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RESUMO 
 
FERREIRA, J. I. G. S. Descrição morfológica e Filogenia de parasitas do gênero 
Trypanosoma em pequenos mamíferos silvestres do Brasil. 64 f. Tese 
(Doutorado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020. 
 
 
Todas as espécies de roedores e marsupiais descritas na literatura são potenciais 

hospedeiros de diferentes espécies de tripanossomas. Análises filogenéticas 

baseadas em genes SSU rRNA e gGAPDH tem apoiado a formação de novos 

clados, mesclando os tripanossomas já descritos com novos. Desde ano de 2011, 

diversos animais silvestres foram capturados nos diferentes biomas brasileiros (Mata 

Atlântica, Caatinga, Cerrado, Amazônia e Pantanal) para o isolamento de 

tripanossomatídeos com o objetivo da montagem da Coleção Brasileira de 

Tripanossomatídeos. Foram obtidos isolados de parasitas do gênero Trypanosoma 

de pequenos mamíferos silvestres e que apresentaram padrão de crescimento em 

meios de cultura axênicos e monocamada de células. Os perfis distintos foram 

apresentados por isolados obtidos de roedores e marsupiais capturados no estado 

de Mato Grosso nos municípios, de Poconé e Chapada Guimarães. Foi feito o 

cultivo e manutenção, microscopia de varredura e transmissão dos isolados, 

associados a análise filogenética. Foram descritas 4 espécies novas de parasitas do 

gênero Trypanosoma em 10 pequenos mamíferos pertencentes a uma espécie de 

roedor (Hylaeamys megacephalus) e duas espécies de marsupiais (Phylander 

opossum e Didelphis albiventris).Os resultados deste estudo ressaltam a descrição 

de novos tripanossomas brasileiros em pequenos mamíferos, diminuindo as brechas 

de informação em filogenia e evolução. 

 
 
Palavras-chave: Trypanosoma. Filogenia. Marsupiais. Roedores.  
 
 
 
 
  



ABSTRACT 
 
FERREIRA, J. I. G. S. Morphological description and Phylogeny of parasites of 
the genus Trypanosoma in small wild mammals of Brazil. 64 f. Tese (Doutorado 
em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2020. 
 
 
All rodent and marsupial species described are potential hosts for different 

trypanosome species. Phylogenetic analyzes based on genes SSU rRNA and 

gGAPDH have supported the formation of new clades by merging the previously 

described trypanosomes with new ones. Since 2011, several wild animals have 

been captured in different Brazilian biomes (Atlantic Forest, Caatinga, Cerrado, 

Amazon and Pantanal) for the isolation of trypanosomatids in order to assemble 

the Brazilian Collection of Trypanosomatids. Isolates of parasites of the 

Trypanosoma genus were obtained from small wild mammals that showed growth 

pattern in axenic culture media and cell monolayer. The distinct profiles were 

presented by isolates obtained from rodents and marsupials captured in the state 

of Mato Grosso in the municipalities of Poconé and Chapada Guimarães. 

Cultivation and maintenance, scanning microscopy and transmission of the 

isolates were done together with the phylogenetic analysis. Four new species of 

Trypanosoma spp. Were identified in 10 small mammals belonging to one specie 

of rodent (Hylaeamys megacephalus) and two species of marsupials (Phylander 

opossum and Didelphis albiventris). The results of this study highlight the 

description of new Brazilian trypanosomes in small mammals by decreasing 

information gaps in phylogeny and evolution. 

 
Keywords: Trypanosoma. Phylogeny. Marsupials. Rodents.  
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 
De acordo, com a classificação mais atual dos protistas, os tripanossomas 

são divididos em Supergrupo: Excavata; Grupo: Euglenozoa; Subgrupo: 

Kinetoplastea (ADL et al., 2005). No entanto, encontramos a maior parte das 

referências bibliográficas com a classificação tradicional Filo: Euglenozoa, Cavalier-

Smith, 1981; Classe: Kinetoplastea, (Konigberg, 1963) Vickerman,1976; Ordem: 

Trypanosomatidae, (Kent, 1880) Holande, 1952; Família: Trypanosomatidae, Doflein, 

1901; Gênero: Trypanosoma, Gruby,1843. 

A família Trypanosomatidae alberga protozoários flagelados que detêm como 

principal peculiaridade, uma área especial de sua única mitocôndria: o cinetoplasto, 

constituído por corpúsculos em forma circular de DNA organizados e localizados na 

origem do corpo flagelar (VICKERMAN, 1976). Esta família alberga parasitas 

divididos em gêneros com ciclo de vida monoxênicos ou heteroxênicos que infectam 

plantas, invertebrados e vertebrados (SIMPSON; STEVENS; LUKES, 2006; 

STEVENS, 2008; DESCHAMPS et al., 2011). 

 Os representantes do ciclo de vida heteroxênicos são: Phytomonas, 

Endotrypanum, Trypanosoma, Leishmania e Porcisia (LEONARD; SOANES; 

STEVENS, 2011; MASLOV et al., 2013; LUKES et al., 2014; PORCEL et al., 2014; 

KAUFER et al., 2017). E os parasitas do ciclo de vida monoxênicos: Angonomas, 

Blastocrithidia, Lafontella, Herpetomonas, Novymonas, Kentomonas, Lotmaria, 

Paratrypanosoma, Sergeia, Strigomonas, Leptomonas, Jaenimonas, Blechomonas, 

Rhynchoidomonas, Wallacemonas, Zelonia e Crithidia (VICKERMAN, 1976; 

SVOBODOVÁ et al., 2007; VOTÝPKA et al., 2013; D´AVILA-LEVY et al., 2015). 

Os tripanossomatídeos monoxênicos são descritos como restritos a insetos 

das ordens: Diptera, Hymenoptera, Siphonaptera e Hemiptera. No entanto, alguns 

ciclos de vida heteroxênicos, com exceções, foram relatados: A) Leptomonas 

seymouri é observada em coinfecções com Leishmania donovani em pacientes com 

leishmaniose visceral (GHOSH et al., 2012; KRAEVA et al., 2015); B) Leptomonas 

sp. e Herpetomonas samuelpessoai com infecção mista em um paciente HIV positivo 

(PACHECO et al.,1998; MORIO et al., 2008); C) membros de plantas infectantes por 

Herpetomonas (BORGHESAN et al., 2013) e D) um relato de Blastocrithidia sp. 

infectando morcegos (HODO et al., 2016). Os tripanossomas (Trypanosoma spp.) 

pertencem a um grupo monofilético de parasitas heteroxênios, os quais estão bem-
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adaptados a várias espécies de vertebrados e são transmitidos por vetores 

sugadores de sangue, como sanguessugas, carrapatos e insetos (ZINGALES et al., 

2012). 

O estudo da variedade de tripanosomas que circulam em animais silvestres, 

continua sendo escasso, da mesma forma entre os mamíferos, mesmo sendo o 

grupo mais pesquisado (PODLIPAEV, 1990; MAIA DA SILVA et al., 2004, 2009; LIMA 

et al., 2012, 2015; RODRIGUES et al., 2008; FERREIRA et al., 2017; LOPES et al., 

2018). 

 
1.1 TRIPANOSSOMAS EM MAMÍFEROS 

 
Trypanosoma é um gênero de flagelados cinetoplastídeos que inclui mais de 

500 espécies descritas, parasitando todas as classes de vertebrados, com maior 

número de descrições de mamíferos (PODLIPAEV, 1990). 

Nas espécies do gênero Trypanosoma, as formas tripomastigotas são 

descritas nos hospedeiros invertebrados (tripomastigota metacíclico e epimastigota) 

e vertebrados (amastigota e tripomastigota sanguíneo) (HOARE, 1972). 

