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Resumo. O Trypanosoma cruzi apresenta uma elevada heterogeneidade genética e muitos
marcadores moleculares podem ser utilizados para a genotipagem das cepas do parasita em
diversos subgrupos. Nesta revisdo exploraremos a evolucao e estrutura populacional de T. cruzi,
bem como as implicacdes na epidemiologia da doenca de Chagas
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Abstract. Trypanosoma cruzi shows extremely high levels of genetic diversity and many
molecular markers can be used to genotype the parasite strains into various subgroups. Here,
the evolution and population structure of T. cruzi are reviewed along with the implications in the

epidemiology of Chagas disease.
Keywords. Genetic diversity, evolution, molecular epidemiology.

Histéria natural da doenca de Chagas

A histdria natural da doenga de Chagas iniciou ha milhdes
de anos como uma doencga enzodtica de animais silvestres.
Quando o homem aventurou-se nos ecétopos naturais, a
doenga comegou a ser transmitida acidentalmente ao ho-
mem como uma antropozoonose. A doenga de Chagas
endémica estabeleceu-se como uma zoonose ha 200-300
anos, como resultado do desmatamento provocado pela
expansdo da agricultura e agropecudria, que promoveu a
adaptagdo de insetos silvestres ao ambiente doméstico, na
procura de nova fonte alimentar. Hoje, estima-se que na
América Latina cerca de 12 milhdes de pessoas estejam
infectadas com o Trypanosoma cruzi e que 75 milhdes es-
tejam expostas a infecgdo.

O protozoario T. cruzi, seus reservatorios mami-
feros e insetos vetores triatomineos existem na natureza
hd milhdes de anos. O gambad, um dos reservatérios sil-
vestres mais importantes, desempenha um papel relevante
na epidemiologia da doenga de Chagas, uma vez que este
marsupial circula no ambiente silvestre, peridoméstico e
doméstico em busca de alimento. Ao mesmo tempo, caes
e gatos podem invadir o ambiente silvestre para cacar, ad-
quirindo a infec¢do e trazendo-a também para o perido-
micilio e domicilio. A adaptagdo dos insetos vetores tria-
tomineos as moradias certamente é o fator preponderante
para o estabelecimento da infec¢do humana.

Em 15 de abril de 1909, um dia apos ter detecta-
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do flagelados na circulagido de uma crianga, Carlos Chagas
escreveu uma nota anunciando a descoberta de uma nova
tripanossomiase humana. A acuidade cientifica de Carlos
Chagas permitiu-lhe descrever, em um curto espago de
tempo, o parasita, que ele denominou T. cruzi, seus re-
servatorios silvestres, seu desenvolvimento nos triatomi-
neos e as caracteristicas clinicas da doenga. Em 2009, em
comemorac¢io aos 100 anos desta descoberta memoravel,
foram publicadas vérias revisdes e um suplemento espe-
cial das Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, cuja leitura
recomendamos aos interessados (Memorias do Instituto
Oswaldo Cruz, 2009).

Levantamentos epidemioldgicos realizados em
paises da América Latina indicam que a doenca de Chagas
tem diferentes apresentagdes clinicas: cerca de 70% dos
individuos sdo assintomaticos, ao passo que cardiomio-
patias severas, lesoes digestivas e disturbios neuroldgicos
sdo observados em 30% dos individuos infectados. E im-
portante mencionar que, anualmente, 2 a 3% dos indivi-
duos assintomaticos passam a apresentar as manifestagoes
cardiacas ou digestivas, ou ambas. Os determinantes desta
conversao sio desconhecidos. A prevaléncia das manifes-
tacdes da doenga e sua suscetibilidade ao tratamento va-
riam geograficamente. A comunidade cientifica ha tempo
debate se isto é o resultado da variabilidade genética do
parasita, da imunogenética do hospedeiro humano, de fa-
tores ambientais ou da a¢io combinada destes elementos.

Nesta revisdo exploraremos o aspecto da diversida-
de genética do T. cruzi, sua possivel origem evolutiva e im-
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plicagdes na epidemiologia da doenca de Chagas.

