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REVISAO DA TAXONOMIA E CLASSIFICAGAO DO
TRYPANOSOMA CRUZI — IMPORTANCIA DA GENETICA *

Ana Maria de Oliveira **

RESUMO

Desde que foi reconhecida a existéncia de variagdo intra-especifica do 7. cruzi, os pesquisa-
dores tém procurado, insistentemente, desvendar este fendmeno e sua repercussao nos aspectos cli-
nico, epidemiolégico e diagnéstico da Doencga de Chagas, nas dreas endémicas.

Recentes avangos nas dreas de Bioquimica e Imunologia tém trazido imensa contribuigdo
para caracterizagdo das cepas isoladas do T. cruzi e somente um estudo multidisciplinar dos
comportamentos biolégico, antigénico e bioquimico do parasita podera solucionar o problema da
taxonomia e classificagdo do T. cruzi e suas implicagdes clinico-epidemioldgicas na Doenga de Cha-
gas.

Desde a descoberta da Doenga por Carlos Chagas, os pesquisadores tentam obter critérios
absolutos de diferenciagdo do parasita: comportamentos morfoldgico e bioldgico, composi¢do anti-
génica, padrdes isoenzimaticos e caracterizagdo do kDNA.

Dos estudos ja realizados sobre o assunto conclui-se que: 1 — Uma cepa-tipo particular po-
de predominar, em dada drea geografica; 2 — Cepas de diferentes tipos mostram diferentes compo-
sigdes antigénicas; 3 — A sensibilidade a drogas exibe correlagdo com a cepa-tipo; 4 — Cepas do
mesmo tipo tém padrdes isoenzimaticos semelhantes; S — As diferengas nas cepas-tipo sdo mais im-
portantes em determinar o curso da infecgdo que a carga genética do hospedeiro.

Quanto aos estudos da composi¢do antigénica, os resultados indicam que: 1 — Existe he-
terogeneidade intra-especifica tanto em amostras originais como em populagdes clonadas; 2 — Esta
heterogeneidade inclui os parasitas obtidos de pacientes, mamiferos e vetores; 3 — Ocorre com epi-
mastigotas e tripomastigotas.

A anélise molecular dos componentes e produtos metabélicos do parasita (ligagdo as lecti-
nas, padrdes isoenzimaticos e andlise de esquizodemas) tem alcangado grande avanco na ultima dé-
cada. Apesar das limitagdes de ordem técnica, dos estudos realizadas até agora, conclui-se que: 1 —
Parece haver relagdo entre zimodema e tipo de ciclo epidemiolégico de transmissdo; 2 — Parece ha-
ver correlagdo entre amostras clonadas e lectinas; 3 — Os trés zimodemas (Z1, Z2 e Z3) podem in-
fectar o homem e causar doenga aguda, mas raramente o Z3 infecta; 4 — Padrdes heterozigotos sdo
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comuns na América do Sul, sugerindo que o 7. cruzi seja dipldide, porém sem evidéncias de trocas
de genes entre os zimodemas; 5 — Existe clara associagdo entre a expressio de uma glicoproteina

de superficie (GP 72000 Kd) e zimodema Z1.

INTRODUCAO

A tendéncia generalizada entre bio-
logistas e geneticistas de conceituar espé-
cies pela capacidade de cruzamento entre
seus membros e formagao de populagdes
relativamente homogéneas, dificilmente
poderia ser aplicada nos tripanosomas de
mamiferos, nos quais a reprodugao sexua-
da aparentemente inexiste, as variagoes
intra-especificas sdo numerosas e uma
classificagao natural filogenética é impos-
sivel de ser alcangada em virtude da ine-
xisténcia de espécimes fosseis.

Em conseqiiéncia destes fatos, a
classificagdo dos tripanosomas se baseia,
necessariamente, em critérios operacio-
nais que levam em conta, na andlise de
suas relagdes taxonoOmicas, as afinidades
dos seus ciclos biolégicos, as relagdes pa-
rasita-hospedeiro e aspectos morfoldgicos.
(BRENER, 1979) (13).

A classificag@o dos organismos com-
preendidos no Phylum Protozoa sofreu
nos ultimos anos modificagdes decor-
rentes de conhecimentos advindos da ci-
tologia, bioquimica e microscopia eletro-
nica das células eucaridticas. Em virtude
destes progressos foi passivel dar exata
caracterizagdo a super-classe Mastigopho-
ra, a ordem Kinetoplastida. Na familia
Tripanosomatidae, da ordem Kinetoplas-
tida estao incluidos vdrios géneros de fla-
gelados monogenéticos e digenéticos. Os
Tripanosomos sd3o flagelados digenéticos
que durante o ciclo evolutivo apresentam

as formas fundamentais de amastigota,
promastigota, epimastigota, esferomasti-
gota e tripomastigota. (HOARE e cols.
1966) (20).