A Secção Salivaria engloba os parasitas que infectam os mamíferos dos 

subgêneros Duttonella (Trypanosoma vivax), Pycnomonas (Trypanosoma suis), 

Trypanozoon (Trypanosoma brucei, Trypanosoma equiperdum e Trypanosoma 

evansi) e Nannomonas (Trypanosoma congolense, Trypanosoma simiae, 

Trypanosoma godfreyi).Os tripanossomas encontrados na América do Sul, desta 

secção são: T. evansi, T. vivax são mecanicamente transmitidos e T. equiperdum é 

apontada como uma enfermidade venérea por transmissão direta em cavalos. Nesta 

secção os tripanossomas são encontrados nas glândulas produtoras de saliva do 

vetor, sendo disseminadas as formas tripomastigotas durante a picada do inseto. As 

exceções não se desenvolvem em insetos e são mesmo na África transmitidos 

mecanicamente, são: T. evansi (insetos hematófagos) e T. equiperdum (via sexual) 

(HOARE, 1972; HAMILTON; GIBSON; STEVENS, 2007; STEVENS, 2008; 

RODRIGUES et al., 2016; WEN et al., 2016). 

Na Secção Stercoraria, as espécies crescem somente, no canal digestivo do 

vetor, disseminadas por transmissão com formas tripomastigotas metacíclicas, 

eliminadas com os excrementos dos insetos durante a picada. Engloba os 
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subgêneros Schizotrypanum, Herpetosoma e Megatrypanum, respectivamente 

Trypanosoma cruzi, Trypanosoma lewisi, Trypanosoma theileri (HOARE, 1972). 

 As análises filogenéticas baseadas em diversos genes têm apoiado os 

grandes clados no gênero: o Clado T. brucei, o Clado T. cruzi e o Clado aquático, 

clado T. theileri; Clado T. cyclops, Clado T. copemani; Clado T.avium/T. corvi, Clado 

T. lewisi, Clado T. terrestris, Clado lagartos/ serpentes/ mamíferos e Clado 

crocodilianos (RODRIGUES et al., 2006; FERMINO et al., 2013; HAMILTON; 

GIBSON; STEVENS, 2007; SARATAPHAN et al., 2007; VIOLA et al., 2009 a, b; 

MAIA DA SILVA et al., 2010; ACOSTA et al., 2013; FERREIRA et al., 2017). 

 O Clado T. brucei é composto por isolados patogênicos que tiveram origem na 

África. Infecta o homem e mamíferos ungulados silvestres e domésticos (interesse 

na pecuária) e tem como vetor a mosca tsé-tsé (STEVENS; RAMBAUT, 2001; 

HAMILTON et al., 2009; VAN DEN BOSSCHE et al., 2010). Este clado reúne: T. 

brucei, T. evansi; T. vivax; T. suis; T. congolense e T. simiae (HOARE, 1972; ADAMS 

et al., 2010). 

 Clado T. cruzi: composto pelo T. cruzi e tripanosomas de morcegos do velho e 

novo mundo, T. conorhini de ratos e um tripanossoma de canguru da Austrália. Os 

tripanossomas T. rangeli e T. rangeli-like integram um conjunto correlacionado com 

as espécies do subgênero Schizotrypanum (STEVENS, 2008; LIMA et al., 2013).  

 Clado Aquático: composto por tripanossoma de tartaruga, de ornitorrinco, 

peixes e anfíbios. Com a inserção de tripanossomas de anuros na filogenia foi 

sugerida uma ramificação do Clado aquático em dois grupos (tripanossomas de 

peixes predominantes) e outro (tripanossoma de anuros). Os sanguessugas são os 

vetores das espécies que infectam peixes, tartarugas, serpentes aquáticas e anuros. 

Nos tripanossomas de anuros também são vetores moscas e mosquitos 

hematófagos (FERREIRA et al., 2007, 2008; VIOLA et al., 2009b; SPODAREVA et 

al., 2018). 

 Clado T. grayi: abrange tripanosomas de crocodilianos de origem africana 

(disseminados por moscas tsé-tsé) e no continente Sul americano os vetores são as 

lesmas e os tabanídeos (VIOLA et al., 2009b, FERMINO et al., 2013; 2015; 2019).  

 Clado T. theileri: compreende tripanosomas não patogênicos e específicos de 

mamíferos ungulados da ordem Artiodactyla, que abrange os bovinos, bubalinos, 

cervídeos, ovinos e antílopes, e tem como vetores moscas hematófagas 
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(RODRIGUES et al., 2006; HAMILTON et al., 2009). Também neste clado reúne 

espécies como T. cyclops e Trypanosoma spp. encontrados em primatas da Ásia, 

tripanossoma de wallaby e sanguessugas terrestres (HAMILTON; GIBSON; 

STEVENS, 2007; RODRIGUES, 2010; LIMA et al., 2013). 

 Clado dos Tripanossomas de origem australiana compõem tripanossomas de 

coala e marsupiais (THOMPSON; GODFREY; THOMPSON, 2014). 

 Clado T. avium/ T. corvi integra tripanossomas de aves. Tem como vetores 

artrópodes (VOTÝPKA et al., 2012). 

 Clado T. lewisi relatados nas ordens Lagomorpha, Rodentia e primatas (MAIA 

DA SILVA et al., 2010). Este clado tem como vetor pulga e possuem especificidade 

por hospedeiro vertebrado (HOARE, 1972). 

 Clado T. terrestris constituído por tripanossoma de anta brasileira (Tapirus 

terrestris) (ACOSTA et al., 2013). 

 Clado lagartos/ serpentes/ mamíferos é formado de relatos de tripanosomas  

parasitando serpentes brasileiras, lagartos da América do Norte e da África e um 

pequeno marsupial do Cerrado brasileiro (VIOLA et al., 2008; 2009 a, b; FERREIRA 

et al., 2017).Transmitidos principalmente por insetos flebotomíneos, o clado lagarto / 

cobra é composto por Trypanosoma varani e Trypanosoma sp., que infectam 

lagartixas, e Trypanosoma cascavelli e Trypanosoma serpentis, que parasitam 

cobras no Brasil (PESSÔA; DE BIASI, 1972; VIOLA et al., 2009a; ACOSTA et al., 

2014). Trypanosoma gennarii (Marcili, 2017), foi encontrado em Monodelphis 

domestica e Gracilinanus agilis, com possíveis vetores insetos dípteros (FERREIRA 

et al., 2017; RODRIGUES et al., 2019).  

 
1.2 PEQUENOS MAMÍFEROS TERRESTRES 

 
 Eisenberg; Redford (1999), classificaram como pequenos mamíferos, animais 

cujo peso corporal não ultrapassa 2 kg. Integram este grupo os marsupiais, como 

gambás e cuícas da Ordem Didelphimorphia, Família Didelphidae e ratos da Ordem 

Rodentia, Famílias: murídeos, cavídeos, esquilos e ratos-de-espinhos. 

 Os pequenos mamíferos brasileiros são relatados em todos os exemplos de 

ecossistema, tais como florestas fechadas, campos e dunas. Apresentam diferentes 

hábitos de vida: semi-fossorial e terrestre; escansorial (solo e o subosque); 

arborícola (subosque e dossel) e semiaquático (FONSECA et al., 1996). Sobre a 
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dieta podem ser insetívoros, onívoros, frugívoros, piscívoros (alguns marsupiais) e 

podem consumir ovos (FONSECA et al., 1996; BARBINI; PASSAMANI, 2003). Já os 

roedores parecem comer grãos, são herbívoros e alguns insetívoros (GASPAR, 

2003). 

 Entre os marsupiais, a família Didelphidae conta com mais de 70 espécies, 

distribuídas pelas Américas e 55 espécies no Brasil (REIG, 1981; VOSS; LUNDE; 

JANSA, 2005). Já o gênero Didelphis, é encontrado desde o Canadá até a Argentina 

(AUSTAD, 1988). 

 Fazem parte do grupo dos didelfídeos as seguintes espécies: Didelphis 

albiventris e Philander opossum. Didelphis albiventris (Lund, 1840) pertence a 

Classe Mammalia, Ordem Didelphimorphia, Família Didelphidae. Tem como nomes 

populares: Gambá orelha-branca, Saruê, White-eared Opossum, Comadreja Común, 

Comadreja Overa. Ocorre nos territórios brasileiro, paraguaio, uruguaio, argentino e 

boliviano. Também é um dos maiores marsupiais do Brasil, pesando de 500 g a 2,8 

Kg (EISENBERG; REDFORD, 1999). Possuem dieta onívora, são arborícolas, 

noturnos e solitários (FONSECA et al.,1996), e considerados sinantrópicos. Os 

representantes do gênero Didelphis tem demostrado competência para serem 

bioacumuladores de T. cruzi (DEANE; LENZI; JANSEN, 1984; ANDRADE; PINTO; 

OLIVEIRA, 2002). 

