite o fluxo gênico entre as subpopulações de TcI. 

Nos biomas Mata Atlântica, Cerrado e Caatinga, a estrutura populacional de T. cruzi se 

caracterizou por apresentar alto nível de fluxo gênico e subclusters intrapopulacionais O fluxo 

genético pode ser explicado por dispersão aérea, especificamente pelo deslocamento de 

quirópteras e triatomíneos. É sabido que os morcegos albergam uma grande diversidade de 

genótipos de T. cruzi, mas o seu papel na biogeografia e dispersão do parasito não é muito 

conhecida. 

A análise de MLST, realizada no segundo trabalho, foi parcialmente congruente com a 

análise do gene do maxicírculo. No entanto, existem diferenças substanciais como, por 

exemplo, o isolado G41 que apresentou uma topologia diferente nessa árvore. A discordância 

entre as filogenias nuclear e mitocondrial é indicativo de uma associação prolongada e 

contínua entre populações de localidades muito distantes (Messenger et al., 2011). 

Adicionalmente, a incongruência entre as árvores observada é consistente com a proposta de 

que a recombinação de T. cruzi envolve o intercâmbio independente do material genético 

nuclear e mitocondrial. Os múltiplos eventos de introgressão observados entre grupos que 

abrangem uma extensa área geográfica mostram que estes eventos são frequentes. 

Associações de subpopulações de TcI com espécies hospedeiras ou espécies de 

triatomíneos permanecem ainda sem respostas consistentes. Essa é uma questão que nossos 

resultados também não conseguiram esclarecer de modo categórico: embora as análises por 

MLMT e MLST não tenham mostrado associações evidentes entre subtipos de TcI e espécies 

de hospedeiro, as análises estatísticas não permitiram descartar de todo esta possibilidade. Se 

por um lado não foi possível estabelecer uma associação de genótipos de TcI com espécie de 

hospedeiro, o encontro de um cluster que agrupou animais que frequentam o dossel remete a 

uma tendência de um conjunto de genótipos de TcI determinado pelo uso de estrato florestal. 

A presença de todos os isolados da Amazônia em um cluster teoricamente indicativo de uma 

associação de genótipos de TcI com este bioma, é desafiado pela presença de isolados dos 

biomas Mata Atlântica e Cerrado. Nossos resultados mostram que, mesmo sendo uma única 

DTU de T. cruzi, esta apresenta enorme complexidade epizootiologica e que propostas de 

associações de subpopulações de T cruzi com biomas ou hospedeiros devem ser analisadas 

com cautela. 

Didelphis spp. hospedeiros que frequentam todos os estratos florestais, também 

integraram esse cluster, como confirmaram as análises de MLST, MLMT e a árvore do gene 

de maxicírculo. A presença de isolados de T. cruzi, obtidas de didelfídeos, em todos os 
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clusters e associado aos baixos valores de Fst, é compatível com a nossa hipótese de seu papel 

como bioacumuladores da diversidade dos genótipos T. cruzi (Jansen et al., 2015).  

Reservatórios sinantrópicos como didelfídeos, são ecléticos quanto a habitats (Olifiers 

et al., 2005) e se alimentam de restos orgânicos descartados pelos humanos, bem como de 

frutos, insetos e pequenos vertebrados nas áreas silvestres. Por outro lado, didelfideos são 

predados por animais mesopredadores ou topo de cadeia, dentro da rede trófica o que pode 

explicar as frequentes infecções mistas.  

O segundo trabalho desta tese, reforça o importante papel desempenhado por 

Didelphis marsupialis na dispersão de genótipos TcI (Jansen et al., 2015), como evidenciado 

pelos baixos valores de Fst em comparação com isolados obtidos de outras espécies de 

hospedeiros. No entanto, não podemos afirmar que essa característica seja um atributo 

específico de D. marsupialis, uma vez que, o número de amostragem das outras espécies do 

gênero foi menor.  

5.4 T. cruzi e o perfil epidemiológico emergente de doença de Chagas 

Várias tentativas de associações com características morfológicas bioquímicas, 

moleculares, ciclos de transmissão e manifestações clínicas foram realizadas desde a 

descrição da espécie (Andrade et al. 1983; Batista et al. 2009; Corrales et al. 2009; del Puerto 

et al. 2010). Na Colômbia, TcIDom e TcI silvestre foram propostos como associados aos ciclos 

de transmissão doméstico e silvestre, respectivamente (Herrera et al., 2009; Ramirez et al., 

2013). Alguns autores propuseram que TcI silvestre era responsável pelas formas graves da 

doença de Chagas o que não foi confirmado por outros autores (Hernández et al., 2014). 