Diversidade genética do T. cruzi

A inusitada heterogeneidade bioldgica dos iso-
lados do T. cruzi, quanto a sua morfologia, contetido de
DNA, viruléncia, patogenicidade, suscetibilidade a drogas,
e outros parametros, esta amplamente documentada na li-
teratura. Desde a década de 70, estas observagdes estimu-
laram a busca de marcadores moleculares que pudessem
correlacionar o gendtipo do parasita com as manifestagoes
clinicas da doenga de Chagas. Desta forma, o T. cruzi tor-
nou-se um modelo favorito para estudos de epidemiologia
molecular e genética de populagio, sendo, possivelmente,
o patdégeno cuja evolugio e estrutura populacional sejam
mais conhecidas.

T. cruzi apresenta um padrdo de evolugdo reti-
culada, com predominio de propagacdo clonal (em que a
progénie é geneticamente idéntica, ou muito semelhante,
a linhagem parental) e eventos ocasionais de recombina-
¢do genética, que originam linhagens hibridas, estabili-
zadas, subsequentemente, por propaga¢io clonal. Até o
momento, um unico laboratorio foi capaz de demonstrar
experimentalmente a capacidade de T. cruzi de realizar
trocas genéticas, via um mecanismo pouco usual de fu-
sao nuclear; forma¢ido de uma progénie poliploide, que
pode sofrer recombinacdo entre alelos e que, apds perda
cromossOmica, pode retornar ao estado dipldide (Gaunt e
col.,, 2003; Lewis e col., 2009). Este processo assemelha-se
ao processo parasexual obervado em fungos (Heitman,
2006).

Os primeiros estudos de genética de populacgdo
do T. cruzi basearam-se na analise do perfil eletroforéti-
co de isoenzimas, historicamente utilizadas para explorar
a diversidade genética de microorganismos. Tais estudos
revelaram a presenca de trés grupos principais, denomi-
nados zimodemas (Miles e col., 1978; 1980). A andlise
subsequente de um nimero maijor de loci genéticos em
um numero maior de isolados ampliou a diversidade para
43 zimodemas (Tibayrenc e Ayala, 1988). Estes estudos
forneceram evidéncias convincentes de que T. cruzi é um
organismo dipldide, que a reprodugio sexual é inexistente
e que a estrutura populacional é clonal (Tibayrenc e Aya-
la, 1988; Tibayrenc, 1995). A diversidade genética do pa-
rasita foi corroborada por analises de RAPD (“randomly
amplified polymorphic DNA”), RFLP (“restriction frag-
ment lenght polymorphism”), impressdes digitais de DNA
(“DNA fingerprinting”), microsatélites e cariotipo mole-
cular (revisto em Zingales e col., 1999). Por outro lado, e
conforme esperado dada a natureza destas metodologias
baseada em marcadores genéticos de evolucdo répida, tais
abordagens nao permitiram definir agrupamentos de pa-
rasitas que permitissem sua associa¢ao com caracteristicas
epidemioldgicas.

Contrastando com a hipervariabilidade obser-
vada com aqueles marcadores, a analise de sequéncias de
genes com menor taxa evolutiva, tais como genes de RNA
ribossomico, marcadores classicos de evolugio e genes de
mini-exon, marcadores taxondmicos de tripanossoma-
tidios, indicou um claro dimorfismo nos isolados de T.

cruzi, definindo dois grupos (Souto e col., 1996). Foram
padronizados ensaios de amplificagdo por PCR, dirigidos
para o dominio divergente D7 do LSU rDNA e regido in-
tergénica do mini-exon, permitindo uma tipagem mole-
cular rapida, que passou a ser amplamente utilizada pela
comunidade para fins epidemioldgicos (Figura 1). Nestes
ensaios, dois tamanhos de amplicons sdo observados para
o gene do LSU (110 pb e 125 pb) e para o gene de mini-
-exon (350 pb e 300 pb). Curiosamente, em alguns isola-
dos foi observada a presenca dos dois amplicons do LSU,
0 que sugeriu que estes isolados poderiam ser hibridos
(Souto e col., 1996; ver legenda da Figura 1). A andlise
de 50-60 loci por RAPD confirmou que os dois grupos
correspondem a duas linhagens filogenéticas principais
(Souto e col., 1996). Dentro de cada linhagem, os isolados
apresentam 98-100% de similaridade da sequéncia do do-
minio D7 do LSU rDNA, ao passo que entre as linhagens
a similaridade é de aproximadamente 80% (Souto e col.,
1996). Isto sugere que a divergéncia entre as linhagens 1
e 2 ocorreu antes da divergéncia entre os isolados (isto é,
que as linhagens sdo monofiléticas).

