MINISTERIO DA SAUDE
FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Mestrado em Pds-Graduacao em Biologia Parasitaria

ESTUDO DA DIVERSIDADE GENETICA DAS SUBPOPULACOES DE
TRYPANOSOMA CRUZ| ISOLADAS DO GENERO DIDELPHIS NO
BRASIL BASEADO NO MULTI LOCUS SEQUENCE TYPING (MLST)

IRENE FABIOLA ROMAN MALDONADO

Rio de Janeiro
2014



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Parasitaria

IRENE FABIOLA ROMAN MALDONADO

Estudo da diversidade genética das subpopulagfes de Trypanosoma cruzi | isoladas

do género Didelphis no Brasil baseado no Multilocus Sequénce Typing (MLST)

Dissertacdo apresentada ao Instituto Oswaldo
Cruz como parte dos requisitos para obtengao do

titulo de Mestre em Biologia Parasitaria

Orientadora: Prof. Dra. Ana Maria Jansen-Franken

RIO DE JANEIRO
Fevereiro de 2014



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Parasitaria

AUTOR:IRENE FABIOLA ROMAN MALDONADO

ESTUDO DA DIVERSIDADE GENETICA DAS SUBPOPULACOES DE
TRYPANOSOMA CRUZI | ISOLADAS DO GENERO DIDELPHIS NO BRASIL
BASEADO NO MULTI LOCUS SEQUENCE TYPING (MLST)

ORIENTADORA: Prof. Dr. Ana Maria Jansen-Franken

Aprovada em: 28/02/2014

EXAMINADORES:

Prof. Dr. Reginaldo Peganha Brasil (IOC/FIOCRUZ) - Presidente
Prof. Dr. Marcelo Salabert (UFF) - Membro

Prof. Dr. Adeilton Alves Brandéao (IOC/FIOCRUZ) - Membro

Prof. Dr. Rafael Maciel de Freitas (IOC/FIOCRUZ) - Suplente
Prof. Dr. Fatima Madeira (IPEC/FIOCRUZ) - Suplente

Rio de Janeiro, 28 fevereiro de 2014



Ficha catalografica elaborada pela
Biblioteca de Ciéncias Biomédicas/ ICICT / FIOCRUZ - RJ

M244 Maldonado, Irene Fabiola Roman

Estudo da diversidade genética das subpopula¢des de Trypanosoma
cruzi | isoladas do género Didelphis no Brasil baseado no Multilocus

Sequénce Typing (MLST) / Irene Fabiola Roman Maldonado. — Rio de
Janeiro, 2014.

xv, 95 f.;il. ; 30 cm.

Dissertacdo (Mestrado) — Instituto Oswaldo Cruz, Pés-Graduacéo
em Biologia Parasitéria, 2014.

Bibliografia: f. 81-92
1. Trypanosoma cruzi |. 2. MLST. 3. Bioacumulador. 4. Didelphis spp.

I. Titulo.
CDD 616.9363




Dedicado a meu esposo Carlos
Meus pais, Perla e Ireneo
Amo vocés



AGRADECIMENTOS

Nestes dois anos no LabTrip, além de trabalhar na disertacdo de mestrado,
posso dizer que ganhei bons amigos. Amigos que me acompanharam na minha
chegada e no meu dia a dia. Eu quero dizer a todos vocés OBRIGADA pela
amizade e por ser excelentes colegas no trabalho. Vou tentar citar vocés, mas eu
sei que aqueles que fizeram e fazem a minha estancia no Brasil conrfortavel sao
muitos mais dos que eu consigo nomear.

Eu quero dizer GRACIAS, a minha orientadora, a Dra Ana Maria Jansen por
ter aberto as portas a meu aprendizado no LABTRIP e ser um exemplo de
pesquisadora para mim. Pela paciéncia e o amor a ciéncia que ela mostra cada dia.
Obrigada por dizer “SIM” naquele primeiro email.

A meus pais que me apoiam sempre nas minhas escolhas, pela companhia
desde longe e por celebrar comigo cada logro. Papi Mami muchas gracias porque
son unos padres excelentes. Los quiero mucho.

A meu esposo Carlos. Obrigada por me mostrar a beleza da vida, por me
alentar a fazer as coisas que eu achaba impossiveis. Obrigada porque vocé é meu
esposo, amigo, colega e parceiro e por me ajudar muito mais nos ultimos meses.
Eu adoro a minha vida contigo e o caminho que escolhimos. TE AMO, vamos por
mas!

A Valdirene (Val), que me ajudou e me ensinou com toda a paciéncia do
mundo. A Dani que estid sempre para esclarecer minhas davidas da colecdo. A Bia
que é um amor de pessoa, com um coracdo enorme, obrigada também pela
carona!!. Amo vocés. As minhas colegas da sala: Sam (obrigada pelos mapas!), Jul,
Renata, Lucélia, Laurem, Bel, Valquiria, Lipo e Kamilla, Marcéo, Cris, André Roque,
foram uma familia para mim. Obrigada.

A Dra Ana Carolina Paulo Vicente, por abrir as portas do seu laboratério para
mim. Ao Michel, por me ajudar com paciéncia nas analises genéticas, Gracias!

A minhas profesoras do Paraguai a Dra Antonieta Rojas de Arias que me
ajudou a dar o primeiro paso na aplicagcdo do mestrado. As Dras Celeste Vega e
Miriam Rol6n, porque com vocés no CEDIC me sinto como em casa, obrigada por
confiar em mim. A minha querida profe Perla, que desde a faculdade foi mais que

uma professora, foi a minha amiga.

Vi



A Josefina Rios, por me acompanhar desde longe e me ajudar a ver com
clareza as coisas. Gracias!

Aos amigos Andrés Mojoli, Danilo Fernandez, Francisco Brusquetti porque
me ajudaram sempre esclarecendo duvidas, manejar programas informaticos e
obter artigos. A minha querida Silvia Sanchez por mi ajudar com o Zotero... Gracias
amigos!

A Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico — CNPq

pelo auxilio financeiro.

Vii



...science and everyday life cannot and
should not be separated.

Rosalind Franklin

viii



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
ESTUDO DA DIVERSIDADE GENETICA DAS SUBPOPULACOES DE
TRYPANOSOMA CRUZI ISOLADAS DO GENERO DIDELPHIS NO BRASIL
BASEADO NO MULTI LOCUS SEQUENCING TYPING (MLST)

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA
Irene Fabiola Roman Maldonado

O gendtipo Tcl é a subpopulacdo de Trypanosoma cruzi mais amplamente
distribuida no Brasil e nas Américas, tanto em relagdo ao nimero de espécies
hospedeiras quanto a sua distribuicdo geografica. Classicamente considerado como
sendo homogéneo, estudos mais recentes vem demostrando o contrario na medida
em que na Colombia ja se descreveu a heterogeneidade desta populagéo. Inclusive
uma subpopulacdo denominada Tcpom, associada ao ciclo doméstico naquele pais.
Com o objetivo de estudar a variabilidade genética do T. cruzi |, trinta e
trés amostras isoladas de espécies do género Didelphis, provenientes de quatro
biomas do Brasil, foram analisadas mediante arvores filogenéticas, usando quatro
genes constitutivos e utilizando a técnica de Tipagem por Sequéncias de Multilocus
(MLST). As espécies do género Didelphis se caracterizam por seus hébitos
silvestres/sinantropicas, por serem nomades, amplamente distribuidos por todos os
biomas do Brasil e ecléticos, tanto em relagdo aos habitats que podem ocupar
quanto a alimentacao, ou seja expostos a todos os ciclos de transmisséo. Por estas
caracteristicas e por ser um dos hospedeiros mais antigos deT. cruzi foi escolhido
como espécie hospedeira para a andlise. Os resultados mostraram a existéncia de
uma micro heterogeneidade presente nos isolados examinados, onde a maior
diversidade foi observada no bioma Amazénia e a menor diversidade no bioma
Caatinga. Observou-se uma correspondéncia entre a diversidade genética de T
cruzil e a diversidade faunistica das areas onde foram realizadas as coletas
correpondentes a cada bioma. O gene LYT1 apresentou o maior numero de sitios
polimérficos nos isolados de T cruzil, corroborando que ele constitue um gene
recomendavel para estudar variabilidade em Tcl. O género Didelphis confirmou sua
competéncia como bioacumulador da diversidade da DTU Tcl de T. cruzi.
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY
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Tcl genotype is the most widespread subpopulation of Trypanosoma cruzi in
Brazil as well as in the Americas. This is so, in terms of the number of host species
as well as of its geographic distribution. Traditionally considered as homogeneous,
this genotype has been shown by recent studies not to be so, since in Colombia its
heterogeneity of population has already been described. This includes the so called
Tcpom, Which is linked to the domestic cycle in that country. In order to study the
current genetic variability of T. cruzi I, thirty three samples isolated from species of
the Didelphis spp genus adquired from four different biomes of Brazil were analyzed
by means of phylogenetic trees using four constitutive genes and the Multilocus
Sequencing Typing (MLST) technique. Species of the Didelphis genus are
characterized by their silvatic/sinanthropic habits, for being nomads that are widely
distributed across Brazil, and for being eclectic in terms of their habitats as well as
their feeding; i. e. exposed to all the transmission cycles. Because of these traits and
also for being one of the most ancient hosts of T. cruzi they were selected as the
host species for analysis. Results show the existence of a micro heterogeneity in the
examined isolates, where the highest diversity was observed in the Amazonia biome,
and the lowest in the Caatinga biome. A correspondence between the genetic
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bioacumulator for the diversity of the DTU Tcl of T. cruzi.
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1.1 O parasita: Trypanosomacruzi

Trypanosoma cruzi (T cruzi, € um protista flagelado da familia
Tripanosomatidae e ordem Kinetoplastida (Simpson et al., 2006) descrito por Carlos
Ribeiro Justiano das Chagas em 1909. T. cruzi esta amplamente distribuido no
continente americano desde a regido sul dos Estado Unidos até o sul da Argentina
(Falla et al., 2009). A tripanossomiase por T. cruzi no homem, pode resultar em uma
sindrome que recebeu o nome de “doenca de Chagas” em homenagem a seu
descobridor. E considerada atualmente como uma doenca negligenciada embora ainda
seja uma importante infeccdo parasitaria na América Latina. A tripanossomiase por T.
cruzi caracteriza-se como uma zoonose complexa, transmitida por cerca de 130
espécies de triatomineos vetores da familia Reduviidae, subfamilia Triatominae
(insetos hemipteros que sdo exclusivamente hematéfagos em todos os estdgios de
vida) (Yeo et al. 2005; PAHO, 2009; Jiménez-Coello et al. 2012). Inclui em seu ciclo
evolutivo centenas de espécies de hospedeiros mamiferos distribuidos em oito ordens
respectivamente Artiodactilia, Carnivora, Quirdptera, Didelphimorphia,
Perissodactilia, Primates, Rodentia e Cingulata (Lisboa et.al.,, 2009). T. cruzi se
caracteriza por ser generalista uma vez que € capaz de infectar em seus hospedeiros
os tecidos, incluindo ai sitios pouco ortodoxos como € o caso das glandulas de cheiro
de marsupiais didelfideos. Este ecletismo de hospedeiros e habitats se expressa na
complexidade dos ciclos de transmissao na natureza que podem ou nao acontecer de
modo independente nos diferentes estratos florestais, mesmo considerando um mesmo
fragmento ( Pinho et. al., 2000; Lisboa et. al., 2006).

Uma das hipéteses sugere a origem do T. cruzi como tendo ocorrido entre 100 e
150 milhdes de anos quando da separacdo da América do Sul da Africa, tendo o
parasita sido mantido h4 milhdes de anos como uma exclusiva enzootia na fauna
endémica local, constituida basicamente por mamiferos das ordens Didelphimorphia,
Cingulata e Pilosa. Foram sendo incorporadas ao ciclo de transmisséo do T. cruzi a
taxa de mamiferos que posteriormente chegaram as Américas em diferentes levas

migratdrias, a saber, os roedores caviomorfos e primatas ( 35 ma ) carnivoros ( 2.2 ma)
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e finalmente o homem, ha aproximadamente 30,000 anos ( Schofield 2000)( Briones et
al. 1999).

1.2 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

O ciclo de vida de T. cruzi € complexo, com quatro estagios de desenvolvimento
em insetos vetores e hospedeiros mamiferos (Rassi e.t al,. 2010) (Figura 1.1). Das
quatro formas evolutivas do T. cruzi, trés (tripomastigota sanguicola, tripomastigota
metaciclica e amastigota) sdo capazes de infectar e essa infec¢do se dé por diferentes
vias (vetorial contaminativa ou oral, congénita, transfusiocional e por transplante de
orgao), mostrando quéo efetivo sdo os mecanismos de dispersdo desse parasito
(Mortara et. al. 2008; Fernandes et. al. 2012).

Stages in insect vector

\Stagesiin vertebratelhost:

Figura 1.1 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi e estagios de desenvolvimento no

inseto vetor e no hospedeiro vertebrado. Teixeira et. al., (2012).
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A forma vetorial contaminativa, descrita como a forma classica de transmissao
do T. cruzi ao homem, ocorre quando o inseto vetor, ao realizar seu repasto sanguineo,
elimina formas tripomastigotas metaciclicas junto com as fezes. Esses parasitos
penetram pelo local da picada ou mucosas quando a pessoa se coca ou esfrega o local
da picada. No hospedeiro mamifero, esses parasitos invadem as células nucleadas de
praticamente todos os tecidos, onde se diferenciam na forma multiplicativa, amastigota.
A saida da célula, apds nova diferenciacdo celular para a forma tripomastigota, se da
pelo rompimento celular que ocorre tanto na forma ativa (desencadeada pela
multiplicacdo parasitaria intra-celular) quanto passiva (desencadeada pela prépria
célula). A transmissdo para o0 inseto vetor ocorre quando formas tripomastigotas
circulantes no sangue do hospedeiro vertebrado séo ingeridas por outro triatomineo em
um novo repasto sanguineo. No hospedeiro invertebrado, os parasitos diferenciam-se
para a forma epimastigota, que é a forma replicativa no trato digestivo do inseto vetor.
Na porcdo final do intestino do inseto, h4 nova diferenciacdo para a forma
tripomastigota metaciclica (metaciclogénese), que € a forma infectiva eliminada nas
fezes do barbeiro, completando assim o ciclo do parasita (Brener 1971; Tyler e Engman
2003; Rassi et al. 2009; Teixeira et al. 2012).