 Philander opossum (Linnaeus, 1758) pertence a Classe Mammalia, Ordem 

Didelphimorphia, Família Didelphidae. Tem como nomes populares: Philander 

frenatus, Cuíca quatro-olhos, Southeastern Four-eyed Opossum. Está presente do 

nordeste do México, planícies tropicais das Américas Central e do sul até a Bolívia e 

centro-sul do Brasil, em altitudes usualmente abaixo de 1000 m (PATTON; SILVA, 

2007). Marsupial de porte médio que vive em florestas e matas de galeria, habitando 

tanto o dossel quanto o solo, são terrestres e solitários. São onívoros, alimentam-se 

de frutos, de pequenos invertebrados e vertebrados e até mesmo carniça. Peso 

corporal de 341 a 910 g (VOSS; LUNDE; SIMMONS, 2001) 

A Ordem Rodentia, a qual pertence os roedores, replete em torno de 44% das 

espécies dentro da classe Mammalia, sendo descritos no Brasil 75 gêneros e 243 

espécies (MUSSER; CARLETON, 2005; REIS et al., 2011). Genericamente, esta 

ordem compreende animais de poucos gramas, como os microrroedores murídeos 

até os mais pesados como a capivara, o maior roedor conhecido (CUBAS; SILVA; 

CATÃO-DIAS, 2007). 
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A Família Cricetidae está dividida em seis subfamílias, dentre elas, a 

subfamília Sigmodontinae, é a segunda maior em número de espécies e na 

diversidade de roedores (SWIER et al., 2009). Esta subfamília é exclusiva das 

Américas, ocorrendo principalmente na América do Sul e contém 377 espécies em 

74 gêneros e 9 tribos (REIG, 1980; SMITH; PATTON, 1999; D'ELÍA; PARDIÑAS; 

MYERS, 2005; MUSSER; CARLETON, 2005). 

 Faz parte do grupo dos sigmodontinos a seguinte espécie: Hylaeamys 

megacephalus (Fischer, 1814 e Weksler; Percequillo; Voss, 2006). Pertence a 

Classe Mammalia, Ordem Rodentia, Família Cricetidae a qual apresenta ampla 

radiação no Neotrópico e um grande número de espécies, com diversas variações 

morfológicas e ecológicas (EISENBERG; REDFORD, 1999). Tem ampla distribuição 

geográfica na América do Sul e uma das maiores do gênero Hylaeamys, ocorrendo 

em florestas desde a Amazônia até o Cerrado e Mata Atlântica. Foi encontrada nos 

seguintes territórios: venezuelano, guianense, trinidense, paraguaio e brasileiro 

(PRADO; PERCEQUILLO, 2013).E ainda tem hábito terrestre (MARES; ERNEST; 

GETTINGER, 1986; NITIKMAN; MARES, 1987). 

 Os roedores têm importante papel na transmissão de zoonoses, como 

reservatórios de parasitas, entre eles: Leishmania spp, T. cruzi, T. evansi, T. rangeli e 

T. conorhini (DEANE; DEANE, 1961; PINTO et al., 2006; NAIFF; BARRETT, 2013; 

HONG et al., 2017). 

 Os roedores têm a capacidade de estarem infectados com mais de um 

tripanosoma ao mesmo tempo, como Trypanosoma musculi e T. lewisi, ambos os 

parasitas têm vida semelhante, ciclos com duas formas proliferativas principais: 

tripomastigotas e epimastigotas (HONG et al., 2017). Os tripomastigotas de T. lewisi 

têm comprimento do corpo e largura similares, o que torna difícil a distinção destes 

dois tripanossomas morfologicamente, sendo necessária a diferenciação molecular 

(HOARE, 1972; TALIAFERRO; PAVLINOVA, 1936). 

 T lewisi (Kent, 1880), é considerada uma espécie de grande especificidade 

pelo hospedeiro vertebrado. Encontrada circulando ao redor do mundo, em 

lagomorfos, morcegos e primatas (inclusive humanos imunodeprimidos), com 

preferência em parasitar roedores (JOHNSON, 1933; MARINKELLE, 1966; 

SHRIVASTAVA; SHRIVASTAVA, 1974; LAINSON; BRÍGIDO; SILVEIRA, 2004; 

HOWIE et al., 2006; KAUR et al., 2007; SARATAPHAN et al., 2007; DOKE; KAR 

2011; VERMA et al., 2011; TRUC et al., 2013; HONG et al., 2017). Esta espécie não 
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parece ser patogênica, é geralmente autolimitante no seu hospedeiro roedor, devido 

a sua capacidade reduzida de variação antigênica (D’ALESSANDRO; BEHR,1991). 

No Brasil, a espécie T. lewisi-like, foi encontrada em um esquilo (Sciurus 

spadiceu) na região Amazônica (LAINSON; BRÍGIDO; SILVEIRA, 2004).  

 As pulgas (Siphonaptera), são consideradas como insetos vetores para a 

maior parte dos parasitas do subgênero Herpetosoma. Os roedores adquirem a 

infecção ao lamber essas fezes da pulga contaminadas desses insetos presentes 

em sua pele ou pela ingestão de pulgas durante a autolimpeza (MOLYNEUX, 1976). 

 Marcadores moleculares tradicionais têm sido utilizados para distinguir T. 

lewisi e T. rangeli (Tejera,1920), o que vem revelando muitas sinonímias (NOYES et 

al., 2002). No entanto, o comportamento do vetor e sua gama de hospedeiros e 

filogenia molecular validaram o subgênero Herpetosoma, contendo o clado T. lewisi, 

excluindo o T. rangeli  (HAMILTON; GIBSON; STEVENS, 2007; MAIA DA SILVA et 

al., 2007). 

  Já em marsupiais foi descrito infecção mista em Monodelphis domestica com 

Trypanosoma gennarii e T. cruzi (FERREIRA et al., 2017) e Monodelphis americana 

com T. cascavelli, T. dionisii e Trypanosoma sp (DARIO et al., 2017). 

  A tripanossomíase americana causada pelo T. cruzi que em humanos pode 

resultar na doença de Chagas, atualmente é considerada um desafio global à saúde 

(COURA; VIÑAS; JUNQUEIRA, 2014; JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2018). Essa 

doença é distribuída em 21 países latino-americanos e estuda-se que entre 6 a 8 

milhões de seres humanos no mundo estejam contaminados com T. cruzi (WHO, 

2018). 

 T. cruzi (Chagas,1909) é um parasita generalista e de grande sucesso, pois é 

encontrado em uma centena de espécies de mamíferos distribuídos do sul dos EUA 

ao sul da Argentina. Essa espécie de parasita é transmitida por insetos triatomíneos, 

exclusivamente, hematófagos (insetos da ordem Hemiptera), nas quais o parasita 

estabelece infecções permanentes (JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2018). 

 Em seus hospedeiros mamíferos, T. cruzi também estabelece infecções 

estáveis e duradouras, que apresentam peculiaridades inerentes às diferentes 

espécies hospedeiras e até indivíduos. Outros múltiplos fatores também contribuem 

para essas peculiaridades tais como: como subpopulações de parasitas, rota de 

infecção, estado nutricional do hospedeiro e infecção concomitante com unidades de 

tipagem discreta (DTUs) distintas de T. cruzi (JANSEN; XAVIER; ROQUE 2018). Os 
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genótipos de T. cruzi foram agrupados em seis unidades de tipagem discreta 

(DTUs), TcI- TcVI, além do Tcbat, o sétimo DTU (ZINGALES et al., 2009; MARCILI et 

al., 2009).  

 Todos os genótipos de T. cruzi são capazes de infectar seres humanos, e a 

doença de Chagas tem possíveis resultados clínicos graves (ZINGALES et al., 

2012). A distribuição geográfica dessas DTUs varia de acordo com aos diferentes 

cenários de transmissão em que seus hospedeiros estão envolvidos. T. cruzi é 

colocado dentro do clado T. cruzi, que engloba outras espécies de tripanossomas 

que infectam uma diversidade de mamíferos (incluindo humanos) e morcegos, em 

particular (RANGEL et al., 2019). 

