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RESUMO 

 

Sato LH. Diversidade, biologia, filogeografia e taxonomia molecular de tripanossomas de anuros da 

família Leptodactylidae [Dissertação (Mestrado em Parasitologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2015.  

 

 Os tripanossomas são hemoparasitas, transmitidos por sanguessugas e dípteros, conhecidos 

por infectarem anuros de diversas famílias em todo lugar do mundo onde esses animais foram 

examinados. Quase todo o conhecimento sobre a diversidade desses tripanossomas se restringe a 

morfologia de formas sanguíneas. Estudos moleculares que permitam uma avaliação real da riqueza de 

espécies ainda são escassos. Estudos filogenéticos prévios de uma pequena amostra revelaram 

grande diversidade genética e relações filogenéticas complexas entre os tripanossomas de anuros, 

mostrando que tripanossomas de bufonídeos ou de hilídeos se agruparam em clados específicos 

enquanto tripanosomas de leptodactilídeos se dispersaram em vários clados. 

 A fim de avaliar a riqueza de espécies de tripanossomas e seus padrões ecológicos e 

biogeográficos, pesquisas foram realizadas em amostras de sangue de leptodactilídeos capturados nos 

biomas brasileiros da Amazônia (AM), Pantanal (PA), Mata Atlântica (MA), Cerrado (CE) e Caatinga 

(CA), e em amostras da Venezuela (VEN) e Colômbia (COL). Amostras de tecidos arquivadas também 

foram examinadas. Sequências dos genes V7V8 SSU rRNA e gGAPDH foram empregadas em 

análises de barcoding e em inferências filogenéticas. 

 Os resultados deste estudo corroboraram a complexidade e a monofilia dos tripanossomas de 

anuros e apoiaram a existência de pelo menos seis clados de tripanossomas (An01-An06) e, 

juntamente com a análise biogeográfica, sugeriram algumas associações entre clados, famílias dos 

hospedeiros e biomas. O clado An01 é um conjunto pouco resolvido de tripanossomas de 

leptodactilídeos e hilídeos de todos os biomas brasileiros investigados. Os clados An01 e An03 

compreendem tripanossomas de leptodactilídeos e hilídeos ou bufonídeos. Os clados An02, An05 

(exceto T. chattoni) e An06 (com apenas um isolado de bufonídeo) são formados quase que 

exclusivamente por tripanossomas de leptodactilídeos. O clado An04 contém tripanossomas de 

ranídeos e bufonídeos exóticos e nenhum tripanossoma brasileiro. O clado An03 contém apenas 

amostras da AM, o An02, amostras do PA, CA e MA mas não da AM. O clado An06 é formado, em sua 

maioria, por tripanossomas do PA com algumas amostras da AM e da Venezuela. 

 Análises filogenéticas e padrões biogeográficos de tripanossomas de leptodactilídeos sugerem 

uma história evolutiva moldada pela evolução dos biomas e das bacias hidrográficas da América do Sul 

e, provavelmente, por “host-switchings” mediados por vetores de tripanossomas entre leptodactilídeos 
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e, esporadicamente, entre leptodactilídeos, hilídeos ou bufonídeos. Múltiplas linhas de evidência 

geradas por análises filogenéticas, biogeográficas e morfológicas permitiram identificar linhagens 

evolutivas independentes, candidatas a novas espécies. Pelo menos 12 novas espécies de 

tripanossomas caracterizados nesse trabalho (sete com dados morfológicos) puderam ser identificados 

entre as 48 culturas obtidas. Portanto, esse estudo aumenta (>100%) o número de espécies 

conhecidas em anuros e contribui com novas e relevantes informações para o entendimento das 

histórias evolutivas dos tripanossomas de anuros e de seus hospedeiros nos diferentes biomas 

brasileiros  

 

Palavras- chave: Hemoprotozoários, Trypanosoma, Anura, anfíbios, rãs, Neotrópico, morfologia, 

filogeografia, biogeografia, taxonomia molecular. 
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ABSTRACT 

 

Sato LH. Diversity, biology, phylogeography and molecular taxonomy of trypanosomes of frogs in the 

Leptodactylidae family [Dissertation (Masters Thesis in Parasitology)]. São Paulo: Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2015.  

 Trypanosomes are haemoparasites reported to infect anurans of many families anywhere these 

animals have been examined, and transmitted by leeches and dipterans. Almost all data about the 

diversity of these trypanosomes are restricted to morphology of blood trypanosomes. Molecular studies 

for a real appraisal of species richness are still scarce. Previous phylogenetic studies of a small sample 

revealed great genetic diversity and complex relationships among anuran trypanosomes, showing that 

trypanosomes from bufonids or hylids clustered in specific clades while leptodactylid trypanosomes 

dispersed through various clades.  

 To assess the trypanosome species richness and corresponding ecological and biogeographical 

patterns, surveys were carried out in blood samples from leptodactylids captured in the Brazilian biomes 

of Amazonia (AM), Pantanal (PA), Atlantic Forest (AF), Cerrado (CE) and Caatinga (CA), plus some 

places in Venezuela (VEN) and Colombia (COL). Archived tissue samples were also examined. 

Sequences from V7V8 SSU rRNA and gGAPDH genes were employed for barcoding and phylogenetic 

inferences. 

 This study corroborated the monophyly and high complexity of anuran trypanosomes and 

supported the existence of at least six major trypanosome clades (An01-An06) and together with 

biogeographical analysis suggested some links between clades and host families and biomes. The 

clade An01 is an unresolved assemblage of trypanosomes from leptodactylids and hylids from all 

Brazilian biomes investigated. Clades An01 and An03 comprise trypanosomes of leptodactylids and 

hylids or bufonids. Clades An02, An05 (except for the North American T. chattoni from a ranid) and An06 

(one bufonid isolate) harbored almost exclusively leptodactylid trypanosomes. Clade An04 was 

composed by African, European and North American trypanosomes from ranids and bufonids, and did 

not include Brazilian trypanosomes. The clade An03 was restricted to AM, An02 comprised 

trypanosomes from PA, CA and AF, but no trypanosome from AM. The clade An06 was formed mostly 

by samples from PA and a few samples from AM and Venezuela.  

 Phylogenetic analysis and biogeographical patterns of leptodactylid trypanosomes suggest an 

evolutionary history shaped by South American historical landscapes and by vector-mediated host 

switching among leptodactylids and, sporadically, between these frogs and hylids or bufonids. 

Phylogeographical analyses suggest that host family and species, biome and hydrographic basin may 
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all be determinants of the clade structure of anuran trypanosomes. Integrative approaches that combine 

multiple lines of evidence from phylogenetic, biogeographical and morphological analyses allowed 

identifying evolutionary independent lineages candidate for new trypanosomes species. Up to 12 

candidate new species could be identified among 48 cultures of leptodactylid trypanosomes and seven 

were morphological characterized in this work. Therefore, results significantly increase the number of 

known species of anuran trypanosomes and provide new insights on the connected evolutionary 

histories of anuran trypanosomes and their hosts.  