Modificagdes posteriores na taxo-
nomia ocorreram devido a crescente com-
plexidade do grupo de Tripanosomos de
mamiferos e a necessidade de se distinguir
espécies afins. Assim, foram criadas as
Secgdes Stercoraria e Salivaria que se a-
péiam no comportamento do parasita pri-
mariamente no vetor e secundariamente
no homem. (HOARE, 1964 in BRENER,
1979 (13).

Sem prejuizo das secgdes foram
criados subgéneros baseados, tanto quan-
to possivel, nas hipGteses filogenéticas
correntes e no caso particular do 7. cruzi
sugeriu-se o subgénero Schizotrypanum.

Desde o inicio das investigagdes so-
bre a doenga de Chagas tem sido observa-
da uma tendéncia dos pesquisadores que
procuram reproduzir a doenga, a conser-
varem os parasitas obtidos de casos hu-
manos, de animais naturalmente infecta-
dos ou de inseto vetor, por meio de pas-
sagens em animais suscetiveis ou “in
vitro”.

Procurando estabelecer convengdes
e defini¢goes de termos em Protozoologia
para uniformizagdo e distingdo entre os
diferentes materiais, tendo em vista a ma-
nutengdo de amostras por criopreserva-
¢30, define-se “cepa” como uma popu-
lagdo derivada de um “isolado”, man-
tida em cativeiro em reprodugdo conti-

nua por passagens seriadas, em cultura ou
animais de laboratério. (LUMSDEN,
1970) (24).

Dentro destes critérios estdo enqua-
dradas todas as amostras que tém sido iso-
ladas e mantidas em laboratério, desig-
nadas “cepas”. Desta maneira existe na
literatura mundial inimeras cepas, muitas
das quais tém sido utilizadas por diversos
pesquisadores sob diversos aspectos. (in
ANDRADE, 1974) (4).

Quando isoladas e estudadas em la-
boratério as cepas apresentam distintas
caracteristicas que permitem sua indivi-
dualizagdo. Evidentemente que ndo hd
sentido na multiplicidade do nimero de
cepas cada vez que o T. cruzi é isolado,
surgindo entdo a necessidade de se esta-
belecer critérios para se agruparem as
amostras conforme seus caracteres. (AN-
DRADE, 1974) (4).

Apesar das amostras, em geral, ndo
terem qualquer ponto de sele¢do a ndo
ser a procedéncia, nota-se nos diversos
trabalhos publicados uma tendéncia dos
diversos autores em estudarem, comparati-
vamente, as amostras de que dispdem, uti-
lizando-se de vdrios parasitas, embora de
modo isolado. Tem se verificado diferen-
¢as de comportamento entre as mesmas.
(ANDRADE, 1974) (4).

Como resultado temos um volume
de dados bioldgicos acumulados usados
para estudo de variagdo intra-especifica

do T. cruzi.
Amostragem do comportamento

dessas cepas pode ser feita por vérios ca-
minhos, desde o curso de infecgdo no hos-
pedeiro até a andlise molecular dos
componentes ou produtos metabélicos do
parasita. Recentemente vdrios aspectos

tém sido enfatizados e vdrias pesquisas
tentam alcangar critérios absolutos de di-
ferenciagdo, tais como: composigdo anti-
génica do parasita (ANDRADE e cols.
1981) (7), padrdes isoenzimdticos. (AN-
DRADE e cols. 1983 (9); MILES e cols.,
1980(25), e caracterizagdo de DNA do
cinetoplasto (MOREL e cols., 1980) (29).

Estes estudos além de importantes
na taxonomia e classificagdo do parasita,
pretendem, em ultima andlise, estabele-
cer possiveis correlagdes entre 0 compor-
tamento experimental das amostras em
condigdes de laboratério e algumas impli-
cagdes clinico-epidemiol6gicas, procuran-
do determinar o papel do parasita na
patogenia da doenga. (ANDRADE, 1985)
(8).

Pelo fato de se tratar de assunto ex-
tremamente importante, complexo e in-
trigante nos revisamos a literatura mais re-
cente que trata do problema da taxono-
mia e classificagado do 7. cruzi, com én-
fase especial aos métodos bioquimicos de
disting¢@o do parasita.

1 — BASES PARA IDENTIFICACAO E
CLASSIFICACAO DO T. CRUZI

A preocupagdo em identificar e
classificar os Tripanosomatideos, especial-
mente o 7. cruzi surgiu desde a descrigdo
inicial da doenga, quando se percebeu a
existéncia de variagOes nas caracteristicas
do parasita. Desde entdo e, principalmen-
te mais recentemente, com OS avangos
na drea de imunologia e bioquimica, no-
vos conceitos tém sido introduzidos.

