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RESUMO

OBJETIVO

O Trypanosoma cruzi compreende populacdes altamente heterogéneas classificadas em seis unidades de tipagem discreta (DTU’s)
denominadas Tc-l a Tc-VI e TcBat. A historia evolutiva do T. cruzi tem uma associacdo muito forte com seus hospedeiros mamiferos e
alguns estudos filogenéticos e ecolobioldgicos sugerem que ecotopos, hospedeiros e vetores sao fatores que determinam as diferentes
linhagens de T. cruzi.

METODOS
Caracterizamos isolados de T. cruzi de individuos sinantrépicos de Didelphis virginiana e Rattus rattus capturados na aldeia de
Molas, Yucatan.

RESULTADOS

Quarenta domicilios foram selecionados e armadilhas foram colocadas no quintal de janeiro a maio de 2014. Sessenta e seis
gambas (Didelphis virginiana) e 25 ratos (Rattus rattus) foram capturados e 13 foram diagnosticados como T. cruzi infectados
por microhematocrito e hemocultura. Dez isolados de T. cruzi foram obtidos para analise filogenética com os genes SSU rDNA,
gGAPDH e Citocromo B para descrever as relacoes entre eles e classifica-los nos diferentes DTUs.

CONCLUSOES

Este estudo demonstrou a participacao dos animais sinantropicos D. virginiana e R. rattus como reservatorios do T. cruzi em Yu-
catan_Mexico e os diferentes isolados do parasita pertenceram ao Tc-l. A proximidade dessas espécies com o ambiente doméstico
favorece o contato do tripanossomo com a populacdo humana no ambiente doméstico.

DESCRITORES

Gamba. Ratos. DTU’s. Filogenia. Doenca de Chagas.
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INTRODUCAO

A doenca zoonética Tripanossomiase americana ou doenca
de Chagas, tem distribuicao que se estende desde o sul dos Es-
tados Unidos até a América do Sul. Atualmente é considerada
uma patologia parasitaria que causa danos na saude publica e
na economia da América Latina'?.

A analise filogenética do Tripanosoma cruzi baseada em uma
série de marcadores nucleares e mitocondriais indicam que o
género Trypanosoma € monofilético*s. A hipotese da monofilia
sugere que um parasita ancestral deu origem aos tripanosso-
mos de mamiferos na Africa, América e Australia. As primeiras
formas do T. cruzi foram associadas aos marsupiais da familia
Didelphidae ha 80 milhdes de anos¢’. Com o passar do tempo,
o T. cruzi se adaptou a diferentes mamiferos e, devido aos
habitos hematofagos dos vetorest, desenvolveu ciclo digenéti-
co devido as diferentes pressdes seletivas, originou extensa
variedade de populacdes desse parasita’.

Durante anos, os estudos sobre o perfil eletroforético de iso-
enzimas'®' e outras técnicas moleculares, foram realizados
para identificar seis unidades de tipagem discreta (DTU) de T.
cruzi geneticamente relacionados, denominados Tc-l a Tc-VI e
TcBat que estao presentes em diferentes ecotopos e determi-
nam a ecologia evolutiva do parasita de uma regiao e associam
os caracteres bioldgicos as manifestacoes clinicas da doenca'*,

Todos os DTUs sao considerados infecciosos para humanos,
alguns estudos sugerem que Tc-ll, Tc-lll e Tc-IV estao associa-
dos a ambientes domésticos, com manifestacdes cronicas da
doenca, Tc-lll e Tc-IV estao associados a ambientes selvagens e
Tc -1 com ambos os ambientes'+.

No México, estudos vém sendo realizados desde 1998 utili-
zando varias técnicas de caracterizacdo molecular e biologica
do T. cruzi isolados de triatomineos, mamiferos hospedeiros
e humanos, estudo que revelam a presenca de T. cruzi grupo
| principalmente no sudeste do México e T. cruzi Il no centro
deste pais com variagcdes no comportamento biologico em mod-
elos murinos quanto a parasitemia, mortalidade e tropismo'-22,

Estudos ainda sao escassos, mas revelaram que as popu-
lagbes de T. cruzi circulam entre os mamiferos hospedeiros,
vetores e ecotopos de forma seletiva, dependendo da asso-
ciacao (hospedeiro-parasita).

0 presente estudo foi realizado no municipio de Molas, Yu-
catan, onde a proximidade entre as espécies silvestres, os an-
imais domésticos e os triatomineos podem representar risco
para a transmissao do T. cruzi para humanos.

