
 Resumo expandido

Contato do autor: 
fmaia@usp.br

Recebido 25nov10
Aceito 24mai11
Publicado 22jul11

Análise morfológica, biológica e 
molecular confirmam a infecção de 
macacos mantidos em cativeiro por 
Trypanosoma (Herpetosoma) lewisi no 
Brasil
Morphological, biological and molecular analysis confirm 
the infection of monkeys kept in captivity by Trypanosoma 
(Herpetosoma) lewisi in Brasil
 
Flavia Maia da Silva1; Arlei Marcili1; Paola Andrea Ortiz1; Sabrina Epiphanio2; 
Marta Campaner1; Jeffrey Jon Shaw1; Erney Plessmann de Camargo1 & Marta Maria 
Geraldes Teixeira1

1Departamento de Parasitologia, Universidade de São Paulo (USP)
2Departamento de Ciências Biológicas, Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP)

Artigo original:  Maia da Silva, F.; Marcili, A.; Ortiz, P.A.; Epiphanio, S.; Campaner, M.; Catão-Dias, J.L.; Shaw, J.J.; Camargo, E.P.; Teixeira, M.M. 2010.  
Phylogenetic, morphological and behavioural analyses support host switching of Trypanosoma (Herpetosoma) lewisi from domestic rats to 
primates. Infect. Genet. Evol. 10(4):522-9.

Resumo. Neste estudo, caracterizamos tripanossomas isolados de ratos domésticos e de 
macacos mantidos em cativeiro, com morfologia similar a T. (H.) lewisi. Inferências filogenéticas 
utilizando sequências de SSU rDNA agruparam os novos isolados brasileiros com T. (H.) lewisi 
e as outras espécies relacionadas do subgênero Trypanosoma (Herpetosoma) em um clado 
homogêneo. O comportamento biológico dos isolados de macaco em cultura e em ratos 
infectados experimentalmente foi compatível com T. (H.) lewisi. Para esclarecer o relacionamento 
entre as espécies dentro do clado T. (H.) lewisi, sequências polimórficas de ITS1 rDNA foram 
analisadas. Os resultados confirmam que os novos isolados de ratos e macacos do Brasil são 
T. (H.) lewisi, espécie que até recentemente era considerada restrita a roedores, mas que já se 
mostrou um parasita oportunista de primatas em casos de infecções humanas na Ásia.
Palavras-chave. Trypanosoma lewisi, macacos, infecção oportunista, diagnóstico molecular, 
relações filogenéticas.

Abstract. In this study we characterize trypanosomes isolated from domestic rats and captive 
monkeys, with morphology similar to T. (H.) lewisi. Phylogenetic inference using SSU rDNA 
sequences clustered new Brazilian isolates with T. (H.) lewisi, forming a homogeneous clade 
separate from other species of the subgenus Trypanosoma (Herpetosoma). Behaviour of the 
monkey isolates in culture and in experimentally infected rats was also compatible with T. (H.) 
lewisi. To clarify the relationship between the species within the clade T. (H.) lewisi, polymorphic 
ITS1 rDNA sequences were analyzed. The results confirm that the strains of rats and monkeys of 
Brazil are closely related and confirm that the new isolates are T. (H.) lewisi, a species that until 
recently was considered to be restricted to rodents. Cases of human infections in Asia suggest 
that T. (H.) lewisi may be an opportunistic parasite of primates.
Keywords. Trypanosoma lewisi, monkeys, opportunist infection, molecular diagnosis, phylogenetic 
relationships.
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Introdução

Trypanosoma (Herpetosoma) lewisi, a espécie tipo do 
subgênero Trypanosoma (Herpetosoma), assim como ou-
tras espécies a ela relacionadas, são tripanossomas não pa-

togênicos que infectam uma grande variedade de mamí-
feros e usualmente apresentam especificidade pelo hospe-
deiro. Além de espécies cosmopolitas que infectam ratos, 
algumas espécies têm uma distribuição mais restrita, de 
acordo com a distribuição geográfica de seus hospedeiros. 
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A maioria destes tripanossomas é parasita de roedores, 
mas raras ocorrências foram descritas em lagomorfos, pri-
matas e morcegos (Hoare, 1972) As pulgas (Siphonaptera) 
são os vetores para a maioria das espécies deste subgênero, 
no entanto algumas evidências sugerem que triatomíneos 
poderiam ser vetores de algumas espécies que ocorrem 
nas Américas Central e do Sul (Hoare, 1972; Molyneux, 
1976; D’Alessandro & Behr, 1991).