O préprio processo de classificagdo
exige que se use 0 maior nimero possi-
vel de caracteres, ainda que alguns te-
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nham maior importancia que outros. As-
sim, até o momento utilizam-se nas iden-
tificagdes e classificagdo do 7. cruzi cri-
térios morfobiolégicos, antigénicos e bio-
quimicos. (Quadro I).

1.1 — Caracterizagdo Bioldgica:

O caminho inicial na tentativa de se
caracterizar as vdrias cepas isoladas de 7.
cruzi comega com a caracterizagdo morfo-
biolégica do parasita. A partir dai, ten-
ta-se fazer estudos comparativos para se
determinar os aspectos comuns e restrin-
gir as amostras a padrdes “‘standart” e Ti-
pos. (ANDRADE, 1976) (5).

Tais estudos ndo estdo em 0posi¢do
e ndo impedem pesquisas analiticas mais
refinadas, que sdo indiscutiveis para a
ciéncia bdsica e taxonomia do parasita.

Das pesquisas jd feitas sobre o as-
sunto, alguns interessantes resultados jd
foram produzidos:

(1) Uma cepa-Tipo particular pode
predominar em uma dada drea geogréfica
(ANDRADE, 1974) (4);

(2) Cepas de diferentes Tipos mos-
traram diferentes composigdes antigénicas
(ANDRADE e cols. 1981) (7);

(3) Sensibilidade e resisténcia a
drogas exibe correlagio com cepa-Tipo
(ANDRADE e cols., 1973) (3); ANDRA-
DE e cols., 1977 (6);

(4) Cepas pertencendo ao mesmo
Tipo tém padrdes isoenzimdticos simila-
res (ANDRADE e cols., 1983) (9);

(5) Quando diferentes amostras de
camundongos “inbread” sdo usados, os
cepas-Tipo de 7. cruzi parecem ser mais
importantes na determinagdo do curso de
infecgdo que a carga genética do hospe-

deiro. (ANDRADE e cols., 1983 (9); AN-
DRADE, 1985) (8).

Duas diferentes estratégias tém sido
usadas para estudar as caracteristicas bio-
l6gicas em condigdes experimentais. Uma
delas consiste na amplificagdo do parasita
isolado por passagens seriadas no sangue
de vertebrado e tdo logo a populagdo este-
ja bem estabelecida poderd se investigar
vérios fendmenos com os tripomastigotas
tais como: curso de infecgdo em diferen-
tes hospedeiros, interagdo parasita-hospe-
deiro e papel da imunidade no curso da
infecgdo. A segunda estratégia € o estudo
do T. cruzi nas suas caracteristicas ineren-
tes ndo influenciadas por manuten¢ao em
laboratério. (BRENER, 1985) (14).

Diferengas na morfologia das for-
mas sangiifneas do T. cruzi foram repor-
tadas logo na descoberta da doenga por
Chagas em 1909 (BRENER, 1979) (13).

Padrdes morfolégicos- vdrios do T.
cruzi no sangue correlacionado com a cur-
va parasitémica foram observados em hos-
pedeiros infectados. Em duas cepas testa-
das, Y e CL, o pico de parasitemia foi,
respectivamente, no 70. e 120.-140. dia
de infecgdo, nos quais, as formas delgadas
constituiram, aproximadamente, 90%
dos tripomastigotas sangiiineos da cepa
Y, enquanto as formas largas predomina-
ram na cepa CL. (BRENER, 1977) (12).

A avaliagio do percentual de for-
mas largas e delgadas de tripomastigotas
no sangue periférico do camundongo in-
fectado tem mostrado que diferentes
amostras podem ser caracterizadas por
este aspecto morfolégico. (ANDRADE,
(1974) (4).

Diferenga seletiva na distribui¢do
tecidual dos estdgios intracelulares do T.

cruzi. tem sido discutida e é um dos mais
importantes aspectos, para distin¢ao das
vdrias amostras do 7. cruzi. Amostras
com predominio de formas delgadas no
sangue apresentam maiores taxas de mul-
tiplicagdo e marcado parasitismo do fi-
gado e bago (reticulotropismo), enquan-
to que as com predominio de formas lar-
gas apresentam lento aumento de parasi-
tismo e intenso miocardiotropismo. (AN-
DRADE e cols., 1970) (2).

A respeito do comportamento do
T. cruzi, viruléncia e patogenicidade de-
vem ser bem definidos. Viruléncia € a ca-
pacidade do parasita de se multiplicar
dentro do hospedeiro experimental e que
¢ geralmente influenciado por vérios fa-
tores. Patogenicidade é algo mais intrin-
seco e estd correlacionado com a capaci-
dade de produzir lesdes teciduais e morte.

O curso de infecgdo no hospedeiro
vertebrado avaliado pelo periodo pré-pa-
tente,curva de parasitismo e taxa de mor-
talidade podem trazer evidéncias do grau
de viruléncia do parasita.

