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RESUMO 

 
JORGE-COSTA, J O. Diversidade de parasitas dos gêneros Trypanosoma e 
Leishmania em vertebrados silvestres e vetores da área da Sede Reserva 
Legado das Águas- Votorantim, no município de Miracatu, São Paulo. 
Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020. 
 

Protozoários da família Trypanosomatidae, representam importante papel para 

saúde humana e animal, apresentando ciclos de vida monoxeno e heteroxeno, onde 

na alternância de hospedeiros, podem infectar o ser humano. O gênero Leishmania  

possui ciclos silveste e urbano, infectando principalmente mamíferos silvestres e cães 

domésticos como hospedeiros vertebrados. As espécies do gênero Leishmania  são 

transmitidas a estes hospedeiros através da picada de invertebrados hematófagos da 

família Psychodidae, e possui duas apresentações clínicas principais quando infecta 

o ser humano: visceral e cutânea; onde a forma visceral é causada pela espécie 

Leishmania (Leishmania ) infantum na America e Europa, e pela espécie Leishmania 

(Leishmania ) donovani  na Ásia. A Leishmaniose Visceral está classificada como uma 

das Doenças Tropicais Negligenciadas pela OMS. O gênero Trypanosoma possui 

uma subdivisão baseada no desenvolvimento dos parasitas no trato digestivo do vetor; 

em duas Secções, Salivaria e Stercoaria, além também das divisões em diversos 

Clados, baseado em filogenia molecular; e a separação em três subgêneros: 

Herpetosoma, Megatrypanum e Schizotrypanum. No subgênero Schizotrypanum está 

classificada a espécie Trypanosoma cruzi, que possui bastante complexidade 

epidemiológica, e capacidade de infectar mamíferos de todas as ordens, inclusive o 

ser humano. No ser humano o T. cruzi causa a Doença de Chagas, transmitida por 

diversas espécies de triatomíneos dos gêneros Triatoma, Rodnius e Panstrongylus. A 

Doença de Chagas também está classificada no grupo das Doenças Tropicais 

Negligenciadas da OMS. O presente estudo teve como objetivo investigar a ocorrência 

de parasitas dos gêneros Trypanosoma e Leishmania na Reserva Legado das Aguas 

– Votorantim, na região do Vale do Ribeira, sul do estado de São Paulo, uma região 

de Mata Atlântica preservada, a fim de contribuir para o melhor entendimento dos 

ciclos de transmissão desses parasitas, e acrescentar conhecimento ao estudo 

dessas zoonoses. Foram capturados 324 pequenos mamíferos das ordens Rodentia, 

Chiroptera e Marsupialia, através de armadilhas do tipo gaiolas e redes de neblina. 

Foi coletado sangue e tecidos destes animais, onde o sangue foi distribuído em 



 

hemoculturas e ambos  submetidos a testes moleculares. Foram também capturados 

triatomíneos (barbeiros) e tabanídeos (mutucas), através de busca ativa e redes de 

neblina (para tabanídeos). As hemoculturas não demonstraram crescimento de 

parasitas, e a análise molecular corroborou tais resultados negativos. Foram 

capturados 16 espécimes de triatomíneos, dos gêneros Triatoma e Panstrongylus. 

Através destes foram obtidos 11 isolados classificados como Trypanosoma cruzi II, e 

uma sequência obtida classificada como Trypanosoma cruzi IV. Foram capturados 

três tabanídeos, que possibilitou a obtenção de duas sequências de conteúdo 

intestinal, caracterizadas como Trypanosoma terrestris. Estes tabanídeos ainda serão 

classificados a nível de espécie através da análise molecular. Através da captura de 

animais foi possível atestar a biodiversidade e nível de preservação ambiental da 

Reserva Legado das Aguas – Votorantim, e ainda demonstrar que há a circulação de 

parasitas do gênero Trypanosoma em vetores e potenciais vetores, necessitando 

ainda de mais estudos para determinar quais vertebrados mantem os ciclos ativos, e 

ainda determinar a capacidade vetorial de tabanídeos para a espécie Trypanosoma 

terrestris, que ainda não possui vetores caracterizado. 

 
Palavras-chave: Leishmania. Trypanosoma. Mata Atlântica. Zoonoses. Saúde 
Pública. 
 
 
 



 

ABSTRACT 
JORGE-COSTA, J O. Diversity of parasites of the genera Trypanosoma and 
Leishmania in wild vertebrates and vectors of the headquarters Reserva Legado 
das Águas- Votorantim area, in the municipality of Miracatu, São Paulo. 
Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020. 
 
 

Protozoa of the Trypanosomatidae family, play an important role for human and 

animal health, presenting monoxene and heteroxene life cycles, where in alternating 

hosts, they can infect humans. The Leishmania genus has wild and urban cycles, 

mainly infecting wild mammals and domestic dogs as vertebrate hosts. The species of 

the genus Leishmania are transmitted to these hosts through the bite of blood-sucking 

invertebrates of the Psychodidae family, and it has two main clinical presentations 

when it infects humans: visceral and cutaneous; where the visceral form is caused by 

the species Leishmania (Leishmania) infantum in America and Europe, and by the 

species Leishmania (Leishmania) donovani in Asia. Visceral Leishmaniasis is 

classified as one of the Neglected Tropical Diseases, by the WHO. The Trypanosoma 

genus has a subdivision based on the development of parasites in the vector's 

digestive tract; in two Sections, Salivaria and Stercoaria, in addition to the divisions in 

several Clados, based on molecular phylogeny; and the separation into three 

subgenera: Herpetosoma, Megatrypanum and Schizotrypanum. In the subgenus 

Schizotrypanum, the species Trypanosoma cruzi is classified, which has a lot of 

epidemiological complexity, and is capable of infecting mammals of all orders, 

including humans. In humans, T. cruzi causes Chagas disease, transmitted by several 

species of triatomines of the genera Triatoma, Rodnius and Panstrongylus. Chagas' 

disease is also classified in the WHO Neglected Tropical Diseases group. The present 

study aimed to investigate the occurrence of parasites of the genera Trypanosoma and 

Leishmania in the Legado das Aguas Reserve - Votorantim, in the Vale do Ribeira 

region, south of the state of São Paulo, a region of preserved Atlantic Forest, in order 

to contribute to better understanding of the transmission cycles of these parasites, and 

adding knowledge to the study of these zoonoses. 324 small mammals of the orders 

Rodentia, Chiroptera and Marsupialia were captured, using cage-type traps and mist 

nets. Blood and tissues were collected from these animals, where the blood was 

distributed in blood cultures and both subjected to molecular tests. Triatomines and 

tabanids were also captured, through active search and fog nets (for tabanids). Blood 



 

cultures did not show parasite growth, and molecular analysis corroborated these 

negative results. 16 specimens of triatomines, of the genera Triatoma and 

Panstrongylus, were captured. Through these 11 isolates classified as Trypanosoma 

cruzi II were obtained, and a sequence obtained classified as Trypanosoma cruzi IV. 

Three tabanids were captured, which made it possible to obtain two sequences of 

intestinal content, characterized as Trypanosoma terrestris. These tabanids will still be 

classified at the species level through molecular analysis. Through the capture of 

animals it was possible to attest to the biodiversity and environmental preservation 

level of the Legado das Aguas Reserve - Votorantim, and to demonstrate that there is 

the circulation of parasites of the genus Trypanosoma in vectors and potential vectors, 

requiring further studies to determine which vertebrates keeps the cycles active, and 

also determine the vectorial capacity of tabanids for the species Trypanosoma 

terrestris, which does not yet have characterized vectors. 

 

Keywords: Leishmania. Trypanosoma. Atlantic Rainforest. Zoonoses. Public Health. 
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1. INTRODUÇÃO  
1.2 Família Trypanosomatidae 

A Família Trypanosomatidae (Akhoundi et al., 2017) pertencente à ordem 

Kinetoplastida e compreende protozoários flagelados (Honigberg, 1963) que, 

juntamente com os euglenóides (ordem Euglenida) compõem o filo Euglenozoa 

(Cavalier-Smith, 1981, 1993). A família Trypanosomatidae pertence ainda a subordem 

Trypanosomatina, onde todos os membros são parasitas, diferente da subordem 

Bodonina, que compreende parasitas e espécies de vida livre (Lom 1976; Vickerman 

1976). 

Os membros da Família Trypanosomatidae são de importância médica, médica 

veterinária e econômica, além de interesse ecológico e ambiental. Podem apresentar 

ciclo de vida monoxênico, que utilizam um hospedeiro apenas, ou heteroxênico, mais 

de um hospedeiro durante o ciclo. Estão distribuídos em quatorze gêneros, de acordo 

com as formas apresentadas durante o desenvolvimento. 11 destes gêneros 

compreendem protozoários monoxênicos parasitas de insetos (Herpetomonas, 

Crithidia, Blastocrithidia, Leptomonas, Wallaceina, Argomonas, Blechomonas, 

Paratrypanosoma, Strigomonas, Sergeia e Rynchoidomonas) um gênero que parasita 

invertebrados e espécies vegetais (Phytomonas) (Hoare & Wallace, 1966; Vickerman, 

1994, Camargo, 1998) e três que apresentam forma heteroxênica, parasitando 

invertebrados e animais vertebrados durane seu ciclo de vida (Trypanosoma, 

Leishmania e Endotrypanum) Depois dos nematóides, os tripanosomatídeos são os 

eucariotos que apresentam a maior variedade de hospedeiros e de distribuição 

geográfica (Vickerman, 1976; 1994; Stevens et al., 2001; Simpson et al., 2006).  