1.3 O cenario atual da Doenca de Chagas.

Apds a bem sucedida campanha da iniciativa do cone Sul, cujo objetivo era
controlar as populagdes intradomiciliares de Triatoma infestans , em 2006 o Brasil foi
certificado pela Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) como estando livre de
transmissdo domiciliar vetorial de T cruzi por esta espécie de triatomineos. De fato,
atualmente sdo muito raras as notificagdes de ocorréncia de T. infestans como também
casos novos de infeccdo humana por via contaminativa. No entanto, um novo perfil da
DC vem emergindo. Casos de infeccdo humana por via oral, por ingestdo de alimentos
contaminados por formas tripomastigotas metaciclicas do parasita, vém aumentando
significativamente. Como caracteristica, esses casos S&ao0 recorrentes e podem
acontecer na forma de surtos e resultar em forma aguda grave com sintomatologia
exuberante bastante distinta dos quadros classicos. O carater recorrente e sob forma
de surtos de doenca de Chagas aguda (DCA) acontece em varios outros paises das

4
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Américas além do Brasil , entre eles Argentina, Equador, Colbmbia e Venezuela. Este
novo cenario epidemiolégico € completamente distinto da transmissdo por via
contaminativa por vetor domiciliado, com destaque para a espécie T. infestans (Silveira
2007 e Toso et al. 2011). No Brasil, esses surtos orais tém ocorrido com maior
frequéncia na regido amazénica, com destaque para o estado do Para (Nobrega et al.
2009, Monteiro et al. 2010 e Toso et al. 2011). Embora ja venham ocorrendo ha mais
de duas décadas, medidas efetivas de controle da transmissdo de T. cruzi, no atual
cenario, ainda estédo longe de ser definidas, o que sinaliza que esta zoonose deve ser
analisada sob uma nova perspectiva epidemioldgica, sendo infrutifero tentar adaptar a
situacao atual, medidas de controle utilizadas no passado.

1.4 Heterogeneidade de T. cruzi

Chagas e Brumpt ja haviam notado a heterogeneidade do T cruzi (formas largas
e finas). A partir dai, paralelamente com o aumento do poder resolutivo e a
disponibilidade de ferramentas metodoldgicas, continuou-se com o0s estudos para
determinar marcadores biolégicos, bioquimicos e moleculares e realizar estudos para
entender a epidemiologia da doenca de Chagas (Miles et al. 1980; Rassi et al. 2010). O
objetivo basico era tentar estabelecer possiveis associagfes entre subtipos e a doenca
humana, vetores e/ou hospedeiros.

Em 1974, Andrade agrupou a populacdo de T cruzi em tipos ou biodemas, I, Il,
lll. (Andrade 1974, 1983). Essa classificacdo foi baseada nas diferengcas nas
caracteristicas morfolégicas e biolégicas do parasita no sangue periférico de
camundongos experimentalmente infectados. Toye et. al., em 1974 realizou o primeiro
tratado de estudo da variabilidade de subpopulacdes de T cruzi utilizando Electroforese
de Enzima Multilocus (MLEE) que é baseada na mobilidade eletroforética de um
namero de enzimas metabdlicas de mesma funcédo em géis de acrilamida ou amido.

Posteriormente, Miles et al. (1977), estudando perfis de enzimas isofuncionais
(isoenzimas) de amostras de T cruzi derivados de humanos e animais do Estado da
Bahia, Brasil, separaram bioquimicamente pela primeira vez, duas subpopulacdes do
parasita. O primeiro grupo denominado zimodema Z1, era procedente de ambientes

silvestres; o segundo grupo, denominado zimodema Z2, foi encontrado em pacientes
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com a doenca de Chagas e animais domiciliados em casas infestadas pelo vetor
doméstico Pastrongylus megistus. Os autores associaram portanto o Zimodema 1 ao
ciclo silvestre e o Zimodema 2 ao ciclo domiciliar. Ainda, Miles et al. (1978) analisando
o perfil isoenzimatico de amostras de T cruzi de pacientes chagasicos de Belém, Para,
Brasil, encontraram um terceiro grupo de flagelados que nédo se adequava a nenhum
dos dois zimodemas anteriormente descritos, que denominaram zimodema Z3
(Llewellyn et al., 2009). Este zimodema, embora mais raro, foi também associado pelos
autores ao ciclo de transmissao silvestre. Assim, foi confirmada, por meio de estudos
isoenzimaticos, a heterogeneidade bioquimica do T cruzi e formulada uma hipétese de
associacao entre subpopulagdes e a epidemiologia da doencga de Chagas.

Tybayrenc et al., (1986) mediante a analise da genética de populac¢des e por um
sistema de eletroforese de 15 enzimas isofuncionais, descreveu 43 diferentes grupos
isoenzimaticos entre um grupo de 121 amostras de diversos ambientes e biomas e
propés a hipétese da estrutura clonal de T cruzi Tibayrenc, 1990 com escassa ou
auséncia de recombinacéo genética.

O mesmo autor propos denominar as linhagens como Unidades Discretas de
Tipagem ou DTU que o autor definiu como “conjuntos que sao geneticamente mais
relacionados entre si do que com qualquer outro grupo, e que sao identificaveis, por
meio de marcadores genéticos, moleculares ou imunoldgicos comuns" Tibayrenc
1998). Atualmente tem sido observado que fenGmenos de recombinagdo em
Kinetoplastida sdo muito mais frequentes do que admitido até o presente e que a
heterogeneidade observada em T. cruzi € em parte atribuivel a este fenémeno.

A amplificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) de marcadores
genéticos especificos, como o gene rRNA 24Sa e da Regido Intergénica do Gene de
Mini-exon permitiu agrupar as subpopula¢des isoenziméticas de T. cruzi em dois
grandes grupos ou genotipos. Souto et al. 1996; Fernandes et al. 1999). Em uma
reunido Satélite realizada na Fiocruz em 1999, um comité de especialistas analisou o
conhecimento disponivel sobre a variabilidade genética de T cruzi, propondo uma
unificacdo da nomenclatura. Assim foram propostos dois grupos principais: T cruzi | e
T. cruzi Il Anonymous, 1999) . Ainda assim, permanecia como Z3 um grupo de

subpopulacdes de T. cruzi que ndo se encaixava em nenhum dos dois genétipos
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propostos por Fernandes et al., (1999). A classificacdo de grupos hibridos e grupos
equivalentes a zimodemas 3 (Miles et al.,.1978,1981) e Biodema Tipo | (Andrade 1974)
seria decidida mais tarde, ap0s estudos posteriores (Zingales et al., 2009).

Posteriormente, a comunidade cientifica avancou no conhecimento da
diversidade do T. cruzi e retomou-se a homenclatura proposta por Tibayrenc (Unidade
Discreta de Tipagem ) para denominar dois grandes grupos nos quais foi incluida a
maioria das subpopulagfes de T. cruzi — respectivamente as DTUs | e Il. Esta ultima,
por sua vez, foi subdividida em cinco subgrupos, lla-e, com base em informacgdes
filogenéticas de MLEE e marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). As
DTUs | e lIb corresponderam , respectivamente, a T. cruzi | e T. cruzi Il. 2000 Brisse et
al., 2001)

Atualmente dois grupos de pesquisa reconheceram quatro subdivisbes em
isolados de DTU |, embora estes nao tenham sido integrados a revisdo da
nomenclatura. (Herrera et al. De 2007, Falla et al. 2009)

Um consenso realizado em 2009 modificou a nomenclatura dos gendétipos de T.
cruzi, em seis Unidades Discretas de Tipagem (DTUs), conforme Tabela 1.1 (Zingales
et al.,. 2009, 2012).

Recentemente tem sido proposta a andlise de microssatélites (unidades de
repeticdo de pares de base de DNA que apresentam taxas de mutacdo mais altas)
como uma ferramenta efetiva no esclarecimento da estrutura genética de T. cruzi.
Llewellyn et al. (2009) realizaram uma analise genética por Tipagem com
Microssatelites (MLMT) de 135 amostras de T. cruzi e concluiram que as populagdes
de TCI derivadas de animais silvestres das Américas do Norte, Central e do Sul,
apresentavam expressiva diversidade além de estruturacdo espacial em nivel

continental. (Llewellyn et al., 2009, Ramirez et al., 2011)
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Tabela 1.1. Classificacdo dos genoétipos do Trypanosoma cruzi, segundo a

nomeclatura de 2009 (Zingales et. al, 2009).

DTU Abreviagao Nomenclatura anterior
T. cruzi | Tcl DTU |
T. cruzi ll Tcll DTU lIb
T. cruzi Il Tclll DTU llc
T. cruzi IV TclV DTU lla
T. cruzi vV TcV DTU lid
T. cruzi VI TcVi DTU lle

1.5 Tipagem por Sequéncias de Multilocus ou Multilocus
Sequening Typing.

Uma das técnicas recentes realizadas para o estudo de variabilidade genética
das populagbes de T cruzi é a Tipificagcdo de Sequéncias Multilocus ou Multilocus
Sequencing Typing (MLST) (Maiden et al.,, 1998). O esquema de MLST foi
desenvolvido originalmente para a andlise da diversidade genética de populacfes de
bactérias (Dingle et al., 2001; Enright et al., 2000; Nallapareddy et al., 2002),
Posteriormente foi usado para a tipagem de organismos dipléides como Candida spp
(Robles et al., 2004), Apergillus fumigatus (Bain et al., 2007) complexos de espécies
Fusarium solani (Debourgogne et al., 2010) Leishmania spp. (Mauricio et. al., 2006) e
Trypanosoma cruzi (Yeo et. al.,2011; Lauthier et. al., 2012) entre outros. O MLST avalia
a variacdo genética de fragmentos internos de genes constitutivos. Diferentes
sequéncias de cada locus s&o consideradas como distintos alelos. A combinagao de
alelos de varios loci gera um perfil de alelos para cada cepa (também denominado ST
ou Sequéncia Tipo) (Tomasini et. al., 2013). As sequéncias para todos os loci sdo
usualmente concatenadas para produzir um unico perfil alélico. E citada como sendo a
maior vantagem da analise por MLST, uma vez que os dados das sequéncias sao
inequivocos e adequados para estudos da epidemiologia e estrutura das populagdes.
Os resultados sédo descritos como sendo objetivos, claros e facilmente acessiveis,

8
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podendo-se formar uma base de dados internacional construida como MLST.net. A
metodologia de MLST esta sendo aplicada por alguns autores no estudo da diversidade
e estrutura genética de T. cruzi. Assim, Yeo et al (2011) utilizaram 9 genes
constitutivos para avaliar a diversidade das DTUs de diversos isolados de T. cruzi;
Lauthier et al (2012) utilizaram 10 genes constitutivos e, recentemente, Ramirez et al
(2013) utilizou 13 genes constitutivos para analisar a variabilidades do Tcl na Colémbia

1.6 Ecologiadas DTUs de Trypanosoma cruzi

Embora a existéncia de associacdo entre as 6 DTUs de T. cruzi com as
diferentes formas de infecgcdo humana, espécies vetoras e hospedeiros mamiferos,
que vem sendo proposta por varios autores, a ecologia das DTUs na natureza esti
longe de um esclarecimento. Na medida em que amostras mais representativas,
provenientes de espécies de mamiferos e vetores de diversos habitats e biomas séo
estudadas, as classicas propostas de associacdo entre subpopulagbes de T. cruzi
espécies hospedeiras, doenca humana, distribuicdo geogréafica vém sendo revistas.
Além disso, o aumento do poder resolutivo das ferramentas utilizadas para a analise
mostra que a complexidade dos ciclos de transmissdo é muito maior do que
reconhecido até aqui e que sdo varios 0s aspectos das estratégias de dispersao das
DTUs e a sua interacdo com cada espécie de hospedeiro mamifero e triatomineo vetor

gue ainda néo séo compreendidos .
1.6.1 DTUs Tcruzi V e VI

S&do propostas duas hipoteses para explicar a origem dos DTUs hibridos; o
modelo “Two Hibridization model” e o modelo “Three Ancestor” . No modelo de “Three
Ancestor” dois eventos de intercambio genético recente entre Tcll e Tclll resultam em
TcV e TcVI. O modelo de “Two Hibridization model” propde um antigo evento de troca
genética entre Tcl e Tc I, com perda de heterozigosidade entre progénie para produzir
Tclll e TclV, seguido por um segundo a mais recente evento de hibridizagéo entre TC Il
e Tclll para produzir tanto TCV e TcVI. (Fig 1.1) (Zingales et. al., 2012)
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Os hospedeiros silvestres DTUs das hibridas TcV e TcVI, sdo pouco conhecidos
e foi proposto que estdo associados ao ciclo doméstico, circulando predominantemente
no sul do Brasil e associadas a transmissdo congénita de T. cruzi em humanos
(Zingales et al 2012). No entanto, Araujo et al (2011) genotipou como TcV um isolado

proveniente de Thrichomys laurentius do Piaui, no bioma Caatinga.
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Figura 1.2 Comparagcdo entre os modelos (A) Two-hibridacdo e (B) Three
Ancestor explicando os papéis de intercambio genético durante a evolucdo clonal de T.

cruzi. Figura: Zingales et al (2012)

1.6.2DTU Tclll e TclV

As DTUs Tclll e TclV (anteriormente Z3) também sdo pouco conhecidas em relacdo a
sua distribucdo na natureza. Atualmente s&o descritos como sendo quase
exclusivamente associados a hospedeiros silvestres. Os ciclos de transmissao para
essas DTUs ocorrem mais restritamente, embora ja tenham sido observados em surtos
orais por estas DTUs na Amazb6nia (Monteiro et al. 2012). No caso do DTU Tclll é
associado classicamente ao bioma Amazonia, embora venha demonstrando uma
distribuicdo mais ampla no Brasil. (Lisboa et al 2009). O DTU TclV é descrito nas

regides Norte e Nordeste brasileiras (Zingales et al 2012).
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1.6.3DTU T cruzi Il

A DTU Tcll foi classicamente associada a infeccdo humana e ao assim
denominado, ciclo doméstico de transmissdo. De acordo com a sua distribuicdo
conhecida até o momento , € proposto que a DTU Tcll predomina abaixo da Bacia
Amazobnica e foi responsavel pela grande maioria dos casos humanos nas antigas
areas endémicas do pais (Zingales et al. 2012). No entanto, o encontro de animais
silvestres infectados por esta DTU tem sido cada vez mais frequente, confirmando que
muitos aspectos da ecologia das DTUs ainda sdo desconhecidos . O encontro cada vez
mais frequente de Tcll em animais silvestres nao chega a ser surpreendente, uma vez
gue Trypanosoma cruzi € primariamente uma enzootia silvestre e € uma cepa parental,
cuja separacdo de Tcl precede em muito a entrada do homem nas Américas. Foi
também observado que a DTU Tcll além de um amplo espectro de hospedeiros, ocorre
em ciclos de transmissao focais em varios biomas (Lisboa et al. 2006, 2008, Rocha et
al. 2013). Este genodtipo € o0 segundo mais frequente na natureza, porém
aparentemente em ciclos de transmissdo mais focais (Fernandes et al. 1998; Jansen
et al. 1999; Miles et al. 2003; Rassi et al. 2010; Zingales et al. 2012).

1.6.4 DTU T cruzi |

A DTU Tcl corresponde ao gendtipo descrito como 0 mais abundante e mais
amplamente disperso de todos os DTUs de T. cruzi nas Américas. Ele pode ser
encontrado em toda a gama de distribugdo de triatomineos vetores e foi descrito que
pode estar associado com os ciclos silvestres e domésticos na regido acima da
Amazonia. A literatura revelou 52 géneros de mamiferos infetados naturalmente com T
cruzi |, incluidos em representantes de todas as ordens de mamiferos de ocorréncia de
T. cruzi Didelphimorphia, Rodentia, Primata, Chiroptera, Cingulata, Pilosa, Carnivora e
Artiodactyla em ordem de abundancia bem como os principais géneros de triatomineos
(Llewellyn M., dados ndo publicados até o 2010).