A partir de experimentos em tripo-
mastigotas metaciclico derivado do vetor
usado em xenodiagnostico de 17 casos de
D. Chagas fase cronica, as cepas puderam
ser diferenciadas em trés grupos: o grupo
1 (baixa viruléncia), periodo pre-patente
longo (11-30 d.), parasitismo maximo de
105 parasitas/ml entre 2140 dias de
infecgdo e sem mortes; grupo II (virulén-
cia intermedidria) periodo pré-patente de
8-18 dias, parasitismo maximo de 6x103
parasitas/ml entre 23-29 dias de infecgdo
e com todos animais sobrevivendo a fase
aguda; grupo III (alta viruléncia) periodo
pré-patente menor que 6-12 dias, mais al-
to parasitismo de 2-3x106/ml e maioria

dos animais morreram entre 20/30 dias
de infecgdo. Este trabalho também
evidéncia que a viruléncia €, aparentemen-
te, uma caracteristica intrinseca da amos-
tra e ndo se correlacionou com o volume
do inéculo. (SCHLEMPER IJr. e cols.,
1983) (33).

Estudos relacionando viruléncia e
mortalidade sdo muito dificeis de serem
feitos em humanos porque isto demanda-
ria um bom conhecimento do curso agu-
do de infecg@o bem como seguimento cui-
dadoso e prolongado na fase cronica.

Um estudo comparativo das dife-
rentes amostras de 7. cruzi mostram que
quando vdrios parametros sdo considera-
dos juntos, as vdrias amostras podem ser
caracterizadas em uns poucos tipos ou
padrdes.

Neste estudo baseado nas evolugdes
da infecgdo, no periodo pré-patente, cur-
va parasitémica, morfologia do parasita
no sangue periférico, tropismo tecidual,
lesdes histopatologicas e taxa de morta-
lidade em relagdo a infecgdo em camun-
dongos *“‘Swiss”, pode-se dividir as cepas
do T. cruzi em trés Tipos caracteriza-
dos como se segue: ANDRADE, 1974)
(4).

TIPO I — amostras com rdpida taxa
de multiplicagdo, parasitemia e mortali-
dade maximas de 7-12 dias de infecgdo,
predominio de formas delgadas e macro-
fagotropismo na fase aguda.

PROTOTIPOS: Y e peruana;

TIPO II — amostras com, relativa-
mente, baixa multiplicagdo, picos irregu-
lares de parasitemia de 12-20 dias de
infecgdo, quando a taxa de mortalidade
alcanga o maximo predominio de formas
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largas e envolvimento preferencial do
miocdrdio.

PROTOTIPOS: amostra 12 SF (Sdo
Felipe-Bahia);

TIPO III - lenta multiplicagdo,
com picos parasitémicos altos e tardios
(20-30 dias ap6s a infecgdo), baixa taxa
de mortalidade e predominio de formas
largas e miotropismo com envolvimento
predominante do musculo esquelético.

PROTOTIPOS: amostra Colombia-
na.

A presenga de um mesmo padrdo de
cepas de 7. cruzi em uma mesma regiao
geogridfica pode ser de importancia na ex-
plicagao da ocorréncia de determinados
quadros clinico-patolégicos da Doenga de
Chagas peculiares a determinadas dreas
geogrificas.

1.2 — Caracterizacao Antigénica

Um dos aspectos que parece de gran-

de importancia na separagao de Tipos de

cepas de T. cruzi é essencial para os estu-
dos do desenvolvimento de vacina e possi-

vel correlagao entre composi¢ao antigé-
nica e varia¢do clinico-epidemiologica da
Doenga de Chagas nas diferentes regides
geograficas. Entretanto, a complexidade
da vida do parasita concorre para aumen-
tar a possibilidade de heterogeneidade
antigénica. (ANDRADE, 1985) (8).

Tem sido discutido por vdrios auto-
res, similaridades e diferengas na compo-
si¢do antigénica das vdrias formas de de-
senvolvimento do 7. cruzi e isto deve ser
levado em consideragao ao se estudar a
variagdo  antigénica  intra-especifica.
(BRENER, 1979) (13).

A heterogeneidade antigénica foi de-
monstrada ao separarem epimastigotas de
diferentes amostras de 7. cruzi provenien-
te de humanos, vetores e reservatorios na-
turalmente infectados em trés tipos imu-
nolégicos (A, B e C) correspondendo aos
achados clinicos e epidemiolégicos, usan-
do testes de aglutinagdo, imunodifusdo
e hemoaglutinagdo. (NUSSENZWEIG e
cols., 1963(30) e NUSSENZWEIG e cols.,
1966(31))

O uso de recentes métodos de andlise
antigénica confirmaram a existéncia de
populagdo antigenicamente heterogénea.
Andlise da membrana celular de epimas-
tigotas do 7. cruzi de trés cepas diferen-
tes (Y, CL e MR) marcada com radioio-
do permitiu identificar clara diversidade
na distribuigdo nas faixas de eletroforese
em gel SDS — Page. (ARAUJO e cols.,
1981) (10).

