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RESUMO 

Trypanosoma caninum é uma nova espécie de protozoário isolado de cão doméstico, em 

diferentes regiões do Brasil. O conhecimento de aspectos biológicos, pouco conhecidos, desse 

parasito é fundamental para entender o seu ciclo de vida. Assim, este estudo objetivou: a) 

caracterizar novos isolados; b) monitorar a sequência de eventos morfobiológicos em modelos 

in vivo e in vitro; c) descrever aspectos da infecção natural de cães. A caracterização foi 

realizada por nested-PCR utilizando iniciadores que amplificam uma região parcial do gene 

18S rDNA cujos produtos foram sequenciados e analisados filogeneticamente. Nos ensaios in 

vitro foi utilizado cultivo axênico e co-cultivo com as linhagens celulares Lulo, MDCK-2 e 

DH-82. No ensaio in vivo, utilizamos camundongos outbread para avaliar a capacidade 

infectiva e investigar formas evolutivas na infecção de vertebrados através da cultura, exame 

direto, histopatologia e PCR. Aspectos da infecção natural foram investigados em 14 cães 

utilizando métodos parasitológicos, sorológicos e moleculares. A identificação de novos 

isolados de T. caninum revelaram Barra Mansa (RJ) e São João do Piauí (PI) como duas 

novas áreas de ocorrência sugerindo que o número de casos da infecção natural tem se 

expandido no Brasil. Os estudos in vitro ajudaram a conhecer e consolidar aspectos 

morfobiológicos de T. caninum. Foi estabelecido que T. caninum é uma espécie polimórfica, 

que apresenta predominância de formas tripomastigotas quando co-cultivado com células de 

mamíferos, mas que não é capaz de invadir essas células. Na infecção experimental de 

camundongos, resultados preliminares mostraram que T.caninum pode alcançar diferentes 

órgãos e tecidos. Aspectos da infecção natural mostraram que cães apresentam-se 

assintomáticos, com baixa resposta imune humoral e infecção transitória. Além dos resultados 

acima, nosso estudo fornece evidências para classificação taxonômica desse parasito no 

subgênero Megatrypanum.  

 

Palavras-chave: Trypanosoma caninum, cão, curva de crescimento, análise morfológica, 

linhagens celulares, infecção experimental. 
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ABSTRACT 

Trypanosoma caninum is a new protozoan species isolated from domestic dogs, in different 

regions of Brazil. The knowledge of little known biological aspects of this parasite is crucial 

to understand its life cycle. Thus, this study aimed: a) to characterize new isolates; b) to 

monitor the sequence of morphological and biological events in in vivo and in vitro models; c) 

to describe the aspects of natural infection of dogs. The characterization was done by nested 

PCR using primers that amplify a partial region of the 18SrDNA gene whose products were 

sequenced and phylogenetically analyzed. In vitro assays have used axenic culture and co-

culture with Lulo, MDCK-2 and DH-82 cell lines. In the in vivo assay, we have used outbread 

mice to evaluate the infective capacity and to investigate evolutive forms in the infection of 

vertebrates through culture, direct examination, histopathology, and PCR. Aspects of natural 

infection were investigated in 14 dogs using parasitological, serological and molecular 

methods. The identification of new isolates of T. caninum revealed Barra Mansa and São João 

do Piauí as two new occurrence areas suggesting that the case number of natural infection has 

expanded in Brazil. In vitro studies have helped to know and to consolidate morphological 

and biological aspects of T. caninum. It was found that T. caninum is a polymorphic species, 

which presents predominantly trypomastigotes when co-cultured with mammalian cells, 

nevertheless it is unable to invade these cells. In the experimental infection of mice, 

preliminary results have shown that T.caninum was able to reach different organs and tissues. 

Aspects of natural infection showed that dogs were asymptomatic with low humoral immune 

response and transitory infection. In addition to the above results, our study provides evidence 

for taxonomic classification of this parasite in the subgenus Megatrypanum. 

 

Keywords: Trypanosoma caninum, dog,  growth curve, morphological analysis, cell lines, 

experimental infection.  
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SÍMBOLOS 

C6/36 – Linhagem celular de mosquito obtida através da clonagem de células de larvas de 

Aedes albopictus 

DH-82 – Linhagem de macrófago obtida de um caso de histiocitoma de Canis familiaris 

DNA – Deoxyribonucleic acid (Ácido Desoxirribonucleico) 

kDNA – Kinetoplast Deoxyribonucleic acid (DNA do cinetoplasto) 

Lulo – Linhagem celular obtida de tecido embrionário de Lutzomya longipalpis 

LVC – Leishmaniose Visceral Canina 

MDCK-2 – Madin–Darby canine kidney (Linhagem de célula epitelial obtida de rim de cão) 

NNN – Meio de cultura de Novy, Nicolle e McNeal 

PCR – Polymerase Chain Reaction (Reação em Cadeia da Polimerase) 

rDNA – Ribosomal Deoxyribonucleic acid (DNA ribossonal) 

SF9 – Linhagem celular obtida de tecido ovariano de Spodoptera frugiperda 

SFB – Soro Fetal Bovino 

Vero – Linhagem celular obtida de rim de Cercopithecus aethiops 

18S  –  Subunidade menor do rDNA 
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1. Introdução 

1.1.  O gênero Trypanosoma  

 

Os tripanossomatídeos constituem um grupo singular de protozoários, caracterizados 

pela presença de uma estrutura denominada cinetoplasto, comum a todos os representantes da 

família Trypanosomatidae. Diversas espécies são agentes etiológicos de importantes doenças 

para o ser humano, animais domésticos e vegetais de interesse econômico, estimulando o 

interesse pelo estudo desses protozoários por mais diferentes abordagens nas áreas da ciência 

(Hoare, 1972; Vickerman, 1976). 

 O gênero Trypanosoma pode ser encontrado em uma ampla variedade de hospedeiros 

vertebrados, causando doenças conhecidas como tripanossomíases. Hoare (1972) propôs a 

classificação de espécies de Trypanosoma de mamíferos em duas seções: 1) Seção 

Stercoraria, a qual o ciclo de desenvolvimento no inseto completa-se no intestino posterior, 

onde ocorrem os metacíclicos e a transmissão ocorre por via contaminativa. Nesta seção estão 

classificados os subgêneros Megatrypanum,  Herpetosoma e Schizotrypanum. 2) Seção 

Salivaria, onde o ciclo de desenvolvimento no inseto completa-se na porção anterior do tubo 

digestivo (probóscide, hipofaringe, glândulas salivares), na qual os metacíclicos estão 

presentes e a transmissão é por via inoculativa. Esta seção incluí os subgêneros Trypanozoon, 

Duttonela, Nannomonas e Pycnomonas.  

  Entre os animais domésticos acometidos por parasitos do gênero Trypanosoma 

destacamos o cão doméstico, que constitui o foco do nosso estudo. No ciclo epidemiológico 

de Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença de Chagas, o cão doméstico é considerado 

importante reservatório e sentinela para as ações de controle (Deane, 1964; Montenegro et al., 

2002; Beard et al., 2003; Gürtler et al., 2007). Esses animais infectados reproduzem com 



 

2 

 

fidelidade as fases aguda e crônica da doença que ocorre no homem, sendo considerado, 

também, um bom modelo experimental da infecção e patogênese da doença (Barbosa-Pliego 

et al., 2009; Cruz-Chan et al., 2009). A apresentação clínica dos casos caninos pode ser 

variável e, apesar do caráter individual, pode estar relacionada ao tipo de cepa envolvida na 

infecção. Entretanto, a via de inoculação e carga parasitária também é relevante nesse 

contexto. O diagnóstico pode ser realizado através da sorologia, pesquisa parasitológica direta 

ou indireta e por ferramentas moleculares (Araújo et al., 2002). Cães domésticos também 

podem ser encontrados infectados por T. rangeli, outro parasito que infecta o homem, 

encontrado em áreas endêmicas de sobreposição com T. cruzi (Pifano et al., 1948; 

D’Alessandro, 1976). Outras espécies de Trypanosoma de interesse veterinário e econômico 

também acometem os cães domésticos, entre os quais citamos T. brucei brucei e T. 

congolense, agentes causadores da doença conhecida como Nagana, que ocorre na Ásia e 

África (Hoare, 1972; Kaggwa et al., 1984; Harrus et al., 1995). Trypanosoma evansi é outro 

agente tripanossomatídeo que causa uma doença conhecida no Brasil como “Mal de 

Cadeiras”, acometendo principalmente equinos. No entanto, pode acometer os cães 

domésticos, sendo uma preocupação dos proprietários nas áreas endêmicas (Franke et al., 

1994; Savani et al., 2005).  