11
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Durante algumas década, Tcl foi considerado como um grupo bastante
homogéneo e o primeiro reconhecimento da heterogeneidade de Tcl foi proposto por
Tibayrenc et al. (1986). Estes autores utilizaram como ferramenta a andlise do perfil
eletroforético de enzimas isofuncionais (isoenzimas), que permitiu a discriminacdo de
onde 25 genotipos em Tcl, um namero muito mais baixo em comparacdo com as
demais DTUs. Os primeiros trabalhos que observaram a heterogeneidade genetica em
Tcl foram realizados na Colémbia, em isolados de humanos, hospedeiros mamiferos e
vetores utilizando como alvo a regiéo intergénica do gene mini-exon (Fernandez et al
1998). O gene mini-exon estd relacionado com eventos pos-transcricionais como 0
processamento do mRNA e foi proposto como um importante alvo devido a sua
participagcdo essencial no mecanismo de controle da expressao diferencial de
proteinas, sendo ele altamente variavel nas populagfes de T cruzi. (Tomas et al 2005).
Herrera et al (2007) propuseram quatro haplo6tipos no grupo T cruzi | utilizando a regido
intergénica do gene mini-exon: o haplétipo la, relacionado com infec¢cdes humanas e
em Rhodnius prolixus domiciliados; Ib e Ic correspondente ao ciclo peridoméstico, e
associado a Triatoma dimidiata para Ib; e o hapl6tipo Id, associado ao ciclo silvestre de
isolados de T cruzi. Mais tarde, Falla et al (2009) do mesmo grupo de pesquisa
confirmaram os haplétipos de Tcl da Coldmbia, mas ndo encontraram o haplétipo Ic, e
classificaram em trés grupos: la, relacionado ao ciclo doméstico, incluindo isolados
humanos e espécies vetoras domiciliados; Ib, relacionado ao ciclo peridoméstico
relacionado a humanos, vetores (T. dimidiata) e animais domésticos reservatérios
(Canis familiaris); Id relacionado as populacdes silvestres de R. prolixus capturados em
palmeiras (Althalea butyracea) e reservatorios silvestres (Didelphis marsupialis e
roedores nao identificados) (Falla et al 2009; Herrera et al 2009). Ramires et al (2012)
estudando isolados de T. cruzi descreveram um novo genétipo Tcle associado ao ciclo
doméstico no Chile e no ciclo silvestre na Bolivia. De acordo ao proposto por Ramirez
et al (2011) tem sido confirmada a variabilidade intra Tcl e propés um novo genoétipo
qgue denominou Tclpom (anteriormente Tcla/VENpowm) € que foi associado ao ciclo de
transmissao doméstico.

Com o objetivo continuar a analise dos subgrupos observados na DTU Tcl,
Ramirez et al., 2013 utilizando um conjunto de 13 genes constitutivos analisou isolados

12
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de T cruzi | mediante a técnica de MLST. Os resultados mostraram a existéncia de dois
grupos separados correspondentes a isolados obtidos de humanos e, triatomineos e
hospedeiros mamiferos, onde o primeiro grupo corresponderia ao genoétipo Tclpowm,
obtido de amostras isoladas de pacientes com fenatipos clinicamente diferentes.

Esta subdivisdo intra Tcl ainda é assunto controverso e , alguns autores
sugeriram desenvolver estudos mais aprofundados para evitar realizar agrupamentos
artificiais (Tomasini et al., 2011; Herrera et al., 2007; Cura et al., 2010. Tomasini et al
(2011) realizaram uma analise de isolados e clones de Tcl mediante o sequenciamento
do gene mini-exon detectando multiplos alinhamentos ambiguos na regiédo
microssatélite desse gene, afetando a topologia da arvore. Considerando que existem
multiples cOpias do gene mini-exon e que possuem arranjos em tandem, o SL-IR deve
considerar-se ao alvo SL-IR com cuidado para evitar forgcar agrupamentos intra-DTU |
s6 porque é observada diversidade.

1.6.5 Tc Bat

Considerando ser a tripanossomiase americana por T. cruzi primariamente uma
enzootia silvestre que inclui qualquer espécie de hospedeiro mamifero, muito
provavelmente, os grupos de subpopulacbes do parasita hoje descritas, nao
contemplam todo o universo de subpopulac¢des T. cruzi. Essa lacuna no conhecimento
se deve as dificuldades do trabalho com amostras de animais silvestres representativas
da diversidade faunistica dos principais biomas, o que resulta em subamostragens do
parasita. De fato, recentemente foi descrito um grupo de isolados de T cruzi restritos a
ordem Chiroptera e totalmente distintos das demais DTUs. Os autores (Marcilli et. a.,
2009; Cavazzana et. al., 2010) denominaram este grupo TcBat, e uma caracterizagcéo
definitiva provavelmente vai ratificar o sétimo grupo de DTU: TcVII.

1.7 Hospedeiros e reservatorios

Desde a descricdo de Carlos Chagas de “ Tatusia novemcinctus -
depositario do Trypanosoma cruzi (Chagas 1909 ) “ (sic) o conceito de que € um

reservatério vem mudando bastante nas ultimas décadas . De fato, definir o que
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constitui um hospedeiro reservatorio ainda é um desafio tanto em relacdo ao marco
tedrico quanto empirico.

De acordo com Ashford (1997), considera-se reservatdorio como “a espécie, ou
conjunto de espécies, capaz de manter uma determinada espécie de parasita na
natureza, em um espaco de tempo suficiente de ser transmitido ao vetor, em um
determinado recorte tempo-espacial. “A importancia de uma determinada espécie de
mamifero na manutencdo de um determinado taxon parasitario depende de suas (i)
estratégias de vida e ciclos reprodutivos, (ii) habitat natural e mudancas climéaticas
anuais, (i) peculiaridades inerentes aquele sistema hospedeiro-parasita
(ABDUSSALAM, 1959 e Ashford, 1997). O papel de cada espécie de hospedeiro na
transmissdo de uma espécie de parasita varia no tempo, no espaco e € modulada por
sua abundancia relativa, demografia populacional, composi¢cdo da comunidade, de
espécies do local, suas caracteristicas comportamentais e fisionomia da paisagem

onde se encontram (Noireau et al. 2009; Mas Coma S. 2008)

1.7.1 Um hospedeiro ancestral : Didelphis spp , marsupial da familia
Didelphidae

A ordem Didelphimorphia € a Unica ordem de marsupiais existentes no
continente Americano. Sua extrema adaptabilidade a diferentes nichos, inclusive
ambientes degradados pelo homem, resulta na ampla distribuicdo dos representantes
desta ordem.

Estima-se a origem dos marsupiais tendo ocorrido h& 100 milhées de anos no
novo mundo. Didelphoidea é o taxon considerado a mais antigo e que sobreviveu até o
presente (Figuras 1.2) (Seven Austad 1988).

A familia Didelphidae conta, atualmente, com mais de 70 espécies distribuidas
pelas Américas. O género Didelphis, € um dos géneros de mamiferos de maior
distribuicdo nas Américas, sendo encontrado desde o Canada até a Argentina.
Didelphis spp inclui quatro espécies: D. marsupialis, D. aurita, D. albiventris e D.
virginiana , esta Ultima encontrada apenas nos Estados Unidos.(Figuras 1.4, 1.5, 1.6)

(Cerqueira e Lemos, 2000)
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Figura 1.3 Arvore filogenética que mostra a data da origem de Marsupialia.
(Austad et al 1988)
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Figura 1.4 .Distribuicdo das espécies do Didelphis spp nas Américas baseada na
clasificacédo de Steven Austad 1988.

O género Didelphis pode ser encontrado em praticamente todos os habitats de
todos os biomas brasileiros (Cerqueira and Lemos 2000). Embora varios autores
tenham proposto e relatado outras classificacées para o género Didellphis, para nosso
estudo foram utilizadas as classificacbes de Steven Austad 1988 que considera trés
espécies D. virginiana, d. marsupialis D. albiventris e Rui Cerqueira, que inclui uma
guarta espécie Didelphis aurita. (Figura 1.3) (Cerqueira R. et al., 2000).

Sao considerados mamiferos muito bem sucedidos, verdadeiros fosseis vivos
cuja morfologia atual ndo difere significativamente da dos fésseis mais antigos, datados
de 55 MA (Austad, 1988)

A espécie D. marsupialis esta distribuida desde o México até a regido
amazonica (inclusive ). D. albiventris é encontrado na regido central da América do Sul,
da Colébmbia e ao norte da Argentina. No Brasil, € encontrado no Nordeste, Centro-
Oeste e Regido Sul. Didelphis aurita é encontrado basicamente na Regido Sudeste do
Brasil. Pode ser encontrado em simpatria com D.aurita na Regido Sul do Brasil.
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O primeiro caso de infeccéo natural por T cruzi em marsupiais foi reportado por
Robertson (1929) em D. marsupialis. Varios estudos confirmaram a importancia deste
reservatério mostrando niveis de infec¢do natural que vao de 17% a 100% (Rodrigues
& Melo, 1942, Guimardes & Jansen, 1943, Jansen et al 1999). Em varios habitats
parecem ser excelentes reservatorios deste parasita, uma vez que apresentam alta
abundancia relativa e competéncia infectiva, como expresso por hemoculturas positivas
(Roque et al. 2008). Adicionalmente, parasitemias de Didelphis aurita naturalmente
infectados por T. cruzi sdo estaveis como demonstrado por altas prevaléncias de
hemocultivo positivo durante um tempo de acompanhamento que chegou a um ano
(Jansen et al 1999) . Estes marsupiais sdo capazes de controlar a parasitemia por T.
cruzi a niveis subpatentes desde muito jovens , ainda dependentes do marsupio
(aproximadamente 50 dias de idade ) (Jansen et al 1999) . Vale mencionar que as
lesbes tissulares nos animais experimentalmente infectados sdo bastante brandas,
caracterizando-se por infiltrados de células mononucleares. Animais naturalmente
infectados tendem a apresentar lesdes mais severas provavelmente em funcédo de
infeccbes concomitantes com outros taxa parasitarios e mesmo por diferentes DTUs de
T. cruzi.

Marsupiais da familia Didelphidae, sdo citados como alguns dos principais e
mais antigos reservatorios de T cruzi.. O género Didelphis é o Unico taxon de mamifero
capaz de manter os dois ciclos de multiplicacdo de T cruzi, tanto em condi¢des naturais
como experimentais. Na luz da glandula de cheiro, o parasita pode se multiplicar na
forma epimastigota e se diferenciar a tripomastigota metaciclico, podendo o animal ter
o papel tanto como reservatdrio como vetor. (Deane et al 1984 ) . Embora varios foram
os relatos sobre a possivel presenca de T cruzi na glandula de cheiro naturalmente
infectados, a capacidade vetorial é desconhecida.

A importancia epidemiologica desses mamiferos é incrementada devido a que
0S mesmos sdo reconhecidos animais sinantropicos e podem se aproximar dos
domicilios das pessoas, atuando como unido entre ciclos de transmissao silvestre e

areas peridomésticas (Roque et al 2008)
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Introducéo

As espécies do género Didelphis sp possuem habitos generalistas e sao
tolerantes aos ambientes degradados pelo homem. S&o solitarios e noturnos, com uma
dieta muito ampla sendo eles oportunistas (Brito et al.,2008). Ocorrem em &reas com
caracteristicas ambientais distintas, em relacdo ao regime de chuvas, umidade,
balanco hidrico e temperatura. (Cerqueira, 1985) Embora seja considerada uma
espécie silvestre, como foi dito, frequenta e mesmo coloniza domicilios do homem
podendo atuar como vinculo entre os ciclos silvestres e domésticos, (Pinho et al., 2000)

Os Didelphis spp apresentam habitos noturnos e passam o dia dormindo em
abrigos naturais ou artificiais (Nowark Ronald M., 1991). Através da sua presenca em
grande variedade de habitats e adaptabilidade a areas perturbadas, manifestam a
capacidade de conviver com 0s impactos ambientais causados pela exploragéo
humana dos espacos naturais. S&o encontrados com frequéncia no solo, sendo
considerados semi-terrestres, considerados oportunistas, ageis e habilidosos. Os
Didelfideos, principalmente os machos, sdo némades e solitarios e apresentam uma
expressiva area de vida. Exploram todos os estratos florestais, o que significa que
estao expostos a todos os ciclos de transmisséo do T. cruzi .

Gambas do género Didelphis spp sao classicamente associados a DTU Tcl de
T. cruzi. Isto porque é de fato a DTU mais frequentemente isolada desta espécie. Tcl
excetuando-se algumas situagfes enzooticas peculiares € a DTU mais frequentemente
isolada na natureza ndo apenas de Didelphis spp, mas também dos demais mamiferos
silvestres.

Considerando as caracteristicas ecolégicas de gambas do género Didelphis spp,
a antiguidade de sua interagdo com Trypanosoma cruzi, suas altas taxas de infeccéo
e sua expressiva competéncia infectiva, decidimos avaliar a heterogeneidade de
isolados DTU Tcl derivados desta espécie de mamifero, hipotetizando atuar o género
Didelphis spp como bioacumulador da diversidade de TCI .
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Introducao

Figura 1.5 Didelphis albiventris.

Foto: Ana Maria Jansen
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Introducao

Figura 1.6 Didelphis marsupialis
Foto: ©Steve Creek Outdoors

Leonardo 5. Machs

Figura 1.7 Didelphis aurita
Foto: Leonardo Machado (2011)
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Justificativa

O genotipo Tcl é a subpopulagdo do Trypanosma cruzi mais amplamente
distribuida de no Brasil, em relacdo ao nimero de espécies hospedeiras quanto a sua
distribuicdo geogréfica. No Brasil, pouco se sabe sobre a variabilidade genética de Tcl,
pois a atencao foi sempre mais focada no estudo do gendtipo Tc Il que € considerado o
principal responsavel pela infe¢do e doenga humana. No entanto na Amaz6nia, onde a
doenca de Chagas é emergente e onde a infecdo humana ocorre na forma de surtos
por ingestdo de alimentos contaminados com as formas metaciclicas (ou mais
raramente casos esporadicos por via contaminativa), Tcl € o genotipo mais prevalente.
Clasicamente considerando como sendo homogéneo, estudos mais recentes vem
demostrando o contrario na medida em que na Coldbmbia ja se descreveo a
heterogeneidade desta populagdo. Assim, foram descritos 4 haplotipos de T. cruzi |,
inclusive un genotipo que recebeu a denominacgao T. cruzi dom porque foi relacionado
ao ciclo doméstico naquele pais. No Brasil nada se conhece ainda sobre a
heterogeneidade genética desta subpopulacdo do T. cruzi.