 Marsupiais e morcegos são reconhecidos como hospedeiros muito antigos do 

clado T. cruzi (LOPES et al., 2018).  

 No Brasil, foram reportadas as espécies T. freitasi; T. saloboense; T. cruzi e 

T. rangeli infectando diversas espécies de marsupiais (RÊGO; MAGALHÃES; 

SIQUEIRA, 1957; DEANE et al., 1972; MAIA DA SILVA et al., 2004; LAINSON, DA 

SILVA; FRANCO 2008). Ainda no país, um dos primeiros relatos de tripanossomas 

foi T. samueli em Monodelphis domesticus um pequeno marsupial; nos roedores o T. 

amileari em Oryzomys eliurus, T. conorhini em Rattus rattus (HOARE, 1972; MELLO, 

1977; 1979). Além de T. shawi em capivaras com parasitemia extremamente baixa 

(NUNES et al., 1987); Mesomys hispidus, roedor com T. lainsoi (NAIFF; BARRETT, 

2013) e outro tripanossoma relatado em roedor no Brasil foi T. mariae em Calomys 

callosus (MELLO, 1978; BORGES; MELO; TEIXEIRA, 1982). 

 Os trabalhos realizados no Brasil, descrevem apenas as características 

morfológicas do parasita. Em marsupiais, recentemente foi descrito T. gennarii em 

Monodelphis domestica e Gracilinanus agilis  (FERREIRA et al., 2017; RODRIGUES 

et al., 2019) e T. janseni em D. aurita e D. albiventris (LOPES et al., 2018; 

RODRIGUES et al., 2019) com descrição morfológica, estudo molecular e filogenia. 

 

1.3 EVOLUÇÃO DOS PEQUENOS MAMÍFEROS 

 
 Entre marsupiais e placentários, a divergência, é de cerca de 100 milhões de 

anos. Os marsupiais, tem sua origem incerta alguns estudos pressupõem sua 

origem na América do Norte, de onde chegaram a extinção cerca de 15 milhões de 

anos ao mesmo tempo. Avançaram a expansão na América do Sul, prosseguindo até 
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a Austrália, em que, por ausência de competidores, houve sua grande diversificação 

(ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002). 

 A ampla distribuição dos marsupiais didelfídeos nas Américas tende-se a sua 

excelente adaptabilidade, principalmente. A resistência ao endocruzamento é outro 

fator positivo à dispersão da espécie, já que somente um pequeno número de 

animais é suficiente para formar uma colônia (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002). 

 Nas Américas, os marsupiais evoluíram de forma isolada e foram eficazes ao 

ocuparem diversos nichos (TYNDALE-BISCOE, 2005). Referências são 

desconhecidas de ordens de marsupiais anteriores ao Cretáceo tardio (ARCHER; 

KIRSCH, 2006). No entanto, todas as linhagens de marsupiais já eram descritas, no 

início do Terciário (TYNDALE-BISCOE, 2005). Os mais antigos registros fósseis do 

gênero Didelphis datam de 4 milhões de anos (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002; 

COZZUOL et al., 2006). 

 Os roedores sigmodontinos (ratos-de-algodão e arroz, grama, camundongos 

etc.) estão presentes em toda a América do Sul, do nível do mar aos altos Andes e 

da Amazônia ao Atacama (LESSA et al., 2014). A subfamília Sigmodontinae inclui 86 

gêneros e cerca de 400 espécies existentes, das quais 85 gêneros e 381 espécies 

habitam a América do Sul (D'ELÍA; PARDIÑAS, 2015). Os gêneros sigmodontinos 

foram unidos em vários grupos, com alguns formalizados como tribos. Análises 

filogenéticas baseadas em sequências de DNA levaram a mudanças importantes na 

distinção e composição das tribos (LESSA et al., 2014). 

 Foi proposto, de acordo com o modelo de paleobiogeografia sigmodontina, 

que os roedores sigmodontinos evoluíram na América do Norte pelo menos 7 

milhões de anos. Eles invadiram a América do Sul por dispersão da América Central 

entre 5 e 7 milhões de anos durante uma queda mundial do nível do mar 

(MARSHALL et al., 1979; ENGEL et al., 1998; SMITH; PATTON, 1999). 

 Steppan, Adkins e Anderson, et al. (2004), usando genes nucleares, 

propuseram que apenas uma linhagem tenha chegado a América do Sul antes da 

formação da ponte terrestre panamenha. Uma vez estabelecidos na América do Sul, 

os sigmodontinos passaram por uma grande radiação adaptativa, responsável por 

sua diversidade atual (ENGEL et al.,1998), cerca de 60% de todas as espécies de 

roedores da América do Sul (LEITE et al., 2014). Já Schenk, Rowe e Steppan (2013) 

demonstraram que a diversificação dos sigmodontinos na América do Sul se deve a 

um processo de oportunidade ecológica. Leite et al. (2014) sugerem que a 
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diversificação da subfamília Sigmodontinae envolve mudanças paleogeográficas nas 

escalas continental e global, o que possibilitou uma primeira invasão da região 

noroeste da Colômbia no mioceno médio e tardio.  

 
1.4 GENES TRADICIONAIS UTILIZADOS PARA FILOGENIAS DE 

TRIPANOSSOMAS: SSUrDNA E gGAPDH 

 
 A utilização de genes ribossômicos tem permitido inferir relacionamentos 

filogenéticos entre as espécies de diferentes gêneros, refletindo a história evolutiva 

da família Trypanosomatidae, devido a sua ampla presença e função essencial em 

todos os seres vivos descritos (ESPINOSA, 2014). 

 A estrutura de DNA ribossômico (rDNA) consiste em unidades de repetição 

com uma unidade de transcrição (cistrons ribossômico) e um espaçador intergênico 

(IGS), com cópias enfileiradas repetitivas no genoma dos tripanossomatídeos. Esses 

genes são processados como um pré-RNA originando 3 moléculas muito 

conservadas de RNA maduros, nomeados: 18S (SSU ou subunidade menor), 5,8S e 

24S (LSU, subunidade maior). A subunidade maior, 24S é composta por duas 

unidades de grande peso molecular (24Sα e 24Sβ) e por quatro unidades menores 

de rRNAS de pequeno peso molecular: S1 (entre 24Sα e 24Sβ); S2, S4 e S6 

(extremidade 5’ da 24Sβ). As três moléculas 18S, 5,8S e 24S, são separadas por 

regiões transcritas: os espaçadores transcritos internos (ITS) e os espaçadores 

transcritos externos (ETS), com grau de conservação mediano (SOGIN; ELWOOD; 

GUNDERSON,1986; HERNÁNDEZ et al.,1990). (Figura 1). 

 

Figura 1 - Representação esquemática do cistron ribossômico de rRNA 
 
 

 
 
Fonte: Modificado de Marcili (2008). 
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 O SSU (subunidade menor) é composta por sítios globalmente conservados 

(U1-U8), cercados por partes instáveis (V1-V9) (HERNÁNDEZ et al.,1990). Regiões 

parcialmente conservadas concedem, ao mesmo tempo, alinhamentos altamente 

confiáveis, com habilidade de resolver relacionamentos entre organismos distantes, 

tal como entre espécies muito relacionadas. As regiões V7-V8 que compõem 

fragmentos da SSUrDNA, foram empregadas como marcadores, para inferir 

filogenias dos tripanossomatídeos e análises de DNA barcoding. Os espaçadores 

intergênico (IGS) e espaçadores transcritos internos (ITS), possuem alto grau de 

polimorfismo e são bastante variáveis, até mesmo entre isolados da mesma espécie, 

ao contrário da região SSU e LSU  (LIMA et al., 2013). 

 A enzima gGAPDH (Gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase glicossomal) atua 

no metabolismo da glicose pelo glicossoma, muito importante aos cinetoplastídeos. 