Hipóteses fundamentadas em reconstruções que utilizaram como base a 

filogenia molecular e dados biogeográficos e paleontológicos tentam explicar a origem 

do parasitismo dos tripanossomatídeos e dos ciclos heteroxênico dos gêneros 

Trypanosoma e Leishmania. Os estudos filogenéticos indicam diferentes histórias 

evolutivas para os cinetoplastídeos, dependendo do número de amostras, dos grupos 

externos utilizados, dos genes e sequências analisados, dos alinhamentos e dos 

métodos utilizados para as inferências filogenéticas. Em geral, se admite que a 

adoção do ciclo de vida heteroxênico ocorreu, independentemente, várias vezes ao 

longo da história evolutiva dos Euglenozoa (Vickerman 1994; Maslov & Simpson 1995; 

Stevens et al., 2001; Hamilton et al., 2004, 2007). Dentre os gêneros que parasitam 
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vertebrados, destacam-se os gêneros Trypanosoma e Leishmania que podem 

parasitar e causar doença também no homem (Hoare, 1972).  

1.3 Gênero Leishmania 
 

O gênero Leishmania está distribuído em regiões de clima tropical e subtropical 

de todo o mundo com exceção da Oceania (Ashford, 2000; Desjeux, 2004). São cerca 

de 30 espécies no total, infectando diferentes espécies de mamíferos. Podem se 

apresentar nas formas amastigota ou promastigota, formas que se diferenciam 

morfologicamente pela posição do cinetoplasto em relação ao núcleo, e presença de 

flagelo livre e membrana ondulante (Hoare, 1972; Vickerman, 1994). Possui dois 

subgêneros, Leishmania e Viannia, subdivididos de acordo com o local do tubo 

digestivo do vetor onde o parasita na forma promastigota se desenvolve até a forma 

infectante (Lainson e Shaw, 1978). 

Os insetos associados como principais vetores das espécies do gênero 

Leishmania são os chamados Flebotomíneos (mosquito-palha, birigui, tatuquira), 

denominação dada aos indivíduos da família Psychodidae subfamília Phlebotominae 

(Galatti e Ovallos, 2012; Mcintyre et. al., 2017). A principal espécie de flebotomíneo 

descrita em associação aos ciclos de transmissão da Leishmaniose Visceral no Brasil 

é a Lutzomya longipalpis, que possui ampla distribuição no país, cobrindo todas as 

áreas de ocorrência endêmica da doença (Forattini et. al., 1970; Galvis-Ovallos et. al., 

2017). Além desta espécie principal, outras têm sido descritas com importante 

capacidade vetorial para os protozoários do gênero Leishmania, sendo as principais: 

Bichromomyia flaviscutellata, Bichromomyia olmeca nociva, Migonemyia migonei, 

Nyssomyia anduzei, Nyssomyia intermedia, Nyssomyia umbratilis, Nyssomyia 

whitmani e Psychodopygus wellcome (Ready et. al., 1983; Barbosa et. al., 2008; 

Rezende et. al., 2009; Carvalho et. al., 2010; Thies et. Al., 2016).  

A apresentação clínica causada por parasitas deste gênero compõe um grupo 

de doenças com grande diversidade epidemiológica e sintomatológica, se 

apresentando em duas formas principais: tegumentar e visceral. A forma visceral 

possui caráter zoonótico e é umas das mais importantes doenças em Saúde Pública 

nos continentes asiático, africano, e na América Latina; possuindo ampla distribuição 

geográfica nestes (Ashford et al., 1992). No continente americano, a Leishmaniose 

Visceral é causada pela espécie Leishmania (Leishmania) infantum do Novo Mundo, 

apresentado proximidade genética a L. (L.) infantum do Velho Mundo, causadora de 
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Leishmaniose Visceral na região do Mediterrâneo (Europa e África) (Marcili et al., 

2014). Esta proximidade infere a recente especiação entre as duas, além de 

demonstrar que a recente introdução da espécie no Continente pode ser embasada  

pela inexistência de variabilidade genética recentemente demonstrada entre isolados 

de diversos Biomas do Brasil. (Silva et al., 2019). Separadamente destas, nas regiões 

asiáticas do Nepal, Paquistão, Bangladesh e Índia, o agente causador da 

Leishmaniose Visceral é a L. (Leishmania) donovani. (Maurício et al., 1999; Maurício 

et al., 2000; Kuhls et al., 2005; Quispe-Tintaya et al., 2005). Segundo a Organização 

Mundial de Saúde (OMS), as leishmanioses integram o grupo das seis doenças 

tropicais mais importantes no Velho Mundo e nas Américas (Ministério da Saúde, 

2004).  

Humanos e cães domésticos são os principais hospedeiros vertebrados do 

gênero Leishmania, além de mamíferos silvestres. Em áreas endêmicas os cães são 

encontrados com altas taxas de infecção, e podem permanecer por muitos anos sem 

sinais clínicos mesmo com um intenso parasitismo favorecendo o ciclo de transmissão 

da doença para o homem porque, normalmente, estes animais vivem dentro ou 

próximos as habitações humanas atuando como reservatório do parasita (Ashford, 

1996; Moreno e Alvar, 2002; Dantas-Torres et al., 2007; Dantas-Torres e Brandão-

Filho, 2006). No meio silvestre os reservatórios conhecidos são os canídeos (Deane 

e Deane, 1954; Deane e Deane, 1955; Alencar, 1961; Lainson et al., 1969; Courtenay 

et al., 2002; Lainson e Rangel, 2005; Figueiredo et al., 2008), felinos (Savani et al., 

2004; Dahroug et al., 2010), roedores (Lainson e Rangel, 2005), marsupiais do gênero 

Didelphis (Travi et al., 1994; Lainson e Rangel, 2005;) e morcegos (Lima et al., 2008; 

Costa et al.; 2015). Recentemente o gênero foi descrito também encontrado em gatos 

domésticos (felis catus) numa área endêmica na Amazônia brasileira, porém esta 

espécie não tem papel ainda comprovado como reservatório do patógeno (Rocha et 

al., 2019).  

1.4 Gênero Trypanosoma  
 

As espécies do gênero Trypanosoma possuem grande variedade de 

hospedeiros e vetores invertebrados nos diferentes seus ciclos de vida, incluindo no 

grupo de vertebrados mamíferos, aves, répteis, anfíbios e peixes. (Hoare, 1972; 

Simpson et. al., 2006; Hamilton et. al., 2007; Stevens, 2008).  
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Foram definidos agrupamentos em duas Secções, diferenciadas pelo local de 

desenvolvimento e diferenciação dos parasitas no organismo do invertebrado vetor, e 

a via de eliminação das formas infectantes (Hoare, 1964).  

A secção Salivaria compreende as espécies que se desenvolvem no tubo 

digestivo e glândulas salivares do vetor, a mosca tsé-tsé, (gênero Glossina), e são 

eliminados em formas tripomastigotas metacíclicas por inoculação, durante a picada 

do vetor. Nesta secção estão os subgêneros: Trypanozoon (espécie tipo 

Trypanosoma brucei), Duttonella (espécie tipo Trypanosoma vivax), Pycnomonas 

(espécie tipo Trypanosoma suis) e Nannomonas (espécie tipo Trypanosoma 

congolense), abrangendo todos os tripanossomas Africanos patogênicos aos 

mamíferos, transmitidos por tabanídeos do gênero Glossina (Wiedemann, 1830). As 

espécies T. vivax e T. evansi são as únicas que possuem ocorrência fora do continente 

Africano, inclusive na América, por terem se associados com sucesso a outros 

gêneros de invertebrados das famílias Tabanidae e Muscidae (mutucas e moscas). 

(Hoare, 1972; Ventura et. al., 2001; Cortez et. al., 2006). Estes subgêneros citados na 

seccão Salivaria foram determinados, em estudos recentes, como um único grupo 

monofilético de Trypanosoma do continente Africano, transmitidos pelo vetor 

pertencente ao gênero Glossina, conhecida como mosca tsé-tsé (Stevens et. al., 

2001; Hamilton et. al., 2004; Adams et. al., 2010).  

A Secção Stercoaria compreende as espécies que se desenvolvem 

exclusivamente no sistema digestivo do vetor, transmitidas pela contaminação por 

fezes contendo as formas infectantes, tripomastigotas metacíclicas. Esta secção 

possui ampla distribuição geográfica, e estão incluídos os subgêneros 

Schizotrypanum (espécie tipo T. cruzi) Herpertosoma (espécie tipo T. lewisi), e 

Megatrypanum (espécie tipo T. theileri) (Hoare, 1964; 1972). Desta Secção, apenas 

T. cruzi possui capacidade de infectar o ser humano e também de causar patogenia 

aos hospedeiros vertebrados, tendo como exceção apenas casos humanos descritos 

por T. lewisi-like (Sarataphan et. al., 2007).  

Nas últimas décadas, estudos moleculares filogenéticos dividiram o gênero 

Trypanosoma em Clados.  