As espécies do genero Didelphis sdo considerados os mais antigos hospedeiros
reservatorios de T cruzi. Sao espécies silvestres/sinantrépicas nomades e amplamente
distribuidos por todos os biomas do Brasil. S&o animais ecléticos tanto em relacdo aos
habitats que podem ocupar quando a alimentagcdo; apresentam uma ampla
competencia para se adaptar aos ambientes degradados pelo homem e sé&o
clasicamente asociados ao genotipo Tc | de T. cruzi. Esse conjunto de caracteristicas
sugere ser essa espécie de marsupial um possivel bioacumulador das subpopulagées
de Tc | caso elas existam. Assim sendo uma eventual correlac@o dos perfis genéticos
de Tc | com os ambientes no Brasil, ira se refletir nos isolados obtidos de Tc | dessa

espécie de marsupial.
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Objetivos

2.1 Objetivo geral

Verificar a variabilidade genética das popul¢bes de Trypanosoma cruzi | isoladas de
amostras de marsupiais do género Didelphis pertenecentes a quatro biomas do Brasil.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar:

e O poder de discriminacao intra DTU de quatro genes constitutivos de isolados
de T. cruzi.

e O padrao de disperséo no Brasil dos grupos polimérficos do gendtipo Tcl nos

diferentes habitats estudados.

e Se existe associacdo entre diversidade de T. cruzi | e diversidade faunistica

das area de coleta. .
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Materiais e Métodos

3.1 Obtencéao das amostras de DNA de T cruzi

Neste estudo foram selecionadas um total de 34 amostras de DNA de Trypanosoma
cruzi | (Tcl) disponiveis como parte da Colecdo de Trypanosomas de mamiferos
silvestres, domesticos e vetores (ColTryp) do Laboratério de de Biologia de
Tripanosomatideos do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ (Tabela 4.1).

As amostras de DNA dos parasitas correspondem a isolados derivados de
mamiferos de origem silvestre e sinantropica do género Didelphis spp. As espécies do
género Didelphis spp. foram capturadas em diferentes localidades de quatro biomas do
Brasil: Mata Atlantica, Amazoénia, Cerrado e Caatinga (Figura 4.1) e correspondem as

espécies Didelphis aurita, Didelphis marsupialis e Didelphis albiventris.

4.1.1 Amostras de DNA utilizadas para o estudo de diversiadade de Tcl

O DNA de Tcl utilizado neste trabalho foi obtido e caracterizado previamente
pela ColTryp, pela Reagdo em cadeia da Polimerase PCR-multiplex (gene Mini-Exon),
seguindo o protocolo de Fernandez et. al., (1998) como abaixo explicado.

A massa celular de parasitas foi a partir de cultivo axénico dos isolados de T
cruzi | estocada em freezer a —20° C e devidamente etiquetados. Posteriormente foi
retirada do freezer para a realizacdo da extracdo de DNA gendmico pela técnica de
Fenol/Cloroformio. Uma vez extraido o DNA gendmico do parasita foi guardado na
geladeira adicionando o tampao Tris 10nM EDTA 1mM (TE) por dois dias. O DNA

utilizado estava estocado a -20 por no maximo quatro anos.
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FIGURA 4.1 Locais da origem dos 34 isolados de T cruzi DTU Tcl derivados de
amostras de mamiferos da espécie Didelphis. Sdo mostradas na figura o nimero total
de amostras (n) de DNA de Tcl selecionadas por bioma.
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Tabela 4.1 Amostras de DNA de T cruzi | isoladas de Didelhis spp utilizadas no estudo da variabilidade
genética de T cruzi |. Sdo indicadas as especies do genero Didelphis spp onde foi obtido o isolado. Cada
amostra é indicada pelo cédigo correspondente no banco de dados da ColTryp

ID Género Espécie Estado Bioma

D7 Didelphis marsupialis RJ Mata Atlantica
GO05 Didelphis marsupialis RJ Mata Atlantica
G15 Didelphis marsupialis RJ Mata Atlantica
G45 Didelphis marsupialis RJ Mata Atlantica
LBCE G41 Didelphis marsupialis RJ Mata Atlantica
762 Didelphis sp RJ Mata Atlantica
LBCE 7313 Didelphis aurita SC Mata Atlantica
LBCE 7301 Didelphis aurita SC Mata Atlantica
D8 Didelphis marsupialis RJ Mata Atlantica
LBCE 10285 Didelphis marsupialis PA Amazbnia
LBCE 12640 Didelphis marsupialis PA Amazbnia
LBCE 10272 Didelphis marsupialis PA Amazbnia
LBCE 12625 Didelphis marsupialis PA Amazbnia
LBCE 10290 Didelphis marsupialis PA Amazbnia
LBCE 6737 Didelphis marsupialis PA Amazbnia
LBCE 12628 Didelphis marsupialis PA Amazbnia
LBCE 12964 Didelphis marsupialis PA Amazbnia
LBCE 12667 Didelphis marsupialis PA Amazbnia
LBCE 12668 Didelphis marsupialis PA Amazbnia
LBCE 6716 Didelphis marsupialis PA Amazbnia
LBCE 8648 Didelphis albiventris CE Caatinga
LBCE 8622 Didelphis albiventris CE Caatinga
LBCE 11639 Didelphis albiventris CE Caatinga

M3 Didelphis albiventris Pl Caatinga
LBCE 6824 Didelphis albiventris CE Caatinga
LBCE 3510 Didelphis albiventris CE Caatinga
LBCE 6812 Didelphis albiventris CE Caatinga
LBCE 6813 Didelphis albiventris CE Caatinga

M1 Didelphis albiventris Pl Caatinga
LBCE 10171 Didelphis albiventris Pl Caatinga
LBCE 9149 Didelphis albiventris GO Cerrado
LBCE 9425 Didelphis albiventris GO Cerrado
LBCE 8552 Didelphis albiventris GO Cerrado
LBCE 5574 Didelphis aurita MG Cerrado
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4.2 Procesamento do DNA de T. cruzi | isolados de especies do

genero Didelphis.

As amostras de DNAs de Tcl foram descongeladas aliquotando-se um total de
50 pyL de cada amostra em tubos de 2.5 ml. E foram mantidas a -20. Foi realizada a
dosagem do DNA utilizado o Espectofotometro (Eppendorf® BioPhotometer), para
assim preparar o protocolo de Amplificagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). utilizando
um total de 50ng.de cada amostra.

4.3 Contexto ecoldgico

Para a andlise do cenario ecolégico foi realizado um levantamento das
informacgdes dos livros de registro da ColTryp considerando as seguintes variaveis:
area de estudo, numero de especimens capturados, riqueza faunistica e a taxa de

animais com hemocultura positiva para T cruzi .
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4.3.1 Amazdnia

As amostras resultaram de um total de quatro viagens num periodo de 5 anos,
gue incluiam areas com surto e sem surto de T cruzi. No bioma Amazdnia foram
examinados um total de 98 especimens das ordens Rodentia, Didelphimorphia,
Quiréptera e Cingulata. (Tabela 4.2)

Tabela 4.2. Especimenes procedentes do bioma Amazonia e numero de Hemocultivos positivos (H+) . O
numero total de Didelphis marsupialis utilizados no estudo da variabilidade genética foi de 11.

Ordem Espécie N° de especimenes examinados H+ Total

Rodentia 50 3

Didelphimorphia 20 7
D.marsupialis 18 16

Quiréptera 9 3

Cingulata

Total 98 30

4.3.2 Caatinga

As amostras do bioma Caatinga resultaram de um total de 5 viagens num periodo
de 7 anos. Foram examinados um total de 176 especimens das ordens Rodentia e
Didelphimorphia (Tabela 4.3).

Tabela 4.3. Especimenes procedentes do bioma Caatinga e nimero de Hemocultivos positivos (H+). O
numero total de Didelphis albiventris utilizados no estudo da variabilidade genética foi de 10.

Ordem Espécie N° de especimenes examinados H+ Total
Rodentia 120 33
Didelphimorphia 2 -

D.albiventris 51 34
Total 173 67
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4.3.3 Cerrado
As amostras do bioma Cerrado resultaram de um total de 3 viagens realizadas
num periodo de 3 anos. Foram examinados um total de 197 especimens

correspondentes as ordens Rodentia, Didelphimophia e Quirdptera. (Tabela 4.4)

Tabela 4.4 Especimenes procedentes do bioma Cerrado e numero de Hemocultivos positivos (H+). O
numero total de Didelphis sp utilizados no estudo da variabilidade genética foi de 4.

Ordem Espécie N° de specimenes examinados H+ Total
Rodentia 64 2
Didelphimorphia 38 -

D. albiventris 16 4
D. aurita 14 2
Quiréptera 3 0

Outras espécies - -

Total 135 8

4.3.4 Mata Atlantica
As amostras do bioma Mata Atlantica resultaram de um total de 4 viagens num
periodo de 4 anos (2001-2005). Foram examinados um total de 30 especimens

correspondentes as ordens Rodentia e Didelphimorphia.(Tabela 4.5)

Tabela 4.5 Especimenes examinados do bioma Mata Atlantica e nimero de hemocultivo positivo (H+). O
numero total de Didelphis sp utitilizados no estudo da variabilidade genética foi de 8.

Ordem Espécie N° de especimenes examinados H+ Total

Rodentia 8 -
Didelphimorphia - -

D. albiventris 9 2
D. aurita 13 5
Total 30 7
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4.4. Critério da escolha dos genes para a andlise do Multilocus Sequencing
Typing (MLST).

Para o estudo do MLST foram selecionados 4 fragmentos de genes nucleares
constitutivos de T cruzi. A escolha desses genes foi baseada no estudo previo
conduzido por Yeo et. al., (2011) onde mostraram a capacidade de discriminacao para
a linhagem Tcl, de acordo com 9 de genes nucleares. Os quatro genes selecionados
foram: LYT1 gene que participa na lise celular e a infectividade do parasita; Rb19
(RNA-binding protein-19), proteina citoplasmatica de baixa expressao que participa na
regulacao da expresscao génica; Metlll (metacyclin-lll) localizado no nucleo do parasita
e participa na diferenciacdo de epimastigotas a trypomastigotas; e o DHFR-TS
(dihydrofolate reductase-thymidylate synthase) enzimas escenciais no metabolismo dos
parasitas protozoos. As sequéncias dos iniciadores e as temperaturas de anelamento
séo mostradas na Tabela 4.6

4.5. Reacao em cadeia da Polimerase — PCR

A PCR foi realizada no termociclador Mastercycle Personal® (Eppendorf) em
diferentes temperaturas de anelamento de acordo com o protocolo de trabalho de Yeo
et al (cita) para cada gene utilizado. Para o gene DHFR-TS os ciclos de amplificacéo
foram realizados conforme ao seguinte programa de temperaturas: temperatura de
desnaturacao inicial 94° C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de amplificacdo (94°C
por 30 segundos, 58°C por 1 minuto, 72° C por 2 minutos) com uma temperatura de
anelamento de 58°C. As condi¢cbes da reacdo para amplificacdo para a regido parcial
dos genes RD19, Met lll e LYT1 foram: 94°C 3 minutos, seguidos de 30 ciclos de
amplificagdo (94°C por 30 segundos, 53°C por 30 segundos, 72°C por 45 segundos)
sendo que a temperatura de anelamento para Met Ill e LYT1 foram de 51° C e 56° C
respectivamente. Todas as reacOes tiveram uma extensdo final de 72° C por 10

minutos.
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Foram realizadas modificacdes das temperaturas das ciclagens para os genes
LYT1 e DHFR-TS devido a presenca de bandas inespecificas. Para o gene LYTL1 foi
utilizada uma temperatura de anelamento de. 60°C e para o gene DHFR-TS a
temperatura de 53°C

As reacdes foram realizadas num volume final de 25uL: 1yL de cada iniciador
(20 pmol/uL), 1 ul de dNTPs (2 mM), 1 uL de MgCl, (50 mM), 5U Tag DNA
(Polymerase, Recombinant 5U/uL - Invitrogen Cat N° 11615-010), agua Milli-Q q.s.p.
25uL e 50 ng de DNA.
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Gene N°de cromosomo Sequencia do Primer (5'--3") T° de anelamento | Tamanho do | Longitude do Fragmento
© amplicom

LYT1 22 CAACTTGCCCTTTTGCTCTC (20) 56 804 691
GTTGTTGTTGTTGCCCTGTG (20)

Met 11 36 GTGGCTCCAAAGGCATAAGA (20) 51 824 619
CCCCCTTCTTTGCCAATTAT (20)

Rb19 29 GCCTACACCGAGGAGTACCA (20) 53 408 350
TCTCCAATCCCCAGACTTG (20)

DHFR-TS 27 CGCTGTTTAAGATCCGNATGCC (22) 58 1473 715

CGCATAGTCAATGACCTCCATGTC (24)

Tabela 4.6. Genes selecionados para a analise do Multilocus Sequence Typing com as sequéncias de cada iniciador, 0o nUmero de cromosomo em que
se encontram, as temperaturas de anelamento e o tamanho dos amplicons gerados apds a PCR. As longitudes dos fragmentos O criterio de selecao

dos genes foi de acordo aos resultados obtidos por Yeo et al (2011).
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4.6. Visualizacao do produto dos isolados de T cruzi | obtidos pela
PCR

Os productos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%
utilizando como tampéo de corrida o TBE (tampao Tris-EDTA) 0.5% corado com
brometo de etidio. Foram misturados 8 pL de produto amplificado com 2 yL de tampéao
de corrida Blue/Orange 6X Loading Dye (Lote 0000043043) totalizando um volume de
10 uL. Foi utilizado como marcador de peso molecular na escala de 100 pp PROMEGA
(Lote 0000042496). Os resultados foram documentados utilizando fotodocumentador
Gel Logic 2012 PRO Imaging System®. O tamanho das bandas eram: 804 pb para o
LYT1, 824 pb para o Metlll, para o Rb19 408 pb e para o DHFR-TS 1473 pb.

4.7.Purificacdo dos produtos obtidos por PCR dos isolados de T

cruzi

Os produtos amplificados foram purificados seguindo o protocolo do Kit de
purificacao Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare code
28903471): foram adicionados 500uL do Tamp&o de Captura tipo 3 aos tubos contendo
o produto de PCR. A mistura foi homogeneizada. Em seguida, o conteido da mistura
foi transferido para a micro coluna (fornecido pelo kit de purificacédo), que estava dentro
de um tubo coletor. Centrifugou-se em uma micro centrifuga Eppendorf 5415C, cada
tubo a 16 000 x g por 30 segundos. Foi retirada a micro coluna e o liquido restante foi
desprezado. O material acima obtido foi lavado tres veces. A micro coluna foi colocada
de novo no mesmo tubo coletor. Posteriormente foram adicionados 500uL de Tampéao
de Lavagem fornhecido pelo fabricante. e foram centrifugados por 16 000 x g por 30
segundos. O tubo coletor foi esvaziado e desprezado e a micro coluna colocada num
novo tubo de 1,5 mL. Foram adicionados 50 uL do Tampéao de Elui¢ao fornecido pelo
Kit, incubando-se 1 minuto a temperatura ambiente. Centrifugou-se por 1 minuto e

descartou-se a micro coluna. O produto de DNA purificado foi estocado a -20° C. Para
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a visualizag&o dos produtos purificados foi realizada a eletroforese em gel de agarose
1,5% corado com Brometo de etidio seguida de exposi¢cdo com a luz Ultravioleta (UV).

