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““Bote fé” e a vida terá um sabor novo, terá uma bússola que indica a direção. 

“Bote esperança” e todos os seus dias serão iluminados e o seu 

horizonte já não será escuro, mas luminoso. 

“Bote amor” e a sua existência será como uma casa construída sobre a 

rocha, o seu caminho será alegre, porque encontrará muitos amigos que caminham 

com você.” 

    “A realidade pode mudar, o homem pode mudar. procurem ser vocês os primeiros a 

praticar o bem, a não se acostumarem ao mal e sim, vencê-lo.” 

“Deus dá as batalhas mais difícies aos seus melhores soldados.” 

Papa Francisco – JMJ 2013 
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Barros, JHS. Trypanosoma caninum, estudo com isolados de diferentes regiões 
brasileiras: abordagem molecular e morfológica. Rio de Janeiro, 2013. 86 f. Tese 
[Doutorado em Pesquisa Clínica em Doenças Infecciosas] Instituto de Pesquisa Clínica 
Evandro Chagas. 
 

RESUMO 

Trypanosoma caninum constitui uma nova espécie recentemente descrita na infecção de 
cães domésticos. Apesar de ainda pouco conhecido e estudado, inúmeros casos da 
infecção natural por esse agente tem sido registrado em diferentes regiões do Brasil, fato 
que tem despertado o interesse pelo seu estudo. Esta tese objetivou estudar amostras de 
T. caninum empregando abordagens moleculares e morfológicas. Foram realizados 
ensaios da PCR utilizando iniciadores para diferentes regiões do gene nuclear (18S 
rDNA e 24Sα rDNA) e do gene mitocondrial (citocromo b e região dos minicírculos) 
cujos produtos  foram sequenciados e analisados por programas específicos. Empregou-
se, também, testamos alvos direcionados para região ITS1 rDNA a partir  da técnica de  
RFLP-PCR. Adicionalmente, foram empregadas análises por microscopia óptica e 
eletrônica (transmissão e varredura). Das análises moleculares foram obtidos os 
seguintes resultados: a) foi confirmada a identidade de T. caninum em isolados obtidos 
nos estados de São Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso, Goiás e Rio de Janeiro; b) foi 
verificado que o tamanho da região dos minicírculos de kDNA de T. caninum é 
diferente de outras espécies de tripanosomas e c) Análises filogenéticas revelaram que 
todos os isolados de T. caninum aqui estudados foram agrupados no mesmo cluster, 
independentemente da precedência geográfica ou marcador genético utilizado. Análises 
por microscopia óptica mostraram características morfológicas intrigantes, as quais 
foram confirmadas por microscopia eletrônica de transmissão e varredura, revelando a 
presença de formas epimastigotas atípicas, sem flagelo livre, nos cultivos axênicos. A 
identificação de novos isolados e o conhecimento da sua distribuição geográfica de T. 

caninum são dados importantes para a compreensão desse novo cenário epidemiológico 
que está sendo descrito em diferentes regiões do Brasil. Este estudo contribuiu com 
dados inéditos sobre T. caninum, principalmente relacionados aos aspectos 
morfológicos e genéticos e, representam um avanço no conhecimento biológico e 
genético deste novo parasito. 
 

Palavras-chave: Trypanosomatidae, cão, PCR, sequenciamento, microscopia óptica, 

microscopia eletrônica. 
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Barros, JHS. Trypanosoma caninum, study with isolates from different Brazilian 
regions: molecular and morphological approach. Rio de Janeiro, 2013. 86 f. Thesis 
[PhD Thesis in Clinical Research in Infectious Diseases] Instituto de Pesquisa Clínica 
Evandro Chagas. 

ABSTRACT 

Trypanosoma caninum is a new species recently described from infected domestic dogs. 
Although still little known and studied, numerous cases of natural infection by this 
pathogen have been reported from different regions of Brazil, a fact that aroused our 
interest. In this thesis, we describe the morphological and genetic characteristics of T. 

caninum. Specific regions of nuclear genes (18S rDNA and 24Sα rDNA) and 
mitochondrial genes (cytochrome b and a minicircle region) were amplified using PCR, 
and the resulting products were sequenced and analyzed using specific programs. It was 
used also to test targets directed ITS1 rDNA from the RFLP-PCR. The morphology of 
T. caninum was analyzed using light and electron microscopy (scanning and 
transmission). The results of molecular analyses a) confirmed that the isolates from São 
Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso, Goiás, and Rio de Janeiro were indeed T. caninum, 
b) it was showed that the size of the kDNA minicircle of T. caninum is different from 
that of other trypanosome species and c) phylogenetic analysis revealed that all isolates 
of T. caninum studied here belonged to the same cluster, regardless of precedence, 
geographic distribution, and the genetic marker used. Light microscopy analysis of 
axenic cultures revealed intriguing morphological features, such as atypical 
epimastigotes without free flagella; these findings were confirmed by scanning and 
transmission electron microscopy. Identification of T. caninum from clinical isolates 
and gathering data on its geographical distribution are important for understanding this 
new epidemiological scenario in Brazil. Our findings provide original morphological 
and genetic data on T. caninum; these data could be useful for detailed biological and 
genetic characterization of this newly discovered parasite, mainly related to 
morphological and genetic aspects, and certainly represents an advance in 
understanding of this new parasite. 

Keywords: Trypanosomatidae, dog, PCR, sequencing, light microscopy, electron 
microscopy 
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1. Introdução 

1.1. Tripanosomatídeos: conceitos biológicos e taxonômicos  

Os tripanosomatideos constituem um grupo distinto de protozoários que possuem 

caracteres particulares, entre os quais se destacam a presença de um único flagelo; a 

existência de uma estrutura denominada cinetoplasto, contido numa mitocôndria única 

que se estende ao longo da célula; presença de um citoesqueleto; e a alternância de 

diferentes estágios evolutivos durante o seu ciclo de vida (Vickerman, 1976). Possuem 

ampla distribuição na natureza sendo organismos de vida livre ou parasitos de diferentes 

ordens. De acordo com o número de hospedeiros que participam do seu ciclo biológico 

são classificados em monoxênicos ou dixênicos. As espécies monoxênicas, conhecidos 

como “tripanosomatídeos inferiores” são aquelas cujo ciclo evolutivo completa-se em 

um único hospedeiro, normalmente um artrópode, e englobam os gêneros 

Blastocrithidia, Crithidia, Leptomonas e Herpetomonas. Os representantes desses 

gêneros geralmente apresentam baixa especificidade aos seus hospedeiros. Apesar de 

não apresentarem patogenicidade conhecida para o homem e animais, eventualmente 

têm sido descritos em infecções associadas à imunodepressão, atuando como agentes 

oportunistas, colocando este grupo de protozoários, também, no “rol” de interesse em 

Saúde Pública (Pacheco et al., 1998).  

Já as espécies dixênicas, alternam seu ciclo biológico entre dois hospedeiros, um 

vertebrado e um invertebrado, funcionando este último como vetor. Aqui estão 

classificados os gêneros Trypanosoma e Leishmania que incluem parasitos de 

importantes doenças tanto para o homem como para outros animais (Barret et al., 2003; 

Ministerio da Saúde, 2006) e os gêneros Endotrypanum e Phytomonas que incluem, 

respectivamente, parasitos de preguiças e de plantas (Camargo et al., 1999; Franco e 

Grimaldi, 1999).  
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Apesar dos tripanosomatídeos compartilharem características celulares únicas que 

os diferenciam de outros protozoários, morfologicamente são muito heterogêneos. De 

acordo com o ciclo evolutivo, esses organismos passam por processos de diferenciação 

com modificações na forma e tamanho do corpo celular, variando de formas ovais a 

formas piriformes. Estas últimas formas são caracterizadas pela posição e emergência 

do flagelo em relação ao núcleo e extremidade da célula. A disposição do complexo 

cinetoplasto/corpo basal/bolsa flagelar e o local de emergência do flagelo desses 

organismos constitui um dado importante para classificação das diferentes formas 

evolutivas e consequentemente para classificação de determinados gêneros (Vickerman, 

1976).  