O Clado de Trypanosoma cruzi, inclui além do T. cruzi, as espécies que 

parasitam exclusivamente os morcegos (Chiroptera), no novo e velho mundo, e 

associados a transmissão por invertebrados da família Triatominae (Stevens et al., 

2001; 2008; Hamilton et al., 2004; 2007; Lima et. al., 2012).  
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Clado Trypanosoma brucei, agrupando os tripanossomas de origem africana, 

originalmente transmitidos por moscas tsé-tsé (Glossina spp.).( Stevens et al., 1999a, 

b, 2001; Hamilton et. al., 2008; Van Den Bossche et. al., 2010). Dentre as espécies 

deste clado está o Trypanosoma brucei gambiense, causador da Tripanossomíase 

Africana, conhecida como “Doença do Sono”, classificada como uma das de maior 

relevância no grupo das Doenças Tropicais Negligenciadas pela OMS. (WHO, 2013).  

 Clado Aquático, dividido em dois subclados, o primeiro de Trypanosoma de 

peixes e um isolado de ornitorrinco associados a evidências que sugerem a 

transmissão por sanguessugas aquáticas; e o segundo de isolados de anfíbios 

anuros, transmitidos por flebotomíneos (Psychodidae)(Jakes et al., 2001a,b; Hamilton 

et. al., 2007; Ferreira et. al., 2008).  

Clado de Trypanosoma theileri, abrangendo as espécies de Trypanosoma 

relacionadas com mamíferos da ordem Artiodactyla; e o Clado de Trypanosoma lewisi, 

agrupando as espécies transmitidas por pulgas que parasitam preferencialmente 

pequenos mamíferos das ordens Rodentia, Lagomorpha e Insetivora (Hamilton et. al., 

2005, 2007; Sarataphan et al., 2007; Maia da Silva et. al., 2010). 

Clado Trypanosoma grayi que abrigas os tripanossomas de crocodilianos nos 

continentes americano e africano (Viola et. al.,2009). 

Clado de Trypanosoma  cyclops, formado por isolados de diferentes espécies 

vertebradas na região da Malásia e Austrália, e com a possível associação a 

sanguessugas da família Haemadipsidae como vetores invertebrados (Weinman, 

1972; Hamilton et. al., 2005). 

Clado de Trypanosoma avium/Trypanosoma corvi, o grupo de tripanossomas 

de aves, transmitidos por diversas espécies de invertebrados (Votypka et. al., 2002, 

2012). 

Clado das espécies que parasitam cobras e lagartos no Brasil e continente 

Africano transmitidos por flebotomíneos (Psychodidae), abriga além da espécie 

Trypanosoma gennarii, isolada de marsupiais no Brasil (Hamilton et. al., 2007; Ferreira 

et. al., 2008; Viola et al., 2008; Ferreira et. al., 2017).  

Posterior a estes, um novo clado foi criado através de uma nova espécie 

descrita, o Clado de Trypanosoma terrestris, isolada de antas (Tapirus terrestris) no 

estado do Espírito Santo - Brasil,  e com vetor ainda não determinado (Acosta et. al., 

2013).  
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O subgênero Herpertosoma classifica os tripanossomas não patogênicos aos 

hospedeiros mamíferos. É dividido em dois grupos principais: T. rangeli, isolado de 

humanos, animais silvestres e triatomíneos e T. lewisi, que parasita ratos e mais de 

80 espécies de animais silvestres (Hoare, 1972). O T. rangeli possui característica 

similar ao T. cruzi, a de infectar mamíferos de todas as ordens, parasitando primatas, 

roedores, morcegos, marsupiais e edentados, inclusive com a capacidade de infectar 

também o homem. Este parasita é encontrado apenas nas Américas Central e Sul 

(Guhl & Vallejo, 2003). No Brasil foi descrito em diferentes mamíferos e triatomíneos, 

principalmente na região amazônica, onde foram descritos os únicos casos humanos 

no país (Coura et al., 1996; Maia Da Silva et al. 2004a,b). Apesar de ser transmitido 

de forma inoculativa, como outros membros da secção Salivaria esta espécie se 

mostra mais relacionado com o T. cruzi que com os as espécies africanas, segundo 

analises filogenéticas baseadas em sequências de SSUrDNA (Stevens et al., 1999; 

2001; Briones et al., 1999; Maia da Silva et al., 2004a,b). Os isolados de T. rangeli de 

diferentes regiões ecogeograficas e hospedeiros podem ser divididos em pelo menos 

quatro linhagens (Maia da Silva et al., 2004a), dado corroborado por análises 

filogenéticas baseadas no gene ribossômico (SSU e ITS), que confirma também o 

polimorfismo da espécie (Grisard et al., 1999; Maia da Silva et al., 2004b). 

O subgênero Megatrypanum (T. theileri) infecta animais domésticos e silvestres 

de praticamente todas as ordens de mamíferos incluindo espécies de animais 

silvestres das ordens: Artiodactyla, Rodentia, Marsupialia, Chiroptera, Edentata e 

Primata (Hoare, 1972). Caracterizado pela diversidade de espécies e de hospedeiros 

mamíferos e invertebrados, este subgênero frequentemente infecta os animais 

domésticos, pertencentes a família Bovidae (bovinos, bubalinos, ovinos e caprinos, 

etc.). Trypanosoma theileri é encontrado em bovídeos e cervídeos de do mundo todo 

(T. theileri-like). Isolados de cervos, ovelhas e cabras têm sido classificados como 

diferentes espécies, de acordo com o hospedeiro (Hoare, 1972). Embora um número 

reduzido de isolados tenha sido analisado, estudos filogenéticos baseados no gene 

ribossômico indicam que este subgênero é polifilético (Stevens et al., 2001; Hamilton 

et al., 2004, 2007; Rodrigues et al., 2006). 

No subgênero Schizotrypanum estão classificadas algumas espécies de 

tripanosomas descritos apenas em morcegos (Chiroptera), dentre elas: Trypanosoma 

cruzi marinkellei descrita na América central e Sul, Trypanosoma dionisii na América 

do Sul, Trypanosoma vespertilionis descrito em todos continentes exceto Oceania,  
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Trypanosoma erneyi, Trypanosoma livingstonei e Trypanosoma. Pipistrelli no 

continentes Africano; Trypanosoma hipposideri e Trypanosoma pteropi na Austrália, 

Trypanosoma hedricki e Trypanosoma myotis na América do Norte; Trypanosoma 

phyllostomae e Trypanosoma cruzi em toda a América Latina, e porção sul dos 

Estados Unidos.( Hoare 1972; Marinkelle 1976; Molyneux 1991; Marcili et al., 2009c; 

Cavazzana et al., 2010; Lima et al., 2012; Lima et al., 2013). Estas espécies são 

indistinguíveis apenas pela morfologia, e são amplamente distribuídas (Hoare, 1972),  

Neste subgênero está classificado a espécie Trypanosoma cruzi, que além de 

infectar o ser humano e ser o agente da Doença de Chagas, possui  capacidade de 

parasitar uma larga variedade de mamíferos, incluindo roedores (Rodentia) e 

morcegos (Chiroptera)  (Costa et al., 2015; Marcili et al., 2009a; 2009b; 2009c). 

1.4.1.1 Trypanosoma cruzi. 

O Trypanosoma cruzi é o agente da Doença de Chagas e frequentemente 

encontrado infectando animais silvestres, onde centenas de espécies já foram 

descritas infectadas (Cavazzana et al. 2010 ; Roellig et al. 2013 ; Jansen et al. 2015; 

Jansen et al. 2018). São denominados três ciclos de transmissão de T. cruzi 

envolvendo o vetor: silvestre, doméstico e peridoméstico. No ciclo estritamente 

silvestre, é raro envolvimento humano, e a transmissão é feita por triatomíneos 

hematófagos (barbeiros), que habitam fendas em árvores, palmeiras e abrigos de 

animais. No ciclo doméstico são envolvidos além do homem, animais domésticos que 

vivem nas áreas próximas a atividade humana, e a transmissão é feita por 

triatomíneos domiciliados. Por fim há o ciclo peridoméstico, onde ocorre sobreposição 

dos dois anteriores, por meio do contato com os reservatórios silvestres ou por meio 

dos vetores que sejam atraídos eventualmente a esses domicílios( Coura et. al., 

2002).  

A espécie de T. cruzi possui sete linhagens já descritas, sendo seis linhagens 

geneticamente semelhantes denominadas DTU, ou “Unidades Discretas de Tipagem” 

(discrete  typing  unit) nomeadas de TcI a TcVI (Zingales et al. 2009), onde TcV e TcVI 

são descritas como linhagens híbridas, onde foram propostos dois modelos de origem 

inicialmente: um onde a hibridização antiga entre TcI e TcII que originaram os atuais 

DTUs de TcIII e TcIV foi seguida por um backcross de TcII e TcIII, gerando TcV e TcVI 

como linhagens heterozigóticas, chamado de modelo ‘Duas hibridizações’ proposto 

por Westenberger et al., 2005. E um segundo modelo, o 'Três ancestrais' onde os três 
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genótipos ancestrais são TcI, TcII e TcIII e os DTU’s híbridos TcV e TcVI foram 

originados hibridização de TcII e TcIII. A origem do TcIV não foi abordada neste 

modelo (Freitas et al., 2006). Evidências experimentais que apóiam um ou outro 

modelo são apresentadas em outros estudos (Zingales et al., 2012). As linhagens TcI 

e TcII são consolidadas em diversas análises como linhagens puras, que se 

divergiram das demais a bastante tempo na evolução (Machado e Ayala, 2001; Brisse 

et al., 2003; Sturm et al., 2003; Westenberger et al., 2005; Freitas et al., 2006; Sturm 

e Campbell, 2010; Lewis et al., 2011). A sétima DTU foi descrita recentemente 

associada principalmente a morcegos, denominada TCBat (Marcili et al. 2009b).  