Estudos filogenéticos demonstraram a polifilia do 
subgênero T. (Herpetosoma), separado em dois clados, T. 
(H.) rangeli e T. (H.) lewisi (Maia da Silva e cols., 2004). 
Tripanossomas do clado T. (H.) lewisi possuem formas 
sanguíneas morfologicamente indistinguíveis e muito si-
milares a T. (H.) rangeli, características que os agrupam 
no subgênero Trypanosoma (Herpetosoma) (Hoare, 1972). 
Diferente de T. (H.) rangeli, transmitido através da inocu-
lação de formas metacíclicas presentes nas glândulas sali-
vares dos triatomíneos, uma característica da Secção Sali-
varia, T. (H.) lewisi e todas as demais espécies são trans-
mitidas por fezes contaminadas, típicas da Secção Sterco-
raria. Espécies do clado T. (H.) lewisi se desenvolvem no 
tubo digestivo de pulgas como epimastigotas aderidos ao 
intestino e/ou reto. Animais são infectados através das fe-
zes de pulgas contaminadas ou por ingestão do inseto in-
teiro (Hoare, 1972; Molyneux, 1976; D’Alessandro & Behr, 
1991). Além da morfologia, os membros do clado T. (H.) 
lewisi são caracterizados por compartilhar as seguintes ca-
racterísticas: a) não patogenicidade para os hospedeiros 
mamíferos; b) suposta ou comprovada (para espécies com 
as quais foram desenvolvidos experimentos de infecção 
cruzada com outras espécies de roedores diferente da es-
pécie hospedeira natural) restrição ao hospedeiro; c) am-
pla distribuição geográfica (Hoare, 1972; Molyneux, 1976; 
D’Alessandro & Bher 1991). 

Tripanossomas T. (H.) lewisi-like raramente são en-
contrados em primatas, com poucos relatos em chimpan-
zé e gorilas na África. Há um relato de macaco aranha na 
Guiana Francesa infectado por T. (H.) lewisi-like (Hoare, 
1972; Marinkelle, 1966). Dados sobre estes tripanossomas 
são restritos a morfologia das formas sanguíneas, e não 
há culturas disponíveis. T. (H.) lewisi-like foi descrito por 
Lainson e cols (2004) em Sciurus spadiceu (um roedor do 
grupo dos esquilos) na Amazônia brasileira, baseado na 
morfologia das formas sanguíneas, infecção em camun-
dongos e em triatomíneos. Baseados no último critério, 
os autores determinaram que a infecção era por T. (H.) 
lewisi-like e não por T. (H.) rangeli. Embora T. (H.) lewisi 
seja considerado uma espécie não infectante para huma-
nos, alguns poucos casos de humanos infectados com T. 
(H.) lewisi-like tem sido descritos na Ásia.

 Um caso descrito por Johnson (1933) ocorreu em 
uma criança de 4 meses na Malásia, dois outros casos fo-
ram descritos por Shrivastava (1974) em um casal na Ín-
dia, infecção por T. (H.) lewisi-like foi detectada também 
em uma criança na Tailândia (Sarataphan e cols., 2007). 
Análises de sequências de ITS1 rDNA dos tripanosomas 
isolados da criança e de roedores da Tailândia apresenta-
ram 96.4% de similaridade, sugerindo que os roedores são 
a possível origem da exposição humana ao T. (H.) lewisi  

na região. (Jittapalapong e cols., 2008). 
A restrição de espécies do clado T. (H.) lewisi tem 

sido atualmente debatida, com os dados recentes que de-
monstram que humanos podem ser infectados por estas 
espécies quando vivem em estreita associação com roe-
dores e suas pulgas. Tripanossomas T. (H.) lewisi-like são 
considerados altamente restritos ao hospedeiro, apesar da 
alternância de hospedeiros mediada pelos vetores (pulgas) 
já relatados entre gêneros/ subfamílias de roedores que vi-
vem em simpatria (Noyes e cols., 2002).

Para elucidar a relação parasita-hospedeiro entre 
T. (H.) lewisi de roedores e T. (H.) lewisi-like de primatas 
não humanos, caracterizamos sete novos isolados, sendo 
4 isolados de ratos domésticos e 3 de macacos de cativeiro, 
por morfologia, comportamento em cultura e em animais 
experimentalmente infectados e através de marcadores 
moleculares.