4.8. Sequenciamento de DNA de Tcl de T cruzi.

Para a reacao de sequenciamento das 34 amostras de DNA desse estudo, foi
utilizado o Kit Big Dye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems). Na
reacdo, foram utilizados entre 3 a 20 ng de produto purificado da PCR. Um total de 15
amostras foi processada no laboratério de Biologia Molecular de Microorganismos do
Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) onde foi realizada a reacdo de sequéciamento em
placas de 96 pocos. Os reagentes utilizados para a reagao de sequenciamento foram:
Sequencing Buffer 5X, Big Dye Terminator v 3.1 e os iniciadores forward Rb19 (5'-
GCCTACACCGAGGAGTACCA-3) e reverse Rb19 (5-TCTCCAATCCCCAGACTTG-3"); forward
Met lll (5" -GTGGCTCCAAAGGCATAAGA-3") e reverse Met Il (5" -CCCCCTTCTTTGCCAATTAT
37); forward LYT1 (5-CAACTTGCCCTTTTGCTCTC-3") e reverse LYT1 (5-
GTTGTTGTTGTTGCCCTGTG-3") e forward DHFR-TS (5"-CGCTGTTTAAGATCCGNATGCC-3) e
reverse DHFR-TS (5"-CGCATAGTCAATGACCTCCATGTC-3), huma concentracdo de 3,2 pM
de cada iniciador especifico para cada produto de PCR.

A reacdo na placa foi a seguinte: adicionou-se 1 pyL de Big Dye Terminator,
protegido da luz; 1,5 yL do Tampéao Big Dye, 1 yL do iniciador na concentracéo 3,2 pM,
0 produto purificado que depende da quantificacdo do produto de DNA (3 a 20 ng).
Finalmente a reagdo foi completada a 10 yL com agua propria para sequenciamento.

A reacdao foi continuada no termociclador Eppendorf Master Cycle®, conforme o
seguinte programa de temperaturas: 96 °C por 15 segundos; 50 °C por 10 segundos e
60 °C por 4 minutos, um total de 25 ciclos.

Foi realizada a precipitacdo do DNA adicionando isopropanol 75%, 15 minutos a
temperatura ambiente; centrifugou-se 49 minutos a 2.250 x g numa centrifuga
refrigerada marca Eppendorf . Foi descartado o isopropanol 75% invertendo a placa
cuidadosamente.Em seguida, foi realizada uma centrifugagdo com a placa invertida em

cima de um papel toalha por 1 minuto a 900 rpm e na temperatura de 21°C. Deixou-se
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a placa secar por 5 minutos a 75 C e a etapa de adicdao da Hi-Di Formamida foi
realizada pelo servico de sequenciamento da Plataforma de Sequeciamento de DNA
PDTIS/FIOCRUZ, sequenciador de DNA automatico (Applied Biosystems 3730 XL)

As restantes 19 amostras foram enviadas em tubos individuais para a reagao de
sequénciamento realizada na Plataforma de Sequeciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ.
Cada tubo continha: DNA purificado (3 a 10 ng), 1 yL de cada iniciador (3.2 pmol) e
agua Milli-Q g.s.p. até completar o volume final de 7,5 uL. A eletroforese dos produtos

foi realizada pelo servigo da plataforma.

4.9. Edicdo e analise das sequéncias obtidas

Para comparar as similaridades existentes entre as sequéncias de estudo e as
sequéncias do banco de sequéncias do National Library of Medicine National Institutes
of Health (NCBI), foi utilizada a ferramenta Basic Local Aligment Tool (BLASTn).

Em seguida, realizou-se a edicdo manual dos nucleotideos gerados em ambas
fitas das sequéncias e foi gerada uma sequéncia consenso, produto das leituras do
sequénciamento, utilizando o programa DNA STAR (Lasergene v 7.0.0). Considerando
gue Trypanosoma cruzi € um parasita diploide, foi utilizada a nomenclatura da IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) para identificar aqueles sitios onde
era observada a presenca de picos duplos.

O alinhamento de todas as sequéncias obtidas foi realizado mediante o
programa Clustal W inserido dentro do pacote do programa BioEdit v. 7.0.5.3 (Hall
1999). Para o alinhamento das sequéncias de todos os genes foi utilizada a sequencia
C8 Tcl, Triatoma infestans de La Paz Bolivia, de acordo ao trabalho de Yeo et al
(2011). A sequéncia do Trypanosoma cruzi IV (TclV) foi utilizado como grupo externo
para as analises de todas as arvores geradas com os fragmentos de genes
constitutivos.

As distancias genéticas interespecificas e intraespecificas foram calculadas
aplicando o modelo evolutivo Hasegawa, Kishino and Yano (HKY) de acordo com
Model Test do programa MEGA v.5. Utilizando o programa SEAVIEW, as sequéncias
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foram examinadas em duas vias: gerando arvores con 0s genes individuais e gerando
arvores MLST mediante os multiplos fragmentos de genes concatenados. Para as duas
analises foi utilizado o modelo evolutivo HKY sugerido pelo MEGA v.5, e foram gerados

arvores de Maxima Verosimilhancga

3.10. Caracterizacdo dos isolados utilizando a Tipificacao por

Sequéncias de Multilocus (Multilocus Sequencing Typing - MLST)

Para cada amostra de T cruzi isolado de Didelphis sp um nimero de Sequéncia
Tipo (ST) foi definido com cada gene. Combinac¢fes de dados STs foram analisados no

e-BURST v.3 http://eburst.mlist.net/v3/enter_data/single/ para definir os complexos

clonais (CC), sendo eles grupos de cepas relacionadas contendo pares de cepas que
compartilham pelo menos (L-2) idénticos alelos em L loci com pelo menos outro

membro do CC.
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5.1. O género Didelphis spp como mantedor e amplificador da
diversidade de Tcl

O parasita T cruzi € mantido pelas trés espécies de Didelphis e os resultados
mostraram a existéncia de uma micro-heterogeneidade, evidenciada com o gene LYT1,
que apresentou maior numero de sitios polimérficos (11)

Essa micro-heterogeneidade n&o foi possivel associar a nenhum bioma nem
habitat. Assim mesmo, néo foi observada correlagdo de micro-heterogeneidade com areas
de surto. Apenas no bioma Caatinga foi observada a formag&o de um clado onde todas as
amostras desse bioma foram agrupadas, tanto na arvore do gene LYT1 como na &rvore
dos genes concatenados. Quanto as amostras isoladas no bioma Amazbnia, estes
mostraram maior heterogeneidade, em comparagdo aos demais biomas do estudo. A
variabilidade descrita acima esteve relacionada com a biodiversidade local de area de
captura.

A presenca de picos duplos no cromatograma foi observada nas sequéncias exceto
no gene DHFR-TS. Os picos duplos no cromatograma indicam a presenca de amostras
mistas ou amostras heterozigotas. De acordo com a nomenclatura IUPAC, os picos duplos
observados foram: R (presenca de nucleotideos C e T), Y (presenca de nucleotideos T e

C), W (presenca de nucleotideos Ae T), S (presenca de nucleotideos G e C).

5.2. Contexto ecolégico

Em todos os biomas, espécies da ordem Rodentia apresentaram maior
porcentagem de animais examinados. Mesmo assim, as espeécies do género Didelphis
apresentaram maior competéncia infectiva para T cruzi, indicando que as espécies do
género Didelphis s&o importantes mantedores de T cruzi I.

De acordo com a Tabela 4.2, no bioma Amazoénia a ordem Rodentia correspondeu
a 51% de animais examinados, no entanto a ordem Didelphimorphia correspondeu a 20%.
Quanto a infectividade, D. marsupialis apresentou maior competéncia infectiva com 88%
de animais com hemocultura positiva, para Tcl mostrando que para esse bioma essa
espécie é um importante reservatério dessa DTU. A riqueza de espécies de acordo com

as viagens para o bioma Amazonia foi de 23.

No bioma Caatinga, as espécies de Didelphis albiventris apresentaram o 29% de
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animais examinados, onde o0 66% apresentaram hemocultivo positivo para Tcl. No entanto,
espécies da ordem Rodentia apresentaram 69% de animais examinados onde s6 o0 27%
apresentaram hemocultura positiva (Tabela 4.3) Analisando o total de animais coletados
observa-se que a riqueza de espécie foi de 8.

No bioma Cerrado as espécies da ordem Rodentia apresentaram o 47% de animais
examinados onde s6 o0 3% apresentaram hemocultivo positivo. As espécies do género D.
albiventris representaram 11% de animais examinados e para D. aurita, 10% de animais
examinados. Com relacdo ao hemocultivo positivo, Didelphis spp correspondeu a 20%,
indicando uma alta infectividade de Tcl para as espécies do género Didelphis sp (Tabela
4.4). Arigueza de especies no bioma Cerrado foi de 29, de acordo com essas tres viagens.

No bioma Mata Atlantica, a ordem Rodentia representou 27% de animais
examinados, no entanto a ordem Didelphimorphia representou 73%. Foi o Unico bioma
onde o ndmero de animais examinados foi maior para a ordem Didelphimorphia. Com
respeito a taxa de hemocultivo positivo, espécies do género D. aurita apresentaram um
38% e D. albiventris apresentaram um 22%, para hemocultivo positivo. A riqueza de
espécie do bioma Mata Atlantica foi de 6, correspondente a essas viagens (Tabela 4.5)

Com esses resultados, as espeécies do género Didelphis demonstraram ser um
mantedor e amplificador, uma vez que comparece com a taxa de hemocultivo positivo com

um minimo de 25%.

5.3. Amplificacdo das amostras de DNA dos isolados mediante a técnica
da PCR.

Mediante a técnica da PCR foram amplificadas com sucesso 33 das 34 amostras
na amplificacdo parcial dos genes RB19, Metlll, LYT1 e DHFR-TS escolhidos para a
andlise do MLST. A amostra D8 néo foi possivel amplificar e foi excluida da anélise.

Para o gene Rb19, o tamanho do fragmento obtido foi de aproximadamente 408 pb
(Figura 5.1) e para o gene Metlll aproximadamente 824 pb (Figura 5.2). Para os genes
LYT1 e DHFR-TS, foram obtidos, depois das modificagbes indicadas em materiais e

métodos, fragmentos de tamanho ~824 pb e ~1573 pb, respectivamente (Figuras 5.3 e 5).
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400 pb
500 pb

amostras

Figura 5.1. Electroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo
mostrando amplificagbes de 408 pb para o gene Rb19.M: marcador de peso
molecular 100 Invitrogen; Linhas 1-8 amostras com aproximadamente 408 pb;

CN: controle negativo.

amostras

Figura 5.2. Electroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo
mostrando amplifica¢cdes do tamanho de aproximadamente 824 pb com o gene
Metlll. M: marcador de peso molecular 100 pb Invitrogen. Linhas 1-8 amostras

amplificadas com o gene MET Ill. CN: controle negativo
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E00pb_____
FO0 [ e [ '---------------

amostras
4 5 & T & 9 1 11 12 13 14 15 CN

Figura 5.3: Electroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio mostrando o resultado da ciclagem modificada para o LYT1, onde
se observa a auséncia de bandas inespecificas. M: marcador de peso
molecular. Os nimeros correspondem aos nimeros de identificagdo das

amostras. CN: controle negativo.

500 ph

1500 pb e (R e — — g— W  —

amostras

Figura 5.4 Electroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio mostrando
o resultado da ciclagem modificada para o DHFR-TS, onde se observa a ausencia de
bandas inespecificas. M: marcador de peso molecular. Os niumeros correspondem aos

nameros de identificagdo das amostras. CN: controle negativo.
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5.4. Avaliacdo do polimorfismo genético entre as sequéncias dos isolados de
Tcruzil

Um total de 132 sequéncias, correspondente a 33 amostras com quatro genes
estudados foram obtidas. Para o fragmento de gene LYT1, foram obtidas somente
sequéncias reverse, seguindo a andlise com as sequéncias nessa dire¢do para todas as
amostras para esse gene.

Para o fragmento de gene DHFR-TS ambas fitas, forward e reverse foram obtidas,
mas devido ao tamanho do amplicon (1473 pb), foram obtidos fragmentos de 715 pb. Foi

utilizada a fita com sentido forward, para todas as amostras.

5.4.1 Polimorfismo para o gene DHFR-TS

O fragmento de gene DHFR-TS, com um total de 715 pb apresentou trés sitios
polimérficos (Tabela 5.1). Considerando a analise com o MEGA, e ndo foram encontrados
sitios parsimoénicos informativos. (Tabela 5.5)

A arvore T92 Méxima Verossimilhanca (Figura 5.5) mostrou a formag¢@o de um
grupo s6 onde todas as amostras foram incluidas exceto a amostra 8648. A arvore
evidenciou que para o gene DHFR-TS, ndo foram encontrados sitios parsiménicos

informativos que possibilitem agrupamentos ou clados entre sequéncias.
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Tabela 5.1 Representagdo dos sitios polimérficos observados no alinhamento e as

posi¢cBes de cada sitio para o fragmento de gene DHFR-TS das 33 amostras estudadas

com as amostras utilizadas como referencia. O grupo externo foi excluido da tabela.

*Amostras de referéncia

Posi¢des dos nucletideos

Amostra

357 444 471

*C8 Bolivia T.infestans

*x10/1 Tcl Consensus

*JR Venezuela H.sapiens

*P| Carajas/Brasil D. marsupialis

*PIl Carajas/Brasil triatomineo

*B187 Para/Brasil D. marsupialis
*SAXP18 Peru D. marsupialis
*92101601 Georgia/USA D. marsupialis
8622 CA

12640 AM

T A C
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CANII
8622 A

11630 A
12628
080 ]
12668
12064

12667
12625 |

10171 A

126400
921060

6716 [l

6737

6812 A
10272 [l
10285
10200 g
3510 A
5574
6813 A
6824 A
7301

BBA
762 (Y
8552 @
36484
0149¢)
94259
B187

c8

D7

A Caatinga GQSOO
B Amazonia Glig
. GO
() Mata Atlantica a5 O
@ Cerrado MIA
M3A

PI
SAXP1S
Pl

0.001

Figura 5.5. Arvore ML inferida a partir do gene DHFR-TS de T cruzi. As analises foram
conduzidas no MEGAS5.1 usando o modelo TN93 e 1000 replicatas de bootstrap. O
tamanho do fragmento foi de 715 pb. O grupo externo € T cruzi IV (CANIII). So valores de

bootstrap superiores a 50% s&o mostrados.

46



RESULTADOS

5.4.2 Polimorfismo para o gene RB19

Para um total de 350 pb, foram observados 9 sitios polimérficos, onde ndo houve
relagdo dos sitios com o bioma de origem de cada uma das 33 amostras. (Tabela 5.2)

Um total de 16 amostras apresentaram picos duplos no cromatograma em
conincidéncia com as sequéncias e referéncia (Tabela 5.2). A anélise do programa MEGA
mostrou 6 sitios varidveis e 0.85% de sitios parsimdnicos (Tabela 5.5).

Na andlise da arvore filogenética, foi observada a presenca de cinco grupos com
valores de bootstrap consistentes que se mostram na Figura 5.6.

O Grupo | foi o grupo mais coeso, composto basicamente por amostras do bioma
Amazonia, exceto pela presenca de uma amostra do bioma Mata Atlantica. O Grupo Il
agrupou amostras da Caatinga (8), Amazonia (3) e Mata Atlantica (1). Vale mostrar que a
presenca dos quatro isolado do bioma Cerrado esta distribuido nos Grupos IV e V. Note-
se que isolados do bioma Mata Atlantica sédo encontrados em 4 dos 5 grupos; nao
comparece s6 no Grupo 3.