As DTUs TCII, TCV e TCVI são as linhagens associadas a Doença de Chagas 

em pacientes da porção sul da América do Sul, sendo a TCII associada com casos 

agudos graves e casos crônicos no Brasil, nas  regiões da Mata Atlântica e  Brasil 

Central, transmitidos por triatomíneos domiciliados (Miles et al., 2009).  

TCI foi descrito ocorrendo originalmente em pacientes humanos na região 

amazônica e nos países logo ao norte desta região, causando alterações patológicas 

leves, sugerindo que esta DTU teria um caráter clínico mais brando que as outras 

linhagens (Miles et al. 1981b). Porém em contramão destes dados anteriores, em 

descrições recentes foi demonstrado TCI causando quadros clínicos de 

cardiomiopatia e meningoencefalite em países endêmicos para  a Doença de Chagas, 

como em regiões da Venezuela (Añez et al. 2004; Burgos et al. 2008).  Já linhagem 

TCIII possui rara associação com ciclos domésticos, e um ciclo silvestre bem 

delineado, sendo associado com mamíferos silvestres  terrestres como tatus (Dasypus 

novemcinctus), (Euphractus sexcinctus), gambás (Monodelphis brevicaudata) e 

diversos roedores terrestres (Yeo et al. 2005; Marcili et al. 2009c). A linhagem TCIV 

possui poucos dados sobre seu ciclo silvestre porém aparece como segunda linhagem 

associada a pacientes humanos na Venezuela (Miles et al.1981), e também foi isolado 

em um surto de Doença de Chagas Aguda por contaminação via oral na cidade de 

Belém, estado do Pará, Brasil, de onde se originou a cepa de referência da linhagem 

(CANIII) (Miles et al. 1978). 

 Todas as linhagens possuem a capacidade descrita de causar clinicamente a 

Doença de Chagas em humanos, porém possuem perfis epidemiológicos distintos, 

contribuindo para isto a variação filogeográfica das linhagens. Além disso, vários 

estudos também apontam para ciclos silvestres das linhagens de T. cruzi bastante 
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complexos (Fernandes et. al., 1999; Lisboa et. al., 2004; 2006; 2008; Marcili et. al., 

2009a; 2009b; 2009c). 

A infecção humana pelo T. cruzi pode ocorrer por diversas portas de entrada 

do parasita no organismo do hospedeiro, porém as duas de maior importância 

epidemiológica são a transmissão vetorial através do repasto sanguíneo e 

contaminação por fezes do triatomíneo, e a infecção via oral pela ingestão de 

alimentos contaminados com fezes de triatomíneos ou com o próprio triatomíneo 

triturado acidentalmente com o alimento (Coura 2015). A Doença de Chagas está 

classificada pela OMS no grupo de Doenças Tropicais Negligenciadas (WHO, 2013), 

e está delimitada primariamente ao continente americano, fator associado a 

distribuição e abundância dos invertebrados que fazem a transmissão vetorial 

(Triatominae, Hemiptera, Reduviidae) e por isso a doença é conhecida também como 

tripanossomíase americana (WHO, 2015).  

A Doença de Chagas apresenta um curso clínico bifásico, onde o período de 

incubação varia de 4 a 15 dias, e inicialmente apresenta um quadro agudo, com o 

parasita predominantemente na corrente sanguínea do paciente, onde os sintomas 

vão de febre alta prologada por mais de sete dias, associada a outros sintomas 

inespecíficos, como diarreia, prostração, cefaleia, mialgias, aumento de gânglios 

linfáticos e manchas vermelhas na pele; a alguns de maior complexidade clínica, como 

a cardiopatia aguda e as manifestações hemorrágicas, além dos sinais característicos  

como edema palpebral na fase aguda, chamado sinal de Romaña ou o chagoma de 

inoculação (Rassi et. al., 2000; Ministério da Saúde, 2005; Pinto et. al., 2008). Este 

quadro inicial tende naturalmente ao desaparecimento gradual dos sintomas 

associado com a queda da parasitemia sanguínea, e o aumento da produção de 

anticorpos (Ministério da Saúde, 2013) . A Doença de Chagas aguda vem ocorrendo 

com menor frequência nos países endêmicos, inclusive no Brasil, onde o controle da 

transmissão vetorial (especialmente por T. infestans) e sanguínea foi de extrema 

importância nesta diminuição de casos (Ministério da Saúde, 2005; 2015).  

A fase crônica tem o início geralmente assintomático sem sinais de 

comprometimento cardíaco ou digestivo. A evolução desta fase se caracteriza pelo 

desenvolvimento ao longo de anos e tende a três formas clínicas: uma denominada 

indeterminada, onde não há evolução com comprometimento de órgãos, e o paciente 

pode permanecer assintomático pela maior parte da vida, com ou sem a evolução 

tardia de sintomas (Almeida et. al., 2007) . E duas formas determinadas da Doença 
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de Chagas crônica que são: a digestiva, com a formação de megacólon e 

megaesôfago; e a cardíaca, que evolui frequentemente em Insuficiência Cardíaca 

Congestiva (ICC) e é a responsável pela maior parte da mortalidade em casos de 

Chagas crônica (Rassi & Marin-Neto, 2000; Xavier et. a., 2005). Pode ocorrer também 

a associação destas duas formas, com comprometimento cardiodigestivo.  

Atualmente tem se discutido a associação da Doença de Chagas com outras 

patologias de caráter crônico degenerativo que causem imunossupressão, onde esta 

comorbidade alteraria o curso clínico e a mortalidade pela Doença de Chagas, devido 

ao comprometimento imune do paciente (MS, 2006; Almeida et. al., 2011).  

Um grande número de isolados de diversas espécies de mamíferos, vetores e 

pacientes com diferentes formas clínicas, representativos de ampla distribuição 

ecogeográfica foi indispensável para uma melhor compreensão do relacionamento 

das diversas linhagens de T. cruzi com seus hospedeiros vertebrados e invertebrados 

(Fernandes et. al., 1999; Lisboa et. al., 2004; 2006; 2008; Marcili et. al., 2009a; 2009b; 

2009c). 

 1.4.1.2 Vetores da Doença de Chagas  
 Os hospedeiros invertebrados que desempenham o papel de vetor da Doença 

de Chagas são triatomíneos conhecidos genericamente como barbeiros (Hemiptera: 

Reduviidae: Triatominae). Estes insetos vetores possuem o hábito hematófago em 

todas as suas seis formas de desenvolvimento entre a primeira ninfa e o adulto, e 

estão associados a abrigos de animais silvestres em diferentes nichos ecológicos 

desde os terrestres como tocas e abrigos rochosos, assim como cavernas, ninhos de 

aves e palmeiras (Jansen et al. 2015; 2018). Os principais gêneros envolvidos com o 

ciclo de transmissão do T. cruzi são Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius (Silveira et 

al., 1984; Carcavallo et al., 1999; Lent & Wygodzinsky , 1979) . Por muitos anos as 

espécies associadas majoritariamente com o ciclo domestico da Doença de Chagas 

foram o Triatoma infestans e Rhodnius prolixus, sendo o primeiro adaptado ao 

ambiente doméstico (Aragão 1971), e o segundo habitando naturalmente ecótopos 

definidos em palmeiras na região amazônica e América Central, ainda que com a 

capacidade de invadir ambientes antropizados (Schofield & Dias 1999).  

Ao total são 148 espécies de barbeiros conhecidas, sendo 65 destas 

encontradas no Brasil diferentes distribuições geográficas (Figura 01), onde 42 destas 

têm o registro de ocorrência apenas no país (Carcavallo et al., 1985; Luitgards-Moura 

et al., 2005 ; Leite et al., 2007 ; Oliveira et al., 2007 ;  Almeida et al., 2008; Massaro et 
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al., 2008 ; Abad-Franch et al., 2009; Carbajal de la Fuente et. al.,2009; Gurgel-

Gonçalves & Cuba, 2009; Gurgel-Gonçalves & Silva, 2009; Pavan et. al., 2009). 