A existéncia das duas linhagens e a presenca de iso-
lados hibridos foi confirmada por uma série de marcado-
res moleculares e cada laboratério as designou com no-
menclaturas diferentes (revisto em Zingales e col., 1999).
Visando padronizar esta nomenclatura, um comité de
expertos decidiu que as linhagens fossem denominadas
“grupos” T. cruzil e T. cruzi Il (Andénimo, 1999). O comité
ndo atribuiu nenhuma classificagdo taxonémica aos “gru-
pos’, ou seja, se os dois grupos constituem subespécies,
espécies cripticas ou quase-espécies. O comité também
decidiu ndo classificar os isolados hibridos em nenhum
grupo e recomendou que estudos adicionais fossem reali-
zados para melhor caracterizar estes organismos.

A relevancia epidemiolodgica da divisao de T. cruzi
em dois grupos foi investigada, inicialmente, em paises
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Figura 1. Tipagem molecular de isolados de T. cruzi. PCR dirigi-
da para o dominio D7 do LSU rDNA (24S X rDNA) e espagador
intergénico do gene de mini-exon (ME). Linhagem TcI: 110 pb
rDNA; 350 pb ME; Linhagem TcII: 125 pb rDNA; 300 pb ME;
Hibrido (H): 110 e 125 pb rDNA; 300 pb ME. Iniciadores da
PCR: setas vermelhas (Souto e col., 1996).
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do Cone Sul, concluindo-se que T. cruzi II predomina no
ciclo doméstico da transmissdo, sendo responsavel pela
doenga de Chagas em humanos (Breniere e col., 1998; Fer-
nandes e col., 1998; Zingales e col., 1998;). A genotipagem
de isolados de reservatérios silvestres e triatomineos da
Mata Atlantica do Rio de Janeiro mostrou um fato inte-
ressante, ou seja, a adaptacdo preferencial de T. cruzi I a
gambas e de T. cruzi II a primatas. Nos triatomineos, os
dois grupos foram observados (Fernandes e col., 1999). O
conjunto de informagdes nos levou a propor os possiveis
ciclos de transmissdo dos dois grupos de parasitas, repre-
sentados na Figura 2. Maiores informagdes podem ser ob-
tidas em Zingales e col. (1998).
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Figura 2. Ciclos de transmissdo do T. cruzi. T. cruzi I predomina
nos reservatorios silvestres, ao passo que T. cruzi II é responsavel
pela doenga de Chagas no ciclo doméstico. A ligagdo entre os
dois ciclos é feita por insetos vetores que carregam T. cruzi II
para o domicilio (Zingales e col., 1998).