Nos parasitas da família Trypanosomatidae, a enzima gGAPDH é composta por dois 

genes iguais organizados em cópias enfileiradas. Fora a versão glicossomal, há uma 

cópia de outro gene que codifica uma isoforma citoplasmática da enzima (cGAPDH) 

(Figura 2) (HANNAERT; OPPERDOES; MICHELS,1998). 

 Entre os tripanossomatídeos, os genes de gGAPDH são muito preservados 

dentro de cada espécie com pequena variação de tamanho, sem regiões ambíguas, 

o que permite inúmeros alinhamentos muito confiáveis. Estes atributos permitem que 

o gene completo possa ser utilizado em filogenias de organismos muito distantes 

(HAMILTON et al., 2004) 

 

Figura 2 - Representação esquemática dos genes gGAPDH e cGAPDH 
 

 
 
Fonte: Modificado de Vargas (2014). 

 
 

As sequências do gene gGAPDH, ajudam a compreender as relações 

filogenéticas entre os tripanosomas e apresentam grande harmonia com os produtos 

gerados em relações filogenéticas semelhantes com o gene SSU rRNA (HAMILTON 
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et al., 2004). Em trabalhos evolutivos da família Trypanosomatidae, o gene gGAPDH 

é o segundo mais utilizado (em análises individuais e / ou combinadas), logo após o 

gene SSU rRNA. Com as sequências concatenadas de gGAPDH e SSUrDNA têm 

formado, pelas análises filogenéticas, topologias bastante robustas e confiáveis. 

Desse modo, são bastante úteis na diferenciação dos gêneros, dos subgêneros e 

das espécies desta família (HAMILTON; GIBSON; STEVENS, 2007; FERMINO et 

al., 2013). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

 Todas as espécies de roedores e marsupiais descritas são possíveis 

hospedeiros de diferentes espécies de tripanosomas com potencial patogênico para 

humanos e animais domésticos. 

Os biomas Cerrado e Pantanal são considerados hotspots da biodiversidade 

mundial e vem continuamente sofrendo processos de degradação como a perda de 

área, pressão para áreas de pastagens e cultivo, além dos focos de queimadas que 

aumentaram significativamente no último ano. 

Estes fatores alteram a dinâmica de transmissão de diversos patógenos 

devido a perda da diversidade de hospedeiros e vetores propiciando a dispersão ou 

a mudança de hospedeiros. 

A descrição de novas espécies atentam para a diversidade de áreas com 

constantes processos de degradação e ainda alertam para novos patógenos com 

potencial zoonótico ainda desconhecido. 
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3 OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral 
 

• Realizar a caracterização morfológica e posicionamento filogenético dos isolados 

obtidos de roedores e marsupiais silvestres. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 ISOLADOS DE TRIPANOSSOMA 

 

Desde ano de 2011, diversos animais silvestres foram capturados nos 

diferentes biomas brasileiros (Mata Atlântica, Caatinga, Cerrado, Amazônia e 

Pantanal) para o isolamento de tripanossomatídeos com o objetivo da montagem da 

Coleção Brasileira de Tripanossomatídeos (CBT) locada no Departamento de 

Medicina Veterinária Preventiva e Saúde Animal da FMVZ-USP sob curadoria do 

Prof. Dr. Arlei Marcili. 

Dentre os isolados obtidos, um total de 10 isolados apresentaram 

comportamento biológico em culturas distintos e morfologia singulares e foram 

selecionados para a realização deste estudo. Estes isolados com perfis distintos 

foram obtidos de roedores e marsupiais capturados no estado de Mato Grosso de 

dois municípios, Poconé (16º 15' 24" S e 56º 37' 22" W) e Chapada Guimarães (15º 

27' 38" S e 55º 44' 59" W) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fonte: Modificado de SFB, 2020. 

AM: Amazônia; CE: Cerrado; MA: Mata Atlântica; PA: Pantanal;  CA: 
Caatinga; P: Pampa.  
Ponto vermelho: Poconé, MT; Ponto preto: Chapada dos Guimarães, 
MT. 

Figura 3 - Localização dos isolados de Trypanosoma de acordo com 
seu bioma de origem no estado do Mato Grosso,MT
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4.2 ISOLAMENTO E CULTURA DE TRIPANOSSOMA EM CÉLULAS DE 

MAMÍFEROS E INSETOS 

 

 Amostras de sangue de animais selvagens foram coletadas em tubos de 

vacutainer, contendo ágar-sangue (base com 15% de glóbulos vermelhos de 

ovelhas) e com meio líquido LIT suplementado com 20% de soro fetal bovino 

(MARCILI et al., 2013). Os isolados foram acondicionados em nitrogênio líquido na 

Coleção Brasileira de Tripanossomatídeos (CBT), no Departamento de Medicina 

Veterinária Preventiva e Saúde Animal, Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia, Universidade de São Paulo, Brasil. Além disso, foi feito esfregaço 

sanguíneo em lâminas de vidro para estudos morfológicos. 

 Parasitas foram utilizados para infectar células epiteliais renais de mamíferos 

(Vero) e células de insetos (C6 / 36 e SF9). As células foram preservadas em cultura 

em meio RPMI (Invitrogen), suplementado com 10% de soro fetal bovino, penicilina 

(Sigma) 10.000 unidades / mL e estreptomicina (Sigma) 10.000 µg / mL a 37° C e 

células de inseto (SF9) cultivadas com TC100 suplementadas com 10 % de soro 

fetal bovino (Invitrogen), em estufa a 25-28°C. Essas culturas foram usadas para 

fazer microscopia eletrônica de varredura e transmissão (FERREIRA et al., 2017). 

Os meios axênicos (LIT, RPMI e TC100) suplementados com soro fetal bovino a 

10% foram utilizados para o crescimento do parasita. 

 

4.3 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA 

 

4.3.1  Microscopia eletrônica de varredura 
 

 Parasitas cultivados em células de insetos e células de mamíferos foram 

fixados com Karnovsky (v / v) em tampão de cacodilato 0,1 M (pH 7,4) por 2 horas. A 

lamela tratada com poli-L'Lysine a 0,1% foi revestida com células fixas, seguida pela 

desidratação em uma série crescente de etanol e acetona (95%) (Balzers CPD 030). 

As lamelas secas foram revestidas com ouro por pulverização com um Sputter 

Coater Balzers SCD 050 e as amostras foram digitalizadas usando uma digitalização 

HITACHI TM3000 no Departamento de Biologia do Instituto de Biociências, UNESP, 

campus de Rio Claro, Rio Claro, SP, Brasil. 
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4.3.2   Microscopia eletrônica de Transmissão 
 

O material foi fixado em glutaraldeído a 2,5% e depois fixado em tampão 

fosfato sendo pós-fixado com tetróxido de ósmio a 1% v / v em 50 mM de tampão 

cacodilato (pH 7,4) e corado com acetato de uranil por12 h. Posteriormente, as 

amostras foram desidratadas em acetona e embebidas em resina Araldite-EPON por 

12 horas a 60 °C. Os cortes foram corados com acetato de uranila e citrato de 

chumbo por, respectivamente 45 minutos e 10 minutos (REYNOLDS, 1963). Eles 

foram observados em um equipamento Philips CM 100 TEM no Departamento de 

Biologia do Instituto de Biociências, UNESP, campus de Rio Claro, Rio Claro, SP, 

Brasil. 

 

4.4  EXTRAÇÃO DE DNA 

 

O DNA foi extraído e purificado das culturas de tripanossomas utilizando o Kit 

DNA Genômico DNA Purelink (Thermofisher), de acordo com as instruções do 

fabricante e foram quantificados em espectrofotômetro miniaturizado, do tipo 

Nanodrop, padronizados para 100μg (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, 

USA). As amostras foram armazenadas até -20°C até a utilização nas reações de 

PCR. 