A sobreposição de áreas endêmicas para Tripanosomatídeos facilita a ocorrência de 

infecções mistas em cães, fato que pode complicar ainda mais o diagnóstico de alguns agentes 

de interesse médico-veterinário e econômico, principalmente quando baseado somente em 

testes sorológicos (Bastrenta et al., 2003; Madeira et al., 2004, 2006a; Savani et al., 2005).  

 

1.2. O subgênero Megatrypanum 

 O subgênero Megatrypanum é o grupo mais heterogêneo de tripanossomas de 

mamíferos constituído por ampla variedade de hospedeiros e distribuição geográfica. Os 
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tripanossomas incluídos nesse subgênero parasitam praticamente todas as ordens de 

mamíferos, principalmente Artiodactyla e Chiroptera. Os dados relacionados ao hospedeiro 

intermediário de tripasossomas desse subgênero são fragmentados. Os vetores conhecidos 

compreendem as ordens: Diptera (Tabanidae, Hippoboscidae e Psychodidae) e Hemiptera 

(insetos triatomíneos) (Hoare, 1972). 

 A classificação taxonômica de espécies do subgênero Megatrypanum tem sido 

realizada exclusivamente pelo critério morfológico, cujos membros apresentam-se como 

grandes tripanossomas de mamíferos com cinetoplastos tipicamente situados próximos do 

núcleo e longe da extremidade posterior do corpo (Hoare, 1972, Rodrigues et al., 2003). 

Todas as espécies de Megatrypanum são normalmente não patogênicas para seus 

hospedeiros. Além disso, a grande maioria dessas espécies de tripanossoma parece ser 

hospedeiro restrito ou monoxênicas, mas três espécies (T. conorhini, T. helogai e T. 

ichneumoni), que são infectiva para uma gama limitada de animais, são oligoxênicas (Hoare, 

1972). 

 

1.3.  Trypanosoma caninum 

 

Uma nova espécie do gênero Trypanosoma, denominada T. caninum foi descrita em 

cães domésticos (Madeira et al., 2009). O primeiro isolado desse parasito (cepa A27) foi 

obtido de um cão doméstico proveniente do município do Rio de Janeiro e co-infectado por 

Leishmania (Viannia) braziliensis (Madeira et al., 2009).  Após esse achado, o parasito foi 

encontrado em outros cães no mesmo município (Pinto et al., 2010, Silva et al., 2011), na 

cidade de Cuiabá, Mato Grosso (Almeida et al., 2011) e em outras regiões do Brasil (Barros et 

al, 2012). Tais relatos sugerem a existência de um ciclo natural desse protozoário entre cães 

domésticos ocorrendo em áreas de sobreposição com leishmaniose visceral canina (LVC). 
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No Brasil, a leishmaniose  visceral (LV) constitui um sério problema de saúde pública, 

sendo o cão doméstico um dos alvos para ação de controle por ser considerado o principal 

reservatório de Leishmania (L.) chagasi (L. infantum) (Dantas-Torres, 2007). O programa de 

controle da Leishmaniose no Brasil, recomenda diagnóstico e eutanásia de cães soro reatores 

como medida de controle para LV (Ministério da Saúde, 2006). Nesse contexto, a presença de 

T. caninum, além de parasitos do gênero Leishmania, infectando cães domésticos em áreas de 

sobreposição, pode constituir um fator de confusão no diagnóstico canino, uma vez que 

pesquisas são baseadas em ferramentas sorológicas para a identificação de animais positivos 

(Barros et al., 2012). 

Considerando que o cão doméstico é um importante reservatório de Leishmania 

chagasi (sin. L. infantum), agente etiológico da leishmaniose visceral (Alvar et al., 2004), a 

presença de T. caninum nessas áreas poderá representar um sério problema para o controle 

dessa zoonose. No município do Rio de Janeiro, local do primeiro isolamento de T. caninum, 

não era conhecido, até então, a circulação de outros tripanosomatídeos, além das espécies do 

gênero Leishmania nos cães. Já dentre os agentes etiológicos causadores de leishmaniose 

tegumentar no Brasil, a espécie L. (Viannia) braziliensis tem sido identificada em cães 

domésticos. Porém, esse animal é tido apenas como um eventual hospedeiro no ciclo 

epidemiológico de L. braziliensis, uma vez que seu papel como reservatório não foi ainda 

comprovado (Reithinger & Davies, 1999; Madeira et al., 2004, 2005, 2006b; Dantas-Torres et 

al., 2010). 

Um aspecto interessante desse novo parasito é o sítio anatômico de onde tem sido 

isolado, apresentando uma característica incomum e inédita para os parasitos pertencentes ao 

gênero Trypanosoma. Todas as amostras isoladas até o momento, foram obtidas a partir do 

cultivo de fragmentos de pele íntegra (Madeira et al., 2009; Pinto et al., 2010; Almeida et al., 

2011; Barros et al., 2012; Oliveira et al., 2015). As tentativas do isolamento desse parasito por 
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hemocultura foram frustrantes, sugerindo que talvez esse protozoário possa habitar tecido e 

vasos de circulação periférica desses animais.  

A patogenicidade para T. caninum é um aspecto ainda a ser estudado. No entanto, para 

os cães esse parasito parece não ser patogênico, tendo sido isolado na maioria das vezes de 

cães saudáveis (Madeira et al., 2009; Almeida et al., 2011). Apesar dessa característica, T. 

caninum pode estimular o sistema imune humoral do cão, induzindo a produção de anticorpos 

que podem reagir de forma cruzada com outros tripanossomatídeos nos testes sorológicos, 

principalmente nas leishmanioses, pelos quais os cães domésticos são rotineiramente 

monitorados (Alves et al., 2012). A hipótese de reação cruzada ganhou força, a partir dos 

relatos de Pinto et al., (2010) e Silva et al.; (2011) que isolaram T. caninum de cães 

sororreatores eutanasiados pelos programas de controle no município do Rio de Janeiro, por 

suspeita de leishmaniose visceral, sem que parasitos do gênero Leishmania tenham sido 

isolado desses animais.  

Uma hipótese para o fato de T. caninum não ter sido encontrado anteriormente, talvez 

esteja relacionado ao sítio anatômico de onde tem sido isolado, uma vez que a pele não 

constitui um alvo para pesquisa de parasitos do gênero Trypanosoma (Madeira et al., 2009; 

Pinto et al., 2010; Almeida et al., 2011; Barros et al., 2012; Oliveira et al., 2015). Por outro 

lado, o encontro desse parasito em cães saudáveis, sem qualquer sinal clínico de infecção, 

sugere uma possível adaptação a longo tempo desse parasito nos cães, embora isto tenha que 

ser estudado em detalhes.  