Nesse trabalho, caracterizamos filogeneticamente os isolados
de T. cruzi que circulam na populacao sinantrépica de D. vir-
giniana e R. rattus da cidade rural de Molas, Yucatan, México.

METODOS
Area de estudo e mamiferos capturados

O estudo foi realizado na cidade de Molas (20 ° 48’00’’N e
89 ° 38’00’’W), localizada 16 km ao sul da cidade de Mérida,
Yucatan, México. Esta cidade tem uma populacao de 2.014
habitantes e esta dentro dos limites da Reserva Ecologica do
Cuxtal. Possui clima sub-Umido quente com chuvas de verao
com temperatura média anual superior a 26°C. Em torno da
zona peri-urbana, fragmentos de vegetacao secundaria pre-
dominam em diferentes estagios de sucessao, compostos por
espécies nativas de floresta decidua baixa (Ceiba aesculifolia
Bombaceae, Bursera Simaruba Burceraceae e Talisia Olivae-
formis Sapindaceae, entre outras) e pequenos fragmentos com
caracteristicas desta selva cuja altura varia de 6 a 15 m.

A amostragem foi realizada em um total de 40 domicilios (5m
para casas) no municipio de Molas (Figura 1) com 20 armadilhas
Tomahawk Inc.®, 20 armadilhas Sherman® foram colocadas

=
0

22

em cada quintal usando frutas da estacao e aveia com baunil-
ha, como isca, respectivamente, por trés dias consecutivos de
cada més no periodo de janeiro a maio de 2014. As armadilhas
foram marcadas no momento de sua colocacao com uma et-
iqueta no topo com as seguintes informacoes: data, nimero
de individuos capturados e o nimero de residéncia atribuido.
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Figura 1. Localizacdo geografica da cidade de Molas, Yucatan, México.

Os animais foram sedados com 1-5 mg/kg de cetamina e
limpeza asséptica com solucao de etanol 70% antes da cole-
ta das amostras. Duas aliquotas de sangue foram coletadas
por puncéo cardiaca, uma parte do sangue foi transferida para
tubos estéreis contendo alcool para analise de PCR e a outra
para hemocultura.

Para o teste de microhematocrito, dois tubos capilares hep-
arinizados foram preenchidos com 50 ul e centrifugados a
3000g por 1 min. A camada leucocitaria foi colocada em uma
lamina e coberta com uma laminula, e toda a area da lamina
foi analisada sob a luz.

Todos os procedimentos de manuseio dos animais foram re-
alizados de acordo com o Comité de Etica no Uso de Animais
da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Sao
Paulo, Brasil

Isolamento de Tripanossoma

Para detectar os tripanossomatideos, amostras de sangue
foram inoculadas em tubos Vacutainer contendo meio bifasi-
co consistindo de 15% de hemacias de ovelha na fase sélida
(base de agar sangue), sobrepostas por meio de triptose de
infusao de figado liquido (LIT) suplementado com 20% de soro
fetal bovino23. A cultura foi incubada a 28°C e cultivada em
meio LIT para preparacao de DNA, e os isolados foram crio-
preservados em nitrogénio liquido na Colecao Brasileira de
Tripanossomatideos (CBT), no Departamento de Medicina Vet-
erinaria Preventiva e Saude Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria, Universidade de Sao Paulo, Brasil. As amostras de
sangue foram fixadas em etanol (amostras primarias) para de-
teccao molecular.

Extracdo e amplificacdo de DNA de sangue e cultura

Foi extraido DNA das amostras das culturas de tripanos-
soma pelo método do fenol-cloroférmio. A extracdo do DNA
do sangue foi realizada de acordo com o protocolo sugerido
pelo fabricante do kit Purelink (Thermo Fisher Scientific Inc,
2012, EUA). As amostras de DNA foram submetidas a reacao
em cadeia da polimerase convencional (PCR), como resulta-
dos gerou-se fragmentos de ~900 pb correspondente ao rDNA
V7V8 SSU™22 gGAPDH (~600pb)* e citocromo B (~400pb)2.
Os produtos da PCR do tamanho esperado foram purificados
e sequenciados em sequenciador automatico (ABI Prism 310,
Applied Biosystems, Foster City, CA).
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Analise filogenética

As sequéncias obtidas foram alinhadas com sequéncias
previamente determinadas para outras espécies de tripanos-
somatideos disponiveis no GenBank (Tabela 1) usando o pro-
grama ClustalX?® e foram ajustadas manualmente usando o
programa GeneDoc?. As sequéncias foram usadas para con-
struir arvores filogenéticas usando o método de Maximo par-
cimonia, por meio do programa PAUP versao 4.0b1027 com 500
réplicas de bootstrap. A analise bayesiana foi realizada usando
MrBayes v3.1.22 com 1.000.000 de réplicas. Os primeiros 25%
das arvores descartadas e as arvores restantes foram usadas
para calcular a probabilidade bayesiana.