Considerando essas características, os estágios evolutivos presentes nas 

diferentes fases do ciclo de vida dos tripanosomatídeos são definidos como (Hoare, 

1972): 

• amastigota: forma oval ou arredondada, flagelo curto (não visível ao microscópio 

óptico) que emerge da bolsa flagelar. Esta forma pode ser encontrada no interior das 

células de hospedeiros infectados, bem como em cultivo axênico; 

• epimastigota: forma piriforme, com cinetoplasto localizado na porção anterior do 

corpo do parasito e próximo ao núcleo. O flagelo emerge lateralmente com a 

formação de uma pequena membrana ondulante que se exterioriza na região 

anterior;  

• tripomastigota: forma piriforme, alongada com cinetoplasto localizado na porção 

posterior da célula, local de onde emerge o flagelo que percorre aderido lateralmente 

a membrana plasmática formando extensa membrana ondulante, tornando-se livre 

na região anterior; 
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• promastigota: forma alongada, cinetoplasto localizado na porção anterior do corpo e 

o flagelo emerge pela extremidade anterior, na porção terminal da célula; 

• opistomastigota: forma alongada cujo  cinetoplasto está localizado na porção 

posterior de onde emerge  o flagelo, o qual percorre o interior da célula e se 

exterioriza na porção terminal; 

• esferomastigota: forma arredondada cujo flagelo conserva-se parcialmente aderido à 

célula; constitui uma forma de transição de epimastigota para tripomastigota; 

•  coanomastigota: forma pequena apresentando corpo curto com extremidade anterior 

truncada e o flagelo emerge pela extremidade anterior do corpo. 

Com exceção da forma coanomastigota e opistomastigota que abrangem 

parasitos de ciclos monoxenos, todas as outras formas estão presentes em parasitos que 

necessitam de dois diferentes hospedeiros, isto é, realizam um ciclo dixênico (Hoare, 

1972).  

 Os tripanosomatídeos são organismos complexos, cuja classificação taxonômica 

sempre foi um desafio. Um fator complicador nesse contexto é a ampla diversidade 

morfológica, representada pelas diferentes fases evolutivas e ampla diversidade 

genética, característica que resulta numa considerável plasticidade inter e intra-espécies. 

Até os anos 60, os estudos taxonômicos baseavam-se quase que exclusivamente na 

análise das características biológicas e morfológicas, o que retratava caracteres 

extrínsecos desses organismos (Noble, 1955; Quadri, 1955). A partir dessa abordagem 

muitas espécies foram descritas, mas frequentemente eram mudadas de posição 

taxonômica, tanto porque havia imprecisão na definição dos gêneros, quanto porque 

outras particularidades morfológicas e/ou biológicas iam sendo conhecidas (Baker e 

Thompson, 1971). Apesar das características morfológicas serem importantes nos 

processos de identificação, não devem ser utilizadas isoladamente devido à alta 
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variabilidade, em função dos fatores do meio ambiente “in vitro” e “in vivo” a que esses 

parasitos são expostos, os quais podem ter influência nesses caracteres. 

O século XX foi marcado por diversas descobertas científicas e tecnológicas nas 

diferentes áreas da ciência e aqui destacamos a descrição do DNA, fato que 

revolucionou o domínio e conceitos da biologia. Essa descoberta representou um 

importante passo para o estudo do genoma de diferentes organismos e, nesse contexto 

estão os tripanosomatídeos, especialmente os agentes causadores de doenças para o 

homem e para outros animais. Pelo progressivo conhecimento do DNA, inúmeras 

técnicas baseadas nos conceitos da biologia molecular foram estabelecidas, gerando 

uma gama de publicações acerca desses extraordinários parasitos. Tal conhecimento foi 

importante em inúmeros aspectos, sobretudo os relacionados ao campo dos estudos de 

identificação taxonômica e filogenéticos (Sturn et al., 1990; Briones et al., 1992; 

Tibayrenc et al., 1993; Souto e Zingales, 1993).  

 Pela classificação científica clássica, utilizada até então, ficou estabelecido que 

os tripanosomatídeos estão inseridos no Filo Sarcomastigophora, Classe Mastigophora, 

Ordem Kinetoplastida e família Trypanosomatidae (Levine et al., 1980), incluindo nela 

diferentes gêneros. Recentemente, a partir de análises filogenéticas baseadas em 

comparações de sequências da subunidade 18S do gene ribossomal (18S rDNA), foi 

sugerido uma nova classificação para os tripanosomatídeos, que ainda é pouco 

conhecida e utilizada (Moreira et al., 2004). Nesse estudo, os autores relatam que os 

tripanosomatídeos emergiram da subordem Bodonina e sugerem a seguinte 

classificação: Filo Euglenoza, Classe Kinetoplastea, que se divide em duas subclasses, a 

subclasse Prokinetoplastina, com a única ordem Prokinetoplastida e a subclasse 

Metakinetoplastina, apresentando quatro ordens: Eubodonida, Parabodonida, 

Neobodonida e Trypanosomatida, senda nesta última inserida a família 
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Trypanosomatidae. Na figura abaixo (Figura 1) é apresentado a árvore filogenética 

baseada no estudo de Moreira et al. (2004) no qual uma nova classificação dos 

tripanosomatídeos é sugerida. 

 

Figura 1. Árvore filogenética baseada na análise das sequências de 18S rDNA, 
mostrando classificação dos tripanosomatídeos proposta por Moreira et al. (2004). 
 

Na família Trypanosomatidae, todos são parasitos e compreendem os gêneros 

Phytomonas (parasitas de plantas), Blastocrithidia, Crithidia, Leptomonas e 

Herpetomonas (parasitos de insetos), Sauroleishmania (parasitos encontrados em 

répteis) e os gêneros Trypanosoma, Leishmania e Endotrypanum (parasitos de 

mamíferos) (Hoare, 1964; Adl et al., 2012).  
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1.2 – Organização estrutural dos tripanosomatídeos 

 Os tripanosomatídeos são organismos unicelulares que possuem estruturas e 

organelas que são encontradas em todas as células eucarióticas e outras, especializadas e 

com funções particulares, que são próprias desse grupo de protozoários. Foi a partir do 

aprimoramento das técnicas microscópicas, em particular a microscopia eletrônica de 

transmissão e varredura, que certas estruturas e funções particulares puderam ser 

conhecidas. A microscopia eletrônica possibilitou um vasto conhecimento nesse campo, 

fornecendo dados que foram fundamentais para estabelecer diferenças ou semelhanças 

entre as espécies ou mesmo entre os estágios evolutivos desses organismos (Meyer et 

al., 1958; Vickerman, 1969; Soares e Sousa, 1987). Abaixo, destacamos algumas das 

organelas envolvidas nas mais variadas funções da célula dos tripanosomatídeos 

baseado na revisão de Souza et al. (2009) (Figura 2): 

• microtúbulos sub-peliculares: são as estruturas que formam o citoesqueleto 

celular. Essas estruturas estão presentes em todo o corpo do parasito, exceto na 

região da bolsa flagelar e se mantém intactos durante o ciclo evolutivo. 

Funcionam como uma barreira protetora em relação à ruptura das células por 

meios mecânicos; 

• glicossomo: organela única desses parasitos relacionada a atividade glicolítica e 

metabólica da célula; 

• acidocalcisomo: organela envolvida no armazenamento de íons, na homeostase 

do pH e na osmorregulação. Atua em estreita associação com o vacúolo 

contrátil, sendo esta uma organela envolvida em processos de regulação 

osmótica;  

• reservossomo:  constitui uma organela exclusiva do estágio epimastigota de 

parasitos do subgênero Schyzotrypanum. Nessa organela ocorre acúmulo de 
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macromoléculas para endocitose (Soares e Souza, 1988). A atividade endocítica 

desses organismos ocorre unicamente na região onde está localizado a bolsa 

flagelar e o citóstoma. Por sua vez, as atividades secretoras são de 

responsabilidade de um conjunto de organelas, formada pelo retículo 

endoplasmático, complexo de Golgi e de um sistema de vesículas que brotam do 

complexo de Golgi e que migram para a bolsa flagelar onde se fundem e 

descarregam os seus conteúdos para exocitose; 

• mitocôndria: nesses organismos essa organela é única e se estende por todo o 

corpo celular e possui uma região diferenciada denominada de cinetoplasto, 

contendo uma rede concatenada de DNA; 

• cinetoplasto: originalmente, acreditava-se que essa estrutura pudesse estar 

envolvida com a mobilidade celular, devido a sua localização na base do flagelo. 