Algumas informações sobre características morfológicas, biológicas, bioquímicas e 

moleculares desse protozoário já foram descritas  como segue: crescimento em meio de 

cultura axênica apresentando formas evolutivas características do gênero Trypanosoma 

(Hoare, 1972) e formas epimastigotas aflageladas recentemente descritas e incomuns a esse 

gênero (Barros et al., 2014); incapacidade de infectar experimentalmente triatomíneos dos 
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gêneros Rhodnius e Triatoma, sugerindo que talvez outros artrópodes possam estar atuando 

como vetores, como é observado no ciclo de algumas espécies de tripanosomas (ex: T. lewisi); 

distinção biométrica de outros tripanosomas que ocorrem em mamíferos utilizando os 

parâmetros do comprimento total e eixo longitudinal do cinetoplasto das formas 

tripomastigotas; distinção bioquímica através da análise do perfil eletroforético de isoenzimas, 

distinção do padrão molecular por análise dos produtos de PCR utilizando diferentes 

iniciadores com alvos específicos para agentes da família Trypanosomatidae (primers D75 e 

D76), da espécie T. cruzi (primers D71 e D72 e primers com alvos para o gene de mini-exon), 

da espécie T. rangeli (primers R1 e R2) e o kDNA dos minicírculos da ordem Kinetoplastida 

(primers 121 e 122) (Madeira et al., 2009). Além disso, a análise de sequências nucleotídicas 

obtidas com produtos de amplificação com alvos dirigidos para a região 24Sα rDNA e do 

18SrDNA, comprovou a autenticidade dessa nova espécie. As sequências nucleotídicas 

descritas e analisadas até então, podem ser encontradas no GenBank (Barros et al., 2012). 

Outra característica recentemente descrita foi a elevada similaridade intraespecífica 

encontradas nos isolados de T. caninum empregando diferentes marcadores moleculares 

(Barros et al., 2015). 

 

1.4. Ferramentas utilizadas em estudos biológicos e morfológicos de Tripanosomatídeos 

O conhecimento do ciclo biológico e a identificação das formas evolutivas de agentes 

parasitos, sobretudo os que ocorrem nos hospedeiros vertebrados e causam doenças, 

constituem a base para a identificação clássica desses organismos. 

A família Trypanosomatidae alberga espécies de diferentes gêneros que parasitam 

plantas, insetos, répteis e mamíferos (Vickerman, 1976). As formas evolutivas presentes no 

ciclo biológico dos tripanosomatídeos são nomeados de acordo com o formato do corpo 

celular, a posição do cinetoplasto em relação ao núcleo e o ponto de emergência do flagelo. 
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Os estágios descritos para esses organismos são: promastigota, paramastigota, 

opistomastigota, endomastigota, coanomastigota, epimastigota, tripomastigota, amastigota e 

esferomastigota (Vickerman, 1990). A presença de uma estrutura celular denominada 

cinetoplasto, em todos os representantes dessa família caracteriza e distingue esse grupo de 

microrganismos. Além disso, o cinetoplasto é uma estrutura importante para estudos 

genéticos e moleculares por conter uma massa condensada de DNA (Riou & Delain, 1968). 

Até aproximadamente a década de 60, os estudos sobre os tripanosomatídeos visavam 

principalmente conhecer a sua morfologia, hospedeiros, ciclos de vida, vetores, modos de 

transmissão, infectividade e patogenicidade para animais de experimentação, além, de 

estabelecer o cultivo desses protozoários in vitro. Nessa época, muitas espécies foram 

descritas e frequentemente mudadas de posição taxonômica, tanto porque havia imprecisão na 

definição dos gêneros, quanto porque características biológicas e/ou moleculares foram sendo 

conhecidas e descritas. Com o avanço da microscopia eletrônica, foi possível evidenciar 

importantes diferenças ou semelhanças estruturais entre as espécies ou formas evolutivas dos 

tripanosomatídeos, contribuindo também para o conhecimento a nível ultra-estrutural de 

determinadas organelas desses organismos e a sua correlação com importantes funções 

biológicas (Souza, 2008). Atualmente, as técnicas de microscopia possuem amplas 

abordagens e são tidas como fundamentais para avaliar aspectos da interação com células 

hospedeiras a partir de preparações fixadas e coradas ou, empregando células vivas com 

imagens tridimensionais (Wheeler et al., 2011; Lee et al., 2013; Hasne et al., 2016). 

Os estudos de identificação etiológica eram, no passado, baseados principalmente em 

características morfológicas e biológicas e um marco nesse contexto foi o desenvolvimento de 

meios de cultura, que possibilitaram não só o isolamento do agente etiológico, mas também a 

preservação contínua da espécie. As abordagens biológicas a partir dos cultivos in vitro são 

fundamentais para o conhecimento de características importantes dos parasitos, como padrões 
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morfológicos ou perfil de multiplicação. A grande diversidade de meios de cultura (definidos 

e semi-definidos) disponíveis, podem fornecer informações a nível nutricional desses 

organismos. Já os ensaios in vitro envolvendo células, são igualmente importantes uma vez 

que podem fornecer dados que envolvem a relação parasito-hospedeiro. Atualmente, podemos 

contar com diferentes linhagens celulares já estabelecidas que podem ser adquiridas em 

bancos específicos. Nesse contexto, algumas linhagens podem ser utilizadas como “feeder 

layers”, estimulando a multiplicação e diferenciação de parasitos e assim, demonstrando as 

formas evolutivas relacionados ao ambiente do hospedeiro vertebrado, como foi descrito para 

algumas espécies de tripanosomas (Hill et al., 1978a, b; Schuster & Sullivan, 2002). 

Outro aspecto muito explorado no estudo desses organismos está relacionado ao 

comportamento biológico em animais experimentais. O modelo murino foi e continua sendo 

um dos modelos mais empregados, principalmente por reunir vantagens como pequeno porte, 

facilidade de obtenção, de manipulação e de manutenção. A linhagem dos camundongos 

também tem importância e a sua escolha depende do objeto da investigação (Mello & Brener, 

1978; Andrade, 2000; Araújo-Jorge, 2000; De Menezes et al., 2004). Linhagens não 

isogênicas foram bastante exploradas em estudos com T. cruzi (Mello & Brener, 1978; 

Andrade, 1990). Andrade (1990) afirma que as linhagens não isogênicas, por conter animais 

geneticamente heterogêneos pode representar melhor as características que são encontradas na 

população humana. 
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2. Justificativa 

Trypanosoma caninum é uma nova espécie de parasito encontrado até o momento em 

cães domésticos. Foi descrito primariamente no estado do Rio de Janeiro e posteriormente em 

outros estados do Brasil, somando-se dezenas de casos da infecção natural, sempre relatados 

em áreas onde a leishmaniose visceral é endêmica (Barros et al., 2012). O fato dos cães 

domésticos atuarem como reservatórios de Leishmania chagasi e o fenômeno de T. caninum 

parasitar esses animais têm provocado certa preocupação, principalmente relacionado ao 

possível impacto que esse parasito possa estar causando nas áreas endêmicas de leishmanioses 

(Barros et al., 2012).  

Aspectos relacionados a patogênese desse parasito para os cães ou o possível 

envolvimento de outros hospedeiros vertebrados e/ou invertebrados na cadeia de transmissão 

são ainda completamente desconhecidos. Informações reunidas até o momento sugerem que 

T. caninum é uma espécie com características biológicas particulares, que não são comuns aos 

parasitos do gênero Trypanosoma: é isolado exclusivamente de sítios de pele íntegra e 

apresenta formas sem flagelo livre em cultivo axênico (Barros et al., 2014). Muitas 

informações a respeito da biologia deste novo protozoário ainda estão obscuras, tais como os 

possíveis vetores, forma de transmissão, ciclo evolutivo, virulência e epidemiologia. Portanto, 

é necessário que aspectos do ciclo biológico sejam conhecidos.  