A distribuição geográfica de algumas espécies dentro dos gêneros de 

importância no contexto epidemiológico da Doença de Chagas no Brasil apresentam 

forte ligação a variação ambiental e Biomas específicos, como Rodnius neglectus e 

Triatoma sordida de ocorrência limitada ao Cerrado, Rodnius nasutus e Panstrongylus 

lutzi na Caatinga, Rodnius robustus e Rodnius pictipes na Amazônia, Rodnius 

domesticus e Triatoma tibiamaculata com a Mata Atlântica, Triatoma rubrovaria e 

Panstrongylus tupynambai com os Pampas e, finalmente, Triatoma baratai e 

Panstrongylus guentheri com o Bioma Pantanal (Carcavallo  et. Al., 1999; Almeida et. 

al., 2008; Abad-Franch & Monteiro, 2009; Gurgel-Gonçalves R & Cuba, 299; Pavan, 
2009; ). Outras espécies como Panstrongylus geniculatus e Panstrongylus megistus 

ocorreram em mais diversos estados brasileiros e em pelo menos três diferentes 

Biomas, mostrando grande potencial de adaptação a diferentes condições ambientais 

(Carcavallo et al., 1985; Leite et al., 2007) 

Desde a década de 1960 programas nacionais de controle de triatomíneos têm 

sido associados a diminuição da incidência de transmissão vetorial da Doença de 

Chagas no Brasil, e em 2006 o país foi certificado pela Organização Panamericana 

da Saúde e pela OMS como livre de transmissão por T. infestans no ciclo doméstico 

(Dias, 2015).  

Atualmente no Estado de São Paulo é mantido um programa regular de controle 

de triatomíneos domiciliados, por meio da intervenção da Superintendência de 

Controle de Endemias (Sucen), órgão da Secretaria de Estado da Saúde de São Paulo 

(SES-SP), que realiza o controle químico em residências e estudo analítico periódico 

da eficácia do programa. 
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Figura 01- Ocorrência e distribuição dos triatomíneos de importância epidemiológica, segundo município 
de residência de captura e ano de notificação, 2012 e 2016. (Extraído de: Doença de Chagas Aguda e 
distribuição dos triatomíneos de importância epidemiológica, Brasil 2012 a 2016 SVS/MS, 2019). 
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2. JUSTIFICATIVA 
 

Segundo o Boletim Epidemiológico de 2019 da Secretaria de Saúde do estado 

de São Paulo, no período de 1999 a 2017 foram notificados 2.858 casos autóctones 

de Leishmaniose Visceral humana no estado com letalidade de 8,6%, e verificou-se 

também uma tendência de dispersão espacial da doença pelos municípios do oeste 

do Estado para o interior, distribuindo gradualmente pelos municípios nas margens da 

rodovia Marechal Rondon (SP 300). O mesmo Boletim também registrou o início de 

registros de casos de Leishmaniose Visceral no município de Votorantim, região de 

Sorocaba  a partir de 2017, que corrobora com a tendência de dispersão recente da 

doença pelo interior do estado de São Paulo. 

A ocorrência de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) encontra-se em 

processo de expansão no estado de São Paulo, e a região do Vale do Ribeira é a que 

apresenta, ao longo desta expansão, as taxas de incidência mais altas. Foram 

correlacionados com esta alta incidência na região, a cobertura vegetal, o relevo e 

presença de flebotomíneos (Domingos et. al., 1998; Neves et. al., 1999; Neves et. al., 

2002). 

Um levantamento entomológico feito em todo o estado de São Paulo, em 2011, 

registrou a ocorrência das espécies Triatoma sordida e Triatoma tibiamaculata, 

principalmente, no fragmento de Mata Atlântica do Vale do Ribeira, detectando ainda 

o maior índice de infecção natural na espécie T. tibiamaculata por T. cruzi, atribuída a 

sua correlação ambiental com sua associação com animais mamíferos silvestres 

(Silva et. al., 2011).  

A Mata Atlântica é um dos biomas com a maior diversidade de mamíferos (De 

Carvalho & De Oliveira, 2015), além de apresentar altos índices de biodiversidade e 

endemismo, e é apontada com uma das 33 áreas de prioridade de Conservação em 

todo o planeta (Myers et al., 2000; Mittermeier et al., 2004). A Mata Atlantica está 

reduzida a apenas 13,1% da sua distribuição original, fato atribuído a intensa  

exploração e antropização desordenada, ao longo da expansão populacional e 

formação de diversos centros urbanos que estão diretamente inseridos no bioma Mata 

Atlântica (Fundação SOS Mata Atlântica & INPE, 2019).  

Estudos investigativos do ciclo silvestre dos tripanossomatídeos são de 

extrema importância devido ao caráter zoonótico destes, e o risco constante de 

exposição acidental de seres humanos a estes patógenos na realização de atividades 
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econômicas e de lazer envolvendo áreas de cobertura vegetal nativa, ou mesmo áreas 

de transição, além da possibilidade de eventual sobreposição do ciclo silvestre com 

ciclos domiciliares ou peridomiciliares, envolvendo seres humanos e animais 

domésticos que estão nestas áreas em constante contato direto ou indireto aos 

animais silvestres.  

Outros estudos já foram realizados em áreas antropizadas, mas pouco se sabe 

sobre a diversidade de parasitas dos gêneros Trypanosoma e Leishmania em áreas 

com altos níveis de preservação ambiental, como o que é demonstrado na Reserva 

Legado das Águas, onde há a mescla de um importante trecho de Mata Atlântica com 

alto grau de preservação ambiental; e a constante interação humana através diversas 

atividades de Ecoturismo, a apenas 122km da cidade mais populosa do país, com 

intensa atividade humana em seus entornos.  

 Assim, propomos o estudo da ocorrência de parasitas dos gêneros Leishmania 

e Trypanosoma, na reserva Legado das Águas, uma área preservada, a fim de 

contribuir para o conhecimento das relações de diversidade dos parasitas com níveis 

de preservação ambiental, o levantamento de informações sobre os potenciais 

reservatórios de tripanossomatídeos neste ambiente, e assim, contribuir para 

estabelecimento de padrões adequados de vigilância epidemiológica.  
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 
 

O presente projeto tem por objetivo principal o conhecimento da diversidade de 

parasitas dos gêneros Trypanosoma e Leishmania em mamíferos silvestres e seus 

vetores da área da Base da Reserva Legado das Águas- Grupo Votorantim, no 

município de Miracatu, estado de São Paulo  

 3.2 Objetivos Específicos 
 

1. Isolamento de parasitas dos gêneros Trypanosoma e Leishmania de 

animais silvestres capturados na área da Sede da Reserva Legado das Águas- Grupo 

Votorantim, no município de Miracatu, estado de São Paulo. 

2. Caracterização molecular e morfológica dos isolados obtidos e de 

amostras diretas colhidas dos animais silvestres e domésticos capturados da Reserva 

Legado das Águas- Grupo Votorantim, no município de Miracatu, estado de São 

Paulo. 

3. Diagnóstico molecular para os gêneros Leishmania e Trypanosoma dos 

animais silvestres e domésticos capturados na Reserva Legado das Águas – Grupo 

Votorantim, no município de Miracatu, estado de São Paulo. 

4.Posicionamento filogenético dos parasitas detectados baseado em 

sequências dos genes ribossômico (SSUrDNA) e gliceraldeído fosfato desidrogenase 

(gGAPDH). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

O presente estudo foi previamente aprovado pelo Comitê de Ética da 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia- USP sob Nº 1609160318 e Nº 
7717280119.  

4.1. A área do Estudo 

A reserva Legado das Águas (24° 01'49" S 47° 21'07" W) está no Vale do 

Ribeira, sul do estado de São Paulo, na porção sul do corredor ecológico da Serra do 

Mar. Com 31 mil hectares, a Reserva está ligada contiguamente a diversos outras 

Unidades de Conservação, contribuindo num importante corredor ecológico entre as 

áreas de litoral e interior da região sul do Estado de São Paulo. Está a 122 km da 

capital do estado, e inserida no município Miracatu correspondendo a maior área 

contínua de Mata Atlântica remanescente que sofreu mínima intervenção humana, 

fator atribuído a baixa densidade demográfica e pouco desenvolvimento econômico, 

na região.   

A área é considerada a maior Reserva Privada de Mata Atlântica do país, e 

recebem investimentos em sua proteção em 1947, quando o grupo Votorantim S. A. 

adquiriu a área para manter a preservação das nascentes da bacia do rio Juquiá, que 

já gerava energia para seus empreendimentos, e desde 2012 a área tem, se voltado 

para a exploração do Ecoturismo como atividade principal.   

Uma mostra da diversidade e do grau de preservação da Reserva Legado das 

Águas é a ocorrência de espécies de mamíferos ameaçados de extinção em outras 

áreas do país, como o cachorro do mato vinagre (Speothos venaticus); e a anta albina 

(Tapirus terrestris), além da presença de grandes felinos como onça-parda (Puma 

concolor) que foram ambos observados por meio de armadilhas fotográficas 

instaladas nas áreas da Reserva.  

A Reserva possui várias bases de apoio técnico, tanto adaptadas para o 

Ecoturismo quanto para as atividades das quatro usinas que se encontram dentro do 

seu território delimitado. O presente estudo foi realizado na área da Sede 

administrativa (figura 02), onde há um maior fluxo de atividades de visitantes e de 

circulação de animais domésticos, devido ao risco de transbordamento de patógenos 

tanto de origem silvestre para o meio doméstico, quanto o inverso.  
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4.2. Captura e Identificação dos Animais 
 

Foram realizadas três campanhas de campo nos meses de janeiro, julho e 

dezembro de 2018, com seis dias de armadilhas de captura para roedores e 

marsupiais e cinco noites de capturas de morcegos em rede, em cada campanha.  