RESULTADOS
Um total de 91 mamiferos, entre Rattus novergicus (n = 25)

e Didelphis virginiana (n = 66) foram coletados da area de
estudo e examinados. A taxa geral de infeccdo dos mamiferos
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selvagens foi determinada pelo microhematécrito e hemocul-
tura; 11,83% (13/91) foram positivas das quais 9,1% (10/91)
foram positivadas apds o cultivo estabelecido.

As sequéncias dos genes SSU rDNA, gGAPDH e citocromo B
(CytB) foram obtidas de dez isolados e comparadas com se-
quéncias depositadas no GenBank e as topologias congruentes
foram obtidas por maxima parcimdnia e analise bayesiana.

Os isolados foram agrupados como T. cruzi (100% boostrap
/ probabilidade 1,0 a posteriori). Todos os isolados de T. cruzi
obtidos pertencem ao Grupo TCI (100% boostrap/100% probab-
ilidade a posteriori) (Figura 2A e 2B).

Analises intraespecificas foram realizadas por meio do gene
Cyt B (Figura 2C) quando comparadas as cepas de referén-
cia do GenBank dos isolados mexicanos oriundos de diferentes
hospedeiros (Triatoma dimidiata, Homo sapiens, Dipetalo-
gaster maxim, Triatoma pallidipennis)® nao mostraram dif-
erencas entre elas (100 %).

Tabela 1: Isolados de tripanossoma, hospedeiro e origem geografica e sequén-
cias de SSU rDNA, gGAPDH e citocromo B usados para analise filogenética

Espécies de Coadigo do Hospedeiro Origem geografica Numero de acesso*
tripanosomatideos Isolado
SSUrDNA  gGAPDH CytB
Trypanosoma rangeli ~ TCC643 Platyrrhinus lineatus Miranda MS  EU867803
T. dionisii CBT58 Sturnira lillium Pinheiros ES  KF557744  KF557735
CBT59 Lophostoma braziliense  Pinheiros ES  KF557745  KF577736
PJ Pipistrellus pipistrellus Belgium AJ009152
P3 Pipistrellus pipistrellus England AJ009151
TCC211 Eptesicus brasiliensis Séo Paulo SP AJB20271
TCC289 Eptesicus brasiliensis Séo Paulo SP  FJ001651
TCC495 Carollia perspicillata Porto Velho RO GQ140363
TCC633 Sturnira lillium Miranda MS  EU867812
T. emeyi TCC1293 Tadarida sp. Mozambique JNO40987  JN040964
TCC1294 Tadarida sp. Mozambique JN040988
TCC1932 Mops condylurus Mozambique JN040990
TCC1934 Mops condylurus Mozambique JN040991 JN040968
T. cruzi marinkellei CBT3 Phyllostomus hastatus ~ Confresa MT  JX845151
CBTY Phyllostomus hastatus ~ Confresa MT  JX845154
CBT8 Carollia perspicillata Confresa MT  JX845155
CBT10 Trachops cirrhosus Poconé MT  JX845157
CBT67 Myotis nigricans Pinheiros ES KF557743
B7 Phyllostomus discolor Sé&o Felipe BA  AJO09150
TCC420 Chrotopterus auritus Barcelos AM  FJO01636
TCC501 Carollia perspicillata Porto Velho AM GQ140361
TCC708 Chrotopterus auritus Barcelos AM  FJO01648
CBT95 Phyllostomus sp. Riachéao MA  KP197159  KP197169
CBT99 Phyllostomus hastatus ~ Riachéo MA  KP197160  KP197170
T. cruzi X Homo sapiens Séo Paulo SP  AF301912 GQ140353
CLBR Triatoma infestans Séo Paulo SP  AF245383
Peru Homo sapiens Peru X53917
JJ Homo sapiens Barcelos AM  AY491761  GQ140355
TCC463 Cebus albifrons Barcelos AM  EU755224
NRcl3 Homo sapiens Chile AF228685  GQ140357
TCC186 Homo sapiens Bolivia FJ001630
TCC862 Euphractus sexcinctus RN  FJ183397
TCC863 Euphractus sexcinctus RN  FJ549376
MT3663 Panstrongylus AM  AF288660 GQ140355
geniculatus
TCC129 Proechimys iheringi Séo Paulo SP  FJ555652
TCC793 Myotis levis Séo Paulo SP  FJ0O01634  GQ140358
TCC480 Noctilio albiventris Miranda MS  EU867804
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TCC947 Myotis nigricans Sé&o Paulo SP  FJOD1626
TCC949 Myotis nigricans Séo Paulo SP  FJo01627
TCC1122 Myotis levis Séo Paulo SP GQ140359
G Didelphis marsupialis AM  AF239981  GQ140351
TCCo42 Carollia perspicillata Montenegro RO
TCCT11 Didelphis marsupialis Barcelos AM  EU755229
TCC1456 Monodelphis Para PA  FJ555623