Assim, considerando a importância deste conhecimento, este estudo propôs monitorar 

eventos morfobiológicos de T. caninum durante o processo de multiplicação e infecção em 

ensaios in vitro e in vivo. Adicionalmente, será feito o acompanhamento da infecção de cães 

naturalmente infectados, obtendo informações que possam estar relacionadas à biologia do 

parasito, como o conhecimento dos estágios evolutivos encontrados no ciclo biológico e 

aspectos da infecção natural canina. 
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3. Objetivos 

 

3.1. Objetivo Geral 

Monitorar os eventos morfobiológicos da interação de Trypanosoma caninum em 

modelos in vitro e in vivo e, descrever aspectos da infecção natural de cães. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

1. Realizar a identificação de novos isolados de T. caninum obtidos durante o estudo; 

 

2. Descrever o perfil de crescimento e diferenciação celular de T. caninum em cultura 

  axênica; 

 

3. Investigar o processo de diferenciação celular de T. caninum quando co-cultivado 

  com diferentes linhagens celulares;  

 

4. Investigar o potencial infectivo de T. caninum utilizando linhagens celulares  

  fagocíticas e não fagocíticas; 

 

5. Avaliar a capacidade infectiva de T. caninum para camundongos;  

 

6. Descrever aspectos clínicos e laboratoriais de cães naturalmente infectados por T. 

  caninum;  
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4. Materiais e métodos/ Resultados 

A metodologia e os resultados obtidos neste estudo serão apresentados no formato de 

artigos científicos publicados e em fases de publicação ou redação. 

 

Esta seção está organizada da seguinte forma:  

 

 Artigo 1: Report of new cases of Trypanosoma caninum in Brazil. 

 Artigo 2: Biological study of Trypanosoma caninum under co-cultivation with 

different feeder layer cells: a Megatrypanum subgenus? 

 Artigo 3: Trypanosoma caninum, a new parasite described in dogs in Brazil: 

Aspects of natural infection. 

 Resultados adicionais: Além dos artigos, apresentamos os resultados relacionados à 

infecção experimental de T. caninum em camundongos. Esses resultados irão 

compor um artigo que encontra-se em fase de redação. 
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4.1. Artigo 1 

 

Report of new cases of Trypanosoma caninum in Brazil 

Artigo publicado na Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 

 

 

Durante o desenvolvimento desta tese, nove novos casos da infecção natural canina 

por Trypanosoma caninum foram descritos em diferentes áreas e, este artigo visou a 

divulgação desses dados. Todas as amostras foram isoladas a partir da cultura de fragmentos 

de pele integra e posteriormente identificadas usando nested PCR com oligonucleotídeos 

específicos para uma região parcial do gene 18S rDNA, seguido do sequenciamento. Todos os 

cães, no momento do diagnóstico foram classificados como assintomáticos e apresentaram um 

bom estado clínico geral.  

Nesse artigo, mostramos pela primeira vez duas novas áreas de transmissão de T. 

caninum como São João do Piauí, no estado do Piauí – área endêmica da doença de Chagas e,  

Barra Mansa, sul do estado do Rio de Janeiro – área com um surto recém implantado de 

leishmaniose visceral.  

Os nove casos descritos nesse artigo, somados aos já publicados, totalizam 62 casos 

descritos da infecção natural canina por T. caninum mostrando a ocorrência geográfica dessa 

espécie para novas áreas de circulação de outros tripanosomatídeos. 

 Os resultados desse artigo responde ao objetivo específico nº 1 e parcialmente o 

objetivo específico nº 6.  
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4.2. Artigo 2 

 

 
Biological study of Trypanosoma caninum under co-cultivation with different feeder 

layer cells: a Megatrypanum subgenus? 

Artigo submetido para publicação na revista Plos One. 

 
 

Trypanosoma caninum é um agente que apresenta características muito particulares, 

que os difere de outros parasitos do gênero Trypanosoma. O seu isolamento exclusivo a partir 

de pele íntegra de cães é um exemplo. Entretanto, ainda não podemos afirmar com segurança 

que a pele seja o sítio de multiplicação desse agente no hospedeiro vertebrado e qual forma 

evolutiva é encontrada nesse sítio. 

Este artigo teve como objetivo avaliar o processo de diferenciação de T. caninum em 

cultivo axênico e quando co-cultivado com diferentes linhagens celulares e, investigar o seu 

potencial infectivo para essas mesmas linhagens.  

Em condição axênica, T. caninum apresenta principalmente formas epimastigotas 

atípicas (sem flagelo) e formas epimastigotas, cujos percentuais ao longo da curva de 

crescimento podem variar em função do isolado estudado. Formas tripomastigotas são vistas 

raramente nessa condição. Já quando co-cultivados com linhagens celulares à 37ºC, ocorre 

intensa diferenciação para formas tripomastigotas. Formas epimastigotas aflageladas e 

flageladas, assim como formas tripomastigotas não foram capazes de infectar diferentes 

células, sugerindo que talvez esse parasito não possua um ciclo intracelular. Considerando o 

modo de divisão das formas evolutivas de T. caninum e as medidas morfológicas tomadas de 

formas tripomastigotas, associado à outras características, este artigo sinaliza que T. caninum 

possa ser classificado no subgênero Megatrypanum.  

Os resultados deste artigo respondem aos objetivos específicos nº 2, 3 e 4. 
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Fig 1 
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Fig 2 

 

 

Fig 3 
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Fig 5 
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Fig 6 
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Fig 7 
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4.3. Artigo 3 

 

Trypanosoma caninum, a new parasite described in dogs in Brazil: Aspects of natural 

infection 

 

Artigo publicado na revista The Journal of Parasitology. 

 

 

 

Trypanosoma caninum constitui a mais recente espécie de tripanosomatídeo descrita 

no Brasil, encontrado na infecção natural de cães domésticos. Muito pouco ainda se conhece 

e, neste artigo são descritos aspectos clínicos e laboratoriais de 14 cães naturalmente 

infectados por esse parasito. Os animais foram avaliados clinicamente e monitorados em 

intervalos que variaram de 3 a 12 meses quanto a presença do parasito e/ou DNA em 

diferentes amostras biológicas através de métodos parasitológicos (cultura e exame direto) e 

moleculares (PCR). Além disso, anticorpos específicos anti-T. caninum e anti-Leishmania 

foram investigados nesses animais. Os resultados revelaram que dos 14 animais estudados, 10 

encontravam-se em bom estado geral e tal status clínico não variou durante o monitoramento. 

Anticorpos anti-T. caninum foram confirmados em 10 animais e a co-infecção por L. chagasi 

foi comprovada em dois cães.  

A partir de observações prévias, associadas aos resultados aqui obtidos, é possível 

sugerir que T. caninum seja um parasito não patogênico para os cães. Um dado que reforça a 

nossa hipótese é o fato desse agente ser isolado, na maioria das vezes, de cães sem qualquer 

sinal clínico específico. Outro dado que corrobora e foi também levantada em nosso estudo, é 

a possibilidade da infecção por T. caninum ser um evento transitório. Essas hipóteses ainda 

são preliminares, no entanto, se confirmadas, serão elementos importantes para o 

estabelecimento de ferramentas diagnósticas e consequentemente para determinação da 

prevalência desse parasito nas áreas endêmicas.  

Os resultados deste artigo respondem ao objetivo específico nº 6 desta tese. 
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4.4.  Resultados adicionais  

 

Trypanosoma caninum é uma espécie ainda pouco estudada. A patogenicidade desse 

parasito bem como as formas evolutivas presentes no hospedeiro vertebrado são ainda 

aspectos desconhecidos. Até o momento, T. caninum tem sido descrito somente em cães 

domésticos, em infecções assintomáticas, transitórias cursando com baixa resposta imune 

humoral.  

Um dos nossos objetivos foi avaliar a capacidade infectiva de T. caninum para 

camundongos (Swiss webster). Os animais foram inoculados em dois grupos, empregando as 

vias intradérmica e intraperitoneal, utilizando formas tripomastigotas obtidas do co-cultivo 

com feeder layer. Os camundongos foram avaliados em diferentes intervalos, sendo coletado 

amostras de pele, baço, fígado, coração e sangue, as quais foram processadas por cultura, 

exame direto, histopatologia e PCR. 