Para captura dos animais foram selecionadas três áreas, que são trilhas já 

utilizadas para o ecoturismo comercial (trilha Cambuci, Bike-Cambuci e trilha da 

Estufa) (figura 03). Estas trilhas começam na Sede, e se aprofundam na mata 

passando através de diversos quilômetros de extensão por micro ambientes 

diversificados. A trilhas Cambuci e Bike-Cambuci são de contínuo fluxo de visitantes, 

com vegetação ligeiramente mais seca e alterada pela presença constante de 

visitantes, e nestas duas as armadilhas foram colocadas nas adjacências da 

passagem, entendendo-se ate cerca de um quilômetro de extensão a partir da entrada 

de cada trilha. Já a trilha Estufa possui uma passagem suspensa artificial, que corre 

ao longo de uma vegetação bastante diversificada e úmida e sobre um córrego. Nesta 

trilha as armadilhas foram distribuídas por um trajeto diferente do demarcado para 

visitantes, seguindo uma passagem de animais, com vegetação mais conservada e 

úmida em relação as outras duas e bastante variação de inclinação do solo. 

 

Figura 02- - Localização da Sede da Reserva Legado das Águas, na Região sul do Estado de São 
Paulo, no Vale do Ribeira. Criado em: Ahoy Map Maker Abdulqadir Rashik © Miavy Sistems 2016-
2020.   
 



 32 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 A captura dos animais silvestres foi determinada de acordo com os grupos 

pretendidos, para pequenos mamíferos terrestres (roedores e marsupiais) foram 

utilizadas armadilhas do tipo Sherman e Tomahawk (figura 04) com isca atrativa (uma 

mistura de fubá, sardinha, óleo de coco e pasta de amendoim).  

  Em cada uma das três áreas amostradas foram dispostas 40 estações de 

captura distantes 20 metros em média entre si, seguindo as margens da trilha de 

passagem de visitantes. Cada estação foi composta por duas armadilhas, sendo uma 

do modelo Tomahawk colocada preferencialmente no solo e uma Shermman 

posicionada sobre galhos quando possível. As iscas foram respostas pontualmente 

conforme necessidade, e trocadas de todas as armadilhas a cada dois dias. Foi 

utilizado um total de 240 armadilhas, totalizando um esforço de captura de 8640 

armadilhas/dia por campanha e com um total de 25920 armadilhas/dia no projeto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 03- - Trilhas de passagem de visitantes, onde foram montadas as armadilhas para captura de 
pequenos mamíferos, onde a: trilha bike; b e c: trilha Estufa. Fotos: Herbert Sousa Soares.  

b c a 
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 Para a captura de morcegos foram utilizadas redes de neblina (“mist nest”) com 

3,0 X 6,0 m de comprimento, armadas no início do pôr do sol e mantidas abertas por 

um período de das 18 as 22 horas, por 5 noites a cada campanha. Totalizando um 

esforço de captura de 175 horas/noite por campanha e com um total de 525 

horas/noite. Para algumas espécies de morcegos foram realizadas buscas ativas em 

abrigos e os animais capturados transportados em sacos de pano ate o laboratório 

montado em campo.  

Os animais e foram identificados com o auxílio de diferentes chaves de 

identificação e descrições originais (Emonns & Feer, 1990; Vizotto & Tadei, 1973; 

Bonvicino et al., 2008). Após a captura, os animais foram anestesiados para a coleta 

de sangue realizada ou por punção cardíaca, ou pela veia caudal ou cefálica, além  de 

alíquotas de sangue total e de tecidos (baço e fígado) coletadas para estudos 

moleculares. Alguns exemplares de animais cuja identificação da espécie não foi 

possível a campo foram eutanasiados por meio da sedação com xilazina (1mg/kg) e 

quetamina (10mg/kg), seguida de inalação com Isoflurano e posteriormente fixados 

em formol 10% para posterior identificação e transportados ao laboratório para 

depósito no Museu de Zoologia da Universidade de São Paulo (MZUSP). Além destes 

animais onde ao foi possível a campo, por padronização e mediante autorização do 

ICMBio, foi também eutanasiado um indivíduo por espécie capturada, para depósito 

como espécime testemunho, por não haver nenhuma descrição anterior das espécies 

de pequenos mamíferos que ocorrem na área da Reserva.  

Figura 04 - Armadilhas do tipo Tomahawk (esq.) e do tipo Shermman (dir.), utilizadas no trabalho 
para captura de pequenos mamíferos. Fotos: Herbert Sousa Soares.  
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4.3. Captura de triatomíneos  
 

A captura de triatomíneos foi realizada na área da Sede da Reserva, mediante 

busca ativa aos arredores dos domicílios e construções, com foco nas lâmpadas e 

outras fontes de luz que pudessem atrair estes vetores. Os exemplares capturados 

foram acondicionados em recipientes plásticos até serem identificados e examinados.  

A identificação dos triatomíneos foi feita morfologicamente de acordo com Lent 

e Wygodzinsky (1979). Após a identificação, os exemplares foram dissecados, 

examinados quanto à presença de formas compatíveis com os parasitas de interesse 

no tubo digestivo e glândulas salivares.   

4.4. Captura de tabanídeos 
 

Os tabanídeos foram capturados utilizando as redes de neblina na mesma 

metodologia de captura de morcegos e também através de coleta manual nas áreas 

onde houve relatos da observação de circulação de mamíferos com armadilha 

fotográfica pelos próprios monitores da Reserva. Após a captura, os tabanídeos foram 

mantidos em recipientes de plástico com algodão úmido e adaptação para ventilação 

para posterior análise. Estes exemplares foram dissecados, e o conteúdo intestinal 

colocado em álcool absoluto, para ser submetido ao mesmo protocolo de extração de 

DNA e PCR as quais foram submetidas as amostras de tecido de pequenos mamíferos 

visando a pesquisa de parasitas, bem como para posterior tentativa de identificação 

molecular da espécie de Tabanidae. 

4.5. Isolamento de tripanossomatídeos (Leishmania e Trypanosoma) de 
animais vertebrados. 
 

A tentativa de isolamento de espécies de tripanossomatídeos de amostras dos 

pequenos mamíferos foi realizada através da coleta de sangue por punção cardíaca, 

e semeado cerca de 100-200 µL de sangue em tubos com meio bifásico constituído 

por fase sólida BAB (blood ágar base com 10% sangue de coelho) e fase líquida de 

meio LIT (contendo soro fetal bovino e antibióticos) (Camargo, 1963). Este processo 

foi realizado em duplicata quando coletado quantidade de sangue suficiente. Estes 

tubos foram acondicionados a 28°C, e examinados através da observação de uma 

gota do conteúdo em lâmina, em microscópio de luz semanalmente por três meses.  

4.6. Isolamento e Cultivo de tripanossomatídeos de Triatomíneos.  
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Quando observada a presença de formas compatíveis com 

tripanossomatídeos , o intestino do triatomíneo foi acrescido de PBS 1x e Gentamicina 

numa concentração de 4mg/mL, para posterior inoculação peritoneal em dois 

camundongos Balb/c e estes mantidos sob observação por 20 dias. Após este 

período, os camundongos foram eutanasiados e o sangue retirado por punção 

cardíaca e inoculado em meio bifásico composto por BAB (Blood Agar Base) 

acrescido de LIT (Liver Infusion Tryptose) suplementado com 10% de soro fetal bovino 

e mantidos a 28°C, para o acompanhamento do crescimento de formas compatíveis 

com tripanossomatídeos.  

4.7. Preservação Dos Tripanossomatídeos na Coleção de Culturas. 
 

As espécies de tripanossomatídeos foram mantidas criopreservadas na 

Coleção Brasileira de Tripanossomatídeos (CBT) do Departamento de Medicina 

Veterinária Preventiva e Saúde Animal FMVZ-USP. Os isolados foram mantidos 

congelados em nitrogênio líquido, e cultivados a 25-28oC. 

4.8. Extração de DNA e Reações de Amplificação de sangue e tecidos de 
mamíferos.  
 Foi utilizado o kit comercial de extração de DNA Kit PureLink® (ThermoFisher), 

baseado nas recomendações e protocolos do fabricante para as amostras de sangue 

e tecido dos animais silvestres capturados. Todas as amostras extraídas foram 

submetidas a quantificação de DNA em espectrofotômetro NanoDrop® 2000 (Thermo 

Scientific) antes de seguirem para a etapa seguinte de amplificação.  

 Os oligonucleotídeos e condições das reações que foram  utilizadas para a 

amplificação da SSUrDNA, Citocromo B, gGAPDH, e catepsina L-like, estão descritos 

em trabalhos anteriores (Maia Da Silva et. al., 2004; 2007; Rodrigues et. al., 2006; 

Marcili et. al., 2009a, 2009b; 2009c; Hamilton et. al., 2004, 2007; Silva et al., 2019) 

 
 4.9. Purificação e Sequenciamento.  
 

 Fragmentos de DNA amplificados por PCR (produtos amplificados em três 

reações independentes) foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% 

e corados com Sybr Safe DNA gel stain (Thermo Fisher Scientific). Os amplificados 

foram purificados utilizando o ExoSAP-IT® ( Applied Biosystems), e os fragmentos 
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de DNA amplificados e purificados foram submetidos a reações de sequenciamento 

utilizando o kit Big Dye Terminator® (Perkin Elmer), de acordo com especificações 

do fabricante, em sequenciador automático ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer® 

(Perkin Elmer).  