Adicionalmente, não foi confirmado TcIDom como sendo exclusivamente transmitido 

no intradomicílio (Ramirez & Hernandez et al., 2017). De fato, foi demonstrado 

posteriormente que TcIDom também é transmitido em ciclos silvestres e não é encontrado 

somente no ciclo de transmissão doméstico. Análises realizados por Ramirez et al., (2017) 

indicaram que, embora em Colômbia sejam encontrados dois grupos distintos de cepas de TcI 

(Dom e Silvestre), a associação com determinados ciclos de transmissão não foi clara.  

O genótipo denominado TcIDom, associado ao ambiente doméstico, foi encontrado 

sendo transmitido entre animais de copa de palmeiras no ambiente silvestre, e TcI silvestre 

não demonstrou apresentar uma associação específica com nenhuma das áreas amostradas 

(Ramirez e Hernández 2017). 
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De acordo com os dois trabalhos que compõem esta tese, não foram observados 

isolados de TcI peculiares a áreas de surto, uma vez que os clusters observados nas árvores 

filogenéticas independeram das áreas de surto. Além disso, foram observados baixos valores 

de bootstrap mostrando que os subclusters dos isolados da Amazônia não foram robustos. 

O conjunto de nossas observações nos levam a propor que, provavelmente, os surtos e 

casos de DCA na Amazônia estão muito mais relacionados aos hábitos dos moradores do que 

a algum fator ligado ao parasito. De fato, o hábito de processar o fruto do Açaí para obter o 

suco no crepúsculo vespertino ou matutino em equipamento desprotegido, fora do domicilio e 

sob iluminação artificial, constitui provavelmente um dos muitos fatores de risco, ao lado de 

branqueamento realizado em temperaturas insuficientes para esterilizar os frutos entre outros. 

Com base nisso, sugerimos que apenas um programa educativo constante que considere as 

peculiaridades culturais de cada localidade será capaz de impedir que novos casos de DCA 

aconteçam na Amazônia. 

Em relação às áreas onde isolados TcI foram obtidos, é importante considerar que os 

ambientes são em geral sobrepostos e separações dificilmente podem ser reconhecidas, já que 

o ambiente doméstico, e peridomiciliar geralmente estão muito próximos se não até incluídos 

no ambiente silvestre. 

 Trypanosoma cruzi é um parasito geneticamente diverso, mas associações de 

subpopulações com ambientes, manifestações clinicas da doença humana ou espécie 

hospedeira permanecem controvertidas, muito provavelmente devido à complexidade dos 

fatores envolvidos na transmissão ou subamostragem do parasito.   



103 

6 CONCLUSÕES 

 A unidade taxonômica TcI de T. cruzi que circula nos biomas brasileiros é altamente 

diversa; 

 A diversidade em TcI demonstrada pelos fragmentos de genes RHO1 e Rb19 sugerem 

uma diversificação antiga desse genótipo; 

 As diferentes sub-populações de TcI estão dispersas pelos biomas brasileiros, 

independente do tempo; 

 A diversidade mais expressiva da DTU I de T. cruzi foi observada no bioma 

Amazônia; 

 Isolados de TcI obtidos no bioma Amazônia evidenciaram baixo nivel de fluxo 

genético; 

 As subpopulações de TcI obtidas de vetores e mamíferos da Caatinga, Cerrado e Mata 

Atlântica, mas não da Amazônia, mostraram alto nível de fluxo genético; 

 Associações estritas entre subpopulações de TcI e áreas geográficas não foram 

observadas; 

 Análises moleculares mostraram a ausência de associações de subpopulações de TcI 

com espécies de vetores ou mamíferos, no entanto, testes estatísticos mostraram que 

essa possibilidade não pode ser descartada; 

 A ausência de genótipos da Amazônia nos demais biomas sugere um ciclo de 

transmissão de TcI independente naquele bioma; 

 Não foi possível estabelecer uma relação entre perfil molecular de isolados TcI e 

ocorrência de surto de doença de Chagas aguda; 

 Genótipos de TcI obtidos de hospedeiros que frequentam o dossel formaram um 

cluster, sugerindo um ciclo de transmissão independente acontecendo nesse estrato 

florestal; 

 A constatação de heterozigotos, assim como de incongruências entre árvores 

filogenéticas dos genes individuais, sugerem intercâmbio genético em subpopulações 

de TcI;   

 A introgressão mitocondrial em subpopulações de TcI constitui um evento frequente; 

 Análises filogenéticas através de MLMT, MLST e o gene de maxicírculo mostram a 

mesma capacidade de resolução; 

 Os fragmentos de genes constitutivos COAR, GTP, LAP, PDH, RB19, LYT, DHFR-TS, 

METIII e RHO1, não são marcadores universais da diversidade de TcI. 
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 Didelfideos demostraram ser os hospedeiros capazes de manter alta diversidade de 

populações de TcI, podendo ser considerados como bioacumuladores desta DTU. 
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