brevicaudata

Anitall Triatoma dimidiata Campeche MX JX431272
Cam6 Triatoma dimidiata Campeche MX JX431273
Cristy Homo sapiens San Luiz Potosi MX JX431274
Mich1 Triatoma dimidiata Michoacan MX JX431275
Ninoa Homo sapiens Oaxaca MX JX431276
PLI Dipetalogaster maxima  Baja Califomia Sur ~ MX JX431277
QRO Triatoma Barberi Queretaro MX JX431278
TQl Triatoma pallidipenis Morelos MX JX431279
XAL1 Triatoma dimidiata Veracruz MX JX431280
CBT169 Rattus raftus Molas MX MK652762 MK681431  MK681141
CBT170 Rattus rattus Molas MX MK652763 MK681432  MK681142
CBT171 Rattus rattus Molas MX MK652764 MK681433  MK681143
CBT172 Didelphis virginiana Molas MX MK652765 MK681434  MK681143
CBT173 Didelphis virginiana Molas MX MK652766 MK681435  MK681144
CBT183 Didelphis virginiana Molas MX MK652767 MK681436  MK681145
CBT184 Didelphis virginiana Molas MX MK652768 MK681137  MK681146
CBT185 Didelphis virginiana Molas MX MK652769 MK681138  MK681147
CBT186 Didelphis virginiana Molas MX MK652770 MK681139  MK681148
CBT187 Didelphis virginiana Molas MX  MK652671  MK681140  MK681149

2 As sequéncias determinadas neste estudo e depositadas no GenBank estao sublinhadas em negrito. México (MX) e estados brasileiros: Espirito Santo (ES); Sao Paulo
(SP); Rondonia (RO); Mato Grosso (MT); Bahia (BA); Mato Grosso do Sul (MS); Amazonas (AM); Rio Grande do Norte (RN); Maranhdo (MA).
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Figura 2. Arvores filogenéticas inferidas por maxima parciménia e inferéncia bayesiana. A. Gene SSU rDNA com 48
sequéncias de tripanosomatideos do GenBank com T. rangeli como grupo externo. Os nimeros dos nos sao os valores de suporte para os ramos
principais (Boostrap / probabilidade posterior); Gene B. gGAPDH com 20 sequéncias de tripanossomatideos do GenBank com T. dionisii
como grupo externo. Os nimeros dos nos sdo os valores de suporte para os ramos principais (Boostrap / probabilidade posterior); C.
Gene Cyt B com 19 sequéncias de tripanossomatideos do GenBank. Os nimeros dos nds séo os valores de suporte para os ramos principais
(Boostrap / probabilidade posterior). Os isolados do estudo foram sublinhados.
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DISCUSSAO

A ocorréncia de infeccao por T. cruzi no sangue de mamiferos
sinantropicos é de 11,83% detectada por meio de microhe-
matocrito.Os resultados do nosso estudo mostram semelhancas
com outros estudos realizados em Didelphis*®32, demonstrando
a importancia dos gambas do género Didelphis em varias zonas
geograficas de Yucatan, como reservatorios de T. cruzi.

As analises filogenéticas de T. cruzi dos isolados de D. vir-
giniana e R. rattus obtidos de Molas foram agrupadas em Tc-l,
o DTU mais comum no México. A positividade do T. cruzi em
mamiferos sinantropicos de Molas foi de 11,83%. Os resultados
do nosso estudo mostram semelhancas com estudos anteriores
e recentes’®2,

No entanto, os resultados sobre o gendtipo de T. cruzi que
esta presente na populacdo sinantropica de D. virginiana e
R. rattus da cidade de Molas, estao de acordo com os relatos
feitos desde 1992 das cepas de Yucatecan de vetores, de an-
imais silvestres e de humanos®34, bem como outras regides
do México 17193536 relatando que a linhagem 1 (classificacdo
antiga) esta circulando em diferentes ciclos de transmissdao
desse parasita.