Métodos
Isolamento de tripanossomas, manutenção e cul-

tivo
 Neste estudo nós caracterizamos 7 isolados bra-

sileiros de T. (H.) lewisi provenientes de 4 ratos domés-
ticos (Rattus norvegicus) provenientes dos estados do 
Ceará e de São Paulo e primatas não humanos (Aotus sp, 
Callithrix jacchus e Alouatta fusca) mantidos em cativei-
ro no  zoológico de Mogi-Mirim (São Paulo), obtidos por 
hemocultura utilizando meio bifásico (Maia da Silva e 
cols., 2004). As espécies de tripanossomas isoladas foram 
mantidas no mesmo meio de isolamento a 28°C. Todos os 
isolados estão criopreservados na “Trypanosomatid Cul-
ture Collection (TCC)” do Departamento de Parasitologia 
da Universidade de São Paulo, SP, Brasil.

Infecção experimental de ratos e camundongos e 
estudo morfológico de formas sanguíneas e de cultura 
de T. lewisi-like

Para o estudo morfológico dos novos isolados de 
tripanossomas, foram preparados esfregaços de sangue de 
ratos infectados natural e experimentalmente, e amostras 
de culturas em fase logarítmica e estacionária. Os esfre-
gaços foram fixados com metanol e corados com Giemsa.

Formas metacíclicas provenientes de culturas em 
fase estacionária do novo isolado de T. lewisi de maca-
co foram inoculada em ratos (Wistar) e camundongos 
(Balb/c). Os níveis de parasitemia foram monitorados 
através de exame por microhematócrito (MH) no período 
de 1-6 dias pós-infecção (p.i.) 

Amplificação por PCR de SSU e ITS1 rDNA
 Fragmentos de DNA contendo a sequência com-

pleta do gene SSU rDNA (Small Subunit do gene ribos-
sômico) foram amplificadas por PCR (Polymerase Chain 
Reaction) e sequenciadas como descrito previamente 
(Ferreira e cols., 2008). 

A amplificação de sequências de ITS1 rDNA (Inter-
nal Transcribed Spacer 1) foi feita utilizando oligonucle-
otídeos complementares as sequências que flanqueiam a  
SSU rDNA e 5.8S rDNA gerando um fragmento de ~500 
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pares de bases (pb) que inclui a sequência completa do 
ITS1 rDNA (~421pb) como descrito previamente (Maia 
da Silva e cols., 2004; Rodrigues e cols., 2006). Todas as 
sequências determinadas neste estudo foram depositadas 
no GenBank.

Fragmentos de DNA amplificados por PCR e purifi-
cados foram clonados em vetor pCR 2.1, utilizando os Kit 
TA Cloning (Invitrogen) e utilizados para a transformação 
em células dH10b. Os clones positivos foram ampliados 
por cultivo em meio LB contendo 100 µg/ml de ampicilina 
e purificados utilizando o sistema “Wizard Plus SV Mini-
preps DNA purification System” (Promega). Fragmentos 
de DNA amplificados por PCR não clonados (SSU rDNA) 
e clonados (ITS1 rDNA) foram sequenciados utilizando 
o kit Big Dye Terminator (Perkin Elmer), de acordo com 
especificações do fabricante, em sequenciador automático 
ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Perkin Elmer) e ABI 
PRISM 3500 Genetic Analizer (Perkin Elmer).

Análise de sequências e inferências filogenéticas. 
 As sequências obtidas foram alinhadas com as 

sequências de outros tripanossomas disponíveis no Ge-
neBank utilizando Clustal X (Thompson e cols., 1997). 
Os alinhamentos das sequências foram ajustados manu-
almente. Inferências filogenéticas pelos métodos de Má-
xima Parsimônia e Máxima Verossimilhança realizadas 
neste estudo foram desenvolvidas de acordo com estudos 
anteriores de nosso grupo (Ferreira e cols., 2008, Viola e 
cols., 2009). 

Resultados
Morfologia, crescimento e diferenciação em cultu-

ra de isolados brasileiros de T. lewisi-like
 As morfologias de formas de cultura de isolados 

brasileiros de ratos e de macacos revelaram-se indistinguí-
veis. As formas encontradas no sangue de ratos natural ou 
experimentalmente infectados apresentaram tripomasti-
gotas típicos de T. (H.) lewisi. No entanto não pudemos 
detectar tripanossomas em esfregaços de sangue dos ma-
cacos infectados.

O crescimento e a diferenciação de tripanossomas 
isolados de roedores e de macacos foram comparados em 
cultura em fases logarítmica e estacionária. Culturas em 
fase logarítmica mostraram uma intensa multiplicação de 
formas epimastigotas, apresentando formas livres, inúme-
ros conglomerados de pequenos e arredondados flagela-
dos aderidos à garrafa de cultura, e formas de transição 
de morfologia e tamanhos de corpo e flagelo variáveis. 
Culturas em fase estacionária revelaram poucas formas 
epi- e tripomastigotas longas juntamente com um grande 
número de tripomastigotas metacíclicos.