 

Keywords: Hemoprotozoans, Trypanosoma, Anura, amphibians, frogs, Neotropics, morphology, 

phylogeny, biogeography, molecular taxonomy. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 A família Trypanosomatidae 

 

Os tripanossomatídeos são protozoários uniflagelados pertencentes à classe Kinetoplastea, filo 

Euglenozoa (Busse, Preisfeld, 2002a,b; Cavalier-Smith, 1998, 2004; Moreira et al., 2001; Preisfeld et 

al., 2001). Os cinetoplastídeos são caracterizados pela presença do cinetoplasto, uma região 

especializada da mitocôndria, constituída por moléculas concatenadas de DNA circular, localizada na 

base flagelar (Vickerman, 1976). A família Trypanosomatidae alberga a maior parte da diversidade dos 

cinetoplastídeos conhecidos (Moreira et al., 2004, Simpson et al., 2006; Vickerman, 1976), 

compreendendo 14 gêneros, definidos de acordo com a utilização de parâmetros clássicos (morfologia, 

hospedeiro de origem e ciclo de vida) e filogenéticos (monofilia e suporte): (a) Phytomonas, 

Endotrypanum, Leishmania e Trypanosoma possuem parasitas com ciclos de vida heteroxênicos no 

qual participam hospedeiros invertebrados e vertebrados ou vegetais (Jankevicius et al., 1988; Leonard 

et al., 2011; Lukes et al., 2014; Maslov et al., 2013; Porcel et al., 2014); (b) Paratrypanosoma, 

Blechomonas, Crithidia, Blastocrithidia, Wallaceina, Leptomonas, Herpetomonas, Sergeia, Strigomonas 

e Angomonas incluem parasitas monoxênicos, possuindo assim apenas um tipo de hospedeiro 

(invertebrado) em seus ciclos biológicos (Borghesan et al.; 2013; Lukes et al.; 2014; Maslov et al.; 

2013; Merzlyac et al., 2001; Svobodová et al., 2007; Teixeira et al., 2011; Vickerman, 1976; Votýpka et 

al., 2013). 

Os tripanossomatídeos possuem uma ampla distribuição geográfica e diversidade de 

hospedeiros, infectam animais invertebrados, vertebrados de praticamente todas as ordens e plantas 

(Lukes et al, 2014; Maslov et al., 2013; Simpson et al., 2006; Stevens et al., 2001; Vickerman, 1976). 

Os primeiros estudos evolutivos baseados em sequências dos genes de RNA ribossômico (rRNA) 

sugerem que os membros da classe Kinetoplastea estão entre os eucariontes mais antigos que 

provavelmente divergiram muito antes do aparecimento dos animais, plantas e até mesmo dos fungos 

(Fernandes et al., 1993). Estudos recentes, baseados em análises combinadas de diversos genes 

(ribossômicos e codificantes) não corroboram essa hipótese e apresentam os cinetoplastídeos como 

um grupo derivado dentro da irradiação dos eucariontes (Katz et al., 2012; Parfrey et al., 2011). 

Os organismos da classe Kinetoplastea apresentam diversas peculiaridades de grande 

interesse filogenético e evolutivo, tais como variação antigênica de glicoproteínas de superfície, 

proteína de membrana ancorada por GPI, endocitose e exocitose de macromoléculas via bolso flagelar, 

um nucleotídeo não usual denominado base J em seu DNA nuclear, ausência de condensação 

cromossômica durante a mitose, edição de RNA mitocondrial, arquitetura única do DNA mitocondrial, 
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trans-splicing de todos os RNA mensageiros, transcrição eucariótica policistrônica, 

compartimentalização das enzimas glicolíticas nos glicossomas etc (Donelson et al., 1999; Simpson et 

al., 2006). 

Estudos filogenéticos baseados em marcadores moleculares procuram entender os eventos 

evolutivos importantes da história dos tripanossomatídeos, como a origem do parasitismo e o modo de 

vida heteroxênico. Esses estudos têm corroborado a hipótese de um bodonídeo aquático de vida livre 

ter sido ingerido por insetos e se adaptado ao habitat intestinal, assim originando os 

tripanossomatídeos monoxênicos de insetos. Com o surgimento da hematofagia nos insetos, esses 

parasitas podem ter sido inoculados em vertebrados e aqueles que se adaptaram ao parasitismo no 

sangue passaram a circular entre insetos hematófagos e vertebrados (Hamilton et al., 2007). Insetos 

hematófagos existentes há milhões de anos (Cretáceo - Jurássico), como os ceratopogonídeos e os 

flebotomíneos, podem ter participado desse processo (Poinar, 2004, 2008). 

Os estudos sobre tripanossomatídeos estão concentrados principalmente nos organismos 

responsáveis por patologias de grande importância médica humana e veterinária, pertencentes aos 

gêneros Trypanosoma (Trypanosoma cruzi, causador da doença de Chagas, e Trypanosoma brucei, 

causador da doença do sono) e Leishmania (leishmanioses tegumentares e viscerais). A maioria dos 

tripanossomas não é patogênica para o homem o que tem limitado o conhecimento sobre a diversidade 

desses organismos. Recentemente, estudos abrangendo características biológicas, celulares, 

bioquímicas e moleculares de um grande número de flagelados do filo Euglenozoa estão sendo 

realizados a fim de validar, ou não, as novas propostas de classificação dos cinetoplastídeos, inclusive 

de alguns gêneros de tripanossomatídeos e subgêneros de Trypanosoma bastante controversos 

(Hamilton et al., 2007; Hughes, Piontkivska, 2003b; Lukes et al., 1997; Moreira et al., 2004; Stevens et 

al., 2001). 

 

1.2 O gênero Trypanosoma 

 

Ao observar um hemoflagelado de rã, Gruby (1843) o denominou, a princípio, de Trypanosoma 

sanguinis; entretanto, por apresentar estrutura similar a Amoeba rotatoria, um parasita descrito meses 

antes por Mayer (1843), T. sanguinis foi reclassificado como Trypanosoma rotatorium, que é a espécie 

tipo do gênero (Bardsley, Harmsen, 1973). 

As espécies do gênero Trypanosoma parasitam hospedeiros vertebrados de todas as classes 

(mamíferos, peixes, anfíbios, répteis e aves), são heteroxênicos com ciclos de vida que alternam entre 

invertebrados e vertebrados, sendo que a maioria das espécies desenvolve-se em artrópodes 

hematófagos pertencentes a diversas ordens e famílias. Em geral, os tripanossomas de mamíferos são 
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transmitidos por moscas, hemípteros e pulgas, enquanto que os de aves podem ser veiculados por 

uma variedade de artrópodes. 

Dentre os tripanossomas pertencentes ao Clado Aquático, cujos hospedeiros vertebrados 

possuem hábito aquático (anfíbios, peixes e jacarés), flebotomíneos, culícideos e sanguessugas 

figuram entre os vetores já descritos (Ferreira et al., 2007; Hamilton et al., 2007; Hoare, 1972; Molineux, 

1977; Stevens et al., 2001). Estudos baseados na caracterização molecular e no posicionamento em 

diagramas filogenéticos de tripanossomas de sanguessugas terrestres sugerem que esses hospedeiros 

invertebrados podem albergar tripanossomas de outros clados, não relacionados ao Clado Aquático 

(Hamilton et al., 2005). 

Os tripanossomas são pleomórficos e apresentam diferenças no tamanho e formato do corpo 

(Figura 1), posição do núcleo e do cinetoplasto e no grau de desenvolvimento da membrana ondulante 

e do flagelo. As formas que estes protozoários assumem durante o seu ciclo de vida são classificadas 

em amastigota, promastigota, epimastigota e tripomastigota, definidas em função da posição do 

cinetoplasto em relação ao núcleo, presença ou ausência de flagelo livre e membrana ondulante. As 

formas tripomastigotas são encontradas nos hospedeiros vertebrados (tripomastigotas sanguíneos) e 

invertebrados (tripomastigotas metacíclicos), enquanto que as demais são espécies-dependentes e 

ocorrem nos vertebrados (amastigotas intracelulares) e invertebrados (promastigotas e epimastigotas) 

(Hoare, 1972).  