Os resultados ainda são preliminares mas mostraram que DNA de T. caninum foi 

encontrado no sangue, baço, fígado e coração mostrando que esse parasito foi capaz de 

alcançar outros tecidos além da pele. Esses resultados irão compor futuramente um artigo.  

Os resultados adicionais respondem ao objetivo específico nº 5. 
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Evaluation of Experimental Infection of the Trypanosoma caninum in Swiss 

webster Mice   

 

Resumo 

 

Trypanosoma caninum é uma nova espécie de protozoário descrito em cão doméstico no 

Brasil cujo ciclo biológico e o envolvimento de outros vertebrados são ainda desconhecidos. 

Este estudo visou avaliar a capacidade infectiva de T. caninum para camundongos. Os animais 

foram infectados com formas tripomastigotas por via intradémica (grupo ID) ou via 

intraperitoneal (grupo IP) e avaliados em intervalos de 10 minutos, 1, 6, 24, 48 horas, 15 e 30 

dias. Nesses intervalos, os animais foram submetidos à eutanasia e amostras de sangue, 

fragmentos de pele (local do inóculo), baço, fígado e coração foram coletadas para exame 

direto, cultura e nested-PCR. Para análises histológicas (HE) apenas fragmentos de pele foram 

processados. No grupo ID, T. caninum foi isolado somente da pele até 24 horas, enquanto que 

no grupo IP, obtivemos isolamento de baço e sangue, nos tempos de 10 minutos e 1 hora 

respectivamente. No imprint, o parasito somente foi visualizado em fragmentos de pele do 

grupo ID em 10 minutos e 1 hora. No grupo IP, nenhum parasito foi observado nos sítios 

examinados. Na análise molecular, foi possível encontrar DNA de T. caninum em todas as 

amostras analisadas, tanto no grupo ID (exceto no baço) quanto no grupo IP. Este estudo 

mostrou que T. caninum é capaz de alcançar diferentes órgãos e tecidos, independente da via 

de inoculação. 
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Introdução  

Trypanosoma caninum é uma nova espécie de parasito encontrado até então em cães 

domésticos (Madeira et al., 2009). Foi descrito primariamente no estado do Rio de Janeiro e 

posteriormente em outros estados do Brasil, somando-se até o momento 62 casos da infecção 

natural, relatados principalmente em áreas onde a leishmaniose visceral é endêmica (Barros et 

al., 2012; Oliveira et al., 2015).  Recentemente esse agente foi isolado de um cão em área 

endêmica para doença de Chagas (Oliveira et al., 2015). Esses achados mostram a existência 

de um ciclo natural desse protozoário entre cães domésticos e alertam para um possível 

impacto que esse fenômeno possa causar em áreas onde outros tripanossomatídeos ocorrem, 

sobretudo as leishmanioses, já que cães domésticos são os reservatórios de L. chagasi (Barros 

et al., 2012; Oliveira et al., 2015).  

Um aspecto interessante desse parasito é o sítio anatômico de onde tem sido isolado, 

apresentando uma característica incomum e inédita para os representantes do gênero 

Trypanosoma. Todos os isolados de T. caninum obtidos até o momento, foram isolados a 

partir do cultivo da pele íntegra de cães aparentemente saudáveis, sendo frustrantes as 

tentativas de isolamento por hemoculturas (Madeira et al., 2009; Pinto et al., 2010).  

A patogenicidade de T. caninum para os cães ou o possível envolvimento de outros 

hospedeiros vertebrados e/ou invertebrados na cadeia de transmissão são ainda 

completamente desconhecidos. No entanto, dados obtidos até o momento sugerem que a 

infecção por T. caninum nos cães possa ser transitória, assintomática e cursar com baixa 

resposta imune humoral (Almeida et al., 2011; Alves et al., 2012; Madeira et al., 2014).  

O conhecimento do ciclo biológico e a identificação das formas evolutivas de agentes 

parasitos, sobretudo os que ocorrem nos hospedeiros vertebrados é fundamental e constitui a 

base para a identificação clássica desses organismos. O isolamento e a manutenção de T. 
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caninum em meio de cultura foi um passo inicial e constitui condição crucial para o seu 

estudo, bem como para o conhecimento de aspectos da infecção no hospedeiro vertebrado.  

Desde muitos anos, o modelo murino é um modelo animal muito explorado no estudo 

dos tripanosomatídeos, principalmente por reunir vantagens como ter pequeno porte, 

facilidade de obtenção, de manipulação e de manutenção (Mello & Brener, 1978; Andrade, 

2000; Araújo-Jorge, 2000; De Menezes et al., 2004; Olivera et al., 2015). Nesse estudo, nós 

avaliamos a capacidade infectiva de T. caninum para camundongos Swiss webster visando 

conhecer aspectos do ciclo biológico desse parasito no hospedeiro vertebrado. 

  

Materiais e Métodos 

Procedimento ético, animais e coleta de amostras  

Camundongos Swiss Webster SPF (Specific Pathogen Free), machos, pesando entre 

10 a 15 gramas foram adquiridos do Centro de Criação de Animais de Laboratório 

(CECAL/FIOCRUZ) e tratados em estrita conformidade com as recomendações da Comissão 

de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Fundação Oswaldo Cruz (licence L-11/13).  

Os animais foram inoculados com uma suspenção contendo formas de cultura (0.5x106 

parasitos) cujo inóculo continha aproximadamente 60% de formas tripomastigotas da sample 

RJ1229, obtida do sobrenadante do co-cultivo com DH-82 (Dados em fase de publicação). Os 

animais foram divididos em três grupos de acordo com a via de inoculação: grupo ID (via 

intradérmica), grupo IP (via intraperitoneal) e grupo controle (inoculação por vias 

intradérmica ou intraperitoneal com solução fisiológica). As inoculações ID e IP foram feitas 

após sedação empregando quetamina (150mg/kg) associada com xilazina (10 mg /kg). Os 

eventos pós-infecção foram monitorados em intervalos de 10 minutos, 1, 6, 24 e 48 horas, 15 

e 30 dias. Em cada intervalo seis animais foram eutanasiados sendo dois animais do grupo ID, 

dois do grupo IP e 2 animais do grupo controle submetidos ao mesmo protocolo. 
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Em cada intervalo, o animal foi anestesiado como descrito acima e coletado 

fragmentos de pele com “punch” de 3mm. No grupo inoculado por via ID, o fragmento de 

pele foi obtido da região escapular, local do inóculo. Em seguida, cerca de 1 mL de sangue 

via intra-cardíaca foi coletado de cada animal em tubo com EDTA. Após, foi realizada a 

eutanásia utilizando tiopental sódico na superdosagem de 150mg/kg administrado por via 

intraperitoneal. Na necropsia, foram coletados fragmentos de baço, fígado e coração. Os 

espécimes clínicos foram processados como descrito a seguir. 

 

Exame direto  

Os "imprints" foram realizados a partir de todos os fragmentos de tecidos coletados 

executando compressões suaves sobre a lâmina de vidro e os esfregaços foram preparados  

pela distribuição de aproximadamente 1 µL de sangue em uma lâmina. As lâminas foram 

fixadas com álcool metílico (Vetec, Duque de Caxias, Brazil) e depois coradas por Giemsa 

(Merck, Darmstadi, Germay). As lâminas foram examinadas por microscopia óptica.  