 4.10. Alinhamento das Sequências Obtidas e Inferências Filogenéticas.  

 

As sequências obtidas dos diferentes genes utilizados como alvo foram 

submetidas a alinhamentos múltiplos pelos programas programa Clustal X® 

(Thompson et al., 1997) alterando os parâmetros relativos à inserção de “indels” (peso 

de inserção=1, Extensão=1) e manualmente ajustados no programa GeneDoc v. 

2.6.01® (Nicholas et al., 1997). As árvores filogenéticas foram inferidas por análise 

bayeseana (B) e máxima parcimônia (MP). As árvores de MP foram construídas 

utilizando o programa PAUP* v. 4.0b10 (Swofford, 1998) via busca heurística com 100 

replicatas de adição aleatória dos terminais seguida de troca de ramos (“RAS-TBR 

Branch-breaking”). As análises de suporte por “bootstrap” foram feitas em 100 

replicatas com os mesmos parâmetros empregados na busca. As análises 

bayeseanas foram executadas no programa MrBayes v.3.1.2® (Ronquist e 

Huelsenbeck, 2003). Para a verificação de suporte de ramos nas análises Bayeseanas 

foram utilizados os valores de probabilidade a posteriori obtidos com o programa 

MrBayes v.3.1.2®. As matrizes de similaridade (baseadas em distância p não 

corrigida) foram construídas utilizando o programa Poit Replacer v.2.0® 

disponibilizado pelo autor (Alves, J. M.) no endereço 

http://www.geocities.com/alvesjmp/software.html 

 
 
 
 

5. RESULTADOS  
 

Foram capturados 327 indivíduos, sendo 37 marsupiais, 172 roedores e 118 

morcegos, pertencentes a 30 gêneros (Tabela 01). 

Tabela 01. Espécies de pequenos mamíferos capturados e resultados de 
hemoculturas examinadas no estudo.   
Ordem Família Gênero e Espécie Indivíduos 

por espécie 
Positivos/Examinados 

em hemocultura 
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Rodentia  
  

 Família Muridae 

 
Brucepattersonius 
sp. 

1 0/1 

  Delomys sp. 1 0/1 

  
Euryoryzomys 
russatus  147 0/147 

  Hyalaemys sp. 4 0/4 

  Oligoryzomys sp. 9 0/9 

  Oxymycterus sp. 2 0/2 

  

Sooretamys angoya 
 
Oryzomys sp. 

1 
 
7 

0/1 
 

0/7 
Ordem 
Didelphiamorpha 

Família 
Didelphidae 

 
Didelphis aurita 2 0/2 

  
Gracilinanus 
microtarsus 1 0/1 

  Marmosops sp. 2 0/2 

  
Metachirus 
nudicaudatus 29 0/29 

  Micoureus sp. 3 0/3 

Ordem Chiroptera Família 
Emballonuridae Saccopteryx leptura 21 0/21 

    
 

 
Família 
Molossidae Molossus ater  1 0/1 

  Molossus molossus 1 0/1 

  
Nyctiomops 
laticaudatus 

5 0/5 

  
Família 
Phyllostomidae 

 4 0/4 

 
 Artibeus cinereus 6 0/6 

  Artibeus fimbriatus 4 0/4 

  Artibeus gnomus  1 0/1 

  Artibeus lituratus   9 0/9 

  Artibeus obscurus  2 0/2 

  Anoura caudifer 9 0/9 

  Carollia perspicillata 18 0/18 

  Chiroderma doriae 1 0/1 

  
Glossophaga 
soricina 

1 0/1 

  Lonchorhina aurita 1 0/1 

  
Micronycterys 
microtis 

1 0/1 

  Platyrrhinus lineatus  1 0/1 

  Rhinophylla pumilio 1 0/1 

  Sturnira lillium 13 0/13 

  Uroderma bilobatum 1 0/1 

  Trachops cirrhosus 2 0/2 

  
 
Myotis nigricans 12 0/12 

 
Família 
Vespertilionidae Myotis riparius 2 0/2 

  Eptesicus sp. 2  0/2 
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Foram examinadas 532 hemoculturas dos pequenos mamíferos, e não houve 

registro de crescimento de parasitas com morfologia compatível dos gêneros 

Leishmania e Trypanosoma.  

As análises moleculares pelo método de PCR foram realizadas em 395 

amostras de DNA extraídas de sangue e tecidos (baço e fígado) dos animais, e 

testadas para os genes SSUrDNA, Citocromo B, gGAPDH, para a deteccão de 

tripanossomatídeos em geral.  

Todas as 395 amostras foram ainda testadas para o diagnóstico específico de 

Leishmania infantum baseado do gene  Catepsina L-like (Silva et al. 2019) e todas as 

amostras testadas também foram negativas para este gene. Uma outra reação de 

PCR realizada foi para o gene Citocromo B de mamíferos (Steuber et. al., 2005), feita 

por amostragem, para conferir a eficácia da extração de DNA, e confirmou uma 

extração satisfatória.  

Foram capturados e encaminhados para análise do conteúdo intestinal 16 

espécimes de triatomíneos adultos identificados morfologicamente em duas espécies 

distintas: Panstrongylus megistus e Triatoma tibiamaculata. Dos examinados, sete 

indivíduos apresentaram formas compatíveis com protozoários da família 

Trypanosomatidae no intestino, conforme demonstrado na Tabela 03. Três espécimes 

não tiveram o conteúdo intestinal examinado pois não resistiram ao transporte até o 

laboratório. Posteriormente a visualização, cada conteúdo intestinal positivo foi 

submetido ao protocolo de inoculação em camundongos, para a tentativa de 

isolamento do parasita visualizado.  

Foram obtidos 11 isolados provenientes dos triatomíneos (Tabela 03).  Esses 

isolados foram caracterizados através da região SSUrDNA e gGAPDH e as 

sequências alinhadas. Estes isolados foram provenientes da inoculação em 

camundongos.  
Tabela 03. Espécies de triatomíneos capturados na Reserva Legado das Águas e resultado 

parasitológico para a presença de formas compatíveis a família Trypanosomatidae, com 

identificação dos isolados obtidos. 

Espécie de triatomíneo Código Exame parasitológico CBTa 

 
Panstrongylus megistus TR01 Positivo 300/301/302 

 
Triatoma tibiamaculata TR02 Positivo 303/304 

 TR03 Positivo Não isolado 



 39 

Panstrongylus megistus 
 

Triatoma tibiamaculata 
 

TR04 
 

Positivo 
 

305/306 
 

Panstrongylus megistus TR05 Negativo  
 

Triatoma tibiamaculata TR06 Positivo 307/308 
 

Triatoma tibiamaculata TR07 Positivo 290/291 
 

Triatoma tibiamaculata TR08 Negativo  
 

Panstrongylus megistus TR09 Negativo  
 

Panstrongylus megistus TR10 NE  
 

Triatoma tibiamaculata TR11 Negativo  
 

Triatoma tibiamaculata TR12 Negativo  
 

Panstrongylus megistus TR13 NE  
 

Panstrongylus megistus TR14 Negativo  
 

Triatoma tibiamaculata TR15 Positivo Não Isolado 
 

Triatoma tibiamaculata TR16 NE  
a CBT- Código de identificação na Coleção Brasileira de Tripanossomatídeos – FMVZ-USP; NE- não 
examinado 

 

A partir da análise destas sequências, relações filogenéticas com base na 

SSUrDNA (região barcode) foram inferidas por meio de máxima parcimônia e análise 

bayesiana e topologias congruentes foram geradas para Trypanosoma do subgênero 

Schizotrypanum, conforme demonstrado na Figura 05. O subgênero Schizotrypanum 

é um grupo monofilético (100% de bootstrap e 1% probabilidade a posteriori) e inclui 

as espécies T. dionisii, T. erneyi, T. cruzi marinkellei e T. cruzi. Os isolados obtidos 

neste estudo foram incluídos em dois ramos monofiléticos: dez isolados foram 

agrupados com a cepa de referência Y de T. cruzi (100% de bootstrap e 1 de 

probabilidade a posteriori); e a sequencia do barbeiro da espécie Panstrongylus 

megistus (TR03, indicada como B1) com a cepa de referência CANIII (100% de 

bootstrap e 1,0% de probabilidade a posteriori).  
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Também foi possível realizar a análise do conteúdo intestinal de três 

exemplares de tabanídeos (Diptera: Tabanidae) coletados na mesma área onde foram 

montadas as armadilhas para vertebrados. Os espécimes capturados foram 

dissecados e o conteúdo intestinal observado em microscópio óptico de luz e foi 

observadas presença de formas compatíveis com o gênero Trypanosoma. O conteúdo 

intestinal de dois tabanídeos (M1, M3) positivos foi preservado em etanol para análise 

molecular. A caracterização molecular foi baseada na região V7V8 SSUrDNA e no 

gene gGAPDH e as sequências comparadas a outras depositadas do GenBank. As 

sequências da região V7V8 SSUrDNA obtidas foram 99,29% similares com a espécie 

Trypanosoma terrestris (KF586847) (Acosta et al., 2013) corroborado pelas 

sequências de gGAPDH, similares com T. terrestris com 99,33% (KF586843).( Figura 

Figura 05- Árvore filogenética inferida por parcimônia e análise Bayesiana com base nas 

sequências genéticas SSUrDNA e Trypanosoma rangeli como grupo externo. Os números dos nós 
correspondem a 1000 replicatas de bootstrap e ao valor da probabilidade a posteriori. 
 