Usando aglutinagao com soro homo-
logo e heter6logo, algumas amostras de 7.
cruzi foram agrupadas em trés tipos: a)
aquelas cujos parasitas foram marcada-
mente aglutinados e lisados com anti-so-
ros homélogo e heterélogo (Y e B); b) a-
queles com tripomastigotas que ndo fo-
ram aglutinados (CL e T); c) parcialmente
aglutinados (FL). (KRETTLI e cols.,
1976) (22). As cepas Y e Brasil mostra-
ram-se antigenicamente diferentes ao
teste imunofluorescéncia usando os anti-
genos das formas epimastigotas e tripo-
mastigotas. (KLOETZEL e cols., 1976)
(21).

Os protoétipos dos trés tipos de 7. cruzi
descritos por ANDRADE (1974) (4) ao
serem examinadas por imunoeletroforese
contra imunessoro homélogo e heterdlo-
go obtido de coelhos revelaram-se clara-

mente diferentes nos padrdes eletroforéti-
cos. Os resultados sugerem que além de
antigenos com secg¢des cruzadas entre os
Tipos, a amostra Colombiana apresentou
determinantes antigénicos préprios. (AN-
DRADE e cols., 1981) (7).

Os resultados dos diferentes grupos de
pesquisa indicam que: a) existe heteroge-
neidade intra-especifica, que pode ser de-
monstrada tanto em isolados de origem
conhecida como populagdes clonadas; b)
esta heterogeneidade incluiu os parasitas
obtidos de pacientes, hospedeiros mami-
feros e vetores; c) tem-se mostrado com
epimastigotas e tripomastigotas. (SE-
GURA e cols., 1985 (32)).

As possibilidades de estudo da hete-
rogeneidade antigénica intra-especifica do
T. cruzi tém sido consideradamente am-
pliadas ap6s a introdugdo de anticorpos
monoclonais. (BRENER, 1985 (14);
SEGURA e cols., 1985 (32)).

Resultados preliminares demonstra-
ram boa correlagdo entre grupos taxono-
micos definidos por padrao eletroforético
de isoenzimas (Z1, Z2 € Z3) e aqueles de-
finidos por reagdo com anticorpos mono-
clonais. Com base na andlise auto-radio-
grifica de treze anticorpos monoclonais
preparados contra trés populagdes clona-
das de T. cruzi. Sugere-se neste estudo
que os anticorpos monoclonais poderiam
discriminar Zimodemas Z] e Z2 do T.
cruzi e que os anticorpos Zimodema espe-
cificos poderiam ter grande aplicagdo na
classificagdo das amostras para estudos
epidemiolégicos de Doenga de Chagas.
(FLINT e cols., 1984) (18).

1.3 — Caracteriza¢dao Bioquimica
1.3.1 — Ligacao as Lectinas

Os oligossacdrides presentes na su-
perficie das células desempenham papel
relevante na relagdo da célula com o am-
biente e estes sacdrides podem se consti-
tuir num meio valioso para caracterizago
das amostras do parasita. Poderia ser
interessante se descobrir se certo padrdo
de sacdriae pode se correlacionar com o
comportamento biol6gico particular de
uma dada amostra. Por meio de lectinas
alguns oligossacdrides tém sido detecta-
dos. (CAPPA e cols., 1985) (15).

Em 1974, com a intengdo de achar
um marcador de estdgio do 7. cruzi, pela
primeira vez foi usado este método. Usan-
do epimastigotas de amostra Y, eles de-
terminaram que havia pronta aglutinag¢do
com baixa concentragdo de Concanavali-
na A (con-A) enquanto a aglutinagdo ndo
ocorre mesmo com altas concentragBes
com tripomastigotas sangiiineos. (ALVES
e cols.,, 1974)(1). Em 1978 Chiari e
cols. 1978 (in CAPPA e cols., 1985) (15)
usaram pela primeira vez o critério de a-
glutinabilidade das lectinas para comparar
vdrias amostras de 7. cruzi. Usando
concanavalina-A e formas epimastigotas e
tripomastigotas de cultura celular em ca-
mundongo infectado, dois isolados de
doentes em fase aguda (Y e Gilmar) e dois
de Triatoma infestans naturalmente infec-
tados (CL e FL), os resultados foram po-
sitivos, mesmo para baixas concentragdes
de concanavalina A (Con-A).

Desde entdo vdrios estudos tém a-
vangado no uso da capacidade de ligaglio
das lectinas ao parasita, distinguir 7. cruzi



20

21

OLIVEIRA, A. M. de. — Revisdo da taxonomia e classificacdo do Trypanosoma cruzi — importin-
cia da genética. Rev. Pat. Trop. 15(1): 13-26, jan. Jabr. 1986.