Os tripanossomas de mamíferos são classificados nas Secções Stercoraria ou Salivaria, de 

acordo com o desenvolvimento no hospedeiro invertebrado. Os tripanossomas da Secção Salivaria 

(tripanossomas africanos) são transmitidos pela mosca tsétsé por inoculação de formas metacíclicas 

presentes nas glândulas salivares, onde o ciclo do parasita se completa; Trypanosoma equiperdum e 

Trypanosoma evansi são exceções, pois sua transmissão ocorre apenas mecanicamente. No 

hospedeiro vertebrado, os parasitas multiplicam-se sob a forma tripomastigota. Diferindo dos 

tripanossomas da Secção Salivaria, os da Secção Stercoraria desenvolvem-se na parte posterior do 

intestino do hospedeiro invertebrado, determinando a eliminação das formas metacíclicas com as fezes 

do hospedeiro invertebrado e, portanto, a transmissão contaminativa por meio de solução de 

continuidade com a pele. Nos hospedeiros vertebrados, a multiplicação dos flagelados varia conforme a 

espécie, podendo ocorrer sob a forma amastigota, epimastigota, promastigota ou tripomastigota 

(Hoare, 1972). 
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Figura 1. Estágios morfológicos de tripanossomas encontrados no sangue de anuros 
 
Microfotografias selecionadas para ilustrar a diversidade morfológica de tripanossomas encontrados em esfregaços de 
sangue (coloração Giemsa) de anuros brasileiros, que são distribuídos em dois grandes grupos (I e II) e compreende 11 
tipos morfológicos (M1-M11): Grupo I, tripomastigotas alongadas com extremidades pontiagudas observadas em Bufonidae 
(M1, M2, M3, M5 e M6), Leiuperidae (M3) e Leptodactylidae (M2, M3, M4), e do grupo II, os tripanossomas em forma de 
folhas, arredondadas ou elípticas encontrados principalmente em Hylidae (M7, M8, M9, M10) e Leptodactylidae (M8, M9, 
M10). Morfotipos associados às espécies previamente descritas de tripanossomas de anuros são: M1 (T. bocagei-like); M3 
(T. leptodactily-like); M5 (T. fallisi-like); M7 (T. loricatum-like); M8 (T. rotatorium-like), M10 (T. chattoni-like); e M11 (T. 
tsunezomiytai-like). k, Cinetoplasto; f, flagelo; N, núcleo. Adaptado: Ferreira et al., (2007). 
 

Os tripanossomas de anfíbios, répteis, aves e peixes não possuem parâmetros morfológicos 

definidos que permitam uma classificação confiável. Estes parasitas têm sido classificados 

arbitrariamente como espécies novas ou antigas com base em critérios tradicionais, como hospedeiro 
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de origem e/ou a origem geográfica. Ao longo do tempo, esta conduta gerou dezenas de espécies 

descritas sem critérios confiáveis e estudos comparativos.  

Doflein (1901) propôs uma classificação para os tripanossomas que subdividia o gênero em 

três subgêneros: Trypanomonas, Herpetosoma e Trypanosoma, este último contendo o isolado de 

anuro T. rotatorium, a espécie tipo do gênero Trypanosoma. Esta classificação foi, contudo, 

abandonada posteriormente. Na última revisão do gênero Trypanosoma, foi proposta uma classificação 

restrita aos tripanossomas de mamíferos, que os agrupa em 8 subgêneros, um dos quais, o subgênero 

Megatrypanum, apresenta afinidades morfológicas com tripanossomas de anfíbios e répteis (Hoare, 

1964, 1972). 

Os critérios tradicionais para a classificação dos tripanossomas são a morfologia e/ou a 

combinação de dados como: hospedeiro(s) vertebrado e invertebrado, distribuição geográfica, 

morfologia, ciclo de vida, patologia, características bioquímicas e fisiológicas (Bardsley, Harmsen, 

1973). Porém, esses critérios têm se mostrado insuficientes, ou mesmo incongruentes, com os padrões 

hierárquicos obtidos por inferências filogenéticas baseadas em caracteres moleculares (Ferreira et al. 

2007, 2008; Garcia et al., 2011 a, b; Hamilton et al., 2004, 2005, 2007, 2009; Lima et al., 2012; Maia da 

Silva et al. 2004 a, b; Rodrigues et al. 2006; Stevens et al. 2001; Stevens, Gibson, 1999; Viola et al., 

2008, 2009a,b). 

Estudos iniciais baseados em sequências dos genes de SSU rRNA sugeriram a polifilia do 

gênero Trypanosoma (Maslov et al., 1996). Inferências filogenéticas de um maior número de espécies 

baseadas em sequências independentes e combinadas dos genes SSU rRNA e gGAPDH 

demonstraram a monofilia do gênero Trypanosoma e que as inúmeras espécies a ele pertencentes 

provavelmente compartilham um ancestral comum e exclusivo (Lukes et al., 2002, 2005, 2014; Stevens 

et al., 1998, 1999, 2001). Essas análises reforçam a hipótese de uma origem comum para todas as 

espécies de tripanossomas de mamíferos, aves, répteis, anfíbios e peixes e sugerem a existência de 

duas grandes irradiações no gênero: a dos tripanossomas do Clado Aquático (hospedeiros vertebrados 

de hábito aquático) e outra que alberga todos os demais tripanossomas (Hamilton et al., 2004; 2005; 

2007; Lukes et al., 2002; Simpson et al., 2002; Stevens et al., 2001). 

 Análises filogenéticas baseadas em diversos genes sugeriram a existência de três grandes 

clados dentro do gênero Trypanosoma: clado Trypanosoma brucei, clado Trypanosoma cruzi e o clado 

Aquático (Hamilton et al., 2004, 2007; Stevens et al., 1999a,b, 2001). Em estudos posteriores com a 

inclusão de mais táxons foi possível identificar novos agrupamentos de tripanossomas, revelando a 

existência de novos grupos, a saber: 

Clado T. brucei: neste clado foram posicionados todos os tripanossomas de origem africana 

que infectam mamíferos, incluindo o homem. As espécies deste clado divergem bastante das demais 
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espécies de tripanossomas, sugerindo uma história evolutiva distinta, confinada à África e associada 

com moscas tsetsé (Stevens et al., 1999; 2001) 

Clado T.cruzi: constituído por espécies pertencentes ao subgênero Schizotrypanum (T. cruzi e 

tripanossomas exclusivos de morcegos) e um tripanossoma isolado de canguru da Austrália (Maia et 

al., 2004 a, b,  2007). 

Clado Aquático: formado predominantemente por tripanossomas de anuros, peixes e outros 

vertebrados aquáticos, incluindo um isolado de ornitorrinco e um isolado de tartaruga e isolados de 

anuros e peixes (Ferreira et al., 2007). 

Clado T. theileri: agrupa tripanossomas isolados de mamíferos da ordem Artiodactyla e que 

apresentam significativa especificidade pelo hospedeiro vertebrado. Esse grupo está distribuído por 

todo o mundo e acredita-se que tabanídeos sejam os principais vetores (Rodrigues et al., 2006). 

Clado T. lewisi: compreende tripanossomas que parasitam as ordens Rodentia, Lagomorpha e 

Insetívora. Os organismos desse grupo são transmitidos por pulgas e apresentam especificidade pelo 

hospedeiro vertebrado (Hamilton et al., 2005). 

Clado T. cyclops: composto por um isolado de macaco da Malásia (T. cyclops), um de 

Wallabia bicolor da Austrália, um isolado enigmático de anuro e diversos isolados de sanguessugas da 

família Haemadipsidae. A presença de isolados de sanguessugas nesse grupo sugere que estes sejam 

seus principais vetores (Hamilton et al., 2005). 

Clados T. avium e T. corvi: formado por tripanossomas de aves e artrópodes de vários grupos, 

aparentemente, sem restrição a espécie do hospedeiro (Sehgal et al., 2001).  

 
 
1.2.1 Clado aquático 

 

Os tripanossomas pertencentes a este clado são de hospedeiros vertebrados aquáticos, 

principalmente anfíbios e peixes, alem de um isolado de ornitorrinco e um isolado de tartaruga (Stevens 

et al., 2001). Estudos recentes incluíram novos isolados de anuros em análises filogenéticas, sugerindo 

a subdivisão do clado Aquático em dois grupos, um deles formado principalmente por tripanossomas de 

peixes e outro por tripanossomas de anuros (Ferreira et al., 2007, 2008; Hamilton et al., 2005, 2007). 