Evoluc¢ao dos grupos T. cruzile T. cruzi Il

Ha um consenso de que a dispersio e isolamento
de parasitas sejam limitados pela dispersao de seus hospe-
deiros, os quais, no caso do T. cruzi, sdo diversas ordens
de mamiferos e insetos vetores das familias Reduviidae e
Triatominae. A evolugdo dos dois grupos de T. cruzi foi in-
vestigada a partir da andlise de sequéncias do SSU rDNA
(Briones e col., 1999). Arvores filogenéticas sugerem que
os grupos T. cruzi I e T. cruzi Il divergiram entre 88 e 37
milhdes de anos atrds. A correlagdo entre esta datagdo e
a histéria evolutiva da fauna de mamiferos terrestres das
Américas sugere que o grupo T. cruzi I seja indigeno da
América do Sul, ao passo que T. cruzi II tenha sido intro-
duzido na América do Sul mais recentemente, juntamente
com os placentarios da América do Norte, apds a conexio
das Américas no Plioceno (ha 5 milhdes de anos) ou com
roedores caviomorfos e primatas no Oligoceno (hd 38 mi-
lhoes de anos) (Briones e col., 1999). De acordo com esta
suposi¢ao, os dois grupos teriam co-evoluido nas Améri-
cas com marsupiais (T. cruzi I) e placentdrios (T. cruzi II)
durante o Cenozdico. Outros autores, baseados na sequ-
éncia de dois genes especificos de tripanossomas, estima-
ram entre 16 e 3 milhdes de anos atras a divergéncia dos
dois grupos (Machado e Ayala, 2001). Acreditamos que
este tema seja de especial interesse para bidlogos e reco-
mendamos a leitura dos artigos citados.

Classificacao atual dos grupos de T. cruzi
Nos dez anos que sucederam o consenso do co-
mité de expertos, a comunidade cientifica continuou ex-

plorando a diversidade dos isolados de T. cruzi. Os estu-
dos foram centrados na analise de sequéncias génicas de
isolados hibridos, sugerindo que dois eventos discretos de
trocas genéticas originaram 4 grupos distintos de isolados
(revisto em Sturm e Campbell, 2009). Deve ser menciona-
do que a cepa CL Brener, referéncia do Projeto Genoma
de T. cruzi, ¢ um organismo hibrido, que apresenta os dois
haplétipos parentais, com uma divergéncia média de se-
quéncia de 5,4% (El-Sayed e col., 2005).

A andlise de marcadores andnimos de MLEE (“mul-
tilocus enzyme electrophoresis”) e de RAPD sugeriu a
divisdo do grupo T. cruzi II em cinco sub-grupos, que in-
cluem os 4 grupos hibridos mencionados acima (Brisse e
col,, 2000). Um terceiro grupo ancestral, denominado T.
cruzi 111, foi proposto a partir da andlise de microsatélites
e DNA mitocondrial (Freitas e col., 2006).

Em 2009, a comunidade cientifica sentiu a neces-
sidade de padronizar mais uma vez a nomenclatura dos
grupos de T. cruzi, para facilitar a comunicagéo entre os
pesquisadores, visando o entendimento de questdes de
biologia basica, de caracteristicas eco-epidemioldgicas e
de patogenicidade dos grupos. Assim, em comemoragio
ao centenario da descoberta da doenca de Chagas, foi or-
ganizado um simpdsio com um comité de expertos, mui-
tos dos quais estavam presentes na reunido de 1999. As
recomendagdes deste comité podem ser vistas em Zinga-
les e col. (2009). Basicamente, o comité recomenda que:
(i) T cruzi seja dividido em seis grupos (T. cruzi I-VI);
(ii) cada grupo seja denominado DTU (“discrete typing
unit”), onde DTU ¢é definido com um conjunto de isolados
que é geneticamente semelhante e que pode ser identifica-
do por marcadores moleculares ou imunoldgicos comuns
(Tibayrenc, 1998); (iii) as DTUs T. cruzil e T. cruzi Il cor-
respondem aos dois grupos originalmente definidos na
primeira reuniao de expertos (Andnimo, 1999).

Em nossa visao e conforme discutido abaixo, as
DTUs III-VI correspondem a organismos hibridos, origi-
nados a partir de diferentes eventos de trocas genéticas.

Desta forma, ao longo dos anos, observamos uma
alternincia de tendéncias “taxonémicas” de classificagdo
da diversidade genética do T. cruzi. Nos anos 70 e 80, um
grande nimero de “grupos” foi identificado; nos anos 90
e 2000, apenas dois grupos principais; e, atualmente, seis
grupos.