OLIVEIRA, A. M. de. — Revisdo da taxonomia e classificagdo do Trypanosoma cruzi — importdn-
cia da genética. Rev. Pat. Trop. 15(1): 13-26, jan. [abr. 1986.

de formas similares ao 7. cruzi e de
outros tripanosomatideos, bem como de-
terminar a presen¢a de certos sacarideos
na superficie do parasita facilitando a
caracterizagdo do estdgio e da amostra
do parasita. Infelizmente, as discrepancias
na literatura indicam que as limitagdes
das técnicas de aglutinagdo e fluorescén-
cia deve-se a, respectivamente, a baixa
sensibilidade do método e ao erro da
visdio humana. Neste sentido, o uso da
técnica de lectinas ligadas a material ra-
dioativo poderia ser de mais utilidade na
avaliagdo da caracterizagdo das amostras
de T. cruzi através de lectinas, de vez que,
até o momento, existe correlagao entre
amostras clonadas e lectinas. (CAPPA
e cols. 1985) (15).

1.3.2 — Padrdo Isoenzimdtico:

A técnica de eletroforese de enzi-
mas tem sido largamente usada para ca-
racterizagdo do T. cruzi. Consiste em téc-
nica muito simples e que se desenvolve
sob condigdes controladas, as diferengas
entre perfis de isoenzimas implica em di-
ferengas genéticas entre as popula¢des do
organismo testado. A auséncia de diferen-
¢as implica em relagdo intima entre as a-
mostras.

O nimero de isoenzimas usado € li-
mitado apenas por fatores de ordem téc-
nica na execugdo dos procedimentos de
coloragdo. A maioria dos trabalhos em ca-
racterizagdo isoenzimdtica do 7. cruzi
tem se baseado em nimero muito restri-
to de enzimas. (MILES, 1985) (28).

A possibilidade de que a amostra
possa ser mistura de amostras ou de di-
ferentes géneros e espécies deve ser consi-

derada para evitar confusdo nos resulta-
dos.

Por andlise intuitiva, comparando as
faixas das enzimas na eletroforese, nor-
malmente as amostras sdo separadas em
grupos homogéneos e a separagdo delas é
feita ao se estabelecer o nimero de enzi-
mas que as distingue. Se muitas enzimas

separam grupos de organismos, eles sdo
considerados, radicalmente, diferentes,
(MILES, 1985 (28).

Os seguintes objetivos sdo obtidos
pela cole¢do e andlise dos dados de isoen-
zimas: (1) a definigdo de extensdo da he-
terogeneidade dentro de populagdes do
T. cruzi a nivel de distribui¢do geogréfica;
das variantes genéticas para ciclo de trans-
missdo particular; da heterogeneidade ge-
nética dentro de um hospedeiro mamife-
1o ou vetor pela andlise das alteragdes re-
gulatérias na expressdo genética nas dife-
rentes formas do 7. cruzi ou sob diferen-
tes condi¢des ambientais; (2) determinar
se 0 organismo € sexuado ou assexuado,
de espécies politipicas unicas ou espécies
complexas; e (3) determinar se gen6tipos
radicalmente ndo similares sdo associados
com diferentes formas de doenga no ho-
mem e com resisténcia aos quimioter4pi-
cos. (MILES, 1985) (28).

Até o presente momento a andli-
se das isoenzimas tem trazido alguns es-
clarecimentos em epidemiologia da infec-
¢do pelo T. cruzi.

Os dados de isoenzimas sdo disponi-
veis na América Central (KREUTZER e
cols., 1981 (23) e América do Sul, inclu-
sive 0 Brasil (ANDRADE e cols., 1983(9);
MILES, 1983 (26); TYBAYRENC e cols.,
1983(34).

Os trés principais zimodemus (Z1,
Z) e Z3) parece incluir a grande variagdo
dentro do taxon conhecido como T. cru-
zi. (BARRET e cols., 1980)(11).

Parece haver relagGes entre zimode-
ma e tipo de ciclo de transmissdo. O zi-
modema Z] estd relacionado no Chile e
Brasil, com ciclo silvestre (MILES, 1983
(26); MILES e cols., 1984 (27). Os trés
zimodemas podem infectar o homem,
mas até agora, raramente o Tipo Z3 causa
doenga aguda (MILES, 1985) (28).

Caracteristicas isoenzimdticas sdo
particularmente diversas entre dreas cen-
tradas e sul da América do Sul, onde pa-
drdes “heterozigous” sdo comuns. Este pa-
drdo sugere que o 7. cruzi é dipl6ide, mas
n3o hd ainda evidéncias de troca de gens
entre os zimodemos (MILES e cols., 1984
(27).