Entretanto, com o aprimoramento da microscopia eletrônica, o papel dessa 

importante estrutura pôde ser definido. O cinetoplasto dos tripanosomatídeos é 

uma estrutura altamente organizada que apresenta atividade para certas enzimas 

da cadeia respiratória e realiza a fosforilação oxidativa. O DNA contido nessa 

estrutura representa cerca de 20-25% do DNA total da célula e está organizado 

em uma rede com milhares de moléculas concatenada (maxicírculos e 

minicírculos). O nome da ordem Kinetoplastida deriva dessa estrutura (kDNA) 

que é basofílica, podendo ser facilmente observada ao microscópio óptico em 

preparações coradas por corantes hematológicos; 

• flagelo: é uma estrutura altamente sofisticada nesses organismos. 

Estruturalmente é formado por um axonema típico, que apresenta um padrão de 

nove pares de microtúbulos periféricos e um par central. Nesse complexo estão 

incluídas partículas eletrodensas e outros elementos associados, como a haste 
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paraflagelar (Figura 3). É exteriorizado da célula através de uma peculiar 

invaginação da membrana plasmática chamada bolsa flagelar. Diferentes 

funções estão relacionadas ao flagelo, entre as quais podemos citar 

primeiramente a mobilidade. Talvez essa função tenha sido uma das primeiras 

atribuídas ao flagelo, já que é uma estrutura essencial para o deslocamento do 

parasito, seja no ambiente dos hospedeiros, seja no meio de cultivo. Os parasitos 

nadam com seu flagelo por ondas que iniciam da porção distal e se propaga até a 

base (Walker, 1961). Outra importante função do flagelo é a sensorial. O flagelo 

expressa diferentes proteínas relacionadas a essa função. Antes da aderência aos 

tecidos do hospedeiro, o parasito precisa reconhecer um substrato ideal para se 

aderir e proteínas de superfície específicas são recrutadas para a membrana do 

flagelo para facilitar e mediar essa adesão. A separação do compartimento do 

flagelo do resto do corpo celular, associado à ação dinâmica do transporte 

intraflagelar, permite a concentração de proteínas específicas, incluindo aquelas 

também envolvidas na sinalização celular (Marszalek et al., 2000). O flagelo 

também expressa proteínas que estão envolvidas nos mecanismos de evasão do 

sistema imune do hospedeiro ou na proteção quando exposto a ambientes hostis. 

Além dessas funções principais, o flagelo também possui funções na 

morfogênese e divisão celular, no controle do tamanho celular e no controle da 

formação do citoesqueleto durante o processo de divisão celular (Bastin et al., 

2000; Kohl et al., 2003).  
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Figura 2: Diagrama representativo mostrando as principais organelas e estruturas 
encontradas nos tripanosomatídeos. Neste diagrama é mostrado a forma epimastigota de 
Trypanosoma cruzi apresentando o reservossomo, estrutura exclusiva do subgênero 
Schizotrypanum. Website: http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=13 

 

 Problemas genéticos que levam a má formação das proteínas estruturais do 

flagelo podem gerar parasitos mutantes e essa condição tem despertado o interesse de 

pesquisadores, já que o flagelo, como mencionado acima, está relacionado a importantes 

atividades dos tripanosomatídeos. Kohl et al. (2003), utilizando T. brucei como modelo, 

observou uma relação direta entre tamanho do corpo do parasito e o tamanho do flagelo 

em situações quando a formação do flagelo foi de alguma forma perturbada. Quando a 

formação do flagelo foi totalmente bloqueada, as células aflageladas se apresentaram 

curtas e perderam sua forma original, indicando que o alongamento do flagelo também 

controla a formação de estruturas do citoesqueleto desses organismos. Em outro estudo, 

utilizando Leishmania donovani, foi observado que a super-expressão de uma proteína 

específica pode levar ao desaparecimento total do flagelo (Cuvillier et al., 2000). 

Embora isto não impeça a viabilidade ou crescimento da célula, os autores não 
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conseguiram manter essa amostra mutante no ambiente do vetor. Já Zauli et al. (2012) 

estudando mutantes naturais de Leishmania (Viannia) braziliensis, não encontraram 

diferenças na viabilidade e infectividade de amostras mutantes para células “in vitro” e 

para os vetores. Esses resultados comprovam o papel do flagelo em diferentes funções 

nesses organismos que mostram particularidades quando expostos a diferentes 

ambientes. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: A. Representação esquemática do axonema, mostrando as nove duplas de 
microtúbulos periféricos ao redor de um par central. B. Corte transversal do flagelo. 
Uma estrutura extra-axonemal, a haste paraflagelar (PFR) (asterisco), também é visível, 
bem como transporte intraflagellar (IFT) (setas) (KOHL; BASTIN, 2005) 
 
 
1.3. Aspectos moleculares dos tripanosomatídeos 

 Os tripanosomatídeos além de apresentarem processos celulares muito 

peculiares, como o trans-splicing; possuem características bioquímicas e genéticas       

distintas. A recombinação sexuada nesses organismos é possível, porém não muito 

frequente; possuem cromossomas que não condensam e, apresentam um cariótipo com 

grandes variações entre as espécies. Essas características exemplificam a complexidade 

desse grupo de protozoários (Liu et al., 2010; Routh et al., 2012). 

 A dificuldade de caracterização utilizando-se somente características 

morfológicas impulsionou o estudo genético destes organismos, já que são elementos 

 A B 

* 
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essenciais para a compreensão de fenômenos patológicos e epidemiológicos. O estudo 

desses organismos ao nível genético foram iniciados nos anos 60 e um dos primeiros 

focos foi o DNA do cinetoplasto (kDNA), tanto do maxicírculo quanto do minicírculo. 

Muitos desses estudos apresentaram como modelo espécies causadoras de doenças, 

como exemplo Trypanosoma cruzi e T. brucei, agentes respectivos da tripanosomíase 

americana e africana. No entanto, muito desse conhecimento gerado foi importante para 

compreensão de aspectos de outras espécies de tripanosomatídeos (Masiga e Gibson, 

1990; Masiga et al., 1992). 

 Paralelamente, o aprimoramento das técnicas envolvendo conceitos da biologia 

molecular também foi impulsionado, abrindo um leque de metodologias que foram e 

continuam sendo de grande utilidade para o estudo desses organismos. O advento da 

reação em cadeia da polimerase (polimerase chain reaction - PCR) foi um marco nesse 

contexto. Essa técnica revolucionou o mundo científico, apoiando estudos com amplas 

aplicações em diversas áreas da ciência, tais como: diagnóstico médico, mapeamento 

genético, detecção de doenças genéticas, clonagem de genes, dentre outras. A técnica de 

PCR trata de uma série de síntese enzimática in vitro que permite a geração exponencial 

de sequências gênicas (Desquesnes e Dávila, 2002). Existem muitas variações dessa 

técnica e aqui são destacadas algumas como a reação em cadeia da polimerase com 

transcrição reversa (RT-PCR), nested-PCR, PCR multiplex, PCR e RT-PCR em tempo 

real (qPCR). Dentre estas, a nested-PCR apresenta elevada sensibilidade e 

especificidade, pois emprega dois ensaios sucessivos da reação da PCR. A segunda 

etapa de amplificação emprega um par de primers internos e destina-se a amplificar um 

alvo dentro do produto obtido na primeira etapa de amplificação (Smith et al., 2008).   

As análises realizadas a partir dos ensaios da PCR são baseadas no tamanho do 

produto amplificado, vizualizado em gel de agarose, comparando com o padrão de 
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amostras de referência.  Além da detecção e tipagem gênica, a PCR, de acordo com o 

alvo pesquisado, também pode ser empregado para o estudo e demonstração da 

diversidade genética, permitindo estabelecer relações filogenéticas entre grupos e 

populações (Desquesnes et al., 2002; Meissner et al., 2007; Tait et al., 2011). 

Devido à importância dos tripanosomatídeos e à ampla diversidade genética 

desses organismos, o conhecimento de diferentes regiões do genoma foi um tema muito 

explorado nos últimos anos (Ramirez et al., 2013; Martinkovic et al., 2012; Cavazzana 

et al., 2010). A escolha do marcador a ser utilizado em estudos dessa natureza depende 

de vários critérios, entre eles, a praticidade e o custo-benefício da técnica e o objetivo 

do estudo. Ensaios utilizando alvos moleculares genéricos, como os abrangendo a 

família, por exemplo) são importantes para descrição de novas espécies, já que são 

alvos direcionados para regiões conservadas no genoma. São úteis, também, para o 

desenho de iniciadores (primers) espécies-específicos, principalmente para espécies 

muito estudadas.  