 

4.5 REAÇÃO DE CADEIA DA POLIMERASE 

 

 As amostras de DNA foram submetidas à reação em cadeia da polimerase 

convencional (PCR) para os genes completos SSUrDNA e gGAPDH (Quadro 1). 
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Quadro 1 - Sequências dos primers utilizados nas reações de PCR e seus respectivos tamanhos de 

fragmentos amplificados 
 
Primer Código 

Primer 

Sequência de 

primer (5`-3`) 

Tamanho 

amplificado (bp) 

Condições Referências 

gGAPDH 

 

gGAPDSF 
GTG GCG GTK 
GTY GACATG AAC 
A 

~ 680 

ciclo 95°C, 

180s por 30 

ciclos, 60s a 

95°C, 30s a 

55°C, 60s a 

72°C e 

extensão final 

72°C por 

400s. 

Hamilton et 

al., (2004; 

2009) gGAPDSR 

TTG GAG TCR 

TAG ATR GAG CT 

SSUrDNA 

KDR3 
GAT CTG GTT GAT 

TCT GCC AGT AG 

~900 

ciclo 95°C, 5 

min por 5 

ciclos, 1 min 

a 95°C, 30s a 

45°C, 1 min a 

65°C e 35 

ciclos a 95°C 

por 1 min, 

50°C por 30 

s,72°C por 1 

min e a 

extensão final 

a 65°C por 30 

min. 

Ferreira et 

al., (2008); 

Borghesan 

et al., (2013) 
KDR5 

GAT CCA GCT GCA 

GGT TCA CCT AC 

 
Fonte: Ferreira (2020). 
 

A mistura do PCR constitui 50µl de volume final composto por 1µl de DNA 

[50ng/µl]; 2µl primers; 31,5µl água pura; 10µl DNTP; 5µl Tampão; 0,5µl de Taq DNA 

polimerase (Invitrogen, Inc., Oregon, USA). 

Foi utilizado um controle positivo da reação de PCR, a própria amostra e dois 

controles negativos com água Mili-Q e um livre de DNA. 
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4.6 ELETROFORESE 

 

 Fragmentos de DNA amplificados por reação em cadeia da polimerase (PCR) 

convencional foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, em 

tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE) a 50V/100mA e corados com Syber Safe 

(Invitrogen,Inc., Oregon, USA),  de acordo com especificações do fabricante. 

 

4.7 ANÁLISE FILOGENÉTICA 

 

Os produtos de PCR do tamanho esperado foram purificados em reações de 

exonucleases e foram submetidos a reações de sequenciamento, utilizando o kit Big 

Dye Terminator (Perkin Elmer), de acordo com especificações do fabricante e 

sequenciados em um sequenciador automático (modelo Genetic Applied Biosystems 

/ Perkin-Elmer. As sequências obtidas neste estudo foram depositadas no GenBank. 

As sequências obtidas foram alinhadas com as sequências prévias de outras 

espécies de tripanossomatídeos, prontos no GenBank, usando Clustal X 

(THOMPSON, 1997). Foram ajustadas manualmente usando GeneDoc (NICHOLAS; 

NICHOLAS; DEERFIELD, 1997). As sequências completas de SSUrDNA e gGAPDH 

foram concatenadas com 2874 caracteres. O alinhamento resultante foi utilizado 

para reconstrução filogenética por meio de métodos de máxima parcimônia, 

implementados através do PAUP versão 4.0b10 (SWOFFORD, 2002) e a análise 

bayesiana foi realizada usando MrBayes v3.1.2 (HUELSENBECK; RONQUIST, 

2001).  

 

4.8  APROVAÇÃO ÉTICA 

 
Os animais foram capturados e manipulados de acordo com as 

recomendações do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais 

Renováveis e do Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade (IBAMA; 

ICMBio). Os procedimentos foram aprovados pelo CEUA da Faculdade de Medicina 

Veterinária da Universidade de São Paulo (CEUA número 8978250216). 
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5 RESULTADOS 

 

Foram obtidos dez isolados de espécies de roedores (Hylaeamys 

megacephalus) e marsupiais (Phylander opossum e Didelphis albiventris). Os 

animais infectados foram amostrados do estado de Mato Grosso em dois 

municípios: Poconé e Chapada dos Guimarães, bioma Pantanal e Cerrado, 

respectivamente (Quadro 2). 

 

Quadro 2 -  Isolado de Trypanosoma, código do isolado, hospedeiro e origem geográfica dos animais 
silvestres infectados 

 

Trypanosoma sp 
Código do 

Isolado Hospedeiro Origem Geográfica 

Trypanosoma sp. n. 1 CBT 51 
Hylaeamys 

megacephalus 
Poconé MT 

Trypanosoma sp. n. 2 CBT 52 Phylander opossum Poconé MT 

Trypanosoma sp. n. 3 CBT 127 Didelphis albiventris Chapada Guimarães MT 

Trypanosoma sp. n. 4 CBT 228 
Hylaeamys 

megacephalus 
Poconé MT 

Trypanosoma sp. n. 4 CBT 229 
Hylaeamys 

megacephalus 
Poconé MT 

Trypanosoma sp. n. 4 CBT 230 
Hylaeamys 

megacephalus 
Poconé MT 

Trypanosoma sp. n. 4 CBT 231 
Hylaeamys 

megacephalus 
Poconé MT 

Trypanosoma sp. n. 4 CBT 232 
Hylaeamys 

megacephalus 
Poconé MT 

Trypanosoma sp. n. 4 CBT 233 
Hylaeamys 

megacephalus 
Poconé MT 

Trypanosoma sp. n. 4 CBT 272 Hylaeamys 
megacephalus 

Poconé MT 

 
Fonte: Ferreira (2020). 
 
Os dados mostram a denominação de quatro novas espécies de Trypanosoma e respectivo  
código do isolado, bem como as espécies dos animais infectados e sua origem geográfica. MT- 
Mato Grosso; CBT- Coleção Brasileira de Tripanossomatídeos. 

 
Durante o isolamento dos parasitas, as culturas apresentaram diferentes 

padrões de exigências nutricionais. Os isolados CBT127, CBT228, CBT229, 
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CBT230, CBT231, CBT232, CBT233 e CBT272 crescem em monocamada de 

células VERO com meio RPMI. No entanto, CBT51 o crescimento pleno ocorre em 

monocamada de células SF9 com meio TC100 (Quadro 3) e, crescimento parcial no 

meio axênico TC100. O isolado CBT52 foi o único capaz de crescer em meio 

axênico LIT. Nenhum dos isolados cresceu em meio axênico RPMI. 

 
Quadro 3 - Condições de cultivo de parasitas 
 

Isolados 
(CBT) 

Meio de cultura e monocamada de células 

LIT TC100 RPMI Vero+RPMI SF9+TC100 

51 - + - - + 

52 + - - - - 

127 - - - + - 

228 - - - + - 

229 - - - + - 

230 - - - + - 

231 - - - + - 

232 - - - + - 
 
Fonte: Ferreira (2020). 
 
As hemoculturas foram aplicadas ao meio de isolamento de campo (LIT). Os meios foram 
utilizados para infectar as monocamadas de células de mamíferos (Vero) cultivadas em 
meio RPMI suplementado com 10% de FBS a 37 ° C e em células de inseto (SF9) 
cultivadas em TC100 suplementadas com 10% de FBS a 25-28 °C. Os parasitas foram 
testados em meios de cultura e monocamadas celulares. + indica crescimento do parasita 
e - indica ausência de crescimento do parasita. 

 
 
 No isolado obtido de Hylaeamys megacephalus, as formas epimastigotas de 

Trypanosoma sp. n. 1 são grandes, largas e com pouca mobilidade do flagelo e com 

grande membrana ondulante (Figura 3B a e Figura 4A a-c). As formas 

tripomastigotas são mais curtas e delgadas que as formas epimastigotas, com uma 

membrana ondulante pouco desenvolvida e flagelo curto (Figura. 4A b). 

 No isolado obtido de Phylander opossum, as formas epimastigotas de 

Trypanosoma sp. n. 2 são muito grandes, com membrana ondulante bem 

desenvolvida e sem motilidade do flagelo (Figura 3B b e Figura 4B b-c). As formas 

de tripomastigotas não foram evidenciadas em esfregaços sanguíneos. 

 No isolado obtido de Didelphis albiventris, as formas epimastigotas de 

Trypanosoma sp. n. 3 são grandes, delgadas e com pouca motilidade do flagelo e 

com grande membrana ondulante (Figura 3A a-c e Figura 4C a). As formas 
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tripomastigotas são grandes e largas, com uma membrana ondulante muito bem 

desenvolvida e flagelo curto  (Figura 3B c; Figura 4C b-c). 