Atualmente, estuda-se o padrdo de
isoenzimas em conjunto com outros pa-
rametros a fim de se comparar as caracte-
risticas isoenzimdticas e reagdo com anti-
corpos monoclonais (MILES, 1985) (28).
Existe uma inquestion4vel associagdo én-
tre a expressdo de um determinante anti-
génico imunodominante, glicoproteina de
PM 72.000 e zimodema Z]. (CHAPMAN
e cols., 1984 (16).

Estudos complexos e em colabora-
¢d0 sdo necessdrios para resolver o pro-
blemdtico estudo genético do T. cruzi. A-
lém disso, é necessdrio padronizar os ter-
mos e defini¢cdes para se ter a mesma lin-
guagem entre os que trabalham no assun-
to.

1.3.3 — Anilise de esquizodema

Esta técnica foi introduzida em
1980 por Morel e cols. com o intento de

caracterizar os tripanosomatideos hemo-
flagelados a nivel genetipico. (MOREL e
cols., 1980) (29). Baseia-se na digestdo do
kDNA por enzimas (endonucleases de
restrigdo) e comparagdo eletroforética dos
fragmentos resultantes. Estes sdo marca-
dores bioquimicos que permitem a classi-
ficagdo dos kinetoplastideos em esquizo-
dema - grupo de parasitas com similares
padrdes de restrigdo do seu kDNA.

A complexidade dos padrdes eletro-
foréticos torna esta técnica muito discri-
minatéria e capaz de detectar diferengas
evolutivas minimas ndo prontamente
observadas em outras técnicas. Por isso, a
possibilidade de dois organismos distintos
apresentarem esquizodemas idénticos por
convergéncia evolutiva €é praticamente
inexistente (GONCALVES e cols. 1985)
(19).

Ap6s estudar mais de 500 amostras
de T. cruzi de vérias dreas da América La-
tina, € biologicamente significante a com-
plexidade natural de populagdes deste pa-
rasita e cuidadosa andlise de esquizodema
pode gerar informagdes tteis (GONCAL-
VES e cols., 1985) (19).

Amostras de trés tipos biol6gicos
foram submetidas a andlise de esquizode-
ma no Instituto Oswaldo Cruz por MO-
REL & GONCALVES (in ANDRADE,
1985) (8) e os resultados mostraram que:
1) todas as amostras diferiram no perfil
do kDNA; 2) amostras de mesmo Tipo

biolégico parecem ter fragmentos de ma-
xicirculos similares.

Desde a introdugdo da técnica (MO-
REL e cols. 1980) (29) a andlise das
amostras de 7. cruzi tem permitido con-
cluir que o método € estdvel no propdsito
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QUADRO I: Caracteres usados no momento para classificagdo e identificacdo do

T. cruzi

1. CARACTERES BIOLOGICOS

— Morfologia dos Tripomastigotas no sangue periférico

— Curva de Parasitemia

— Infectividade para células das formas sangiiineas

— Caracteristicas da infecgdo “‘in vitro”.

— Suscetibilidade das formas sangiiineas a soro imune.

— Viruléncia e mortalidade
— Sensibilidade a drogas.

2. CARACTERES ANTIGENICOS
3. CARACTERES BIOQUIMICOS

— Ligagao as Lectinas

— Padrao isoenzimdtico

— Andlise de esquizodema
— DNA “probes”

de tipagem de amostra (GONCALVES e
cols., 1985 (19) diferentemente do que

havia pensado anteriormente.

O poder discriminatério da andlise
de esquizodema permite que seja usada
para detectar contaminagdo das amostras,
fato passivel de ocorrer em laboratério
(DEANE e cols., 1974 (17).

Ainda que a quantidade de perfis de
restri¢do seja grande, a técnica é promis-
sora e pode ser usada para identificar um
dado clone ou amostra em grupos que
possam ter significados biolégico, clini-
co, diagnéstico e epidemioldgico.

2 — COMENTARIOS

Desde que a existéncia de variagdo
intra-espécie do 7. cruzi foi reconhecida,
os pesquisadores, insistentemente, tém
procurado desvendar este intrigante fe-
nomeno e sua repercussio nos aspectos
clinico, diagnéstico e epidemiolégico da
Doenga de Chagas nas dreas endémicas.

A par de um volume de dados so-
bre o comportamento bioldgico do parasi-
ta, recentes avangos na Bioquimica e Imu-
nologia tém trazido imensa contribui¢do
para caracterizagdo das amostras isoladas
a nivel molecular, de modo que a taxo-

nomia e classificagdo do 7. cruzi tém si-
do, recentemente, revistas.

A primeira conclusdo é que se faz
necessdria uma padronizagao de técnicas
e nomenclaturas entre os estudiosos do
assunto. Até o presente, os termos ‘‘amos-
tras”, “isolado™, “cepa” sdo confusos e
sdo usados para denominar populagdes de
parasitas isolados de uma fonte conhecida
e estudada em laboratoério.