Técnicas de sequenciamento também estão sendo aperfeiçoadas, tanto em 

relação aos equipamentos quanto em relação aos programas de análise (Kim et al., 

2013). Atualmente é uma metodologia de fácil acesso, facilitada principalmente pelos 

serviços de plataformas institucionais. As sequências obtidas a partir do alvo molecular 

selecionado podem ser comparadas com sequências acessadas em banco de dados 

públicos, proporcionando análises com ampla cobertura. Um desses bancos é o  

GenBank (www.ncbi.nlm.nhi.gov), produzido e mantido pelo Centro Nacional de 

Informações sobre Biotecnologia (NCBI). Trata-se de um banco de sequências de 

nucleotídeos e suas traduções de proteína as quais estão disponíveis publicamente. O 

GenBank possui sequências de diferentes organismos produzidas nos mais variados 

laboratórios, sendo tais dados  acessados e citados por milhares de pesquisadores no 



                                                                                           Introdução                           
_________________________________________________________________________________________________________________________ 

13 

 

mundo inteiro. A análise das sequências de DNA permite, entre outros objetivos, a 

avaliação direta de sítios polimórficos de DNA, fornecendo dados para inferências 

filogenéticas e determinação de relações de parentesco entre indivíduos e populações 

(Tibayrenc, 1998; Gibson et al., 2000; Machado et al., 2001).  

Outras ferramentas, também baseadas na PCR, têm sido muito empregadas na 

caracterização etiológica, estudos filogenéticos ou análise de polimorfismos genético 

entre populações ou espécies de tripanosomatídeos. Entre essas, citamos a técnica de 

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) cujo princípio é simples e se baseia 

no reconhecimento e clivagem de sítios específicos do DNA por enzimas de restrição. É 

uma metodologia ainda muito utilizada no estudo do polimorfismo genético entre os 

tripanosomatídeos (Rodrigues et al., 2006; Ferreira et al., 2007; Ramirez et al. 2013) .  

Diferentes segmentos de DNA evoluem em taxas diferentes e essa característica 

deve ser considerada para a seleção dos alvos moleculares que serão analisados. 

Regiões de evolução rápida são adequadas para o estudo de organismos mais 

relacionados, enquanto regiões de evolução mais lenta são mais apropriadas para a 

comparação de táxons mais divergentes (Dietrich et al., 1993; Eposti et al., 1993; 

Westenberger et al., 2006). 

Umas das primeiras pesquisas sobre a identificação de espécies de tripanosoma a 

partir da PCR foram publicadas por Moser et al. (1989a,b), com amostras de T. cruzi, T. 

brucei e T. congolense. Segundo Myler (1993), a diversidade genética intra-espécies e 

as variações encontradas nos tripanosomatídeos podem ser definidas ao nível tanto da 

análise do genoma quanto da análise de determinados genes. Em geral, o genoma 

nuclear mostra considerável plasticidade inter e intra-espécies em termos de número de 

cromossomos e tamanho (cariótipo molecular). O kDNA também varia 

consideravelmente entre as espécies, especialmente em termos de tamanho e 
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diversidade na sequência dos minicírculos e maxicírculos. Ambas regiões, núcleo e 

cinetoplasto, são amplamente utilizadas no estudo dos tripanosomatídeos.  

 

1.3.1 Gene ribossômico 

 Os genes ribossômicos têm se revelado excelentes marcadores para análises 

filogenéticas por três razões principais: a) estão distribuídos universalmente, b) são 

funcionalmente equivalentes em todos os organismos conhecidos e c) apresentam 

regiões com distintas taxas de evolução. Por esta razão, esses marcadores são 

extensivamente explorados com os mais variados fins (Hernandez et al., 1990; Dietrich 

et al., 1993).  

 Tipicamente, o gene ribossômico (rDNA) é encontrado “in tandem”, ou seja,  

como unidades repetitivas sequencialmente, compostas por unidades de transcrição 

(cistrons ribossômicos) e espaçadores intergênicos (IGS - ribosomal intergenic spacer) 

(Figura 4). Assim, o rDNA apresenta sequências transcritas (cistrons) alternadas com 

sequências não transcritas (IGS) (Ramirez e Guevara, 1987; Guevara et al., 1992). Cada 

unidade de rDNA evolui de forma sincronizada, podendo ser tratada como um único 

gene (Coleman, 2003; Naegele et al., 2006).  

 Essas cópias passam por diversas etapas de processamento resultando em uma 

única unidade de transcrição, composta pelas moléculas da subunidade menor (18S ou 

SSU – small subunit) e da subunidade maior (5.8S e 24S ou LSU – large subunit). Nos 

tripanosomatídeos, a sequência da subunidade maior 24S rDNA é interrompida por um 

espaçador interno, gerando duas moléculas: 24Sα e 24Sβ. Adicionalmente, as regiões 

transcritas variáveis correspondem as regiões dos espaçadores transcritos externos (ETS 

- external transcribed spacers) e dos espaçadores transcritos internos (ITS - internal 
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transcribed spacers), que são divididos em ITS-1 localizada entre as subunidades 18S e 

5.8S e o ITS-2, entre 5.8S e 24S (Dietrich et al., 1993). 

 Enquanto que as sequências das subunidades 18S, 5.8S e 24S rDNA apresentam 

variações evolutivas lentas, devido a pressão seletiva, em geral por inserções, deleções 

ou mutações, as sequências das regiões do ITS rDNA evoluem muito mais rapidamente, 

apresentando regiões variáveis tanto em tamanho como em sequência entre os 

organismos. As sequências da região do ITS rDNA são relativamente pequenas (cerca 

de 1-1.2 kb) e rodeadas por segmentos altamente conservados nos quais os iniciadores 

para PCR, conhecidos como primers, são normalmente direcionados. O fato das 

sequências da região do ITS rDNA evoluírem muito mais rapidamente que as outras 

regiões do gene ribossômico, coloca essa região como um importante alvo para estudos 

que envolvem a variabilidade genética (Ferreira et al., 2007; Lima et al., 2008; Auty et 

al., 2012). Os alvos genéticos do gene ribossômico são amplamente utilizados no estudo 

molecular de diferentes tripanosomatídeos (Souto et al., 1999; Noyes et al., 1999; 

Stevens e Gibson, 1999; Hamilton et al., 2004; Deborggraeve et al., 2008; Smith et al., 

2008).  

 Sequências da subunidade do 18S rDNA, têm sido as mais utilizadas devido a 

diversas características, tais como tamanho, a facilidade de obtenção (amplificação por 

PCR) e a presença de regiões conservadas que permitem alinhamentos confiáveis 

(Hamilton e Stevens, 2010; Pinto et al., 2012). Por outro lado, as sequências de ITS-1 e 

ITS-2 rDNA têm sido usadas como marcadores genéticos para estudos de variabilidade 

nas comparações de indivíduos da mesma espécie ou entre espécies fortemente 

relacionadas (Pulido et al. 1996).  
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Figura 4: Figura representativa do cistron ribossômico e das subunidades, maior e 
menor, e espaçadores transcritos internos e externos. Website: http://www.rzuser.uni-
heidelberg.de/~bu6/Introduction11.html 

 

1.3.2. DNA do cinetoplasto (kDNA) 

 Entre as diferentes regiões do genoma dos tripanosomatídeos, o DNA do 

cinetoplasto (kDNA) é um dos mais peculiares e estudados. Além de ser uma estrutura 

altamente organizada, a ausência de recombinação e elevado polimorfismo fazem do 

kDNA um importante alvo molecular no estudo das relações evolutivas entre os 

tripanosomatídeos. O kDNA representa cerca de 20-25% do total de DNA da célula e 

está organizado em uma rede formada pela concatenação de milhares de moléculas de 

DNA circulares, constituído pelos minicírculos e maxicírculos (Figura 5) (Liu et al., 

2005).  