Bosseno e colaboradores' obtiveram 56 isolados (T. lon-
gipennis, T. pallidipennis, Humanos, T. barberi, D. virginiana,
T. phyllostoma, T. picturata, D. marsupialis e gamba Philan-
der) de nove estados da RepUblica Mexicana (Colima, Guana-
juato, Jalisco, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Veracruz, Yucatan e
Zacatecas) de acordo com as analises relatadas, todos os isola-
dos corresponderam a linhagem | exceto 2,4% destes, por esta-
rem agrupados a linhagem Il; que corresponderam aos isolados
localizados em Veracruz de D. virginiana e gamba Philander.

Em 2012, o primeiro relato feito no México, detectou difer-
entes DTU circulando nos mesmos ciclos de transmissao, este
estudo foi realizado capturando 300 triatomineos (T. dimidia-
ta) em residéncias e peridomicilios das localidades de Orizaba
e Cordova em Veracruz, encontrando infeccao natural por T.
cruzi em 13,7% (41/300) e os seguintes UDTs foram detectados
por varios métodos moleculares: Tc- |: 27% (9/33), Tc-ll: 12%
(4/33)), Tc-lll: 15% (5/33), Tc-IV: 18% (6/33) e Tc-V : 27% (9/33),
indicando nitida diversidade com altas frequéncias dos difer-
entes DTUs do T. cruzi apesar do nUmero limitado de amostras?.

Apesar dos diferentes estudos que mostram diferentes DTU
distribuidas no México, a predominancia de Tc-I em nosso estudo
pode ser devido ao fato de que foi demonstrado que os vetores
podem atuar como filtros biolégicos, selecionando as populacdes
do parasita a serem transmitidas por meio de mecanismos es-
pecificos como fatores imunes intestinais, enzimas digestivas e
fatores liticos entre outros®:3 dessa forma, determinam a etio-

logia das cepas de T. cruzi envolvidas no ciclo de transmissao®.

Por outro lado, deve-se mencionar que nossos resultados sao
compativeis com os estudos de Roelling e colaboradores®
que demonstraram a associacao genotipo-hospedeiro no sud-
este dos Estados Unidos com duas espécies de marsupiais por
infeccao experimental (Monodelphis domestica e D. virginiana
), onde a associacao de Didelphis com DTU I, sugere que a
dindmica de infeccdo das diferentes cepas de T. cruzi pode
variar consideravelmente em diferentes hospedeiros selvagens.

No estado de Yucatan, apenas 42 casos humanos foram doc-

umentados com cardiomiopatia chagasica entre 1970-1985%:44,
uma caracteristica predominante do DTU I. Estudos recentes
mostraram que em Yucatan, a soroprevaléncia varia entre 1%
em areas urbanas e até 4 % em localidades rurais®“. Neste
estudo, é possivel que o fluxo genético das populacdes de
T. cruzi seja o mesmo entre D. virginiana e R. rattus, quais
transitam entre o ecotopo silvestre e doméstico devido ao seu
comportamento sinantropico, estabelecendo abrigos dentro e
fora das moradias humanas, obrigando os vetores (T. dimidia-
ta) a adaptacao domiciliar, onde encontram abrigo e alimento
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suficiente tanto de sangue humano como de animais domésti-
cos, em consequéncia, a populacdo humana pode ser exposta
ao T .cruzi e desenvolver Doenca de Chagas.

Os ciclos de transmissao do T. cruzi nesta area estao ligados
principalmente por populacdes sinantropicas e seus padroes
de movimento. Nos EUA, D. virginiana apresenta comporta-
mento familiar e tem movimentacao constante em seu ter-
ritério?-°, Nos ciclos silvestres de transmissao do Trypanosoma
cruzi sdo mantidos por mamiferos selvagens terrestres e tria-
tomineos™. No Brasil, populacdes domésticas de R. rattus sao
responsaveis pela manutencdo de colonias intradomiciliares
de espécies de Triatoma™. D. virginiana é uma espécie silves-
tre que possui habitos sinantrépicos para a busca de alimento,
por outro lado, R. rattus é uma espécie totalmente sinantropi-
ca e sempre associada as ocupacoes humanas. A proximidade
dessas espécies com o ambiente doméstico favorece o contato
do tripanossomo com a populacao humana e a domiciliacao
das espécies de triatomineos ao ambiente doméstico.

CONCLUSAO

Este estudo demonstra a participacdo ativa de mamiferos
sinantropicos de alta densidade populacional no ciclo de trans-
missao da doenca de Chagas no municipio de Molas, Mérida,
Yucatan, México
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