 

Cultura 

 A cultura foi realizada na tentativa de isolamento do parasito e procedeu de acordo 

com os passos descritos a seguir. Fragmentos de tecidos foram, inicialmente, imersos em 

solução salina contendo 1.000U penicilina, 200ug streptomicina, and 50ug fluorocitosina por 

mililitro e armazenados à 4ºC por 24 horas. Em seguida, cada fragmento foi semeado em 

tubos com tampas de roscas contendo ágar sangue (NNN-Novy, MacNeal, Nicolle) 

sobreposto com 1,5 ml de meio Schneider’s Drosophila suplementado com 10% de soro fetal 

bovino. O sangue (aproximadamente 0.2-0.3 mL) foi semeado imediatamente após a coleta 

em tubo contendo o mesmo meio de cultura. Todas as culturas foram duplicadas, processadas, 

mantidas a 28ºC e examinadas semanalmente através de microscopia óptica por 30-40 dias.  
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Análise histopatológica 

Essa técnica foi usada apenas em amostras de pele dos grupos ID e IP. As amostras 

foram imediatamente fixadas em  formol tamponado a 10% e processadas como para rotina de 

inclusão em parafina. Secções de 5 m de blocos de parafina foram corados por hematoxilina-

eosina, e características detalhadas do infiltrado inflamatório e alterações epidérmicas foram 

investigadas. 

 

Ensaios moleculares 

Todos os espécimes clínicos coletados foram processados por esse método. O DNA 

foi extraído usando o sistema automático de extração (QIAcube/Qiagen) e o kit de extração 

DNeasy Blood & Tissue (Qiagen). As instruções do fabricante foram seguidas em ambos 

procedimentos. A amplificação por PCR foi realizada em uma nested-PCR utilizando primers 

que amplificam uma sequência parcial do gene 18S rRNA, e essa mesma técnica tem sido 

usada para identificar todos os isolados de T. caninum até o momento (Barros et al, 2012). 

Primers externos TRY927F (5’ GAAACAAGAAACACGGGAG 3’) E TRY927R (5’ 

CTACTGGGCAGCTTGGA 3’) foram usados no primeiro "round" e primers internos 

SSU561F (5’ TGGGATAACAAAGGAGCA 3’) e SSU561R (5’ 

CTGAGACTGTAACCTCAAAGC 3’) foram usados no segundo "round". Em cada corrida 

de PCR foi incluído DNA de T. caninum sequenciado como controle positivo (Oliveira et al., 

2015; Barros et al., 2012). Todos os produtos da PCR foram corridos em gel de agarose a 

1,5%, corados com brometo de etídio e visualizado em luz ultravioleta.  

 

Resultados 

O exame direto realizado à partir de imprint de fragmentos de pele do grupo ID, 

mostrou a presença de formas tripomastigostas e epimastigotas nos tempos de 10 minutos e 1 
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hora. Após 24 hs de infecção, foi possível detectar formas de parasitos sofridos e visualizar 

poucos macrófagos em lâminas no sítio de pele. Nenhuma forma parasitária foi visualizada 

nos imprints de fragmentos do baço, fígado e coração em todos os intervalos estudados. No 

grupo IP, todos os sítios examinados foram negativos no imprint em todos os intervalos.  

No grupo ID, alterações histológicas foram observadas na pele, nos intervalos de 1, 24 

e 48 horas e 30 dias. Nos tempos de 1 e 24 horas pós-infecção foi observada dermatite e 

paniculite difusas e discretas com infiltrado inflamatório composto principalmente por 

neutrófilos, havendo macrófagos, linfócitos e plasmócitos em menor número. No tempo de 48 

horas pós-infecção, foi observada paniculite e miosite com infiltrados de neutrófilos, 

macrófagos e linfócitos. No tempo de 30 dias pós-infecção foram observadas dermatite e 

miosite granulomatosas difusas e discretas, com destruição de fibras musculares estriadas 

esqueléticas. No grupo IP, não foram observadas qualquer alteração histológica ou formas 

parasitárias. As lâminas dos animais controle não apresentaram qualquer alteração 

histopatológica. 

Na cultura de amostras coletadas do grupo ID, T. caninum foi isolado de pele (local do 

inóculo) nos intervalos de 10 minutos, 6 horas e 24 horas. As demais amostras foram 

negativas à cultura em todos os intervalos. No grupo IP, T. caninum foi isolado de sangue e 

baço no intervalo de 10 minutos e do sangue no intervalo de 1 hora. As demais amostras 

clínicas dos animais desse grupo foram negativas à cultura em todos os intervalos. 

DNA de T. caninum pode ser detectado em diversas amostras de ambos os grupos (ID e 

IP) em diferentes intervalos avaliados. No grupo ID, DNA parasitário foi encontrado na pele, 

fígado, coração e sangue. Nos animais desse grupo, foi possível detectar DNA até o 30º dia no 

fígado. No grupo IP DNA de T. caninum foi confirmado na pele, baço, fígado, coração e sangue 

podendo ser detectado no baço até o 15º dia. Todos os resultados deste estudo estão descritos  na 

tabela 1.  
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Discussão: 

Trypanosoma caninum é uma espécie recentemente descrita no Brasil, infectando cães 

domésticos e até então, não se sabe se essa espécie pode ser encontrada em outro vertebrado. 

Assim, nosso estudo avaliou a capacidade infectiva de T. caninum para camundongos albinos 

outbread, uma vez que esse animal constitui um bom modelo para estudo experimental dos 

parasitos do gênero Trypanosoma (Andrade, 2000; Araújo-Jorge 2000). 

Em estudos experimentais, a via de inoculação deve respeitar a biologia do parasito. A 

via de inoculação intraperitoneal é muito utilizada para diferentes espécies de Trypanosoma, 

já que são parasitos do sangue e de tecidos de vertebrados (Acosta et al., 2013; Guerreiro et 

al., 2015). Já a via de inoculação intradérmica é utilizada para parasitos dermotrópicos, como 

é o caso de algumas espécies de Leishmania (Santos-Gomes et al., 2000). Em nosso estudo, 

utilizamos ambas as vias pelo desconhecimento do ciclo biológico de T. caninum. A análise 

de fragmentos de pele onde foi realizado o inóculo, em diferentes intervalos, dos animais 

inoculados por via ID, poderia nos dar informações importantes sobre a sequência de eventos 

que ocorrem nesse sítio, já que T. caninum tem sido isolado exclusivamente de pele. Apesar 

de terem sido observados um aumento no número de macrófagos e neutrófilos, nenhuma 

forma parasitária intracelular ou extracelular foi detectada por exame direto ou 

histopatológico. Santos-Gomes et al. (2000) no estudo com Leishmania infantum demonstrou 

que após trinta minutos da inoculação de formas promastigotas por via ID, foi possível 

visualizar as primeiras formas amastigotas. Já no grupo inoculado via IP, T. caninum foi 

recuperado do baço e do sangue após 10 min e 1 hora da inoculação, respectivamente, 

mostrando que esse parasito foi capaz de alcançar outros órgãos e tecidos dos camundongos. 

A infecção de diferentes órgãos e tecidos foi confirmada pela PCR em ambos os grupos. 

Interessante foi notar a detecção de DNA até 30 dias pós-inoculação. Alguns estudos 

relacionam a presença de DNA com infecção, já que o DNA é rapidamente degradado após 
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morte parasitária (Prina et al., 2007). A detecção de DNA de Leishmania por PCR está 

correlacionado à presença de parasitos vivos enquanto que um resultado negativo tem sido 

relacionado à cura parasitológica (Cruz et al., 2006; Maurya et al., 2005; Prina et al., 2007). 

Estudos em T. cruzi também reforçam a hipótese de que um resultado de PCR positivo avalia 

a presença de parasitos viáveis (Britto et al., 2001).  