Sanguessugas já foram descritas como vetores de tripanossomas de anuros, peixes, tartarugas e 

serpentes aquáticas (Ferreira et al., 2007, 2008; Hayes et al., 2014; Jakes et al.,  2001; Stevens et al., 

2001; Viola et al., 2009b). Algumas espécies de flebotomíneos e culicídeos também foram implicadas 

como hospedeiras de tripanossomas de anuros (Ferreira et al., 2007, 2008) (Figura 2). 
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Figura 2. Relacionamento filogenético entre os clados do gênero Trypanosoma. 
 
Árvore filogenética baseada nas sequências concatenadas da subunidade menor (SSU) rRNA e glicosomal gliceraldeído-3-
fosfato (gGAPDH) de 32 isolados de tripanossomas e usando os tripanossomatídeos não-tripanossomas como grupo 
externo. O alinhamento contendo 3.011 caracteres (incluindo Ln521,217.287404) Trypanosoma cascavelli, isolado TryCC 
425, e Trypanosoma serpentis n. sp., isolado TryCC 1052, a partir de serpentes brasileiras, e tripanossomas representante 
dos clados dentro Trypanosoma foi empregado para análises de inferência filogenética a Máxima Verossimilhança (ML) e 
Bayesiana. Os números de acesso de seqüências no GenBank estão entre parênteses. Os valores individuais nos nós são 
valores de bootstrap ML. Vários valores de bootstrap nos principais nós seguem a ordem ML de bootstrap e valores 
derivados de 500 repetições apoio Bayesiana (probabilidade posterior). A escala de comprimento do ramo é o número de 
substituições por sítio. Adaptado de Viola et al., (2009a). 

 

1.2.2 Tripanossomas de anuros 

 

Cerca de 60 espécies de tripanossomas de anuros haviam sido descritas no mundo inteiro até 

1973, data da última revisão deste grupo (Bardsley e Harmsen, 1973), contra apenas 26 espécies 

reconhecidas em uma detalhada revisão de Diamond, 1965. Muito provavelmente, a informação 
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conflitante se deve à descrição de espécies baseada apenas na análise morfológica das formas 

encontradas no sangue. 

A classificação de tripanossomas de anuros baseada na morfologia gerou confusão e um 

número grande de espécies descritas, de forma que Bardsley e Harmsen (1973) propuseram a 

combinação de vários outros critérios para guiar a classificação destes tripanossomas: hospedeiro(s) 

vertebrado(s) de origem; hospedeiro(s) invertebrados(s) de origem;distribuição geográfica;morfologia e 

citologia;composição química (enzimas etc); fisiologia (requerimentos nutricionais, patologia 

etc);comportamento; padrão reprodutivo (ciclo de vida). Apesar do elevado número de espécies de 

tripanossomas de anuros descritas, poucos estudos foram realizados com o cultivo desses organismos. 

A maioria das descrições é oriunda da América do Norte (Canadá, Estados Unidos) e apenas um 

isolado africano e um europeu estão disponíveis em bancos de organismos (Clark et al., 1995). Cinco 

espécies de tripanossomas de anuros foram descritas no Brasil, quatro encontradas em anuros da 

família Leptodactylidae, em Leptodactylus ocellatus, e uma em Hylidae, Scinax ruber (Bardsley, 

Harmsen, 1973). Apesar do elevado número de espécies descritas, estas foram identificadas utilizando 

critérios tradicionais, morfológicos, e não foram cultivadas ou criopreservadas. Recentemente, um novo 

meio de cultivo foi utilizado para o cultivo de um tripanossoma de L. ocellatus (Lemos et al., 2013). 

Ainda hoje, estudos sobre a diversidade destes tripanossomas têm se baseado neste parâmetro 

(Desser, 2001; Leal et al., 2009; Lemos et al., 2008; Zickus, 2002).  

Atualmente, das mais de 60 espécies de tripanossomas descritas em anuros (Bardsley, 

Harmsen, 1973), apenas 6 podem ser consideradas espécies válidas, baseado em critérios 

taxonômicos moleculares como padrão de isoenzimas (Martin et al., 1992), riboprinting (Clark et al., 

1995), filogenia baseada no gene ribossômico (Haag et al., 1998; Stevens et al., 2001) e caracterização 

dos genes de mini-exon (Gibson et al., 2000). As demais espécies de tripanossomas descritas não 

foram isoladas em cultura ou foram perdidas, impossibilitando assim a validação das mesmas.  

Estudos mais recentes (Ferreira et al., 2007, 2008), analisaram um grande número de 

tripanossomas isolados de anuros obtidos a partir de várias localidades e de diferentes biomas do 

Brasil. Foi observada uma grande diversidade genética entre esses isolados e o posicionamento 

desses organismos em diagramas filogenéticos na família Trypanosomatidae sugere que muitos 

desses tripanossomas representam novas espécies (Ferreira et al., 2007, 2008). 

 

1.2.3 Filogenia dos tripanossomas de anuros 

 

Diferentes estudos filogenéticos indicaram posicionamentos distintos para os tripanossomas de 

anuros: o estudo de Maslov et al., (1996) incluiu apenas um tripanossoma de anuro, T. rotatorium, que 
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foi agrupado com três espécies de peixes, T. boissoni, T. triglae e T. carassi, que se posicionaram como 

grupo irmão do clado formado por T. cruzi e T. avium. T. brucei se posicionou basal aos 

tripanossomatídeos, sugerindo a parafilia do gênero Trypanosoma. Essa análise mostrou, pela primeira 

vez, um grupo “aquático” formado por parasitas com hospedeiros de hábito aquático (peixes e 

anfíbios). Lukes et al., (1997) em um estudo que incluiu 11 tripanossomas, além de corroborar o grupo 

Aquático”, observaram também um grupo formado apenas pelos tripanossomas da secção Salivaria. 

Este estudo sugeriu a monofilia do gênero Trypanosoma. 

Stevens e Gibson, (1999) empregaram um maior número de tripanossomas em suas análises 

filogenéticas e mostraram uma maior complexidade no grupo Aquático que, por sua vez, apresentou 

duas irradiações: uma formada por isolados de anuros (T. rotatorium e T. mega) e um isolado de 

camaleão (T. therezieni) (Hamilton et al., 2004, 2005, 2007; Stevens et al., 2001) e outra que suporta a 

hipótese de coevolução destes tripanossomas com seus vetores aquáticos (sanguessugas), constituída 

por tripanossomas transmitidos por sanguessugas, incluindo isolados de peixes de água doce e 

salgada, de sanguessuga aquática (Trypanosoma sp K&A), de ornitorrinco (Trypanosoma binneyi) e de 

tartaruga (Trypanosoma chelodina). Martin et al., (2002) analisaram quatro novos tripanossomas de 

anuros (T. ranarum, T. neveulemairei, T. chattoni e T. fallisi). Alguns agruparam com T. mega e T. 

rotatorium e T. chattoni agrupou com isolados de peixes. Gibson et al., (2005) corroboram esses 

agrupamentos no grupo Aquático, mostrando, porém, T. chattoni mais proximamente relacionado aos 

demais isolados de anuros do que com tripanossomas de peixes. 

Ferreira et al., (2007, 2008) foram os primeiros a incluir tripanossomas de anuros brasileiros em 

análises filogenéticas. Nesses trabalhos observou-se grande diversidade entre os tripanossomas 

analisados, que se distribuíram em 3 grupos apresentando certa correlação com as famílias dos 

hospedeiros vertebrados: grupo An01, compreendendo isolados de hilídeos e os grupos An02 e An03, 

com isolados de bufonídeos. Entretanto, os tripanossomas de leptodactilídeos posicionaram-se nos três 

grupos descritos (An01, An02 e An03), sugerindo que os leptodactilídeos possam ter sido colonizados 

por tripanossomas de outras famílias de anuros em eventos recentes de troca de hospedeiros. Todos 

os tripanossomas de anuros analisados da Europa, América do Norte e Africa foram agrupados no 

clado An04 (T. ranarum, T. neveulemairei, T. mega, T. rotatorium e T. fallisi) junto com T. therezieni, 

isolados de camaleão de Madagascar. Apenas T. chattoni (isolado de ranídeo dos EUA) não se 

agrupou no clado An04, embora tenha se posicionado dentro do grupo de tripanossomas de anuros 

formando um clado monofilético (Ferreira et al., 2007, 2008) (Figura 3). 
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Figura 3. Relacionamento filogenético entre tripanossomas de anuros. 
 