Caracteristicas epidemioldgicas das DTUs

Uma revisdo parcial da literatura sobre a distribui-
¢d0 das DTUs em humanos indica a prevaléncia da DTU I
em pacientes do México, América Central, paises do Nor-
te da América do Sul e Amazoénia (referéncias em Carran-
za e col., 2009). Nestes pacientes sio observadas as formas
indeterminada e cardiaca da doenga de Chagas. Para ou-
tros paises da América do Sul, a distribuicdo das DTUs em
humanos é mostrada na Figura 3, onde se indica a preva-
léncia das manifestagdes cardiaca e digestiva (referéncias
em Carranza e col., 2009).

As principais conclusoes destas observagdes sao:

As DTUs apresentam distribui¢do geografica distinta;

Todas as DTUs sdo capazes de promover a doenga
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de Chagas, embora haja pouquissimos relatos da DTU IV
em humanos;

A DTU I ndo favorece a forma digestiva;

As DTUs II e V aparentemente seriam mais “patogé-
nicas”, promovendo as manifestacdes cardiaca e digestiva.

Este panorama nio pode ser considerado definitivo,
uma vez que foi compilado a partir de amostras de tama-
nho reduzido, origindrias de algumas regides endémicas.

Outras informagdes sobre a epidemiologia dos
seis grupos podem ser obtidas em Miles e col. (2009).

L T

A st ke,

Figura 3. Distribuigdo epidemioldgica das DTUs em humanos
da América do Sul. Prevaléncia das formas cardiaca e assintomd-
tica nos paises ao Norte da linha pontilhada e das formas cardia-
ca, digestiva e assintomdtica, ao Sul.

Uma espécie ou duas espécies

Um aspecto que vem sendo bastante debatido é
se os grupos T. cruzi I e T. cruzi II correspondem a duas
espécies distintas. Andlises filogenéticas, baseadas na se-
quéncia do LSU rDNA, indicam que a distancia entre os
dois grupos ¢ maior do que a distdncia média entre dife-
rentes espécies de Leishmania (Briones e col., 1999). Tal
nivel de divergéncia sugere a evolugdo independente das
duas linhagens por um longo periodo de tempo.

A distribui¢do de haplétipos de cinco genes nu-
cleares e de um DNA satélite foi analisada em isolados
representantes das seis DTUs no contexto de genealogias
em rede (“network genealogies”) e filogenias Bayesianas.
Os dados indicam que as DTUs T. cruzil e T. cruzi Il sdo
monofiléticas e que as demais DTUs apresentam diferen-
tes combinag¢des dos haplotipos T. cruzi I e T. cruzi Il e
haplétipos DTU-especificos (Tomazi e col., 2009; Ienne e
col,, 2010). Uma das interpretagdes para esta observacédo é
que T. cruzil e T. cruzi Il sdo duas espécies distintas e que
as DTUs II-IV sdo hibridos, resultantes de eventos inde-
pendentes de hibridizagao/recombina¢io genémica.

Aqueles que favorecem a hipdtese de duas espécies,
o fazem baseados em evidéncias quantitativas e pergun-
tam: “Por que Leishmania donovani e Leishmania chaga-
si, separadas por uma distdncia genética menor do que
aquela entre os dois grupos de T. cruzi sdo consideradas
duas espécies e T. cruzi, ndo?”. “Uma vez que o conceito
de espécie é bastante controvertido, qual o critério para

se considerar T. cruzi uma tnica espécie?”. Por outro lado,
aqueles que preferem considerar T. cruzi uma tnica es-
pécie utilizam argumentos qualitativos de que todas as
DTUs sdo capazes de provocar a doen¢a de Chagas e que
novas espécies de patdgenos devem ser propostas apenas
quando critérios filogenéticos e médico-fenotipicos forem
claramente estabelecidos.

Em nossa avaliagdo mais pragmatica, no momento,
¢ fundamental desenvolver uma metodologia simples e
direta para a tipagem das DTUs, que possa ser utilizada
por pesquisadores de paises endémicos e que permita es-
tabelecer as caracteristicas epidemioldgicas e clinicas dos
isolados, tendo como possivel aplicacdo o progndstico da
evolucao da doenga de Chagas (conversdo de individuos
assintomaticos para sintomaticos) e seu tratamento.
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