 Nos isolados obtidos de Hylaeamys megacephalus, apresentaram morfologias 

semelhantes e os mesmos desenvolvimentos em cultura. Durante a fase 

estacionária, as formas epimastigotas de Trypanosoma sp. n. 4, possuem flagelos e 

membrana ondulante com pouca motilidade, são grandes e largos (Figura 3B d e 

Figura 4D a-c). As formas tripomastigotas são mais curtas que as formas 

epimastigotas, com pouca motilidade do flagelo e membrana ondulante não 

desenvolvida (Figura 4D b). 

 
Figura 4 - Microscopia eletrônica de transmissão dos novos isolados obtidos no estado de Mato 

Grosso 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Ferreira (2020). 
 
K- cinetoplasto; M- mitocôndrias e * reservossomos estão indicados na figura. 
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 Figura 5 - Microscopia eletrônica de varredura 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

Fonte: Ferreira (2020). 
 
 A. Trypanosoma sp. n. 1 (CBT 51), B. Trypanosoma sp. n. 2 (CBT 52), C. Trypanosoma 
n.  sp 3 (CBT127), D. Trypanosoma sp. n. 4 (CBT 230). Formas epimastigotas (E) e 
 tripomastigotas (T) dos parasitas. 
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 As filogenias obtidas com a análise concatenada do gene SSUrDNA e 

gGAPDH pelos métodos de Máxima Parcimônia e Bayesiana geraram topologias 

idênticas por ambos os métodos e corroboram as relações filogenéticas já descritas 

para o gênero Trypanosoma, com clados bem suportados (100% bootstrap e 1,0 de 

probabilidade a posteriori) (Figura 5). Todos os novos isolados foram agrupados em 

Clado Lagartos / Serpentes / Mamíferos (Figura 6). Três subclasses foram formadas, 

um composto pelas espécies que parasitam lagartos (T. varani e Trypanosoma sp 

Gecko) (100% de boostrap e 1,0 a posteriori); outro composto por T. lainsoni e 

Trypanosoma sp. n. 4 (100% de bootstrap e probabilidade 1,0 a posteriori) e um 

grupo constituído por Trypanosoma sp. n. 1, Trypanosoma sp. n. 2, Trypanosoma sp. 

n. 3., T. freitasi, T. gennarii e tripanossomas de serpentes (T. cascavelli e T. 

serpentis) (100% boostrap e 1,0 a posteriori). As novas espécies de tripanossomas 

apresentam valores entre 1,4 e 4,3% de divergência de sequências. 
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Figura 6 - Árvore filogenética do gênero Trypanosoma 
 

 
Fonte: Ferreira (2020). 
 
Árvore obtida pelo método Máxima Parcimônia e Bayesiana baseado no gene SSUrDNA concatenada 
ao gene gGAPDH com Phytomonas como grupo externo (2874 caracteres, 973 sítios informativos). 
Os números nos nós correspondem aos valores de suporte de ramificação (boostrap / probabilidade a 
posteriori). Boostrap obtido a partir de 500 replicatas. 
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Figura 7 - Árvore obtida pelo método Máxima Parcimônia e Bayesiana com base no gene 
SSUrDNA concatenado com o gene Clado Lagartos / Serpentes gGAPDH (2874 
caracteres, 292 sítios informativos). Os números nos nós correspondem aos valores de 
suporte de ramificação (boostrap / probabilidade a posteriori). Boostrap obtida a partir 
de 500 replicatas. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Ferreira (2020). 
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Taxonomia 

Filo: Euglenozoa Cavalier-Smith, 1981 

Classe: Kinetoplastida Konigberg, 1963 emend. Vickerman,1976 

Ordem: Trypanosomatida (Kent, 1880) Holande, 1952 

Família: Trypanosomatidae Doflein, 1901 

Trypanosoma sp. n. 1 

Trypanosoma sp. n. 2 

Trypanosoma sp. n. 3 

Trypanosoma sp. n. 4 

 

 Trypanosoma sp. n. 1 

 
 Morfologia 
 
 As formas epimastigotas são grandes, largas e com pouca motilidade do 

flagelo, com grande membrana ondulante. As formas tripomastigotas são mais 

curtas e delgadas do que as formas epimastigotas, com uma membrana ondulante 

pouco desenvolvida e flagelo curto. Não foram encontradas formas de 

tripomastigotas no esfregaço de sangue do hospedeiro. 

 Hospedeiro tipo 
 
Mammalia, Rodentia, Sigmodontinae, Hylaeamys megacephalus (Fischer, 

1814) Weksler; Percequillo; Voss, 2006 

 Vetor 
 
Desconhecido 

 Localidade tipo 
 
Os espécimes de Hylaeamys megacephalus foram capturados no bioma 

Pantanal, localizado no município de Poconé (16º 15 ’24” S e 56º 37 ´22”O), no 

estado de Mato Grosso, Brasil.  
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Material tipo 
 
Hapantótipo, isolado CBT 51. As culturas estão depositadas CBT. 

Sequências 
 

Trypanosoma sp. n.1, hapantótipo CBT 51. As sequências de SSUrDNA foram 

depositadas no GenBank e a sequência gGAPDH. 

 

Trypanosoma sp. n. 2 
 

Morfologia 
 
As formas epimastigotas são muito grandes, com membrana ondulante bem 

desenvolvida e sem motilidade do flagelo. As formas de tripomastigotas de cultura 

são grandes, menores que as formas epimastigotas e com membrana ondulante 

desenvolvida e pouca motilidade do flagelo. Não foram encontradas as formas  

tripomastigotas no esfregaço sanguíneo. 

Hospedeiro tipo 
 
Mammalia, Didelphimorphia, Didelphidade, Philander opossum (Linnaeus, 

1758). 
 

Vetor 
 
Desconhecido 
 

Localidade tipo 
 
Os espécimes de Philander opossum foram capturados no bioma Pantanal, 

localizado no município de Poconé (16º 15 ’24” S e 56º 37 ´22”O), no estado de 

Mato Grosso, Brasil. 

Material tipo 
 
Hapantótipo, isolado CBT 52. As culturas estão depositadas CBT. 
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Sequências 
 

Trypanosoma sp. n. 2, hapantótipo CBT 52. As sequências de SSUrDNA e a 

sequência gGAPDH foram depositadas no GenBank. 

 

 Trypanosoma sp. n. 3 
 

Morfologia 
 
As formas epimastigotas são grandes, delgadas e com pouca motilidade no 

flagelo, com grande membrana ondulante. As formas tripomastigotas são grandes e 

largas, com uma membrana ondulante muito bem desenvolvida, ainda maior quando 

comparada a forma epimastigota e com flagelo curto. Não foram encontradas as 

formas tripomastigotas no esfregaço sanguíneo do hospedeiro. 

Hospedeiro tipo 
 
Mammalia, Didelphimorphia, Didelphidade, Didelphis albiventris (Lund 1840) 

Vetor 
 
Desconhecido 

Localidade tipo 
 
Os espécimes de Didelphis albiventris foram capturados no bioma Cerrado, 

localizado no município de Chapada dos Guimarães (15º 27 ’38” S e 55º 44 ´59”O), 

no estado de Mato Grosso, Brasil. 

Material tipo 
 
Hapantótipo, isolado CBT 127. As culturas estão depositadas CBT. 

Sequências 
 
Trypanosoma sp. n. 3, hapantótipo CBT 127. As sequências de SSUrDNA e a 

sequência gGAPDH foram depositadas no GenBank. 
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Trypanosoma sp. n. 4 

 
Morfologia 
 
As formas epimastigotas são grandes, largas e com pouca motilidade no 

flagelo e membrana ondulante. As formas tripomastigotas são grandes, mas 

menores que as formas epimastigotas, com pouca motilidade do flagelo e membrana 

ondulante não desenvolvida. Não foram encontradas formas de tripomastigotas no 

esfregaço de sangue do hospedeiro. 