Árvore filogenética de tripanossomas de anuros, peixes e outros hospedeiros agrupados no clado aquático inferida por 
análise de Máxima Verossimilhança (ML) de sequências da SSU rRNA, foram incluídas no alinhamento (2390 caracteres, 
_Ln59114.075939) tripanossomas do Brasil (BR), África (AFR) , América do Norte (NA) e Europa (EU). Os isolados 
brasileiros incluídos na análise são da Mata Atlântica (AF), Pantanal (PA), e Amazônia (AM) de anuros das famílias Hylidae 
(    ), Leptodactylidae (     ), Bufonidae (     ), Leiuperidae (     ) e Ranidae (    ) famílias. Os isolados de flebotomíneos (    ) 
são da Amazônia. Ferreira et al., (2008). 

 
 
1.3 Hospedeiros vertebrados 
 

Os anfíbios foram os primeiros vertebrados a conquistar o ambiente terrestre. Os primeiros 

tetrápodas conhecidos datam do final do Devoniano, há cerca de 400 milhões de anos. Os anfíbios são 
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importantes para estudos evolutivos dos tetrápodas e de outros vertebrados (Laurin et al., 2000; Pough 

et al., 2006). 

A classe Amphibia (Lissamphibia) possui cerca de 6770 espécies e está dividida em três 

ordens: Anura (sapos, rãs e pererecas), Gymnophiona (cecílias ou ápodes) e Caudata ou Urodela 

(salamandras e tritões) (Frost, 2014). O nome dado à linhagem Lissamphibia (Triássico recente), faz 

referência à textura do tegumento (Grego liss = liso), pois os anfíbios possuem pele nua, isto é, sem 

escamas, pêlos ou penas (Pough et al., 2006). 

As três linhagens de anfíbios (salamandras, anuros e cecílias) possuem formas corporais e de 

locomoção diferentes. Os anuros possuem patas traseiras alongadas, corpo curto e inflexível e não se 

dobra quando caminham; já salamandras possuem patas dianteiras e traseiras de igual tamanho e 

movem-se por ondulações laterais. As cecílias são ápodas e empregam locomoção semelhante à das 

cobras. Apesar das diferenças entre as linhagens, todas são identificadas como uma linhagem 

evolutiva monofilética, sendo as cecílias basais ao grupo. Esses organismos compartilham importantes 

características, tais como tegumento permeável e úmido, glândulas mucosas responsáveis por mantê-

los umedecidos e troca de parte substancial de oxigênio e dióxido de carbono com o ambiente através 

da pele; além disso, a evaporação da água do tegumento limita a atividade da maioria dos anfíbios a 

microambientes relativamente úmidos. Possuem também glândulas de veneno (granular) na pele que 

produzem substâncias tóxicas para afastar predadores; todos os anfíbios possuem uma área sensorial 

especial, a papilla amphibiorum, localizada na parede do sáculo da orelha interna, sensível a 

frequências inferiores a 1.000 hertz, e uma segunda área sensorial, a papilla basilaris, que detecta 

frequências sonoras superiores a 1.000 Hz. Embora as orelhas sejam os receptores primários para 

som, sons de baixa frequência podem também ser percebidos através da vibração da parede lateral do 

corpo e dos pulmões e transmitidos para o interior da orelha (Frost et al., 2006; Pough et al., 2006; Vitt, 

Caldwell, 2014). 

Os anfíbios estão dispersos por todos os continentes, exceto a Antártica (Pough et al., 2006), 

sendo comumente encontrados em regiões temperadas úmidas. Mais da metade da diversidade de 

anfíbios se concentra na região Neotropical, com aproximadamente 44% do total de espécies já 

descritas (Duellman, 1988). 

Fatores climáticos como temperatura e umidade são importantes na vida dos anfíbios e podem 

limitar sua distribuição geográfica. Estes fatores, aliados às características fisiológicas e ecológicas, 

restringem a distribuição desses animais a locais mais úmidos, necessários à manutenção de sua 

homeostase e reprodução, refletindo assim nos microhabitats selecionados por diferentes espécies 

(Pough et al., 2006).  
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Os anfíbios possuem surpreendente variedade de especializações reprodutivas, de modos de 

reprodução e cuidado parental, havendo exemplos de espécies que carregam os ovos aderidos à 

superfície do corpo ou que carregam seus ovos em bolsas no tegumento do dorso ou flancos, nos 

sacos vocais ou mesmo no estômago; existem ainda espécies em que as fêmeas retêm os ovos nos 

ovidutos e dão à luz filhotes metamorfoseados. Quanto ao cuidado parental, há casos em que um dos 

pais permanece com os ovos e às vezes com os filhotes que estão saindo da casca, transporta os 

girinos do ninho até a água e, em umas poucas espécies, até mesmo alimenta os girinos (Pough et al., 

2006; Vitt, Caldwell, 2014). 

Os anfíbios em fase adulta são carnívoros, alimentando-se de quase tudo que são capazes de 

capturar; é o tamanho da cabeça que determina o tamanho máximo da presa que pode ser capturada. 

Os anuros (grego an = sem, uro = cauda) são os anfíbios mais bem sucedidos e possuem uma 

variedade de modos de locomoção proporcionados por sua morfologia especializada. Esses animais 

podem saltar com movimentos simultâneos das pernas traseiras, nadar com movimentos simultâneos 

ou alternados das pernas e andar ou escalar com movimentos alternados das pernas (Pough et al., 

2006). As vocalizações dos anuros são associadas ao comportamento reprodutivo; os sistemas de 

acasalamento são divididos em reprodução explosiva (estação reprodutiva muito curta, às vezes de 

apenas alguns dias) e em reprodução prolongada (estações reprodutivas que se estendem por vários 

meses). As espécies de anuros que se reproduzem na classificação “explosiva”, se acasalam em 

habitats aquáticos temporários, como lagoas ou poças formadas no deserto. Nesse caso, grande 

número de machos e fêmeas chegam aos sítios reprodutivos quase que simultaneamente. Nas 

espécies com estação reprodutiva prolongada, os machos geralmente chegam antes das fêmeas aos 

sítios reprodutivos, enquanto que as fêmeas vão aos sítios reprodutivos apenas para o acasalamento, 

abandonando-os logo em seguida. 

O sucesso no acasalamento é bastante desigual, com muitos machos não se acasalando e uns 

poucos se acasalando várias vezes. As características da vocalização dos anuros machos (altura, 

duração ou taxa de repetição) fornecem informações que uma fêmea utiliza para avaliar a qualidade do 

parceiro potencial. 

De acordo com a Sociedade Brasileira de Herpetologia, o Brasil possui a maior riqueza de 

espécies de anfíbios, com 1026 espécies, sendo 988 de Anuros (distribuídos em 19 famílias e 87 

gêneros), as cecílias com 33 espécies (distribuídas em 4 famílias e 12 gêneros) e as salamandras com 

5 espécies (1 família e 1 gênero). A ordem Anura possui ao menos 6452 espécies (o que corresponde a 

88% da diversidade de anfíbios) distribuídas em 57 famílias (SBH, 2014; Frost, 2014).  

 

1.3.1 A Família Leptodactylidae  
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Dados moleculares têm sido utilizados em estudos evolutivos da família Leptodactylidae. A 

taxonomia da família Leptodactylidae tem sofrido várias reformulações nos últimos anos. Até o ano de 

2006, os leptodactilídeos constituíam uma das maiores famílias de anuros. Ruvinsky e Maxson (1996), 

baseados em análises de genes mitocondriais, sugeriram a polifilia de Leptodactylidae. Frost et al., 

2006 revisaram diversos grupos de anuros e desmembraram os leptodactilídeos em quatro famílias: 

Batrachophrynidae, Leptodactylidae, Ceratophryidae e Cycloramphidae. Grant et al., 2006 

posteriormente, dividiram Cycloramphidae em Cycloramphidae e Hylodidae, e Leptodactylidae em 

Leptodactylidae e Leiuperidae.  