A avore construida com o gene RB19 mostra que ndo houve coeréncia entre 0s

grupos formados e os biomas de origem dos isolados.
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Tabela 5.2. Representacdo dos sitios polimorficos observados no alinhamento do gene
Rb19 e as posi¢bes de cada sitio para o fragmento de gene das 33 amostras estudadas.
O grupo externo naofoi considerado nesta analise.

*Amostras de referéncia

Posi¢do dos nucleotideos

Amostra 48

72

92

105

189

237

288

304 311

*c8 Bolivia T.infestans C
*x10/1 Tcl Consensus

*JR Venezuela H.sapiens

*P| Carajas/Brasil D. marsupialis

*PIl Carajas/Brasil triatomineo

*B187 Par&/Brasil D. marsupialis

*SAXP18 Peru D. marsupialis

*92101601 Georgia/USA D. marsupialis

M3 CA

M1 CA Y
8648 CA

6824 CA

6813 CA

8622 CA

6812 CA

3510 CA

11639 CA

10171 CA

G45 MA

G41 MA

G15 MA
GO05 MA
D7 MA
762 MA
9425 CE
9149 CE
8552 CE
5574 CE
6737 AM
6716 AM
12964 AM
12668 AM
12667 AM
12640 AM
12628 AM
12625 AM
10290 AM
10285 AM
10272 AM

T
Cc

O 0

O < O 00

O 0 < 0 <00

< < <0

T

Y

48
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G

G
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12623 Grupo 111
3sio0 A
5824 A
12625 M
i |G-—1‘1 O
10272 > Grupol
12964
126571
10200
0.87 B187 N
M3 A
ni1 A
2 ssz:A
12662
SANPLS
10285 [l > Grupo 11
10171A
116304
0.83 12640l
6212 A
6213 A
762 ()
g642 A j
\ 'Gas
D7
cB8
5 .
pirsa 0 > Grupo IV A Caatinga
9149 ¢
8532 .
_,3015 B Amazonia
92101601
s ¢ Cerrado
PI
ss7a @ () Mata Atlantica
6737
cos O Grupo V
c1sQ)
PI
5716 l
CANIII
.
0.002

Figura 5.6. Arvore de ML inferida a partir do gene RB19 de T cruzi. As andlises foram
conduzidas no MEGAS5.1 usando o modelo TN93 e 1000 replicatas de bootstrap. O
tamanho do fragmento foi de 344 pb. O grupo externo é T cruzi IV (CANIII)
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5.4.3 GENE Met Il

Das 33 amostras analisadas para o fragmento de gene METII, 22 amostras
apresentaram 8 sitios polimorficos para um total de 619 pb (Tabela 5.3). Ndo foram
observadas relacdes entre os sitios polimorficos e os biomas estudados para esse
fragmento de gene.

Em relacdo & presenca de picos duplos no cromatograma, 4 amostras
apresentaram entre um e dois nucleotideos ambiguos (Tabela 5.3)

A analise realizada no programa MEGA, mostrou que para 619 pb foram
observados 6 sitios variaveis e 0.80% de sitios parsimonicos. Sitios ambiguos ndo foram
considerados na analise. (Tabela 5.5)

Na arvore de Maxima Verossimilhanca para Metlll foram observados 4 grupos e 0s
valores de bootstrap se mostram na Figura 5.7. O Grupo |l esteve integrado por amostras
pertencentes ao bioma Caatinga, exceto para a amostra 8552 pertencente ao bioma
Cerrado.

O grupo IV esteve integrado por 12 amostras, pertencentes aos biomas Caatinga
(6), Mata Atlantica (5) e Cerrado (1). Observa-se a presenca de amostras que né&o

integraram nenhum grupo.
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Tabela 5.3 Representagdo dos sitios polimérficos observados no alinhamento e as
posices de cada sitio para o fragmento de gene Metlll das 33 amostras estudadas com
as amostras utilizadas como referéncia. O grupo externo foi excluido da tabela. *Amostras

de referéncia

Posigdo dos nucleotideos

Amostras 4 48 75 177 261 384 429 603
*C8 Bolivia T.infestans A G T T T C C A
*X10/1 Tcl Consensus

*JR Venezuela H.sapiens C A G C T

*P| Carajas/Brasil D. marsupialis

*PIl Carajas/Brasil triatomineo K
*B187 Pard/Brasil D. marsupialis

*SAXP18 Peru D. marsupialis

*92101601 Georgia/USA D. marsupialis

M1 CA C G

6824 CA C G

11639 CA C G

10171 CA C G

G45 MA C A G Y
G41 MA C A G

G15 MA C

D7 MA C A G

9425 CE C A G

9149 CE C A G

8552 CE C G

6737 AM C

6716 AM C Y

12964 AM C A G

12668 AM C T
12667 AM C A G w

12640 AM C Y R
12628 AM cC A

12625 AM C G
10290 AM C A G

10285 AM C A G

10272 AM cC A
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CANII

0.92 G450 }
—|JR Grupo |

10290 @
10285l
126670
12964l
9149
9425
D7 O

a1

10272 [l
1262s M
101714

11639 A
6321 A Grupo I

082 :
0.85 8552

M1 A

6716

37TH
12668l Grupo Il
92101601

12640 W

12625 \
Pl

SAXP18

3510A

5574
A Caatinga 5
g 093 68124\

B Amazodnia 6813 A
73010
O Mata Atlantica 73130

@ Cerrado 76203 > Grupo IV
86220 A
8648 A
B187
c8

Gos O
615 O
M3A /

I 0.002
Figura 5.7. Arvore de ML inferida a partir do fragmento de gene Met Ill de T. cruzi. As

analises foram conduzidas no MEGA 5.1 usando o modelo TN93 e 1000 replicatas de
bootstrap. O tamanho do fragmento foi de 617 pb. O grupo externo é Tc IV. S6 valores de

bootstrap superiores a 50% s&o mostrados.
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5.4.4 Polimorfismo paraogene LYT1

O fragmento de gene LYT1, apresentou em 682 pb um total de 16 sitios
polimérficos como se indica na Tabela 5.4. Os sitios polimorficos ndo mostraram relagéo
com as localidades de origens das amostras.

Os nucleotideos ambiguos observados estiveram presentes em 5 posi¢des do
cromatograma, onde algumas amostras apresentaram mais de um pico duplo. Mediante a
analise com o MEGA, foram encontrados 21 sitios variaveis, 1.17% de sitios parsimonicos
para um total de 682 pb. (Tabela 5.5)

A arvore de Maxima Verossimilhanca TN93 com o fragmento de gene LYTL,
mostrou IV grupos, Na Figura 5.8 se mostram os grupos e os valores de bootstrap.

O Grupo | agrupou duas amostras, ambas pertencentes ao bioma Amazonia, as
duas correspondentes aos municipios de Cachoeira do Arari (10285) de ano de coleta
2006 e Curralinho (12964) de ano de coleta 2009 (Anexo 1)

O grupo Il agrupou duas amostras ambas do bioma Mata Atlantica. As duas
amostras correspondem ao mesmo ano de coleta e pertencentes aos municipios de
Navegantes (7313) e Camborit (7301).

O Grupo lIl, integrado por amostras do bioma Caatinga, foi o Unico clado que
agrupou amostras que pertencem ao mesmo bioma.

As demais amostras que nao pertencem aos grupos citados, ndo mostraram uma

posicéo definida na arvore, e o valor de bootstrap foi menor que 50%.
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Tabela 5.4. Representag&o dos sitios polimorficos observados no alinhamento e as posi¢des de cada
sitio para o fragmento de gene LYT1 das 33 amostras estudadas com as amostras utilizadas como
referéncia. O grupo externo foi excluido da tabela. *Amostras de referéncia

Posicéo de nucleotideos para LYT1

11 16 17 17 17 23 37 38 42 45 46 60 67

o1 o1

Amostras 8

8
2 2 7 0 1 2 1 3 8 5 0 4 1 8
A

*c8 Bolivia T.infestans C A T G C G cC A cC A

*X10/1 Tcl Consensus

*JR Venezuela H.sapiens

*P| Carajas/Brasil D. marsupialis
*PIl Carajas/Brasil triatomineo
*B187 Para/Brasil D. marsupialis

*SAXP18 Peru D. marsupialis - - -
*92101601 Georgia/lUSA D.
marsupialis T

M3 CA
M1 CA
8648 CA
6824 CA
6813 CA
8622 CA
6812 CA
3510 CA
11639 CA
10171 CA
G45 MA
G41 MA

G15 MA
G05 MA
D7 MA
762 MA
7313 MA
7301 MA
9425 CE
9149 CE
8552 CE
5574 CE
6737 AM
6716 AM
12964 AM
12668 AM
12667 AM
12640 AM
12628 AM
12625 AM
10290 AM
10285 AM
10272 AM
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CANIII
6737
075 | o255l | Grupo |
129640 j
7131300
087 ) 7010 Grupo Il
c8
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12628l
101714 \
MIA
77 86220\
TR 11639A
35104
ssio A > Grupo Il
63134
63240
24 8645l
M3A
12640
55744
1620)
BIS7
Gos(O
c15Q)
PII
G4IO.
- 12625
AcCaatinga b
B Amazonia 12665 Ml
——8552 ¢
O Mata Atlantica |
9 cerrado 91499
94259
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0.001 |

Figura 5.8. Arvore ML inferida a partir do gene LYT1 de T. cruzi. As andlises foram
conduzidas no MEGAS5.1 usando o modelo TN93 e 1000 replicatas de bootstrap. O
tamanho do fragmento foi de 682pb. O grupo externo é T cruzi IV (CANIII). Sé valores de

bootstrap superiores a 50% séo mostrados.
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Na Tabela 5.5 se descrevem os niveis de diversidade observados para cada
fragmento de gene representado como os sitios variaveis (SV), os sitios parsiménicos (SP)
e o0s sitios ambiguos encontrados em cada fragmento de gene. Os genes LYT1 com 21 e
Metlll com 19 apresentaram o maior numero de sitios polimdrficos em relagdo aos quatro
genes escolhidos para a andlise.

Em relagdo ao nimero de sitios com nucleotideos ambiguos o gene Rb19 (2.6%)

mostrou um maior numero, seguido do gene Metlll (1.13%)

Tabela 5.5. Caracteristicas dos genes sequenciados das 33 amostras analisadas neste
estudo. Para a andlise de V e SP foram excluidos os sitios a que apresentam
ambiguidades. Os nucleotideos ambiguos foram analisados por separado. SV: sitio

variavel. SP: sitio parsimonico.

Gene Fragmento SV SP (pb) Sitios ambiguos

(Pb) (pb) (% do fragmento)  Numero de sitios

(% do fragmento)
RB19 344 6 3 (0.87 %) 9 (2.62%)
METIII 617 6 5 (0.81%) 7 (1.13%)
LYT1 682 12 8 (1.17%) 5 (0.73%)
DHFR-TS 695 3 Nenhum 1 (0.14%)
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5.5 Analise dos genes concatenados

Os quatro genes escolhidos foram concatenados resultando um total de 2338 pb
correspondentes a 33 amostras sequenciadas. Foram observados um total de 2279 sitios
conservados, 59 sitios variaveis e 17 sitios informativos parsiménicos. A distancia
genética foi calculada dentro de cada bioma mostrando valores que iam de 0.000 a 0.004
(Anexo 2).

As distancias genéticas obtidas na analise ndo apresentaram relagdo quando foram
analisadas as distancias geogréaficas entre as amostras deste estudo.

A construgdo da arvore concatenada mostrou a presenca de 6 grupos e confirma o
que foi observado no resultado do gene LYT1, onde amostras pertencentes ao bioma
Amazonia possuiram uma maior diversidade, seguido do bioma Mata Atlantica. Apenas
um unico grupo de isolados de T cruzi | pode ser relaconado com o bioma de origem, a
saber Caatinga. Os demais grupos nao se corresponderam com 0s biomas de origem
(Figura 5.9).

Amostras pertencentes ao bioma Mata Atlantica estavao presente en 4 dos 6
grupos.

Nao houve relacdo de distancia geogréfica na formag&o dos grupos. O grupo Il da
Figura 5.9, agrupou a duas amostras de Amazonia (10285 e 12964), com um bootstrap de
83%, pertencentes aos municipios de Curralinho e Cachoeira do Arari, apresentando uma
distancia entre elas de 130 km em linea reta. (Figura 5.10).

O grupo lll, agrupou a todas as amostras pertencentes ao bioma Caatinga com um
bootstrap de 77%. De acordo com a distancia genética obtida para esse bioma, os valores
vao de 0.000 e 0.003 (Anexo 2). Apresentaram distancia genética 0.000 as amostras 8622,
6812, 6813, 8648, 3510 e M3, distancia que se reflecte na arvore mostrando a formagéo
de um grupo com 91% de bootstrap para essas amostras (Figura 5.9).

O Bioma Caatinga foi o Unico bioma que se mostrou homogéneo, agrupando a
todas as amostras deste bioma num clado sé. Considerando a topologia das arvores
construidas com os genes individuais, se observou que com o gene LYT1 as mostras do
bioma Caatinga foram agrupadas num mesmo clado (Figura 5.8) soportado por um valor
de bootstrap de 77% mostrando congruéncia na estrutura para esse clado com a arvore
com os genes concatenados (Figura 5.8)

O grupo IV esteve integrado por amostras de Mata Atlantica (GO5 e G15) do

municipio de Silva Jardim, e do Cerrado (5574) do municipio de Capitdo Andrade, Minas
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Gerais com uma distancia de 400 Km aproximadamente. A similaridade entre as amostras
foi de 98% entre as amostras da Mata Atlantica e 96% comparando as amostras de Mata
Atlantica com a amostra do Cerrado. As amostras G05 e G15, mostraram uma distancia
genética de 0.000 como se reflete na arvore. Ambas amostras correspondem ao mesmo
municipio e a mesma data de colecta (Anexo 1)

O grupo V agrupou a duas amostras de Mata Atlantica pertencentes ao municipio
de Santa Catarina e a mesma viagem, mostrando uma similaridade de 99% entre elas. As
duas amostras agruparam com as sequéncias de referéncia C8 e SAXP1S,
correspondentes a Triatoma infestans (La Paz, Bolivia) e D. marsupialis (Majes Peru). Em
relagdo as arvores dos fragmentos de genes individuais, foi observado o mesmo grupo
com um bootstrap de 91% na arvore construida com o gene LYT1 (Figura 5.8).

O grupo VI formado por quatro amostras, onde as amostras 12667 (Curralinho -
Amazonia) e G41 (Guapimirim - Mata Atlantica) formaram um subgrupo mostrando com
uma similaridade de 99% e um bootstrap de 85%. A amostra 10272 mostrou uma
similaridade de 94% com a amostras 12667 e G41; a amostra 12625 (Abaetetuba -
Amazonia) mostrou uma similaridade de 99% comparando com as amostras do subgrupo.
(Figura 5.9)
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genética da DTUI de T. cruzi.
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5.6 Anélise de Tipificacdo por Sequéncias de Multilocus.

5.6.1 Perfis alelicos e Complexos Clonais

Empregando a técnica da Tipagem por Sequéncias de Multilocus (MLST) foram
definidas um total de 28 STs correspondentes a 33 amostras analisadas. A ordem dos
fragmentos de genes utilizada na analise foi a seguinte: LYT1, Metlll, Rb19 e DHFR-TS.
Na tabela 5.6 se mostram os cdodigos de tipificacdo de sequéncias dipldides (DST)
estabelecidos para as 33 amostras deste estudo em relagéo aos quatro alelos, mostrando
que praticamente cada isolado € uma individualidade.