Hospedeiro tipo 
 
Mammalia, Rodentia, Sigmodontinae, Hylaeamys megacephalus (Fischer, 

1814)  Weksler; Percequillo; Voss, 2006 

Vetor 
 
Desconhecido. 

Localidade tipo 
 
Os espécimes de Hylaeamys megacephalus foram capturados no bioma 

Pantanal, localizado no município de Poconé (16º 15 ’24” S e 56º 37 ´22”O), no 

estado de Mato Grosso, Brasil. 

Material tipo 
 
Hapantótipo, isolado CBT 228. Parátipos: isolados CBT 229, CBT 230, CBT 

231, CBT 232, CBT 233 e CBT 272. As culturas estão depositadas CBT. 

Sequências 
 
Trypanosoma sp. n. 4, hapantótipo CBT 228. As sequências de SSUrDNA 

foram depositadas no GenBank e a sequência gGAPDH. Para os parátipos CBT 

229, CBT 230, CBT 231, CBT 232, CBT 233 e CBT 272, respectivamente, as 

sequências SSUrDNA e as sequências gGAPDH foram depositadas no GenBank. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 O Cerrado e o Pantanal passaram por um processo de degradação de seus 

recursos naturais, tanto na redução quanto na fragmentação da cobertura vegetal e 

da fauna, devido ao constante crescimento das cidades e da expansão da atividade 

agropastoril (KLINK; MACHADO, 2005; ALHO et al., 2019). Como consequência, a 

perda de biodiversidade leva a uma mudança na ecologia das espécies 

remanescentes, incluindo seus parasitas, restrição de área e alimento, além de 

maior contato entre animais silvestres e animais domésticos / humanos, aumentando 

a transmissão de patógenos e incidência de doenças (ROQUE; JANSEN, 2008; 

KEESING et al., 2010). 

 Pequenos roedores e marsupiais são considerados bons bioindicadores 

ambientais, pois possuem numerosas populações, têm um ciclo de vida curto e são 

encontrados em todos os biomas e habitats naturais e modificados, respondendo 

rapidamente as mudanças ambientais (EPSTEIN; DOBSON; VANDERMEER, 1997). 

Também, sofrem predação pela maioria dos carnívoros de pequeno e médio porte, o 

que potencializa a transmissão de patógenos, como os tripanossomatídeos 

(RADEMAKER, 2010). 

 Assim, a identificação, caracterização e avaliação de parasitas são 

ferramentas importantes para ações estratégicas de conservação da biodiversidade 

e prevenção da saúde humana. Aqui descrevemos, com base em aspectos 

morfológicos, moleculares e filogenéticos, quatro novas espécies de tripanossomas 

em marsupiais e roedores, denominados Trypanosoma sp. n. 1, Trypanosoma sp. n. 

2, Trypanosoma sp. n. 3. e Trypanosoma sp. n. 4, estas posicionadas dentro do 

Clado lagartos/ serpentes / mamíferos. 

 Muitas espécies de tripanossomas são descritas na vida selvagem, no 

mundo, abrangendo o Brasil (JANSEN et al., 1991; FERREIRA et al., 2008; MARCILI 

et al., 2013; PAPARINI et al., 2014; BOTERO et al., 2016; FERREIRA et al., 2017). A 

filogenia baseada nos genes SSUrDNA e gGAPDH é eficaz para o posicionamento 

filogenético de espécies, gêneros e família Trypanosomatidae. Com a ajuda dessa 

ferramenta, foi possível separar espécies em clados por seus hospedeiros 

vertebrados (RÊGO; MAGALHÃES; SIQUEIRA, 1957; HAAG; O'HUIGIN; OVERATH, 

1998; NOYES et al.,1999; PALMA, 2003; HAMILTON et al., 2004; FERREIRA et al., 
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2007; HAMILTON; GIBSON; STEVENS, 2007; GARCIA et al., 2012; LIMA et al., 

2012; 2013). 

 Um ponto importante é que ainda não sabemos nada sobre a biologia desses 

novos parasitas na natureza, nem sobre os vetores. Os achados de flebotomíneos 

infectados pelo tripanossoma de lagarto (T. varani) e por um tripanossoma 

filogeneticamente, próximo aos tripanossomas identificados em serpentes, sugerem 

que os flebotomíneos são possíveis vetores dos tripanossomas desse clado 

(MINTER-GOEDBLOED et al., 1993; VIOLA et al., 2008). Além disso, dentro do 

clado, é importante destacar que T. serpentis e T. cascavelli crescem em células de 

insetos da linhagem HI-5 (VIOLA et al., 2008; 2009a) e T. gennarii cresce nas células 

C6 / 36 e SF9 (FERREIRA et al., 2017). Em nosso estudo, Trypanosoma sp. n. 1 

cresceu em células SF9, Trypanosoma sp. n. 2, cresceu em meio axênico, contendo 

LIT e Trypanosoma sp. n. 3 e Trypanosoma sp. n. 4, cresceram na célula Vero, 

indicando que seus possíveis vetores são flebotomíneos. Além disso, Cutolo et al. 

(2014) reportam a presença de flebotomíneos associados a ninhos de gambá no 

Brasil. Quaresma et al. (2012), relataram que roedores e marsupiais eram fontes de 

alimento para flebotomíneos. 

 No entanto, Trypanosoma sp. n. 2 e Trypanosoma sp. n. 3, que eram espécies 

isoladas de didelfídeos, que cresceram em meio axênico e células Vero, 

respectivamente, dificultam a associação com os dípteros hematófagos. 

 Em Didelphimorphia, duas novas espécies de Trypanosoma foram isoladas de 

Phylander opossum (Trypanosoma sp. n. 2) e Didelphis albiventris (Trypanosoma sp. 

n. 3). Por usarem todos os estratos da floresta, esses marsupiais são nômades e 

onívoros; os didelfídeos estão expostos a vários tripanossomas no ambiente natural, 

incluindo todos os ciclos de transmissão de T. (S.) cruzi (DEANE; LENZI; JANSEN, 

1984; JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2018). De fato, esses marsupiais são 

reservatórios conhecidos de inúmeras outras espécies de Trypanosoma, entre as 

quais: T. rangeli, T. freitasi, T. gennarii, T. janseni, T. dionisii e T. cascavelli (ROCHA 

E SILVA; PATTOLI; CAMARGO, 1976; VIOLA et al., 2009a; FERREIRA et al., 2017; 

LOPES et al., 2018; BRANDÃO et al., 2019; RODRIGUES et al., 2019). Destas 

espécies, T. freitasi, T. gennarii e T. janseni foram descritas apenas em 

Didelphimorphia. 

 Estudos relacionados ao papel dos roedores como reservatórios de 

tripanossomatídeos documentaram diferentes espécies de Trypanosoma, sendo 
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fundamentais para a análise da dinâmica de transmissão desses protozoários na 

natureza. Assim, estudos anteriores relataram infecção em roedores por T. 

rochasilvai, T. cruzi, T. amileari, T. evansi, T. lewisi, T. musculi e Trypanosoma 

lainsoni (HERRER, 1942; ROCHA E SILVA; PATTOLI; CAMARGO, 1976; MELLO, 

1979; RODRIGUES; FERRAZ FILHO, 1985; HERRERA; URDANETA-MORALES, 

1997; NAIFF; BARRETT, 2013; PUMHOM et al., 2014; HONG et al., 2017; SANTOS 

et al., 2019). 

Há muito ainda o que estudar nos pequenos mamíferos (marsupiais e 

roedores) em relação a ecologia destes animais que vivem em áreas de ambiente 

degradado ou parcialmente degradado e principalmente na relação parasita- 

hospedeiro com potenciais riscos de infecção por esses tripanossomas em humanos 

e animais domésticos. 
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7 CONCLUSÃO 
 

 Foi possível a caracterização morfológica e o posicionamento filogenético dos 

isolados obtidos de roedores e marsupiais silvestres do Bioma Pantanal e Cerrado, 

realizando a descrição de novas espécies de tripanossomas: Trypanosoma sp. n. 

1,Trypanosoma sp. n. 2, Trypanosoma sp. n. 3, Trypanosoma sp. n. 4 inseridos no 

Clado Lagartos /Serpentes/ Mamíferos. 
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