Pyron e Wiens (2011), em um estudo que incluiu dados moleculares de 2800 espécies de 

anfíbios, corroboraram os esquemas taxonômicos propostos por estudos anteriores (Frost et al., 2006; 

Grant et al., 2006), acrescentando pequenas modificações. A família Leptodactylidae sofreu uma nova 

modificação e passou a compreender três subfamílias: Leiuperinae (com 90 espécies distribuídas em 5 

gêneros: Edalorhina, Engystomops, Physalaemus, Pleurodema e Pseudopaludicola); Leptodactylinae 

(com 96 espécies classificadas em 4 gêneros: Adenomera, Hydrolaetare, Leptodactylus e Lithodytes) e 

Paratelmatobinae (com 13 espécies classificadas em 4 gêneros: Crossodactylodes, Paratelmatobius, 

Rupirana e Scythrophrys) (Figura 5). 

Os leptodactilídeos são amplamente distribuídos por toda a região Neotropical, encontrados ao 

Sul da América do Norte, América Central e América do Sul, predominantes em clima tropical e terras 

baixas, e concentrando no Brasil elevado número de espécies (Frost, 2014; Sá et al., 2014). As 

espécies desta família possuem comprimento e peso variados, desde pequeninos anuros até animais 

medindo cerca de 30 cm e pesando 1,5 kg.  

Estudos baseados em dados moleculares e não moleculares suportam a monofilia dos gêneros 

Adenomera, Hydrolaetare, Leptodactylus e Lithodytes e o posicionamento de Hidrolaetare como grupo 

irmão de Leptodactylus, e Adenomera como grupo irmão de Lithodytes (Fouquet et al., 2013; Sá et al., 

2014). 

O gênero Leptodactylus (Figura 4) é um importante clado dentro da família Leptodactylidae 

(Figura 5), grupo neotropical rico em espécies e distribuição geográfica. Esse gênero é dividido em 

quatro grupos de espécies que formam uma topologia pectinada: Leptodactylus fuscus, que se 

apresenta basal aos demais, seguido por L. pentadactylus, que é grupo irmão do clado formado por L. 

latrans e L. melanonotus (Sá et al., 2014). 

Os leptodactilídeos apresentam interessantes modos reprodutivos, como o de L. chaquensis, 

espécie de porte médio e abundante no Pantanal, que segue padrão reprodutivo explosivo (geralmente 

em períodos de chuvas), reproduzindo-se em ambientes abertos, alagados e rasos e depositando seus 
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ovos em ninhos de espuma. Essa espécie apresenta cuidado parental, sendo que e os girinos recém – 

eclodidos são defendidos pelos pais (Fernandes et al., 2010). 

Leptodactylus fuscus e L. pentadactylus apresentam desova em ambiente terrestre inundável; 

os machos escavam tocas subterrâneas próximas a áreas alagadas, sendo os girinos liberados quando 

as tocas são inundadas. Em seu modo reprodutivo, L. pentadactylus apresenta também o 

comportamento de ovofagia (Fernandes et al., 2010; Sá et al., 2014). As fêmeas de L. latrans 

apresentam um complexo cuidado parental, defendendo agressivamente os ovos e larvas de ataques 

de predadores (pássaros) (Fernandes et al., 2010; Sá et al., 2014). 

A maioria dos relatos de tripanossomas de leptodactilídeos está baseada em dados 

morfológicos e poucas foram as espécies de tripanossomas encontradas nesses hospedeiros: T. 

rotatorium, T. leptodactyli, T. ocellati, T. celestinoi, T. arcei e T. chattoni (Bardsley, Harmsen, 1973; 

Lemos et al., 2008). Ferreira et al., (2007, 2008) baseados em dados moleculares, demonstram 

elevada ocorrência de tripanossomas em leptodactilídeos brasileiros, principalmente das subfamílias 

Leptodactylinae (gênero Leptodactylus) oriundos do Pantanal, e Leiuperinae (gênero Engystomops) 

oriundos da Amazônia. 

 

 

Figura 4. Fotos de leptodactilídeos pertencentes ao gênero Leptodactylus realizadas durante este 

estudo. 
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Figura 5. Filogenia da família Leptodactylidae (Fouquet et al., 2013). 
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1.3.2 Ciclo biológico de tripanossomas de anuros 
 

Em estudos realizados por Martin e Desser, (1990, 1991b) após a infecção experimental de 

Bufo americanus por um clone de T. fallisi, foi possível analisar o desenvolvimento desses flagelados. 

Foi observado que de 8 a 10 dias após a infecção experimental as formas tripomastigotas metacíclicas 

dão origem a tripomastigotas sanguícolas, que se apresentam com corpo largo e membrana ondulante 

bem desenvolvida e que gradualmente são substituídas por formas tripomastigotas curtas e finas. 

Outra importante observação feita é que as formas tripomastigotas largas foram encontradas apenas 

no verão, sugerindo que esses flagelados possam sofrer modificações morfológicas sazonais 

dependentes da temperatura ou da resposta imunológica do hospedeiro. 

Em estudos de infecções experimentais com T. andersoni e T. grylli em Hyla versicolor criada 

em laboratório e aclimatada a 10 ºC, 22 ºC e 30 ºC durante cinquenta dias foi observado, nas duas 

espécies de tripanossomas, as formas epimastigotas, esferomastigotas e tripomastigotas. 

Trypanosoma andersoni foi encontrado principalmente no fígado e apesar de não terem sido 

observadas formas em divisão observou-se aumento em número e tamanho dos flagelados a 22 ºC 

(até 20 dias) e 30 ºC (até 50 dias) e muito pouco a 10 ºC. Trypanosoma grylli apresentou divisões 

binárias e múltiplas na circulação geral e aumento no número e tamanho dos parasitas nas três 

temperaturas (até 10 dias a 22 ºC e 50 dias nas outras temperaturas), havendo pequenas diferenças 

de tamanho com o tempo e temperaturas testadas (Reilly e Woo, 1982b). 

Em estudo com T. rotatorium em Rana catesbeiana, testou-se a influência da temperatura sob 

a parasitemia periférica. Foi observada forte correlação entre temperatura e parasitemia, sendo que a 

10 ºC houve grande concentração de tripanossomas em órgãos como o fígado, rins e coração; 

variações circadianas foram observadas a 26 ºC, mas não a 10 ºC. Foi sugerido que as variações de 

temperatura não são as causas diretas da variação da parasitemia e outros fatores, como excitação e 

aumento fisiológico da adrenalina, já foram relacionados com a liberação de tripanossomas estocados 

em órgãos, como o fígado e os rins, para a circulação periférica (Bardsley e Harmen, 1969; 1973). 

A variação circadiana na parasitemia periférica observada por Johnson et al., (1993) de um 

tripanossoma de anuro em Hyla cinerea é baixa das 8 h às 16 h e sofre um aumento até as 21 h, 

mantendo-se o pico até 1 h; neste mesmo horário, foi observado também um pico de ocorrência de 

Corethrella wirthi (díptera) se alimentando em machos adultos de H. cinerea. 

A luminosidade também foi associada com variações circadianas da parasitemia periférica de 

tripanossomas em anuros. Da mesma forma que o observado em animais mantidos na escuridão por 

24 h, que apresentam tripanossomas apenas nos rins, T. rotatorium aumenta numericamente no 
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sangue de R. clamitans em períodos de luminosidade e migra para os rins na ausência de luz 

(Southworth et al., 1968). 

Bardsley e Harmsen, (1973) associaram o aparecimento e o aumento de infecções de 

tripanossomas em anuros com a idade do hospedeiro, Barta e Desser, (1984) corroboram a hipóstese 

do aumento exponencial de T. ranarum em Bufo americanus em indivíduos acima de 50 mm de 

comprimento. 