Comportamento de T. lewisi-like de primatas não 
humanos (Aotus sp, Callithrix jacchus e Alouatta fusca ) 
inoculados em ratos e camundongos

Para esclarecer a relação entre T. lewisi de roedo-
res e isolados de macaco, comparamos as características 
morfológicas das formas sanguíneas e o comportamento 
biológico (capacidade de estabelecer a infecção, multipli-

cação, parasitemia e presença de formas no rim, fígado, 
baço e coração) em ratos e camundongos experimental-
mente infectados.

  Os isolados de macacos foram capazes de infec-
tar experimentalmente ratos Wistar, avaliado por micro-
hematócrito (MH). O pico de parasitemia foi detectado 
no 4º dia p.i., decrescendo gradualmente até desaparecer 
no 6º dia p.i. A morfologia das formas tripomastigotas 
encontradas no sangue destes animais foi idêntica às for-
mas presentes no sangue de ratos naturalmente infectados 
por T. (H.) lewisi. Formas em divisão foram observadas 
somente durante os quatro primeiros dias p.i., e formas 
que não se dividiam foram observadas até o sexto dia p.i. 
Amostras de sangue de ratos que estavam negativos para 
tripanossomas na análise por MH (seis dias p.i.) mostra-
ram-se positivas por hemocultura.

 Amostras de sangue com tripomastigotas prove-
nientes dos ratos experimentalmente infectados (descri-
tos anteriormente) foram inoculadas em outro rato Wis-
tar, apresentando o mesmo padrão de infecção observado 
nas infecções com formas tripomastigotas metacíclicas de 
cultura. 

Por outro lado, esses isolados de macaco não foram 
capazes de infectar camundongos Balb/c inoculados com 
formas de cultura. Os animais foram monitorados durante 
15 dias p.i., através de MH e hemocultura.

Relações filogenéticas e polimorfismo entre os 
isolados de T. lewisi baseadas nas sequências de SSU 
rDNA e ITS1 rDNA 

Sequências de SSU rDNA e ITS1 rDNA dos novos 
isolados de T. (H) lewisi – like descritos neste estudo fo-
ram determinadas, alinhadas com sequências de outras 
espécies do subgênero Trypanosoma (Herpetosoma) e uti-
lizadas em inferências filogenéticas.

Baseado na topologia das árvores geradas, todos os 
isolados brasileiros foram identificados como pertencen-
tes ao grupo T. (H.) lewisi e estreitamente relacionados às 
outras espécies do subgênero Trypanosoma (Herpetoso-
ma), formando um clado monofilético.

Para melhor esclarecer o relacionamento entre os 
isolados brasileiros de T. (H.) lewisi, nós comparamos 
sequências da região da SSU rDNA  dos novos tripanos-
somas isolados de ratos e macacos, e os demais isolados 
de T. (H.) lewisi provenientes de humanos e roedores de 
diferentes origens geográficas e outras espécies de Trypa-
nosoma (Herpetosoma) de diferentes hospedeiros disponí-
veis no GenBank. Os isolados brasileiros foram agrupados 
com 100% de similaridade de sequência e com ~98% de 
similaridade com isolados de referência de T. (H.) lewisi 
(Molteno B3 e ATCC 30085). 

Filogenia usando sequências de SSU rDNA posi-
cionaram todos os isolados de macaco no clado T. (H.) 
lewisi junto com todos os isolados de rato, confirmando a 
classificação dos novos isolados como T. (H.) lewisi dentro 
do subgênero Trypanosoma (Herpetosoma) e distante de 
T. rangeli e T. (Schyzotrypanum) cruzi, espécies também 
encontradas em primatas neotropicais e roedores (Maia 
da Silva e cols.,2008; Marcili e cols., 2009 ), e de T. (Mega-
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trypanum) conorhini, uma espécie também muito comum 
em ratos.  As análises baseadas nas sequências conserva-
das de SSU rDNA determinadas neste estudo não foram 
capazes de discriminar os isolados brasileiros de ratos dos 
isolados provenientes de macacos, e também não sepa-
ram estes isolados de T. (H.) lewisi, T. (H.) musculi, T. (H.) 
blanchardi e T(H.) rabinowitschae, os quais também são 
espécies  de Trypanosoma (Herpetosoma).