 Parasitos do gênero Trypanosoma apresentam grande diversidade biológica ao longo 

do ciclo evolutivo. Classicamente, formas amastigotas, epimastigotas, esferomastigota e 

tripomastigotas são os estágios evolutivos descritos para as espécies desse gênero (Hoare, 

1972; Vickerman, 1976). Algumas espécies  multiplicam-se no vertebrado em ambiente 

intracelular sob a forma amastigota (T. cruzi), no sangue sob a forma tripomastigota (T. 

brucei) ou epimastigota (espécies do subgênero Megatrypanum).  Embora o ciclo biológico de 

T. caninum seja ainda desconhecido, a multiplicação observada nos ensaios "in vitro", ocorre 

sob a forma tripomastigota e epimastigota (flagelada e não flagelada). O encontro de alguma 

forma evolutiva no ambiente do hospedeiro vertebrado é importante para esclarecer aspectos 

do ciclo biológico desse parasito, como descrito para outras espécies de tripanosoma. Um 

estudo recente relatou que formas tripomastigotas não são os únicos estágios do ciclo de vida 

de Trypanosoma copemani, sendo observado na corrente sanguínea de marsupiais outros 

estágios evolutivos tais como promastigota, esferomastigota e amastigota (Austen et al., 

2015). Apesar de T. caninum ser isolado exclusivamente de pele dos cães, as formas 

evolutivas presentes nesse sítio são ainda pouco conhecidas e, nesse estudo não foi possível 

detectar, pelos exames direto e histopatológico, nenhum estágio evolutivo no sítio de pele dos 

camundongos. 

Esse estudo contribuiu com informações importantes sobre a biologia de T. caninum, 

mostrando que apesar de nenhuma forma parasitária intracelular ou extracelular ser detectada, 

o parasito pode alcançar diferentes órgãos e tecidos, independente da via de inoculação. Esse 
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fato sugere que talvez esse protozoário possa  sobreviver nos capilares dos tecidos desses 

órgãos, tal como também acontece com outras espécies de Trypanosoma, como T. hoarei e T. 

zapi (Hoare, 1972).  
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Tabela, figura e legenda 

 

Tabela 1: Resultados dos ensaios parasitológico, histológico e molecular realizado com diferentes amostras 

biológicas obtidas camundongos infectados experimentalmente com Trypanosoma caninum por ID e IP em 

diferentes intervalos após infecção. 

 

(-) resultados negativos, (+) resultados positivos,  (ID) grupo inoculado por via intradérmica, (IP) grupo 

inoculado por via intraperitoneal.* Presença de formas parasitárias sofridas e destruídas. Aumento do número de 

macrófagos.** Alterações histológicas: dermatite granulomatosa, paniculite discreta e focal com infiltrado 

inflamatório constituído principalmente por macrófagos e linfócitos. 
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5. Discussão Geral 

Trypanosoma caninum é uma espécie recentemente descrita no Brasil, infectando cães 

domésticos. Pouco ainda se conhece sobre esse agente e, o nosso estudo visou contribuir com 

elementos que possam ser úteis nesse contexto. 

O interesse pelo estudo de T. caninum tem sido motivado principalmente pelo fato 

desse parasito infectar o reservatório doméstico de L. chagasi (sin. L. infantum), agente da 

leishmaniose visceral canina (LVC) e esse fenômeno interferir no controle desse importante 

agravo (Barros et al., 2012). Além disso, o estudo de uma nova espécie deve considerar 

aspectos relacionados à biologia, entre os quais citamos o conhecimento das formas 

evolutivas que os parasitos possam apresentar durante o seu ciclo biológico.  

Como já relatado na literatura, as espécies pertencentes ao gênero Trypanosoma, 

crescem bem à temperatura de 27°C em diversos meios de culturas convencionais. Porém, 

algumas espécies são mais exigentes que outras, como é caso de T. rangeli que não cresce 

bem em meios líquidos convencionais, necessitando do meio NNN e suplementação de soro 

fetal bovino (SFB) para a manutenção dos isolados (Sousa, 1999). Em nosso estudo, 

observamos que as amostras de T. caninum crescem facilmente tanto em meio Schneider 

puro, quanto em NNN+Schneider à temperatura de 28ºC, embora, nessa última condição, os 

parasitos são capazes de se manterem vivos por mais tempo. Quando avaliado a influência das 

diferentes temperaturas, em condição axênica, vimos que este agente não se estabelece à 35º e 

37ºC, havendo morte logo no início da curva de crescimento, sendo portanto a temperatura 

uma fator relevante no crescimento dessa espécie, quando cultivado em condições axênicas. 
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Resultados obtidos anteriormente pelo nosso grupo têm mostrado que T. caninum é 

um agente com elevada diversidade morfológica. No cultivo axênico, além das formas 

evolutivas comumente encontradas no gênero Trypanosoma, tais como formas epimastigotas, 

tripomastigotas e esferomastigotas, T. caninum apresenta formas epimastigotas aflageladas, 

que se apresentam sem flagelo livre visível (Barros et al., 2014). Devido a essa diversidade, e 

visando acompanhar o processo de multiplicação in vitro, selecionamos para o nosso estudo, 

4 amostras de T. caninum, duas com elevado percentual de formas epimastigotas flageladas e 

duas com elevado percentual de formas epimastigotas aflageladas.  

Embora formas aflageladas sejam incomuns aos parasitos do gênero Trypanosoma, 

Sousa (1999) descreveu formas semelhantes na cultura de T. rangeli. Esse autor relata que 

essas formas são encontradas em triatomíneos ou em culturas de isolados recentes. Em T. 

caninum, essas formas aflageladas são observadas em todos os isolados dessa espécie, 

independente da fase do cultivo. Um fato curioso que temos observado é a predominância 

alternada dessas formas (flagelados e não flagelados) ao longo dos repiques no cultivo 

axênico. A amostra RJ12229, empregada em nosso estudo, quando recém isolada, apresentava 

predominância de formas flageladas como mostrado no artigo 2 desta tese. Após vários 

repiques, o perfil dessa amostra mudou, sendo observado, predominância de epimastigotas 

atípicos. Ainda não sabemos por que isso ocorre, no entanto, temos observado que quando o 

repique é realizado em garrafas de cultura, formas flageladas são mais frequentes do que 

quando o cultivo é realizado em tubos de ensaio. A tensão de O2 e CO2 parecem ser fatores 

importantes no cultivo desses parasitos.  Futuramente pretendemos realizar a clonagem dessas 

formas evolutivas (flageladas e não flageladas) e acompanhar o seu desenvolvimento in vitro, 

sob diferentes condições de cultivo. Um dado importante aqui obtido foi a confirmação de que 

formas epimastigotas sem flagelo livre dão origem às formas flageladas com já mostrado por 

Barros et al. (2014) e que as formas flageladas dão origem as formas tripomastigotas.  
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Um fato interessante foi que, embora o perfil morfológico de T.caninum seja variado 

entre os isolados aqui estudados, revelado através do polimorfismo apresentado nos ensaios 

de diferenciação celular, o perfil molecular dessas mesmas amostras foi considerado 

homogêneo (Barros et al., 2015). Até então, mesmo utilizando diferentes marcadores, T. 

caninum é agrupado em um único clado. 

Pelo fato de não conhecermos as formas que T. caninum assume na infecção do 

hospedeiro vertebrado, realizamos ensaios de interação desse parasito com diferentes 

linhagens celulares como já realizado com outras espécies de Trypanosoma (Thomaz & 

Deane, 1990; Shuster & Sullivan, 2002). No co-cultivo com as linhagesns DH-82 e MDCK-2, 

T. caninum foi capaz de se manter à 37ºC, fato não observado no cultivo axênico, e se 

diferenciar para formas tripomastigotas. Esse resultado mostra a importância do co-cultivo 

com feeder layer no processo de diferenciação desses parasitos. 

Nos ensaios de interação com células, constatamos que T. caninum, independente da 

forma evolutiva, não possui capacidade para invasão nas linhagens empregadas no estudo, 

demonstrando que talvez esse agente não possua um ciclo intracelular. Resultados 

semelhantes foram obtidos com outras espécies do gênero Trypanosoma, como T. terrestris 

no qual os autores utilizaram monocamadas de células Vero, C6/36 e SF9, verificando que 

apesar do crescimento parasitário nesse co-cultivo, não foi possível verificar invasão nessas 

células (Acosta et al., 2013). No estudo de Madeira et al. (2009) já foi demonstrado que T. 

caninum não foi capaz de infectar macrófagos murinos. 