 

1.3.3 Hospedeiros invertebrados 

  

Os hospedeiros invertebrados dos tripanossomas apresentam estreita associação com seus 

habitats. O principal vetor descrito para os anuros em ambiente aquático são as sanguessugas (classe 

Hirudinea, filo Anelida). No ambiente terrestre, a transmissão pode ocorrer por meio de artrópodes 

hematófagos (Bardsley e Harmsen, 1973). 

As sanguessugas ectoparasitas sugam sangue de variados hospedeiros e geralmente 

apresentam relação com determinadas classes de vertebrados. Espécies da ordem Rhynchobdellida já 

foram relatadas como vetores de tripanossomas de anuros, e espécies onívoras da ordem 

Arhynchobdellida também parasitam anuros; é o caso de Helobdella algira, que parasita Rana sp., e 

Hirudo medicinalis, que parasita anuros e mamíferos (Sawyer, 1986). 

Trypanosoma inopinatum já foi observado no sistema digestório da sanguessuga H. algira 

(Billet, 1904) e formas epimastigotas e tripomastigotas metacíclicas de T. falliisi foram observadas na 

probóscide da sanguessuga Desserobdella picta (Martin, Desser 1991a). Com o objetivo de avaliar a 

infecção de sanguessugas por tripanossomas, Reilly e Woo, (1982) alimentaram Desserobdella picta 

em Hyla versicolor infectada com Trypanosoma andersoni ou Trypanosoma grylli e observaram formas 

epimastigotas e esferomastigotas de T. andersoni em divisão no trato digestório das sanguessugas. 

Após 24 horas, formas tripomastigotas metacíclicas foram encontradas no trato digestório; estas, 

porém, foram incapazes de infectar H. versicolor. Trypanosoma grylli não se desenvolveu em D. picta. 

Estudos moleculares realizados com tripanossomas encontrados em sanguessugas terrestres 

da família Haemadipsidae posicionaram esses tripanossomas no clado T. cyclops, junto de 

Trypanosoma sp. ADE, de anuro australiano, sugerindo a possibilidade de um ciclo envolvendo anuros, 

sanguessugas terrestres e tripanossomas não relacionados ao clado Aquático (Hamilton et al., 2005). 

Tripanossomas de anuros possuem diversos vetores e hospedeiros invertebrados, como os 

insetos hematófagos dos gêneros Culex (Bartlett-Healy et al., 2009; Desser et al., 1973, 1975), Aedes 

(Bailey, 1962; Ramos Urdaneta-Morales, 1977), Phlebotomus (Kato et al., 2010), Lutzomyia (Anderson, 

Ayala 1968; Ayala, McKay, 1971) e Corethrella (Johnson et al., 1993). Ferreira et al., (2008) em um 
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estudo filogenético baseado em dados moleculares, posicionaram tripanossomas isolados de 

flebotomíneos da região amazônica em diagramas filogenéticos da família Trypanosomatidae. Foi 

observado que todos os tripanossomas de flebotomíneos analisados são proximamente relacionados a 

alguns isolados de anuros da mesma região, formando um grupo monofilétido (clado An03) e sugerindo 

ainda que flebotomíneos são hospedeiros invertebrados e possíveis vetores desses tripanossomas de 

anuros. 

Infecções experimentais revelaram o desenvolvimento de tripanossomas de anuros em 

flebotomíneos (Anderson e Ayala, 1968; Ayala, 1970), simulídeos e culicídeos (Desser et al., 1975). O 

desenvolvimento em flebotomíneos foi demonstrado com a transmissão via ingestão do inseto pelos 

anuros (Anderson e Ayala 1968; Ayala, 1971). Muitas espécies de flebotomíneos têm hábitos restritos 

de alimentação. Lutzomiya vexator occidentis, por exemplo, alimenta-se apenas em répteis e anuros 

(Anderson e Ayala, 1968; Ayala, 1971). Evidências obtidas em infecções experimentais de Culex 

territans, por alimentação em anuros infectados com T. rotatorium, sugerem que este inseto possa ser 

vetor deste tripanossoma (Desser et al., 1973). Anuros que ingeriram Aedes aegypti infectado com T. 

rotatorium também se infectaram com este tripanossoma (Bailey, 1962; Ramos e Urdaneta-Morales, 

1977). Esses possíveis vetores apresentaram desenvolvimento de flagelados restrito ao intestino, sem 

evidências de desenvolvimento nas glândulas salivares. Não foi possível determinar se na natureza 

estes animais são infectados por contaminação com fezes destes insetos, contendo formas 

metacíclicas depositadas próximo ao orifício da picada, ou se a ingestão de insetos infectados é o 

mecanismo de transmissão ou se ambos os mecanismos são importantes. 

 

1.4 Parâmetros taxonômicos utilizados na taxonomia e caracterização de tripanossomas 

 

1.4.1 Morfologia 

 

As espécies de tripanossomatídeos podem diferir no tamanho e no formato do corpo, na 

posição do núcleo e do cinetoplasto, e no grau de desenvolvimento da membrana ondulante e do 

flagelo. O conjunto destas características é utilizado na identificação de espécies de Trypanosoma, 

sendo particularmente útil na classificação de tripanossomas de mamíferos em subgêneros (Hoare, 

1972). Entretanto, não há padrões morfológicos bem definidos para a classificação de tripanossomas 

de anuros. Estes tripanossomas são altamente pleomórficos e a utilização da morfologia como principal 

parâmetro taxonômico na classificação de várias espécies necessitam ser reavaliadas. As formas 

sanguíneas de alguns destes flagelados são comparáveis às maiores já observadas entre os 

tripanossomas de mamíferos. Apesar de alguns desses tripanossomas apresentarem semelhanças 
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com tripanossomas de peixes e répteis, estes apresentam também uma morfologia muito peculiar, não 

observada em isolados de nenhum outro grupo de animais. Apesar da diversidade de formas, os tipos 

morfológicos foram associados com algumas espécies, como por exemplo: a) T. inopinatum, formas 

tripomastigotas grandes e alongados, algumas formas são bem afiladas, com membrana ondulante 

bem desenvolvida; b) T. ranarum, tripomastigotas muito largos, com flagelo longo e membrana 

ondulante bem desenvolvida; c) T. rotatorium, formas menores e arredondadas com membrana 

ondulante bem definida; d) T. chattoni, formas esféricas muito grandes, sem membrana ondulante e 

sem flagelo livre (Bardsley e Harmsen, 1973; Desser, 2001). Quando cultivados, os tripanossomas de 

anuros geralmente apresentam formas epimastigotas e não apresentam diferenças tão marcantes 

quanto às descritas para as formas sanguíneas. 

Estudos realizados por microscopia eletrônica de transmissão com T. mega (Steinert e Novikoff, 

1960), T. rotatorium (Bardsley e Harmsen, 1973), T. andersoni (Reilly e Woo, 1982a,b,c) e T. fallisi 

(Martin e Desser, 1990), com formas de cultura e de tripomastigotas sanguíneos de T. andersoni e T. 

fallisi não apresentaram diferenças significativas com tripanossomas de mamíferos (Bardsley e 

Harmsen, 1973). Foi observada nos tripanossomas de anuros uma estrutura chamada citóstoma 

(Steinert e Novikoff, 1960) e estrias longitudinais na porção posterior das formas largas, características 

semelhantes às descritas em tripanossomas de peixes e répteis (Bardsley e Harmsen, 1973). 

Estudo mais recente de Ferreira et al., (2007) descreveu uma grande diversidade morfológica 

entre tripanossomas no sangue de anuros brasileiros. Foram observados 11 morfotipos, oito 

associados a espécies previamente descritas e três com padrão totalmente novo. Os 11 morfotipos 

foram divididos em dois grupos: grupo I (M1-6), que compreende tripanossomas alongados e com 

extremidades afiladas observados em Bufonidae e Leptodactylidae; e grupo II (M7-11), que 

compreende tripanossomas esféricos ou elípticos, associados às famílias de anuros Hylidae e 

Leptodactylidae. 