 Os minicírculos são pequenas moléculas que constituem aproximadamente 95% 

do kDNA e encontram-se com cinco a dez mil cópias na maioria das espécies dos 

tripanosomatídeos (Shapiro e Englund, 1995). São heterogêneos em sequência, variam 

em tamanho de 0.5 kb a 2.5 kb e possuem duas regiões distintas: uma conservada e 
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outra variável. A região conservada apresenta uma sequência nucleotídica de 120 a 200 

pb compartilhada intraespecificamente entre todos os minicírculos do kDNA. Nessa 

região encontram-se pequenos blocos de sequências muito semelhantes entre os 

diferentes tripanosomatídeos e um destes, idêntico a todos os membros da família 

conhecido como Sequencia Universal dos Minicírculos. Essa região corresponde à 

origem de replicação de uma das fitas de DNA. Por outro lado, a região variável 

apresenta alta heterogeneidade nas sequências e difere entre os diferentes minicírculos 

da mesma rede (Shapiro e Englund, 1995). Acredita-se que a rápida taxa evolutiva da 

região variável pode ter levado a uma grande diversidade de tipos de moléculas de 

minicírculos que foram agrupadas em classes. Cada espécie de tripanosomatídeo tem 

diferentes números de regiões conservadas. Somente uma região conservada foi 

encontrada em Crithidia oncopelti, Trypanosoma brucei e Leishmania tarentole. Já em 

Crithidia fasciculata, Trypanosoma lewisi e Phytomonas serpens foram descritas duas 

cópias da região conservada. Já em T. cruzi existem quatro cópias da região conservada, 

organizado com repetições localizadas a 90 graus (Figura 6). Tal padrão de conservação 

parece ser exclusivo para T. cruzi uma vez que T. rangeli apresenta o minicírculo 

organizado com apenas uma ou mais regiões conservadas (Simpson, 1997; Vallejo et 

al., 2003). A manutenção dessa organização inalterada nas diferentes linhagens de T. 

cruzi, sugere que os minicírculos possuam um papel funcional ou estrutural. Assim, 

sequencias dos minicírculos representam um parâmetro molecular que pode funcionar 

como um marcador único em todas as populações de T. cruzi, úteis no diagnóstico, 

apesar do grande polimorfismo genômico observado entre as populações (Junqueira et 

al., 2005).  

Pelo fato dos minicírculos do kDNA possuírem regiões conservadas e variáveis, 

primers puderam ser desenhados para anelar na região conservada e amplificar a região 
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variável, consequentemente os tornando excelentes alvos nos estudos dos 

tripanosomatídeos. Foi assim que diversos organismos foram estudados, entre eles T. 

cruzi, o qual apresenta uma região variável de 330bp, independentemente da linhagem 

(Junqueira et al., 2005). Estes primers também anelam nos minicírculos de T. rangeli, 

com amplificação de fragmento de 330 bp, 380 bp e/ou 760 bp , além de outros 

parasitos do gênero Trypanosoma revelando diferentes tamanhos da região variável dos 

minicírculos do cinetoplasto (Botero et al., 2010). 

 

 

 

 

 

Figura 5. A. Eletromicrografia da rede concatenada de kDNA. B. Rede de kDNA  
dissociada pela enzima toposiomerase II, mostrando os minicirculos espalhados e uma 
molécula de maxicírculo identificado pela seta (Liu et al., 2005). 

 

Figura 6: Figura representativa do minicírculo de kDNA de T. cruzi, apresentando 
quatro regiões variáveis de 330 bp e quatro regiões conservadas de 120 bp, dispostas a 
90 graus. Website: http://dc371.4shared.com/doc/cTu9trDj/preview.html 
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 Os maxicírculos são moléculas minoritárias (5% do kDNA) e contam com cerca 

de 20 a 40 kb. São formados por sequências homogêneas e estão presentes de 20 a 50 

cópias por rede, codificando os genes mitocondriais estruturais. São homólogos 

funcionais do DNA mitocondrial de outros eucariotos, pois codificam RNAs 

ribossomais e diversas proteínas da cadeia respiratória (Westenberger et al., 2006).  

Dentre as regiões do maxicírculo, o citocromo b (Cyt b) está presente em 10-20 cópias 

idênticas, sendo cada cópia localizada em um maxicírculo (Figura 7). É provavelmente 

o gene mitocondrial mais conhecido em relação à sua estrutura e função. O citocromo b 

codifica uma proteína transportadora de elétrons (ferro-protoporfirina) constituindo um 

importante marcador taxonômico. Tem sido usado para identificar espécies recém-

descritas, assim como aprofundar a compreensão das relações evolutivas dentro das 

famílias e gêneros devido à sua variabilidade de sequência (Eposti et al., 1993; 

Westenberger et al., 2006). A partir de estudos baseados em sequências da região do 

citocromo b, Barnabé et al., (2003) conseguiram separar T. rangeli das espécies do 

subgênero Schizotrypanum (T. cruzi, T. dionisii, T. vespertilionis), confirmou a 

diferença genética entre T. cruzi e T. cruzi marinkellei e ainda conseguiu separar esse 

último em dois grupos.  

 Outras amostras do gênero Trypanosoma infectando morcegos na América do 

Sul também já foram identificadas utilizando o alvo molecular citocromo b T. cruzi 

marinkellei e T. dionisii na Bolívia (Garcia et al., 2012) e diferentes espécies do 

subgênero Schizotrypanum no Brasil (Cavazzana et al., 2010).  
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Figura 7. Representação esquemática do maxicírculo de kDNA com a região do 
citocromo b (Cyt b) em destaque (Westenberger et al., 2006). 

 

1.4 Trypanosoma caninum 

 Trypanosoma caninum é um representante do gênero Trypanosoma descrito em 

2009 no Brasil infectando cães domésticos (Madeira et al., 2009). Esse parasito foi 

detectado em um cão co-infectado por Leishmania braziliensis no município do Rio de 

Janeiro. Inicialmente, acreditou-se que tal achado pudesse ter sido ocasional, já que era 

um agente desconhecido, constituindo na ocasião o único relato. Entretanto, esse agente 

foi posteriormente encontrado em outros cães no mesmo município (Pinto et al., 2010; 

Silva et al., 2011) e também em outras regiões do Brasil (Almeida et al., 2011). Esse 

fato levantou a hipótese da ocorrência de um ciclo natural desse protozoário entre os 

cães domésticos, embora aspectos epidemiológicos sejam ainda completamente 

desconhecidos. Até então já foram descritos 53 casos da infecção natural por T. 

caninum, demonstrando que esse agente possa estar circulando na natureza em maiores 

proporções daquela estimada inicialmente (Barros et al., 2012).  
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 T. caninum é um parasito peculiar, pois apresenta características biológicas que 

o difere dos membros do gênero Trypanosoma. Seu isolamento tem sido feito 

exclusivamente a partir do cultivo da pele íntegra de cães, sendo frustrantes as tentativas 

de isolamento em outros espécimes clínicos, como o sangue. Esse dado sugere que T. 

caninum talvez possa habitar tecidos e vasos de circulação periférica e explica a razão 

desse parasita não ter sido encontrado anteriormente, já que a pele não constitui um alvo 

para pesquisa de parasitas do gênero Trypanosoma. Um dado interessante, mas que 

precisa ainda ser comprovado é a patogenicidade ou não de T. caninum, tendo sido 

isolado na maioria das vezes de cães saudáveis (Madeira et al., 2009; Pinto et al., 2010; 

Silva et al., 2011).  

 Ferramentas para o diagnóstico da infecção por T. caninum ainda estão sendo 

avaliadas. A primeira abordagem utilizada nesse contexto foi a sorologia. Alves et al., 

(2012) avaliaram a resposta imune humoral da infecção por T. caninum e concluíram 

que os testes sorológicos talvez não sejam as ferramentas mais adequadas. Os animais 

respondem fracamente aos testes sorológicos, mesmo quando são empregados antígenos 

homólogos. Esse dado, se por um lado limita o uso de ferramentas para o diagnóstico de 

T. caninum, por outro, torna-se importante, já que a sorologia constitui a principal 

ferramenta para o diagnóstico da leishmaniose visceral canina (LVC).  