De acordo com a analise das STs, trés STs estiveram formados por mais de um
isolado (Tabela 5.6), sendo eles a ST H42 (3 isolados), a ST L46 (3 isolados) e a ST J44
(dois isolados).

No entanto, 26 das 28 STs se corresponderam a um isolado sé. Os 28 STs gerados
foram separados por eBURST em Complexos Clonais (CC). Na analise do diagrama

produzido no eBURST, se observa a presencga de quatro CC. (Figura 5.11)
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Tabela 5.6. Sequencia Tipo (ST) e Sequencia Tipo Diploide (DST) para os quatro genes
constitutivos utilizados neste estudo.

ID Bioma DST LYT1 Met-1II RB19 DHFR-TS
ST

10290 Amazonia B36 32 26 26 1

10272 Amazonia D38 35 27 28 1

12668 Amazonia F40 35 32 29 1

8648 Caatinga H42 38 1 30 1

6812 Caatinga H42 38 1 30 1

11639 Caatinga Ja4 38 25 30 1

762 Cerrado K45 37 1 31 1

G05 Mata L46 37 1 32 1
Atlantica

6737 Amazodnia M47 36 1 33 1

12667 Amazonia 049 35 30 34 1

9149 Cerrado Q51 29 26 35 1

6824 Caatinga S53 38 25 36 1

12628 Amazodnia uss 27 27 36 1

G45 Mata W57 36 28 38 1
Atlantica

7301 Mata Y59 25 1 1 1
Atlantica

6716 Amazonia Al6l 30 29 4 1
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De acordo a Figura 5.11 o CC1 corresponde aos STs K45 e L 46. O ST L46 esta
integrado pelos isolados G15 e G05 do municipio de Silva Jardim, e pelo isolado 762,
todos pertencentes ao bioma Mata Atlantica e isolados de D. marsupialis. O ST K45
corresponde a amostra 5574 que pertence ao bioma Cerrado, isolado de Didelphis aurita.
Esse complexo mostra que os agrupamentos se realizaram independentemente da
origem geogréfica e habitats.

O CC2, formado pelos STs X58 e Y59 os quais estdo integrados pelos isolados
7303 e 7313, ambos correspondentes ao bioma Mata Atlantica. As duas amostras foram
isolados de D. aurita mostrando que para esse complexo os isolados que se relacionaram
pertencem & mesma &rea geogréfica e ao mesmo hospedeiro.

O CC3 esté integrado pelos STs Z60, P50 e Q51 e correspondem as amostras
G41, 9425 e 9149, respectivamente. As amostras 9425 e 9149 pertencem ao bioma
Cerrado e G41 pertence ao bioma Mata Atlantica. Os isolados foram obtidos dos
hospedeiros D. marsupialis para o G41 e D. albiventris para os isolados 9425 e 9149.
Com esses resultados se observa que a formacdo de complexos clonais ndo esta
directamente relacionada nem a area geogréafica nem ao género do hospedeiro

O CC54 corresponde aos STs E39, H42, J44, S53 e T54. O ST 39 corresponde ao
isolado M3; o ST 42 aos isolados 8648, 6812 e 6813; o ST 44 aos isolados 11639 e
10171; o ST 53 ao isolado 6824 e o ST 54 ao isolado 3510. O CC54 est4 integrado por
amostras pertencentes sé ao bioma Caatinga mostrando que os isolados desse grupo se

encontram diretamente relacionadas genotipicamente entre eles.
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6.1 Consideracdes sobre os aspectos do parasita T cruzi

O Trypansoma cruzi se caracteriza por sua heterogeneidade, ampla distribucdo na
natureza e grande quantidade de espécies de hospedeiros incluidas em oito ordens de
mamiferos com as quais estabelece interacbes peculiares. Atualmente séo
reconhecidos nesse taxon seis DTUs cuja ecologia representa até hoje um
guebracabeca, pois a disperssdo das DTUs na natureza, sua associacdo com 0S
hospedeiros e doenga humana séo ainda assuntos em discusséo.

A DTU Tcl é descrita como sendo o genétipo mais abundante e disperso nas
Américas (Miles et al 1977, Tibayrenc y Ayala 1988, Souto et al 1996, , Zingales 1998).
Varios estudos vem demonstrando a presenca desse gendétipo na Argentina, Bolivia,
Chile, Colébmbia, México, Panama, Paraguai, Guyana Francesa, Brasil, Venezuela e
Estados Unidos (Cura et al 2010; Tomazini et al 2010). Dos isolados pertencentes a
COLTRYP do Brasil, aproximadamente 80% corresponde ao gendétipo Tcl, indicando
que ele é o gendtipo mais frequentemente isolado (Anexo 2). Porém, ndo esta excluida
a possibilidade de que uma fragdo n&o desprezivel deste 80% esteja de fato constituida
por infecbes mistas ndo detectadas ou que outros gendtipos estejam infectando os
animais soro positivos. Vale lembrar, que esses achados de Tcl na ColTryp do Brasil
correspondem a parasitas isolados por xenodiagnostico e hemocultivos que
posteriormente sdo amplificados para caracterizagdo genética, ou seja sdo submetidas
a pressoes seletivas.

Hemocultura e xenodiagnéstico sao testes pouco sensiveis. Quando positivos, eles
demostram que o animal infetado apresenta parasitemia expresiva. Demostram ainda
gue esse animal apresenta alta competéncia infectiva para o vetor, ou seja alta
probabilidade de que o vetor ao se alimentar, adquira a infecdo pelo parasita. A baixa
sensibilidade destes métodos parasitoldgicos resulta numa menor chance de isolar as
subpopula¢des parasitarias circulantes menos numerosas e consequentemente do
favorecimento das populagoes parasitarias mais numerosas.

Os testes sorolégicos sdo muito sensiveis mas ndo dao indicagdo da competéncia
infectiva do animal. No universo de animais silvestres por nés avaliados, uma minoria

apresenta parasitemias expresivas. Levando essa variavel em conta, em paralelo com
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os resultados aqui apresentados, nés decidimos tentar extrair DNA de T. cruzi de
amostras de soro de D. marsupialis que possuiam comprovacgao soroldgica da infeccao
por T. cruzi. N6s observamos que uma fragdo de animais cujos isolados haviam sido
genotipados previamente como Tcl, em realidade apresentavam infec¢cdes mistas
Tcl/Tcll (dados preliminares), mostrando que a ecologia das DTUs de T. cruzi ainda
representa uma questao longe de estar resolvida.

Marsupiais sao considerados os mais antigos hospedeiros reservatorios de T.
cruzi, capazes de manter parasitemias altas e estaveis por esse hemoflagelado. Sao
espécies silvestres com alto gréo de sinantropia, extremamente generalistas tanto em
relacdo aos hébitats (podendo procurar abrigo em ocos de arvore,ninhos de outros
animais) quanto a dietas alimentéarias, podendo-se infectar por via oral e por a via
contaminativa. S&o nomades (principalmente o macho), solitarios e frequentam todos
os estratos florestais. Esse conjunto de caracteristicas facilita que os marsupiais do
género Didelphis estejam expostos a todos os ciclos de transmissdo de T cruzi, tanto
silvestre, domiciliar como peridomiciliar, 0 que nos levou a hipotetizar que se existisse
uma variabilidade genética nas populacdes de T cruzi |, seria encontrada nas especies
do género Didelphis, ou seja que este taxon esteja atuando como um bioacumulador da
diversidade de populac¢bes de T cruzi .

6.2. Diversidade de T cruzi |

Até a época do primeiro consenso internacional sobre a nomenclatura de T
cruzi, Tcl era considerado homogéneo com mais ampla distribu¢cdo geogréfica em
relacdo as demais DTUs (Annonymus, 1999). Considerada como a linhagem parental
junto com a DTU I, a DTU Tcl estd associada a maioria dos casos de Doenca de
Chagas oral na Amazoénia.

Os estudos sobre a diversidade genetica do Tcl foram iniciados na Coléombia
onde a primeira proposta realizada por Herrera et. al., (2007) que sugeriram a
existéncia de 4 haplétipos no Tcl (Tcla- Tcld) associados a infecgdes humanas,
vectores dométicos, vetores peridomesticos e ao ciclo silvestre. Em seguida, Falla et al
(2009) reconheceram a existencia de trés desses haplétipos (Tcla, Tclb e Tcld). Ambos
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estudos foram realizados utilizando como alvo a regido microsatélite do gene de Mini
exon, marcador de evolucdo rapida. Cura et. al., (2010) confirmou os quatro genétipos
sugeridos por Herrera no 2007 na Colémbia, e descrevem dois genétipos no Chile
utilizando como alvo o gene citocromo b. Estudos de Ramirez et al 2012 baseados na
analise do DNA mitocondrial sugeriram a existéncia de um genétipo domiciliar ao que
denominaram Tclpom (anteriormente Tcla/VENpowm),que 0s autores associaram ao ciclo
domestico de transmisséo do T cruzi. Ainda Ramirez et al no 2013, utilizando a tecnica
de MLST e mediante o0 sequenciamento de 13 fragmentos de genes constitutivos,
estudaram 50 clones biol6gicos de isolados de humanos, triatomineos e mamiferos e
detectaram apenas dois gendtipos em Tcl. Um desses gendtipos correspondeu ao
Tclpom € 0 outro, a populagdes de T cruzi peridomesticas e silvestres.

Em 2009, Llewellyn et al, analisaram 135 amostras ( de humanos, roedores
marsupiais e vetores) por microsatélite, observaram que o gendétipo Tcl apresentava
uma grande variabilidade genética. Eles propuseram a divisdo da populacdo de Tcl em
dois grupos associados ao ciclo domeéstico e silvestre respectivamente. Em patrticular,
eles observaram que a clonagem de um unico isolado de amostra de Didelphis spp.
revelava uma grande diversidade genética em Tcl. Este achado de Llewellyn
demonstrou que Didelphis spp é uma taxon capaz de manter uma ampla diversidade
de haplétipos de Tcl.

Ramirez et al, 2012, sugeriram o subgrupo Tclpom, cOmo associado ao ciclo
domestico na Colémbia e como consequente da acdo antropica, ja que de acordo com
as suas analises de DNA mitocondrial, o gen6tipo Tclpom €mergiu ha 23000 +/- 12000
anos atras e correspondendo a entrada e as migragfes iniciais do homem nas
Américas.

Nossa analise da variabilidade genética em Tcl baseou-se no trabalho de Yeo et
al 2011, que utilizou a técnica de MLST e cujos alvos foram genes de evolucéo lenta
como sdo os genes constitutivos. Nés escolhemos os marcadores que de acordo com
Yeo et al (2011) mostravam maior variabilidade genética para o genétipo Tcl, por ter
este autor avaliado por este método, varios isolados de T cruzi de varios lugares de
América, além de hospedeiros diferentes e por posibilitar uma comparagdo com nossos
resultados.
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6.3. Os Polimorfismos de Tcl encontrados em isolados de T cruzi | de
Didelphis spp

De um modo geral, observamos a existéncia de uma micro heterogeneidade
presente nos isolados examinados, onde a maior diversidade foi observada no bioma
Amazoénia e a menor diversidade no bioma Caatinga, em concordancia com a
biodiversidade de mamiferos encontrada nas areas.

Nossos resultados mostraram que n&o existe um padrédo de distribuicdo dos
haplétipos de Tcl encontrados em relagdo aos biomas, excetuando o bioma Caatinga,
como demostrado pela arvore gerada com o gene LYT1 e a arvore com 0S quatro
genes concatenados (Figuras 5.8 e 5.9). A analise de MLST confirma esses resultados
mostrando que os isolados do bioma Caatinga integran um mesmo Complexo Clonal
(Figura 5.11) Adicionalmente, as amostras do bioma Caatinga foram obtidas de
localidades diferentes e anos de coleta diferentes, como € o caso das amostras 11639
e 10171, correspondentes aos municipios de Russas (Ceara) e Raimundo
Nonato(Piaui), que apresentaram o mesmo ST (ST J44 Tabela 5.6) indicando que
estdo relacionadas genéticamente. Observa-se também que STs, correspondentes aos
biomas Mata Atlantica e Amazoénia integraram um mesmo Complexo Clonal, como se
mostra na figura 5.11.

A Tipagem por Sequéncias de Multilocus (MLST) foi originalmente proposto e
padronizado para organismos haploides, levaduras e bacterias. A analise de MLST
para avaliar a diversidade presente em T cruzi foi utilizado pela primeira vez por
Machado e Ayala usando dois genes nucleares. O fato de termos escolhido a técnica
de MLST foi por dois motivos: estdvamos inseridos em um projeto da Unido Europeia
que teve como objetivo estudar a ecologia das DTUs de T cruzi e o MLST foi um dos
métodos propostos para a analise e pela possibilidade de agregar mais conhecimento
sobre 0 asunto comparando nossos resultados com os de Yeo et al que incluiu isolados
de T cruzi derivados de um amplo espectro de hospedeiros e areas geogréficas. A
técnica tem como ponto favoravel o fato que os dados séo facilmente acessados ja que
foi construida uma base de dados internacional. Ndo € uma técnica particularmente

custosa mas precisa de pessoal treinado para analisar os dados gerados (Yeo et al
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2011). Um ponto negativo € que como o T cruzi € uma espécie diploide, a andlise por
esse método, desenhado para organismos haploides, € mais complicada e picos
duplos no cromatograma podem ser encontrados.

Picos duplos correspondem a leitura de dois nucleotideos na mesma posigédo. A
presenca de picos duplos foi observada em algumas sequéncias por exemplo. nas
posicbes 388 e 678 para o gene LYT1 (Tabela 5.4). Os picos duplos podem ser
resultado de dois fendmenos: podem sugerir a presenca de heterozigose nas amostras
ou a presenca de populacdes policlonais, o que poderda ser confirmado apenas
mediante a clonagem biolégica das amostras de estudo (Cupolillo et al 2012). A
suposicao de que os picos no cromatograma sao o resultado de heterozigose pode ser
postulada com seguranca se o alvo € um gene de cOpia Unica (Lauthier et al 2012). Na
nossa abordagem, todos 0s genes escolhidos para a analise correspondem a genes de
copia simples no genoma, de acordo com os dados proporcionados por Yeo et al no
2012. Mais mesmo sendo os genes escolhidos de copia unica, ndo podemos afirmar
gue as amostras sao heterozigotas devido a que ndo sao produto de clonagem
biol6gica. Provavelmente ambos fendmenos estdo presentes, pois eles foram descritos
com frequéncia no T cruzi

Nossos resultados mostraram que o fragmento de gene LYT1 apresentou maior
namero de sitios polimérficos para Tcl, concordando com o trabalho de Yeo et al do
2012 (Tabela 5.4) Mesmo com a dificuldade associada ao sequénciamento do gene
LYT1, dito gene apresentou a arvore mais robusta em relacdo aos demais genes do
estudo e mostrou concordancia na topologia da arvore dos genes concatenados. As
dificuldades de ndo obter sequencias forward foi observada também por Yeo et al no
2011, o que pode ser dever-se a variabilidade na regido do anelamento do primer.