 

1.4.2 Hospedeiro e origem geográfica  

 

Alguns estudos sugeriram que espécies de tripanossomas de anuros, como T. rotatorium, 

fossem cosmopolitas e inespecíficas em relação ao hospedeiro (Bardsley e Harmsen, 1973); outros 

indicaram relativo isolamento geográfico e especificidade pela espécie do hospedeiro de origem (Clark 

et al., 1995; Lun e Desser, 1995; 1996a,b; Martin et al., 1992). 

Clark et al., (1995) demonstraram a fragilidade de considerar apenas morfologia, hospedeiro e 

origem geográfica como parâmetros taxonômicos, demonstrando que dois isolados previamente 

identificados como T. rotatorium correspondem, na verdade, a espécies distintas e pouco relacionadas. 
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Ferreira et al., (2007) demonstraram que grupos de tripanossomas de anuros brasileiros, determinados 

por polimorfismo de tamanho e restrição de ITS, apresentam certa correlação com hospedeiros e 

regiões geográficas de origem. 

 

1.4.3 Características biológicas 

 

As características biológicas dos tripanossomas são importantes para a classificação desses 

parasitas, sendo importante considerar dados como ciclo de vida, mecanismos de transmissão, 

infectividade, patogenicidade e comportamento em cultura. 

As necessidades nutricionais para o cultivo de cada tripanossoma podem diferir, gerando assim 

especificidades de cada espécie quanto a adequações de pH, osmolaridade, entre outros fatores 

(Bardsley e Harmsen, 1973). O comportamento em cultura de tripanossomatídeos pode diferir e revelar 

preliminarmente a distinção de espécies, no entanto, meios de cultivo e comportamento semelhante em 

cultura não garantem que parasitas possam pertencer a uma mesma espécie. 

Martin e Desser, (1991a) observaram a diferenciação em cultura de T. fallisi. Após 24 horas de 

cultivo (ágar sangue com meio mínimo essencial) a 20 ºC, as formas tripomastigotas encontradas no 

sangue transformaram-se em epimastigotas e após 48 h foram observadas formas amastigotas e 

esferomastigotas, bem como a formação de rosetas, indicando divisões múltiplas. Foram também 

observadas formas epimastigotas dividindo-se por fissão binária, além de formas tripomastigotas 

metacíclicas. 

 

1.4.4 Genes ribossômicos 

 

Filogenias baseadas em marcadores moleculares têm tradicionalmente utilizado genes 

ribossômicos, dada sua distribuição universal e o fato de serem funcionalmente equivalentes em todos 

os organismos conhecidos (Sogin et al., 1986). Sequências da subunidade menor, SSU, têm sido as 

mais utilizadas devido a diversas características, tais como o tamanho, a facilidade de obtenção 

(amplificação por PCR) e a presença de regiões variáveis flanqueadas por regiões conservadas. A SSU 

dos genes de rDNA da família Trypanosomatidae possui oito regiões conservadas (U1-U8) e nove 

regiões variáveis (V1-V9) (Hernández et al., 1990). Estudos baseados em sequencias de SSU rDNA 

têm contribuído para o esclarecimento de questões filogenéticas e evolutivas dos tripanossomas. 

Sequências de diversas regiões dos genes ribossômicos vêm sendo utilizadas como 

marcadores filogenéticos, de relacionamento genético ou mesmo como alvos para diagnóstico de 

tripanossomas. Os espaçadores IGS e ITS são muito mais variáveis do que as regiões S (1-4 e 6), SSU 
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e LSU, diferindo inter e intraespecificamente, sendo, assim, excelentes para analisar organismos 

filogeneticamente muito próximos, para diagnóstico e como marcadores taxonômicos (Ferreira et al., 

2007). Análises da ITS rDNA revelaram variabilidade em linhagens de T. cruzi (Fernandes et al. 1999; 

Marcili et al., 2009a,b,c; Mendonça et al. 2002) e T. rangeli (Beltrame-Botelho et al., 2005; Maia da Silva 

et al., 2004 a,b), espécies de tripanossomas Africanos (Cortez et al., 2006; Desquenes et al. 2001; Njiru 

et al., 2005), T. lewisi (Maia da Silva et al., 2010) e T. theileri (subgênero Megatrypanum) (Garcia et al., 

2011a,b; Rodrigues et al. 2006) (Figura 6). 

 

 

 
Figura 6. Representação esquemática do cistron ribossômico de rRNAs precursores de 
tripanossomatídeos.  

 

 

O relacionamento genético entre tripanossomas de anuros foi estudado por Clark et al., (1995) 

com a técnica de “Riboprinting” (amplificação por PCR da SSU rRNA seguida de digestão com enzimas 

de restrição e análise dos padrões de fragmentos de DNA obtidos em gel de agarose) e os nove 

isolados estudados formaram “clusters” não associados com a morfologia, a origem geográfica ou com 

a espécie do hospedeiro de origem. Espécies morfologicamente indistinguíveis como T. fallisi e T. 

schmidti, se posicionaram em grupos separados. Por outro lado, tripanossomas de rã (T. ranarum) e 

sapo (T. fallisi) foram agrupados. Essas duas espécies de tripanossomas são simpátricas e 

compartilham o vetor Desserobdella picta; contudo, não foi observada infecção cruzada entre os 

hospedeiros vertebrados. 

A análise de polimorfismo de tamanho e restrição de fragmentos de ITS amplificados por PCR 

de tripanossomas de anuros revelou grande diversidade genética entre os isolados brasileiros (Ferreira 

et al., 2007). Nesse trabalho, foram analisados 82 isolados de 25 espécies de anuros. A diversidade 

genética entre esses isolados permitiu distribuí-los em 29 genótipos. Os genótipos de tripanossomas de 

anuros apresentaram correlação consistente com a família dos hospedeiros vertebrados com a 

exceção do genótipo A1, que foi encontrado em bufonídeos e leptodactilídeos (Ferreira et al., 2007). 
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1.4.5 Gene de Gliceraldeído-3-Fosfato Desidrogenase (GAPDH) 

 

Os genes de GAPDH codificam enzimas envolvidas na glicólise e no ciclo de Calvin 

(Forthergill-Gilmore e Michels, 1993; Martin e Schnarrenberger, 1997). Os tripanossomatídeos possuem 

duas versões de GAPDH, localizadas em compartimentos celulares diferentes, ambas codificadas por 

genes nucleares (Opperdoes, 1987). A versão citosólica de GAPDH de tripanossomatídeos (família 

Gap I, subfamília GapC) está mais proximamente relacionada com o Gap I de gama-proteobactérias 

(Michels et al., 1991; Qian e Keeling, 2001). Os tripanossomatídeos, provavelmente, adquiriram esse 

gene via transferência horizontal de uma gama-proteobactéria (Figge et al., 1999; Henze, et al., 1995). 

A versão glicossômica do gene GapC de tripanossomatídeos (Michels et al., 1991) está mais 

proximamente relacionada com o Gap I de eubactérias (Figge et al., 1999) e é equivalente a versão 

citosólica de GAPDH de Euglena (Henze et al., 1995). Nos genomas de T. cruzi (Kendall et al., 1990), 

T. brucei (Michels et al., 1986) e L. mexicana (Hannaert et al., 1992) observou-se que a versão 

citosólica da proteína GAPDH é codificada por um gene de cópia única, enquanto que a versão 

glicolítica é codificada por genes em tandem, com duas cópias idênticas. A versão glicolítica da 

GAPDH, depois da SSUrRNA, é o gene mais utilizado em estudos evolutivos da família 

Trypanosomatidae (Hamilton et al., 2004; 2005; 2007; Hannaert et al., 1998; Viola et al., 2008; 2009). 

 

 

Figura 7. Representação esquemática dos genes GAPDH. 
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