 Na LVC, o diagnóstico é dado quase que exclusivamente pela sorologia e existe 

uma grande preocupação que T. caninum possa confundir esse diagnóstico, já que 

compartilha o mesmo hospedeiro. Esse fato, associado à importância do estudo de uma 

nova espécie no âmbito epidemiológico, tem estimulado estudos com diferentes 

abordagens. Até o momento, todos os isolados de T. caninum foram obtidos de regiões 

endêmicas de LVC.  
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O fato de T. caninum ser isolado de animais sem qualquer sinal clínico de 

infecção sugere uma possível adaptação a longo tempo desse parasito aos cães. 

Resultados preliminares também apontam que a infecção canina possa ser transitória, 

embora isto tenha que ser estudado em detalhes (dados em fase de publicação). Apesar 

de T. caninum ser um agente ainda pouco conhecido e estudado, algumas informações 

já foram consolidadas, tal como o fato de ser facilmente isolado em meio de cultura 

axênica a partir de fragmentos de pele.  A preservação contínua da espécie isolada é um 

passo inicial e determinante para o estudo desses parasitos, sendo os meios de cultura 

desenvolvidos com esse propósito. T. caninum cresce muito bem nos meios bifásicos 

(NNN + Schneider), apresentando todas as formas evolutivas características do gênero 

Trypanosoma (Hoare, 1972). Além disso, T. caninum não foi capaz de infectar 

experimentalmente triatomíneos dos gêneros Rhodnius e Triatoma, fato que sugere que 

outros artrópodes possam estar atuando como possíveis vetores.  

Informações epidemiológicas ainda são escassas e estudos devem ser 

incentivados, principalmente para esclarecer qual é o real impacto que T. caninum possa 

estar causando em áreas onde as leishmanioses caninas ocorrem, uma vez que 

compartilham o mesmo hospedeiro. 

Assim, considerando a carência de informações que ainda se tem sobre este novo 

parasito, este estudo visou analisar amostras de T. caninum, obtidas de diferentes 

regiões brasileiras, sob aspectos moleculares buscando obter informações ao nível 

genético, já que tais estudos são fundamentais na descrição de novas espécies.  A partir 

do conhecimento de sequências nucleotídicas desses parasitos, será possível estabelecer 

de forma mais segura alvos que possam ser usados na sua classificação em nível 

taxonômico, frente a outras espécies desse gênero e, analisar o polimorfismo genético 

entre os isolados já descritos. 
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    Dessa forma, todo o conhecimento adquirido acerca desse novo parasito que 

está circulando em áreas endêmicas de leishmaniose visceral, compartilhando ainda os 

mesmos hospedeiros, será de grande importância e poderá ser considerado nos 

programas de controle e vigilância epidemiológica do Ministério da Saúde, 

principalmente em cenários epidemiológicos, onde diferentes tripanosomatídeos possam 

ocorrer em sobreposição.   
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral 

Estudar, sob aspectos moleculares e morfológicos, amostras de Trypanosoma 

caninum obtidas de diferentes regiões brasileiras.  

 

2.2. Objetivos específicos 

1. Confirmar a identificação de novos isolados de T. caninum através da PCR e 

sequenciamento da região parcial da subunidade 18S rDNA; 

2. Estudar o perfil molecular de T. caninum através de PCR e sequenciamento de 

diferentes regiões do genoma: regiões parciais dos genes nucleares (18S e 24Sα 

rDNA) e dos genes mitocondriais (citocromo b e região variável dos 

minicírculos);  

3. Verificar a existência de variabilidade genética intraespecífica de T. caninum a 

partir da PCR orientada para região espaçadora intergênica (ITS1 rDNA)  por 

diferentes técnicas moleculares; 

4. Descrever características morfológicas e ultraestruturais de T. caninum a partir 

da microscopia óptica e eletrônica.  
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3. Resultados 

Os resultados obtidos neste estudo serão apresentados no formato de artigos 

publicados ou em fase de publicação. 

Nesta seção estão anexados três artigos ordenados da seguinte forma: 

� Artigo 1: Apresenta a caracterização dos casos de Trypanosoma caninum descritos 

em diferentes regiões do Brasil. 

� Artigo 2: Apresenta e discute a utilização de diferentes alvos e ferramentas 

moleculares no estudo de T. caninum. 

� Artigo 3: Descreve a presença de formas epimastigotas atípicas encontradas no 

cultivo axênico de T. caninum. 
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3.1 - Artigo 1  

_____________________________________________________________ 

Occurrence of Trypanosoma caninum in areas overlapping with leishmaniasis in 

Brazil: what is the real impact of canine leishmaniasis control?  

Artigo publicado na revista Transactions of the Royal Society of Tropical 

Medicine and Hygiene, 106: 419-23, 2012  

________________________________________________________________ 

Trypanosoma caninum foi descrito inicialmente no estado do Rio de Janeiro, sendo essa 

região a única com relatos da presença desse agente. Posteriormente, outras amostras 

foram isoladas de cães em distintos estados brasileiros, levantando a hipótese da 

ocorrência de um ciclo natural desse parasito cuja consequência é desconhecida no 

contexto do controle da leishmaniose visceral. O objetivo principal deste artigo foi a 

identificação taxonômica de novos isolados e a divulgação da distribuição geográfica de 

T. caninum. As amostras estudadas foram obtidas exclusivamente a partir do cultivo de 

fragmentos de pele íntegra de cães e foram caracterizados por nested-PCR e 

sequenciamento da região parcial da subunidade 18S do gene ribossomal. A identidade 

de T. caninum foi confirmada em 33 novas amostras obtidas nos estados de São Paulo, 

Minas Gerais, Goiás, Mato Grosso e Rio de Janeiro, somando-se aos casos já descritos 

no Rio de Janeiro, totalizando 53 casos descritos até 2012. Todas as amostras de T. 

caninum foram oriundas de cães residentes em áreas endêmicas de leishmaniose visceral, 

fato que representa um alerta para a vigilância epidemiológica desse agravo nessas 

regiões. A publicação deste artigo mostrou a distribuição geográfica de T. caninum no 

Brasil e ampliou a discussão sobre o impacto da presença desse parasito em áreas onde a 

leishmaniose visceral canina ocorre. 

 Este artigo responde integralmente ao objetivo nº 1 desta tes 
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3.2 - Artigo 2  

 ________________________________________________________ 

Molecular study of Trypanosoma caninum isolates based on different genetic  

markers 

Artigo submetido para publicação na revista Experimental Parasitology 

_______________________________________________________ 

Trypanosoma caninum é um agente ainda muito pouco estudado, particularmente no 

campo da biologia molecular. Os estudos realizados anteriormente, utilizando a PCR e 

sequenciamento da região parcial do 18S rRNA visaram basicamente a identificação das 

amostras. Neste artigo, a nossa proposta foi identificar três novos isolados e estudar 

todas as amostras de T. caninum descritas até então por diferentes marcadores 

moleculares. Os experimentos foram realizados através da PCR e sequenciamento dos 

produtos empregando alvos direcionados para diferentes regiões do genoma (genes 

nucleares e mitocondriais). Empregamos, também, ensaios com alvos direcionados para 

região do ITS rDNA, a partir da técnica de  RFLP-PCR, visando avaliar a 

heterogeneidade intraespecífica. Os resultados obtidos neste artigo foram importantes 

para provar que T. caninum é de fato uma nova espécie, já que independente do alvo 

molecular utilizado, todas as amostras foram agrupadas no mesmo cluster, separadas de 

outras espécies de tripanosomas.  Além disso, nossos resultados nos levam à hipótese de 

que T. caninum seja composto por uma população geneticamente homogênea. Esse 

dado é importante e pode contribuir futuramente para eleição de ferramentas 

diagnósticas, que sejam específicas e que apoiem a identificação e diferenciação de T. 

caninum. Essas ferramentas diagnósticas serão úteis principalmente em áreas onde 

circulam outros tripanosomatídeos, como exemplo, parasitos do gênero Leishmania que 

comumente infectam os cães.  