Parasitos do gênero Trypanosoma apresentam grande diversidade biológica ao longo 

do ciclo evolutivo. Classicamente, formas amastigotas, epimastigotas, esferomastigota e 

tripomastigotas são os estágios evolutivos descritos para as espécies desse gênero (Hoare, 

1972; Vickerman, 1976).  Num estudo recente, foi relatado que formas tripomastigotas não 

são os únicos estágios do ciclo de vida de uma espécie de Trypanosoma (Trypanosoma 
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copemani) de marsupiais australianos sendo observado na corrente sanguínea, outros estágios 

tais como promastigota, esferomastigota e amastigota (Austen et al., 2015). Infelizmente, nos 

ensaios envolvendo a infecção experimental de camundongos, não foi possível encontrar 

nenhuma forma evolutiva pelos exames diretos e histopatológicos, os quais poderia nos 

indicar quais formas estariam presentes no sangue, na pele ou em outro sítio desse animal. A 

forma de reprodução dos tripanossomatídeos também são informações relevantes, 

principalmente quando trata-se de novas espécies. Em algumas espécies do subgênero 

Megatrypanum, tais como Trypanosoma theileri, T. melophagium e T. conorhini a reprodução 

é feita através da forma epimastigota em mamífero (Hoare, 1972). No co-cultivo com células 

de mamíferos, vimos que a multiplicação de T. caninum pode ocorrer nas formas 

epimastigotas e tripomastigotas, embora demonstramos que essas formas de T. caninum não 

foram capazes de infectar diferentes células. 

Nos ensaios envolvendo a infecção de camundongos, os resultados ainda são 

preliminares, no entanto, verificamos que T. caninum é capaz de alcançar diferentes tecidos. 

Utilizamos duas diferentes vias de inoculação e, considerando a via intradérmica, o parasito 

foi detectado na pele somente no sítio de inoculação até 24 horas pós infecção. Alterações 

histológicas também foram detectadas nesse sítio e nesse intervalo. Já por via intraperitoneal, 

o parasito foi isolado de baço e de sangue até 1 hora após a inoculação. As análises 

moleculares mostraram que o DNA de T. caninum foi detectado em diferentes tecidos até 30 

dias pós infecção. Estudos apontam que a detecção de DNA por PCR está correlacionado à 

presença de parasitos viáveis (Britto et al., 2001; Prina et al., 2007). 

T. caninum, até o momento, tem sido encontrado somente em cães domésticos. Apesar 

do pouco conhecimento, estudos anteriores têm mostrado que cães infectados por T. caninum 

apresentam um bom estado clínico geral (Pinto et al., 2010; Almeida et al., 2011; Barros et 

al., 2012). Além disso, Alves et al. (2012), sugerem que T. caninum talvez seja pouco 
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imunogênico para os cães. Até o momento, publicações com foco em avaliar dados clínicos e 

laboratoriais na infecção natural por T. caninum são escassas. O acompanhamento de 14 

animais naturalmente infectados por T. caninum possibilitou a contribuição de aspectos 

relacionados a patogênese e/ou virulência desse parasito para os cães, cujos resultados estão 

apresentados no artigo nº 3 desta tese. Um dado que podemos destacar é a comprovação 

exclusiva de T. caninum em sítio de pele, como já foi mencionado em inúmeros outros 

estudos (Madeira et al., 2009; Pinto et al., 2010; Silva et al., 2011). A partir de observações 

prévias, associadas aos resultados aqui obtidos, é possível sugerir que T. caninum seja um 

parasito não patogênico para os cães. Um dado que reforça a nossa hipótese é o fato desse 

agente ser isolado, na maioria das vezes, de animais sem qualquer sinal clínico específico. 

Outro dado que corrobora e foi também levantada em nosso estudo, é a possibilidade da 

infecção por T. caninum ser um evento transitório. Essas hipóteses ainda são preliminares, no 

entanto, se confirmadas serão elementos importante para o estabelecimento de ferramentas 

diagnósticas e consequentemente para determinação da prevalência desse parasito nas áreas 

endêmicas.  

A caracterização das amostras isoladas a partir do diagnóstico parasitológico é de 

grande importância para diversos estudos, principalmente àqueles que envolvem a vigilância 

epidemiológica, possibilitando o mapeamento das espécies e/ou variantes de parasitos que 

circulam em áreas endêmicas. Entretanto, a identificação dos parasitos do gênero 

Trypanosoma nem sempre é uma tarefa fácil. Embora possamos contar com inúmeras 

ferramentas moleculares para esse fim, algumas não são espécie específicas. Durante o nosso 

estudo, nove novas amostras de T. caninum foram isoladas e identificadas utilizando um alvo 

molecular conservado, a subunidade 18S do gene ribossômico e posterior análise das 

sequências nucleotídicas. Essa estratégia tem sido utilizada até então para a caracterização de 

T. caninum (Barros et al, 2012, 2014, 2015). Das nove amostras recém identificadas de T. 
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caninum, uma foi encontrada no estado do Piauí e uma outra no município de Barra Mansa 

(RJ), áreas sem relato da presença desse agente. As 7 demais amostras foram isoladas do 

município do Rio de Janeiro. Esses novos isolados, em associação aos já descritos em outras 

cidades brasileiras, totalizam 62 amostras de T. caninum descritas até o momento, 

demonstrando a circulação desse parasito e enfatizando a importância da identificação das 

espécies que estejam infectando os cães nas áreas endêmicas onde circulam outros 

tripanosomatídeos. Esses dados estão mostrados no artigo 1 desta tese. 

Com os resultados obtidos nesta tese, foi possível reunir informações que ajudaram a 

conhecer e consolidar aspectos morfobiológicos de T. caninum. Aqui, foi estabelecido que T. 

caninum é uma espécie polimórfica, que apresenta predominância de formas tripomastigotas 

quando co-cultivado com células de mamíferos, mas que não é capaz de invadir essas células. 

Considerando as características biológicas de T. caninum aqui observadas, nosso estudo 

fornece evidências para classificação taxonômica desse parasito no subgênero Megatrypanum. 

Além disso, a infecção experimental de camundongos sugere que T. caninum possa 

sobreviver nos capilares dos tecidos sendo capaz de alcançar diferentes órgãos. Cães 

naturalmente infectados apresentam-se assintomáticos, com baixa resposta imune humoral e 

infecção transitória e, o número de casos da infecção natural tem sido detectados em novas 

áreas geográficas, demonstrando ampla distribuição geográfica.  
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6.  Conclusões 

1. Novas áreas de circulação de T. caninum, São João do Piauí (PI) e Barra Mansa (RJ), 

foram descritas neste estudo, ampliando o conhecimento da distribuição geográfica 

desse parasito no Brasil; 

2. No co-cultivo com as diferentes linhagens celulares como feeder layers, foi possível 

verificar intenso processo de diferenciação, demonstrando que as formas atípicas 

aflageladas dão origem à formas epimastigotas flageladas e essas, às formas 

tripomastigotas; 

3.  Não foi possível verificar infecção nas linhagens celulares estudadas, mostrando que 

nessas células T. caninum não possui um ciclo intracelular; 

4. No estudo da infecção natural canina, podemos confirmar que a pele é o sitio de 

encontro de T. caninum e, que a infecção nesses animais cursa de forma assintomática 

e com baixa resposta imune humoral; 

5.  Na infecção experimental em camundongos, DNA de T. caninum foi detectado no 

sangue, baço, coração e fígado desses animais, sugerindo que esse agente pode 

alcançar outros órgãos além da pele; 

6. Considerando a morfologia das formas tripomastigotas, o processo de divisão e outras 

características biológicas de T. caninum, nosso estudo fornece evidências para 

classificação taxonômica desse parasito no subgênero Megatrypanum. 
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