Em contraste com o0s nossos resultados, no trabalho de Ramirez et al do 2013, o
gual foi publicado s6 posteriormente a conclusdo de nossas analises, e que fora
realizado utilizando um total de 13 genes constitutivos num total de 50 clones
biolégicos, foi observado que o gene GTP apresentou o maior nimero de sitios
polimorficos, seguido dos genes GPX e SODB, com 35 e 28 sitios polimorficos,
respectivamente. Segundo o mesmo autor, o gene LYT1 ocupou o quarto lugar na lista
de genes com mais sitios polimorficos. Essa discordancia de resultados observados
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pode ser devido a diferengas entre os isolados de T cruzi; 0 que sugere que 0 universo
do parasita € muito mais amplo do que conhecemos e, na medida em que é aumentado
0 numero de amostras, outras variaveis podem ser encontrada com 0S mesmos genes
escolhidos. Mesmo assim, de acordo com nossos resultados e os de Yeo sobre a
variabilidade genética encontrada, o gene LYT1 pode ser considerado como um alvo
viavel para o estudo da variabilidade na DTU Tcl. Associa¢des desse gene com o gene
GTP podem ser realizadas com vista a obter mais informac¢des sobre polimorfismo em
Tcl.

A topologia da arvore construida os fragmentos DHFR-TS, Metlll e RB19 n&o foi
congruente com a topologia da arvore concatenada. O fragmento de gene DHFR-TS,
apresentou 3 sitios polimorficos. Esse numero de polimorfismos observados na nossa
analise se reflete na arvore da Figura 5.5, onde ndo se observou a formacgéo de grupos
devido a alta homogeneidade das amostras em relacdo a este gene. Esses resultados
foram coincidentes com os resultados de Yeo et al no 2011, no qual para um total de 8
isolados de T cruzi | foram encontrados 2 sitios polimorficos.

O Metlll mostrou grupos com bootstrap robusto (Figura 5.7) sendo que esses
grupos nao estiveram relacionados com os biomas de origem das amostras do
parasita. Em contraste com nossos resultados, Yeo et al no 2011, consideraram aos
genes RB19 e METIII como apropriados para estudos da diversidade genética em Tcl,

uma vez que observaram um alto niumero de sitios polimorficos para esses genes.

6.4. Padrado de distribuicdo dos grupos de Tcl a partir da anélise das
arvores filogenéticas e Tipagem por Sequéncias de Multilocus (MLST)

O bioma Caatinga é a regido do semiarido, ocupando a regido Nordeste do
territorio brasilero e algumas areas do estado de Minas Gerais. A Caatinga néo
apresenta a exuberancia verde das florestas tropicais himedas e 0 aspecto seco da
fisionomia dominda por cactus e arbustos apresentan uma baixa diversificagcdo de
fauna e flora. (Figura 6.4). Em relacdo aos demais biomas deste estudo, o bioma
Caatinga apresenta um ambiente bem diferente de acordo as caracteristicas ecologicas
observadas nesta area. Em relagdo a diversidade de espécies de mamiferos, a

Caatinga ocupa o quarto lugar de acordo com as espécies presentes em cada bioma
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do Brasil (Figura 6.1). Esta localizado numa area de extensa depresséo recoberta por
uma vegetacdo xérica (que sdo vegetacdes que sobrevivem com pouca humedade),
gue cresce sobre solos rasos e esta sujeita a longos periodos de seca. O bioma
Caatinga, O Cerrado e o Chaco argentino e formam os chamados “Corredores de
vegetagcogOes xericas”, e esses corredores separam as duas maiores formacdes de

florestas: Amazonia e Mata Atlantica (Camara e Galindo-Leal, 2003)
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Figura 6.1. NUumero de espécies e numero de espécies exclusivas a cada bioma no
Brasil.
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De acordo com os registros do LABTRIP sobre as viagens de coletas que
forneceram as amostras utilizadas neste estudos, na Caatinga havia baixa diversidade
de espécies de pequenos mamiferos. A rigueza de espécies de mamiferos da Caatinga
para essas viagens foi de 8 espécies e a coleta esteve representada por 30% de
Didelphis albiventris e 30% da espécie Trychomys laurentius (Tabela 4.3). O
Trychomys laurentius € um roedor caviomorfo silvestre que pode frequentar o

peridomicilio e que no ambiente silvestre est4 associado a afloramentos rochosos.

Lembrando que as diferentes espécies de mamiferos exercem distintas
pressdes seletivas sobre as populagbes de T cruzi, é possivel sugerir que a baixa
diversidade de mamiferos numa area resulte em que o ciclo de T cruzi inclua uma baixa
diversidade de subpopula¢cdes. Como as amostras de DNA dos isolados analisados
foram de lugares muito distantes e obtidos em epocas distintas, nossos resultados séo
suficientemente consistentes para sugerir que o bioma Caatinga possui a mais baixa
diversidade genética de Tcl.

Esse fendmeno ja foi observado por Eichler em 1942, que propds que a
variedade de espécies hospederas esta relacionada a diversidade da fauna
parasitasitaria. Posteriormente, Van Zoltdn no 2012, estudando familias de aves e
mamiferos observou uma grande correlagdo entre a riqueza de espécies de aves e
mamiferos e sua riqueza parasitaria, confirmando os resultados de Eichter.

Em contraste com o bioma Caatinga, 0 sequenciamento mostrou que isolados
obtidos de mamiferos da Amazonia foram os mais polimérficos seguido de isolados de
T cruzi derivados de mamiferos de Mata Atlantica (Figura 5.9).Esse achados reforgcam
a relacdo da biodiversidade de especies hospederas da area com a diversidade
genética uma vez que Amazébnia e Mata Atlantica sdo os biomas que apresentam a
maior diversidade de mamiferos (Tabela 6.1)

A arvore construida com o gene LYT1 e as arvores construidas com os genes
concatenados, mostraram que os isolados de T cruzi tanto da Mata Atlantica como da
Amazoénia, ndo foram discriminados em grupos distintos, observando-se que varios
grupos formados nas &rvores incluem isolados desses dois biomas. Alem disso foi

observado os isolados que integram 0S mesmos grupos correspondem a datas de
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coleta muito distantes e de locais que se encontram a uma grande distancia o que
refletem as conexdes geograficas existentes entre esses dois biomas.

O bioma Amazodnia esta formado por distintos habitats, como florestas densas
de terra firme, florestas estacionais, florestas de igapd, campos alagados, varzeas,
savanas, refugios montanhosos e formacdes pioneiras. .Esta diversidade resulta em
um mosaico de fauna e habitats (Betts et al 2008). Na regido da Amazonia brasileira, a
transmissao enzootica de T cruzi tem sido reconhecida ha varias décadas.(Deane,
1964; Lainson et al 1979, Miles et al 1982), mais o primeiro caso humano autoctono
nao foi descrito antes de 1969. (Shaw et al, 1969) A Mata Atlantica, é a segunda maior
floresta pluvial tropical do continente americano e é considerado um dos Hotspots
mundiais da biodiversidade. (Camara, 2003). De acordo aos estudos de Costa Leonora
(2003) e Bigarella et al (1975) mostraram que o bioma Amazbnia e o bioma Mata
Atlantica no passado (Pleistoceno) formaram um continuo, separadas depois pelas
formacgdes xéricas.

Os biomas Amazbdnia e a Mata Atlantica sdo regides naturais que estao
recobertas principalmente por extensas florestas tropicais. Essas duas regioes sao
separadas entre si por um corredor de formacgbes abertas formado pelos biomas
Caatinga, Cerrado e Pantanal.

A Mata Atlantica embora severamente reduzida (atualmente restam apenas
9.0% de remanescentes florestais) é considerada um Hotspots com diferentes espécies
de T cruzi, com aproximadamente 300 espécies conhecidas de mamiferos. O bioma
Mata Atlantica ainda apresenta rica biodiversidade, embora muitas espécies estejam
seriamente ameacadas de extingao.

Trés das quatro amostras do Cerrado encontraram-se dispersos nos grupos
sem posicdo definida nas arvores, o que poderia deverse ao baixo nimero de amostras
analisadas. S6 a amostra 5574 se agrupou com as amostras do bioma Mata Atlantica
tanto na arvore do gene LYT1 quanto na arvore dos genes concatenados.

Cada espécie animal interage de modo peculiar com o T cruzi mantendo no
sague determinadas subpopulagfes de parasitas e controlando outras. Evidentemente
as populagdes com vérias chances de serem transmitidas, sdo as que permanecem

mais tempo no sangue.
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Em todos os biomas estudados, as especies do género Didelphis apresentaram
maior competéncia infetiva de Tcl, esse fato é expreso por altas taxas de hemocultivos
positivos.

Sendo o Didelphis spp uma especie sinantrépica, generalista que circula por
todos os estratos e habitas, pode ser considerado um bioacumulador e amplificador do
parasita T. cruzi ja que participa em todos os ciclos dos habitats.

Finalmente, nosso dados confirmam que o género Didelphis pode ser um

bioacumulador da diversidade da DTU Tcl de T. cruzi.
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Figura 6.2. Bioma Amazonia

Fotografia: Ana Maria Jansen

Figura 6.3 Fotografia do bioma Cerrado

Fotografia: Ana Maria Jansen
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Figura 6.4 Bioma Caatinga

Fotografia: Diego Assumpcgao

Figura 6.5 Bioma Mata Atlantica
Fotografia: Associagao de Preservacao do Meio Ambiente e da Vida.
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7.CONCLUSOES



Conclusdes

As amostras de T cruzi | isolados de marsupiais do género Didelphis
pertencentes a quatro biomas do Brasil, apresentaram apenas uma micro
heterogeneidade quando analisados com a técnica de Tipagem por Sequéncias
de Multilocus.

Isolados de T cruzi | obtidos de amostras de Didelphis sp pertencentes ao bioma
Caatinga se apresentaram como uma populagdo coesa e relacionada quando

analisadas com a arvore construida com os genes concatenados.

Isolados de T cruzi obtidos de amostras de Didelphis sp pertencentes as
localidades do biomas Cerrado ndo mostraram uma posi¢éo definida na arvore
com o0s genes concatenados, provavelmente devido ao escaso numero de

amostras utilizadas.

Foi observada uma correspondéncia entre a diversidade genética de T cruzi | e
a diversidade faunistica das é&reas onde foram realizadas as coletas
correpondentes a cada bioma.

O gene LYT1 apresentou 0 maior niumero de sitios polimérficos nos isolados de
T cruzi |, corroborando que ele constitue um gene recomendavel para estudar

variabilidade em Tcl.

O gene DHFR-TS apresentou o menor poder discriminatdrio para a analise dos

isolados de T cruzi |, o que se reflecte na arvore do gene individual.

Os genes Metlll e RB19 apresentaram sitios polimérficos mas 0s grupos
formados nas arvores individuais comparados com a arvore concatenada nao
foram congruentes.

N&o se observou a formagéo de grupos dos isolados de T cruzi | associados a
surtos por via oral no bioma Amazoénia, de acordo com a arvore construida com

0S genes concatenados..
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e O meétodo de Tipificagcdo por Sequéncias de Multilocus constitue uma ferramenta
Gatil para a andlise de diversidade entre amostras de T cruzi, ainda 0 seu uso é

facilitado pela accesibilidade internacional.
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9. ANEXOS



Anexo 1: Lista de isolados utilizados no estudo da variabilidade genética de Tcl. Se mostram as localidades de origem dos isolados, a data de
coleta e 0 hospedeiro reservatorio

—

12625 Didelphis | marsupialis F ]05/11/2008| PA Abaetetuba Ajuai
12628 Didelphis | marsupialis F ]06/11/2008| PA Abaetetuba Ajuai
12640 Didelphis | marsupialis M |09/11/2008| PA Abaetetuba Genipauba, Comunidade Quilombola
10272 Didelphis | marsupialis F ]29/11/2006| PA | Cachoeira do Arari Furinho
10285 Didelphis | marsupialis S/D |01/12/2006| PA | Cachoeira do Arari Mata Fome
10290 Didelphis | marsupialis F |02/12/2006| PA Cachoeira do Arari Aranai
12667 Didelphis | marsupialis F ]21/09/2009| Para Curralinho Jodo José da Povoacgao - area de surto
12668 Didelphis | marsupialis nd |21/09/2009| Para Curralinho Jodo José da Provoagao
12964 Didelphis | marsupialis M | 22/09/2009| Para Curralinho Jodo José da Provoagao
6716 Didelphis | marsupialis F ]30/09/2004| PA ltupiranga Asentamento Benfica |
6723 Didelphis | marsupialis F |[30/09/2004| PA Itupiranga Asentamento Benfica |
6737 Didelphis | marsupialis F |[30/09/2004| PA ltupiranga Asentamento Benfica |
6824 Didelphis albiventris F ]09/12/2004| CE Jaguaruana Dio

M3 Didelphis albiventris nd |08/10/1998 PI Coronel Jose Dias Moco
8648 Didelphis albiventris F [08/09/2005| CE Jaguaruana Caatinguinha
8622 Didelphis albiventris M | 06/09/2005| CE Jaguaruana Caatinguinha
11639 Didelphis albiventris F | 13/06/2008| CE Russas Miguel Pereira
3510 Didelphis albiventris F |02/05/2001| CE Jaguaruana Figueiredo do Bruno
6812 Didelphis albiventris F ]08/12/2004| CE Jaguaruana Caatinguinha
6813 Didelphis albiventris M | 08/12/2004| CE Caatinguinha

M1 Didelphis albiventris ND | 08/10/1998 PI Coronel Jose Dias Moco
10171 Didelphis albiventris F | 24/10/2006 PI Raimundo Nonato Jurubeba




—

9149 Didelphis albiventris F |08062006| GO APORE USINA ESPORA - OHE
9425 Didelphis albiventris F [01082006| GO APORE USINA ESPORA - OHE
8552 Didelphis albiventris F |07092005| GO APORE USINA ESPORA - OHE
5574 Didelphis aurita M | 2007 2003| MG Capitao Andrade Rocha

_

D7 Didelphis | marsupialis F [21031996| RJ Silva Jardim Fazenda bom retiro

GO05 Didelphis | marsupialis nd |2807 2003 RJ Silva Jardim Reserva Biologica de Poco das Antas
G15 Didelphis | marsupialis nd |31072003( RJ Silva Jardim Fazenda Santa Helena

G45 Didelphis | marsupialis nd |01012001 Rj Guapimirim Centro de Primatologia d Rio de Janeiro
G41 Didelphis | marsupialis M 101 2001 RJ Guapimirim Centro de Primatologia d Rio de Janeiro
7313 Didelphis aurita M | 30/03/2005| SC Navegantes- surto Rio Pequeno (Reinaldo Rosa)
7301 Didelphis aurita M | 07/04/2005| SC Camboriu Rio Pequeno (Reinaldo Rosa)

Obs: Didelphis marsupialis pertencentes ao Bioma Mata Atlantica, estado do RJ foram reclasificadas como Didelphis aurita mediante analises posteriores.




Anexo 2

BIOMA

- Amazon Forest
- Caatinga
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Atlantic Rainforest

Unidades Discretas de Tipagem (DTUs)
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Distribug@o geogréfica das DTUs de Trypanosoma cruzi no Brasil de acordo
com os isolados pertencentes a ColTryp. (Colecao de Trypanosomas de mamiferos
silvestres, domeésticos e vetores)
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