 

CBT290 
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06) A identificação molecular da espécie do tabanídeo ainda não foi possível, e ainda 

será realizada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

6. DISCUSSÃO  
 
 A Reserva Legado das Águas está situada no trecho de Mata Atlântica que 

abrange 87 Unidades de Conservação, no Corredor da Serra do Mar, contendo 

apenas em seu território 0,2% do total remanescente (Fundação SOS Mata Atlântica 

& INPE, 2019). Apesar do alto grau de preservação e baixa atividade humana na 

Reserva em si, em seu entorno estão assentadas diversas comunidades tradicionais 

e vilas nas bordas da mata. Estas pessoas não têm relação econômica direta com a 

Reserva, porém a região do Vale do Ribeira é uma das regiões com menor PIB per 

Figura 06. Árvore filogenética inferida por parcimônia e análise Bayesiana com base nas sequências 

genéticas SSUrDNA e Phytomonas sp. como grupo externo. Os números dos nós correspondem a 

1000 replicatas de bootstrap e ao valor da probabilidade a posteriori. 
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capita do estado de São Paulo e a população local ainda possui como fonte de renda 

a exploração ambiental, através da agricultura, pecuária de subsistência e 

extrativismo (IBGE, 2017).  

A Reserva Particular Legado das Águas possibilita uma intensa correlação 

entre dois ambientes distintos, áreas de mata preservada, com grande abundancia de 

espécies de pequenos mamíferos endêmicos da Mata Atlântica; com as comunidades 

tradicionais assentadas no entorno da área da Reserva, e a própria área de Sede, que 

possui vilas formadas por domicílios e hospedagens que servem como base para os 

funcionários e visitantes que transitam pela Reserva Legado das Aguas, pequenas 

áreas modificadas onde há um fluxo continuo de pessoas, e mesmo a observação 

visual de animais domésticos, como cães (Canis lupus familiaris) e gatos (Felis catus). 

A abundância de espécies da fauna da Reserva foi demonstrada neste estudo 

pela quantidade de espécies de pequenos mamíferos capturados, assim como a 

presença de algumas espécies que atuam como indicadores de qualidade ambiental 

como o Euryoryzomys russatus (Wagner, 1848; Bonverdop et al., 2017), e a 

diversidade de espécies de quirópteros endêmicos da Mata Atlântica e América do 

Sul, e predominância de espécies da família Phyllostomidae, que já foram 

demostradas anteriormente como boas na indicação de habitat com baixa alteração 

antrópica (Fenton et al., 1992). 

Houve a ausência de crescimento de parasitas nas hemoculturas diretas dos 

pequenos mamíferos, e nos testes moleculares do tipo PCR que são mais sensíveis 

e eficazes para a detecção dos parasitas alvo deste trabalho, e mesmo utilizando 

diferentes marcadores de eficácia comprovada, não resultou em amplificação, 

corroboraram com dados dos testes de hemocultura. Porém também há relato anterior 

da utilização do método de hemocultuta direta de pequenos mamíferos silvestres que 

também obtiveram baixa positividade demonstrada por isolados de T. cruzi e T. cruzi-

marinkellei, (Costa et al., 2015), e esta é uma segunda possibilidade que deve também 

ser avaliada, além da aparente não ocorrência de protozoários parasitas dos gêneros 

Leishmania e Trypanosoma nos pequenos mamíferos amostrados na Reserva legado 

das Águas.  

Além disso, os dados encontrados neste trabalho, se assemelham a outros 

resultados já encontrados anteriormente, onde foram detectadas baixas porcentagens 

de positividade em pequenos mamíferos silvestres em áreas de Mata Atlântica 

preservada (Cavazzana Jr. et al., 2010; Marcili et al., 2013; Acosta et. al., 2014; Dario 
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et. al., 2017; ). Tal achado pode ser interpretado como uma detecção do efeito de 

diluição destes parasitas em áreas de alta biodiversidade, onde a quantidade de 

hospedeiros ótimos e ruins para a replicação de patógenos se equilibram, e geram 

uma menor taxa de infecção percentual mesmo nas espécies que são os reservatórios 

naturais destes, efeito este já demonstrado anteriormente em doenças infecciosas 

emergentes ( Keesing et al., 2010; Altizer et. al., 2013).  

Foram encontrados 43.75% dos triatomíneos examinados positivos quanto a 

presença de formas compatíveis com protozoários da família Trypanosomatidae no 

intestino. E os 11 isolados foram caracterizados via método molecular como 

Trypanosoma cruzi, agrupados como a linhagem TCII. Esta é uma linhagem de 

circulação no ciclo domestico e detectada em ocorrência de Doença de Chagas em 

várias regiões da América do Sul (Lages-Silva et al., 2001; 2006;), em transmissão 

associada  a triatomíneos dos gêneros Panstrongylus e Triatoma, que vivem em 

abrigos de animais, tocas de roedores, rochas e também em habitats arbóreos, como 

ocos de arvores (Gaunt & Miles, 2000).  

 Relatos anteriores com análise direta de triatomíneos em diversos biomas 

demonstraram taxas de infecção variáveis, estudos feitos no Brasil relatam 100% de 

infecção na espécie Triatoma vitticeps num registro na Mata Atlântica modificada do 

estado do Espirito Santo, Brasil (Santos et al., 2005) 19,4% em Triatoma sórdida no 

estado de Mato Grosso do Sul (Cominetti et al., 2011) e 8,3% em Panstrogylus 

megistus na região do triângulo Mineiro e Alto Paranaíba, estado de Minas gerais (De 

Paula et al., 2010). Ainda estudos feitos no México demonstraram 57,3% e 11% em 

triatomíneos de espécies relacionadas ao ciclo de transmissão da Doença de Chagas 

(Vidal-Costa et al., 2000; Gómez-Hernández et al., 2008).  

Além dos dados de positividade de triatomíneos próximo a outros estudos já 

realizados, o presente estudo traz o achado de uma linhagem de ocorrência 

predominantemente antrópica circulando em grande parte dos triatomíneos 

capturados, TcII. Esta mesma DTU também já foi descrita anteriormente em áreas de 

mata Atlântica infectando naturalmente primatas, onde uma espécie (Leontopithecus 

sp.) demonstraram serem bons reservatórios silvestres desta linhagem (Lisboa et. al., 

2015; Acosta et. al., 2016) Além disso, estas espécies de vetores identificadas no 

presente estudo também utilizam abrigos de animais silvestres como refúgio primário 

(Carcavallo et al 1998), gerando a hipótese de possível sobreposição de diferentes 

ciclos de T. cruzi neste ambiente, seja pela possibilidade do reservatório vertebrado 
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do protozoário ser algum animal silvestre ainda não capturado, seja pela possibilidade 

dos triatomíneos estarem se alimentando também em animais domésticos ou 

humanos que circulem nas áreas adjacentes e da sede do Legado das Aguas.   

Além dos triatomíneos, houve o registro de uma espécie de Trypanosoma em 

mutucas da família Tabanidae, qual foi realizado por eventual possibilidade de captura 

destas nas redes montadas inicialmente para captura de morcegos. Esta família de 

invertebrados já foi descrita relacionando com algumas espécies do gênero  

Trypanosoma, como T. theileri, T. vivax, e T. brucei (Hoare, 1972; Böse et al., 1987, 

Böse & Heister, 1993; Hamilton et. al., 2008).  

Com a caracterização molecular foi detectada a presença de Trypanosoma 

terrestris, uma espécie já identificada parasitando antas (tapirus terrestris) no estado 

do Espírito Santo (Acosta et al., 2013), o que é digno de registro pois até então seu 

vetor não foi definido, ainda que evidências recentes sugerem evolução desse 

parasita juntamente a populações de antas, e ainda assim a possível alternância de 

hospedeiros realizada por um vetor (Perez et. al., 2019), Mais estudos, no entanto, 

são necessários para afirmar a correlação entre T. terrestris e os tabanídeos, 

caracterizando também a espécie do inseto encontrado correlato, e se há uma 

competência vetorial real, além de novas investigações acerca da capacidade 

patogênica do protozoário tanto no hospedeiro já descrito, como em novos possíveis 

hospedeiros vertebrados.  
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7. CONCLUSÃO 
Há a circulação de duas espécies do gênero Trypanosoma, T. terrestris e T. 

cruzi linhagem TCII, na Reserva Legado das Aguas-Votorantim, no município de 

Miracatu, estado de São Paulo, porém as características de transmissão não foram 

estabelecidas, e mais estudos serão necessários para caracterização de ambos os 

ciclos, e ainda estabelecer a epidemiologia da espécie Trypanosoma terrestris.  
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ANEXO 01 Formulário de autorização para realização da captura e 
manipulação dos animais, expedida pelo Ministério do Meio 
Ambiente.   
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