A análise do polimorfismo de ITS1 rDNA tem sido o 
método utilizado para o diagnóstico de T. (H.) lewisi  em 
ratos de laboratório (Desquesnes e cols., 2002) e em infec-
ções humanas (Sarataphan e cols., 2007). Os fragmentos 
de ITS1 rDNA amplificados por PCR dos isolados brasi-
leiros apresentaram o tamanho esperado para T. (H.) lewi-
si e indistinguível das demais espécies de Trypanosoma 
(Herpetosoma). Embora capaz de diferenciar T. (H.) lewisi 
das espécies de tripanossomas africanos e de T. cruzi, este 
método não permite distinguir T. (H.) lewisi de alguns iso-
lados de T. rangeli que infectam humanos, requisito des-
necessário na África (onde não há ocorrência de T. (H.) 
rangeli mas  indispensável nas Américas Central e do Sul 
(Maia da Silva e cols., 2008). 

A análise comparativa das sequências de ITS1 rDNA 
, confirma que os isolados brasileiros provenientes de ma-
cacos estão muito relacionados aos isolados de T. (H.) 
lewisi de ratos (~97.3 a 100% similaridade) e diferem das 
demais espécies do subgênero Herpetosoma (~88 a 70% 
de  similaridade).

Discussão

Nos últimos dez anos nosso grupo tem pesquisado a pre-
sença de Typanosoma em macacos de cativeiro e que vi-
vem livres na natureza principalmente na região Amazô-
nica brasileira. Embora mais de 200 macacos de espécies 
diferentes foram examinados em nossos trabalhos, e apro-
ximadamente 90 culturas foram obtidas, nunca encontra-
mos outras ocorrências de tripanossomas T. (H.) lewisi, 
além das descritas neste estudo.  (Maia da Silva e cols., 
2004, 2008; Marcili e cols., 2009). 

Neste estudo, pela primeira vez, isolados de maca-
cos (Aotus sp, Callithrix jacchus e Alouatta fusca) foram 
classificados como T. (H.) lewisi baseado em característi-
cas morfológicas, biológicas e moleculares. Em diversos 
levantamentos de tripanossomas em macacos neotropi-
cais raramente são detectadas infecções por T. (H.) lewisi, 
sugerindo que esta espécie não é um parasita natural de 
primatas. Neste estudo nós detectamos a ocorrência de T. 
(H.) lewisi somente em macacos de cativeiro, o que su-
gere uma infecção oportunista em animais submetidos a 
condições de estresse, infestados por pulgas e que vivem 
próximos a locais infestados por ratos domésticos, hospe-
deiros naturais de T. (H.) lewisi. 

Apesar da descoberta de T. (H.) lewisi e T. (H.) lewisi-
-like em primatas humanos e não humanos, esses tripano-
somas exibem uma considerável restrição pelo hospedeiro 
na natureza, e T. (H.) lewisi continua a ser um parasita de 
Rattus spp. Ferrante (1985) relatou a incapacidade de T. 
(H.) lewisi para infectar uma variedade de mamíferos, e 
a associou à atividade de tripanolíticos do complemento 

e granulócitos. Assim, um sistema imunológico imaturo 
ou comprometido pode tornar esta espécie um parasita 
oportunista. 

A existência de ratos infectados e a exposição de ma-
cacos em cativeiro a pulgas infectadas poderiam ser a ori-
gem da alternância de T. (H.) lewisi de ratos para macacos. 
Casos humanos infectados por T. (H.) lewisi na Tailândia 
e na Malásia foram também atribuídos à presença de ratos 
e pulgas, bem como a imunodepressão do hospedeiro ver-
tebrado, sugerindo que T. (H.) lewisi sejam parasitas opor-
tunistas de primatas, o que poderia explicar a infecção de 
hospedeiros filogeneticamente distantes. 

Embora, alguns autores tenham descrito infecções 
experimentais de outros roedores, inoculando um grande 
número de formas tripomastigotas metacíclicas no san-
gue, as infecções são curadas em um tempo muito menor 
comparado com uma infecção natural por T. (H.) lewisi no 
rato (Haore 1972; Molineux, 1976). Os recentes relatos de 
infecções humanas com T. (H.) lewisi e T. (H.) lewisi-like 
sugeriram que essa infecção deve ser mais comum do que 
relatada porque, em geral, a infecção é transitória e desa-
parece sem tratamento específico. 

Futuros estudos são necessários para demonstrar 
se T. (H.) lewisi pode causar infecção persistente em pri-
matas humanos e não humanos ou se eles simplesmente 
representam infecções acidentais e esporádicas, como dis-
cutido por Lun e cols. (2009).
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