Este artigo complementa o objetivo nº 1 e responde os objetivos de nº 2 e 3 desta tese. 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Tabela 1 
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3.1 - Artigo 3  

 ________________________________________________________________ 

Description of atypical epimastigote forms found in axenic culture of Trypanosoma 

caninum 

Artigo submetido para publicação na revista Parasitology Research 

________________________________________________________________ 

Tradicionalmente, em cultivo axênico, os parasitos do gênero Trypanosoma são 

encontrados sob as formas epimastigota, esferomastigota e tripomastigota. T. caninum é 

uma espécie que possui características particulares. Além de ser isolado exclusivamente 

de fragmentos de pele, apresenta formas atípicas sem flagelo livre no cultivo axênico, 

sendo ambos aspectos características incomuns para os representantes do gênero 

Trypanosoma. A presença de formas aflageladas no cultivo de T. caninum chamou a 

nossa atenção, principamente porque essa estrutura está relacionada a funções variadas 

durante o ciclo evolutivo dos tripanosomatídeos. Neste artigo, nós descrevemos formas 

atípicas no cultivo de T. caninum, através da microscopia óptica e microscopia 

eletrônica, apresentando assim, mais uma característica desse parasito. As análises 

mostraram que se trata de formas epimastigotas atípicas, que durante o crescimento se 

alongam e expõem o flagelo, que também cresce gradativamente, dando origem à 

formas epimastigotas com longos flagelos. Entretanto, algumas dessas formas atípicas 

não se diferenciam, mantendo-se na cultura por longos períodos. As razões desse 

fenômeno são ainda desconhecidas, porém, considerando que T. caninum é um parasito 

pouco estudado, as informações trazidas pelo nosso estudo acrescentam dados que 

podem ser úteis para ajudar a esclarecer aspectos sobre o seu ciclo biológico.  

Este artigo responde ao objetivo nº 4 desta tese. 
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Figure 1 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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4. Discussão geral 
 Parasitos do gênero Trypanosoma possuem ampla variedade de hospedeiros 

vertebrados podendo ser agrupados filogeneticamente em quatro diferentes clados: 

aquáticos, mamíferos, terrestres e aves. Dentre os parasitos de mamíferos, Trypanosoma 

caninum foi descrito como uma nova espécie em 2009, infectando naturalmente cães 

domésticos (Madeira et al., 2009).  T. caninum é um parasito ainda pouco conhecido, 

sendo nosso principal objetivo acrescentar e divulgar informações sobre esse parasito. 

Nesse sentido, nosso primeiro passo foi a identificação de todos os isolados descritos, 

utilizando para isso um alvo molecular conservado, a subunidade 18S do gene 

ribossômico e posterior análise das sequências nucleotídicas. Essa abordagem 

demonstrou que todas as 57 amostras de T. caninum estudadas, eram geneticamente 

idênticas ou muito semelhantes, sendo agrupadas em um único clado, substancialmente 

diferente das outras espécies do gênero Trypanosoma. Esses dados foram apresentados 

no artigo nº 1 e corroboram a classificação de T. caninum como uma nova espécie, pois 

dados de caracterização desses parasitos restringiam-se somente ao primeiro isolado 

(stock A27) e informações bioquímicas de 19 amostras do Rio de Janeiro (Pinto et al., 

2010). No decorrer deste estudo, duas novas amostras foram isoladas no município do 

Rio de Janeiro (dados não apresentados), totalizando até o momento 59 amostras de T. 

caninum descritas no Brasil. 

 No artigo nº 1, relatamos, pela primeira vez, a presença de T. caninum nos 

estados de Mato Grosso, Minas Gerais, São Paulo e Distrito Federal, além dos casos já 

descritos no estado do Rio de Janeiro (Madeira et al., 2009; Pinto et al., 2010; Almeida 

et al., 2011). Esses dados seguramente demonstram que T. caninum está circulando 

entre cães em diferentes regiões do Brasil, ressaltando a importância do estudo deste 

parasito. É importante mencionar que alvos direcionados para regiões conservadas do 
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genoma, como a região da subunidade 18S do gene ribossomal (rDNA), são muito 

utilizados com fins diagnósticos, sobretudo para  identificação de novas espécies (Lima 

et al., 2012; Simo et al., 2013; Villareal et al., 2013). Um dado interessante encontrado 

em nosso estudo foi o fato de que este mesmo alvo também foi capaz de amplificar 

DNA de T. caninum em amostras cutâneas, já que algumas amostras de cultivo foram 

perdidas. Esse resultado demonstra que a PCR, empregando esse alvo, pode constituir 

uma ferramenta útil para o rastreamento molecular desse parasito, sobretudo em estudos 

retrospectivos.  

O interesse pelo estudo de T. caninum foi motivado também pelo fato do 

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

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

agravo. Todas as regiões onde T. caninum foi encontrado são áreas endêmicas de LV e 

nessas regiões, os cães positivos (ou sororeatores) são recolhidos e eutanasiados pelos 

programas de vigilância epidemiológica por constituírem um dos principais elos no 

ciclo de transmissão (Mistério da Saúde, 2006). O diagnóstico da leishmaniose visceral 

canina (LVC) é dado principalmente pela sorologia e embora T. caninum pareça não ser 

patogênico para o cão, a sua ocorrência em áreas de sobreposição com L. chagasi pode 

causar confusão na identificação de cães sororeatores, já que ferramentas sorológicas 

não discriminam ambos os parasitos (Silva et al., 2012). Em 2012, o status sorológico 

de cães infectados por T. caninum foi investigado e tais resultados apontaram que esta 

infecção pode confundir o diagnóstico da LVC (Alves et al. 2012) e constitui um alerta 

para a vigilância epidemiológica. Isto ressalta a necessidade do estudo de T. caninum 

por diferentes abordagens, mas principalmente na determinação de ferramentas 

diagnósticas específicas e sensíveis que possam assegurar a identificação e 
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discriminação desses agentes na infecção canina. Assim, o conhecimento de aspectos 

moleculares desse agente é fundamental nesse processo e nosso estudo visou dar 

contribuições nesse campo cujos resultados são apresentados no artigo nº 2 desta tese.  

 Os tripanosomatídeos são geneticamente muito heterogêneos e esse aspecto pode 

estar relacionado às características do genoma desses organismos ou mesmo, a outros 

fatores que possuem influência nesse contexto (Desquesnes e Dávila 2002). T. caninum 

tem sido isolado de diferentes regiões do Brasil e um dos objetivos do nosso estudo foi 

conhecer a diversidade genética desse agente e avaliar se possíveis padrões genéticos 

poderiam ser correlacionados com a região geográfica do isolamento, como já 

demonstrado em estudos com outras espécies de tripanosomatídeos (Ferreira et al., 

2007; Viola et al., 2008; Cavazzana et al., 2010; Lima et al., 2012).  

 Das 57 amostras de T. caninum, 50 foram estudadas com esse objetivo e, os 

resultados demonstraram alta similaridade entre todos os isolados, independente da sua 

procedência geográfica ou marcador molecular utilizado (18S rDNA,  24Sα rDNA ou 

Cyt b). Mesmo quando foram utilizados alvos moleculares para genes de evolução 

rápida foram obtidos os mesmos resultados. Neste estudo foram empregados alvos para 

o gene Cyt b (maxicírculos do kDNA) e para região do ITS, que são amplamente 

utilizados em estudos de polimorfismo genético de tripanosomatídeos (Ferreira et al., 

2007; Lima et al., 2008; Auty et al., 2012). Sendo assim, de acordo com esses resultados 

e o valor de bootstrap encontrado (~100%) nas árvores filogenéticas, sugerimos que T. 

caninum possua uma história evolutiva independente das outras espécies do gênero 

Trypanosoma.  

 A homogeneidade genética entre os isolados de T. caninum também foi 

confirmada quando foram empregadas as técnicas de RFLP e a clonagem molecular. O 
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estudo da região ITS rDNA por PCR-RFLP é muito empregado visando avaliar  a 

diversidade intraespecíficas entre isolados. Lima et al., 2008 estudando amostras de T. 

evansi isoladas de diferentes hospedeiros relataram elevada homogeneidade entre 41 

isolados. Entretanto, em outro estudo com amostras de T. theileiri os autores 

encontraram alta variabilidade entre as amostras (Rodrigues et al., 2006). Esses 

resultados mostram que o marcador molecular utilizado pode nos fornecer informações 

distintas de acordo com a espécie estudada, demonstrando importantes diferenças entre 

os organismos. Vale lembrar que as amostras de T. caninum estudadas são de ambientes 

geográficos restritos (peridoméstico e doméstico) e por esse motivo o baixo nível de 

polimorfismo observado deve ser considerado com cautela. Na análise das sequências 

da região ITS rDNA foram encontradas aproximadamente de 40 sítios polimórficos, o 

que indica algum grau de heterogeneidade entre os isolados. Também é importante 

mencionar que o Brasil é um país de extensa área geográfica e padrões epidemiológicos 

variados. Nesse contexto, mais informações podem ser obtidas através da investigação 

de T. caninum em outras regiões geográficas e em outros hospedeiros, como os canídeos 

silvestres e animais sinantrópicos que são expostos a padrões epidemiológicos mais 

complexos.  