Virias técnicas para estudo imuno-
légico e bioquimico da superficie do
parasita tém sido desenvolvidas na ultima
década e estas técnicas tém permitido pre-
cisar melhor e com mais sensibilidade a
heterogeneidade antigénica intra-especi-
ficado T. cruzi.

Este polimorfismo demonstrado
por andlise de isoenzimas e esquizodemas
reflete a natureza altamente heterogénea
das amostras do parasita a nivel genéti-
co.

Da experiéncia acumulada no assun-
to e reportada aqui, deduz-se que somen-
te um estudo multidisciplinar, tanto no
aspecto biol6gico quanto antigénico e
bioquimico do parasita poderd clarear as
correlagdes entre amostras-Tipo e dados
clinico-epidemioldgicos.

De acordo com as amostras, en-
quanto o padrao de esquizodema ¢ util
para detectar diferengas minimas entre
as popula¢des estudadas, a hibridizagdo
do kDNA, aparentemente, € mais ade-
quada para agrupar parasitas similares
apesar das variages nas seqiiéncias dos
minicirculos (DNA “probes”) (BRENER
1985).

Algumas evidéncias de correlagao
existem entre os vdrios métodos, detecta-
dos por alguns pesquisadores. Os Tipos

morfolégicos de ANDRADE, 1974(4)
correlacionaram-se com os esquizodemas
de MILES e cols., 1980 (25). Os grupos
taxonomicos definidos por iscenzimas
Z(1), Z(2), Z(3) e Z(4) e aqueles defini-
dos por anticorpos monoclonais (FLINT
e cols., 1984) (18) também se correlacio-
naram.

Em relagao as lectinas, ainda ndo es-
td clara se existe correlagao entre a amos-
tra e um possivel padrao de aglutinagdo
dos agucares de superficie (CAPPA e
cols., 1985) (15).

No momento, os estudiosos do as-
sunto chamam a ateng¢@o para a necessi-
dade de mais pesquisas, principalmente, a
nivel molecular, pois este é o caminho
principal para resolver o problema da clas-
sificagdo e taxonomia do T. cruzi e que se
encontra em fase inicial de pesquisa.

Pesquisa bdsica no genoma do T.
cruzi por novos métodos de eletroforese e
usando tecnologia do DNA recombinante
facilitard o mapeamento genético das
amostras do 7. cruzi, bem como agiliza-
rd as tentativas de correlagao entre os ca-
riétipos moleculares e outros métodos de
caracterizagao (GIBSON e cols., in prepa-
ragao in MILES, 1985) (28).

SUMMARY

Notes about taxonomy and
classification of
Trypanosoma Cruzi

After the intraspecific variation of
T. cruzi has been recognized several au-
thors tried to show its correlation with
epidemiology, diagnoses and clinical
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forms of Chagas’ disease in endemic
areas

Recents advances in the field of
Biochemistry and Immunology brought a
great contribution for the characteriza-
tion of isolated stocks of T. cruzi and on-
ly a multidisciplinary study of biological,
antigenic and biochemical behaviour of
the parasite would make it possible to sol-
ve taxonomic and classification problems
of T. cruzi and their clinical-epidemiolo-
gical implications in Chagas’ disease.

Since the discovery of the disease
by C. Chagas several authors tried to ob-
tain chriteria for differentiate the parasite
as the morphological and biological chri-
teria, isoenzymic patterns and kDNA
characterization.

Some conclusions from this studies
have been done: 1 — A particular strain
type may predominate in a particular
geographical area; 2 — Strains of different
types show different antigenic composi-
tion; 3 — There is a correlation between
drug sensibility and Strain type; 4 —
Strains of the same type have similares
isoenzymic patherns; 5 — the difterences
in the strain types are more important in
determining the course of infection than
the genetic background of the host.

In relation with the antigenic com-
position results indicate that: 1 — There is
intraspecific heterogeneity in original
sample and in cloned populations; 2 —
This heterogeneity includes parasite ob-
tained from patients, mammals and vec-
tors; 3 — It happens with epimastigotes
and trypomastigotes.

The molecular analysis of compo-
nents and metabolic products of parasite

as lectin binding, isoenzyme patterns and
schizodeme analysis have had a great im-
provement in the last decade. Even with
technical limitations, it can be concluded
from this studies that: 1 — There seems to
be correlation between zymodeme and
epidemiological type of cicle; 2 — A cor-
relation between cloned sample and lec-
tins have been shown; 3 — All there
zymodemes (Z1, Z2 e Z3) can infected
human beings and cause acute disease,
but it is unfrequent with Z3;4 — Hetero-
zygous patterns are common in South
America suggesting that 7. cruzi may be
diploid. There is no evidence of gene in-
terchange between zymodemes; 5 — The-
re is a clear association between the ex-
pression of a surface glycoprotein (GP
72000 kd) and Z1.
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