Outra característica interessante e distinta de T. caninum que este estudo 

demonstrou se relaciona ao tamanho da região hipervariável dos minicírculos de kDNA. 

Essa região é amplamente utilizada com fins de caracterização e pesquisa de 

variabilidade genética entre as espécies do gênero Trypanosoma, sobretudo T. cruzi 

(Brito et al., 2008; Rodrígues et al., 2009). Utilizando os iniciadores 121/122 em 

ensaios da PCR, T. caninum apresentou dois produtos, um com tamanho de 330 e outro 

com 350 bp. Esse padrão é diferente quando comparado com outras espécies do gênero 



Discussão 
_________________________________________________________________________________________________________________________ 

 

75 

 

Trypanosoma. O protozoário T. cruzi é uma espécie amplamente estudada por esse alvo 

e apresenta um produto de 330bp. Garcia et al. (2012), em seu estudo também relataram 

diferenças de tamanho dessa região em amostras de T. c. marinkelli (280 e 350 bp), T. 

rangeli (330 e 380 bp) e T. dionisii (600 bp). Sendo T. caninum um agente ainda pouco 

estudado, essa informação será de grande utilidade, principalmente na distinção das 

espécies de Trypanosoma encontradas em mamíferos quando avaliado por alvos 

moleculares que visem a região dos minicírculos.   

Atualmente, a sistemática dos parasitos do gênero Trypanosoma conta com 

inúmeras ferramentas moleculares (Rodrigues et al., 2010; Higuera et al., 2013; 

Pourjafar et al., 2013) entretanto, aspectos a nível morfológico, embora limitados para 

algumas abordagens, também são importantes como elementos auxiliares para 

identificação, sobretudo na distinção dos estágios evolutivos dos tripanosomatídeos 

(Lainson et al., 2008; Madeira et al., 2009; Viola et al., 2009;  Lima et al., 2012; 

Martinkovic et al., 2012). O estudo de uma nova espécie deve considerar também, 

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

evolutivas que os parasitos apresentam durante o seu ciclo biológico. Assim, nosso 

estudo, através dos resultados apresentados no artigo nº 3 contribui para o conhecimento 

de aspectos morfológicos de T. caninum. As formas evolutivas que T. caninum assume 

na infecção do hospedeiro vertebrado ainda não são conhecidas e neste artigo é 

demonstrada outra particularidade desse parasito. Além das formas evolutivas 

comumente encontradas no cultivo axênico de parasitos do gênero Trypanosoma, tais 

como formas epimastigotas, tripomastigotas e esferomastigotas, foi detectada a presença 

de formas epimastigotas atípicas, que se apresentam sem flagelo livre visível e que se 

multiplicam no cultivo axênico. Em algumas dessas formas atípicas foi possível 
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observar o desenvolvimento do flagelo, as quais deram origem às formas epimastigotas 

típicas que apresentaram flagelos de diferentes tamanhos durante a curva de 

crescimento. Parasitos mutantes, sem flagelo, são descritos na literatura para diferentes 

gêneros e espécies de tripanosomatídeos e, essa condição tem despertado o interesse de 

pesquisadores, já que o flagelo está relacionado a atividades funcionais e biológicas 

desses organismos (Kohl e Bastin, 2005).  

Nos tripanosomatídeos, o flagelo é considerado uma estrutura altamente 

sofisticada e problemas na expressão de proteínas responsáveis pelo desenvolvimento 

dessa organela estão relacionadas ao aparecimento de formas mutantes sem flagelo 

(Bastin et al. 1999). Quando proteínas do axonema foram estudadas, comparando 

parasitos flagelados e não-flagelados, foi constatado que nas formas flageladas essas 

proteínas estão presentes e nas formas aflageladas, ausentes (Li et al. 2004). Neste 

estudo, foi demonstrada a presença de formas mutantes sem flagelo livre, claramente 

evidenciado por técnicas de microscopia óptica e eletrônica. Tais fatos apontam para a 

possibilidade de que o surgimento dessas formas atípicas possa ser resultante de um 

processo perturbado durante a divisão celular desse parasito, que leva à incapacidade de 

formar e alongar o flagelo. As razões deste fenômeno ainda são desconhecidas, mas, 

considerando-se que T. caninum é um agente ainda pouco estudado, essa informação 

pode ser útil para esclarecer aspectos do ciclo biológico desse parasito. Adicionalmente, 

a investigação do papel funcional de genes envolvidos tanto na formação como no 

desenvolvimento do flagelo são importantes para esclarecer tais fenômenos.  

Neste estudo, a condição ótima de crescimento de T. caninum foi à temperatura 

de 28ºC utilizando meio NNN acrescido de meio Schneider. Esse resultado foi 

interessante principalmente porque essa condição é a mesma utilizada na rotina de 
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isolamento desse agente.  Apesar de até o momento, contarmos com 59 amostras de T. 

caninum, em todos os isolamentos o objetivo foi o diagnóstico da leishmaniose visceral 

canina (LVC) (Barros et al., 2012). Essa condição de cultivo (NNN + Schneider)  difere 

da literatura sobre a manutenção de parasitos do gênero Trypanosoma no qual o  

frequentemente é utilizado  o meio LIT (Lustosa, 1978). Já as temperaturas de 35,5º e 

37ºC não favoreceram o crescimento de T. caninum, demonstrando que esse agente seja 

sensível a temperaturas mais elevadas, diferente de outros parasitos desse gênero. 

Interessante lembrar que T. caninum somente foi isolado de pele, sítio que possui 

temperatura mais baixa quando comparado aos órgãos internos.  

O fato das formas epimastigotas atípicas serem observadas praticamente em 

todas as amostras de T. caninum também pode sugerir que essas formas estejam 

envolvidas em alguma etapa do ciclo de vida desse parasito, embora isto precise ser 

estudado de forma mais aprofundada. 

 Nossos resultados contribuíram para a divulgação das áreas onde T. caninum 

tem sido encontrado e certamente representam um avanço na compreensão biológica e 

molecular deste surpreendente parasito.  

 O presente estudo traz dados inéditos sobre T. caninum, principalmente 

relacionado aos aspectos morfológicos e genéticos. Consideramos que as publicações 

apresentadas nesta tese consolidam informações anteriores e adicionam novos dados. 

No entanto, diversas perguntas ainda persistem sobre esse intrigante agente cujas 

respostas ficarão na dependência de investigações mais aprofundadas. 

 Estudos futuros deverão investir no esclarecimento do ciclo biológico, eleição de 

ferramentas diagnósticas e, na pesquisa do possível envolvimento de outros hospedeiros 

vertebrados, como canídeos silvestres e animais sinantrópicos, os quais estão expostos a 
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diferentes padrões epidemiológicos. Além disso, a infecção natural por T. caninum deve 

ser considerada nos inquéritos epidemiológicos e pesquisada em outras regiões do 

Brasil a fim de avaliar a real prevalência e distribuição geográfica desse agente 

parasitário no Brasil. Por fim, é considerado que contribuiram para um maior 

conhecimento desse novo parasito e, de uma forma interessante, agregou metodologias 

tradicionais como a microscopia às ferramentas moleculares. 
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5. Conclusões 
 

1. A identidade de Trypanosoma caninum foi confirmada em todas as amostras estudadas, 

mostrando a sua circulação nos estados do Rio de Janeiro, São Paulo, Minas Gerais, Goiás e 

Mato Grosso; 

2. Todas as amostras de T. caninum estudadas apresentaram o mesmo padrão genético 

independente da procedência geográfica e marcador molecular, confirmando que T. caninum 

é uma nova espécie. 

3. A homogeneidade genética entre os isolados de T. caninum foi confirmada levando a 

hipótese de ser um parasito composto por uma população altamente homogênea  

4. T. caninum apresenta no cultivo axênico formas evolutivas típicas do gênero 

Trypanosoma, além das formas epimastigotas atípicas que se apresentam sem flagelo livre, 

as quais dão origem às formas flageladas. 
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