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Resumo. Neste estudo, caracterizamos tripanossomas isolados de ratos domésticos e de Contato do autor:

macacos mantidos em cativeiro, com morfologia similar a T. (H.) lewisi. Inferéncias filogenéticas fmaia@usp.br
utilizando sequéncias de SSU rDNA agruparam os novos isolados brasileiros com T. (H.) lewisi

e as outras espécies relacionadas do subgénero Trypanosoma (Herpetosoma) em um clado Recebido 25nov10
homogéneo. O comportamento biolégico dos isolados de macaco em cultura e em ratos Aceito 24mai11

infectados experimentalmente foi compativel com T. (H.) lewisi. Para esclarecer o relacionamento Publicado 22jul11

entre as espécies dentro do clado T. (H.) lewisi, sequéncias polimorficas de ITS1 rDNA foram
analisadas. Os resultados confirmam que os novos isolados de ratos e macacos do Brasil sdo
T. (H.) lewisi, espécie que até recentemente era considerada restrita a roedores, mas que ja se
mostrou um parasita oportunista de primatas em casos de infeccées humanas na Asia.
Palavras-chave. Trypanosoma lewisi, macacos, infec¢do oportunista, diagndstico molecular,
relagées 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.

Introducao togénicos que infectam uma grande variedade de mami-

feros e usualmente apresentam especificidade pelo hospe-
Trypanosoma (Herpetosoma) lewisi, a espécie tipo do deiro. Além de espécies cosmopolitas que infectam ratos,
subgénero Trypanosoma (Herpetosoma), assim como ou- algumas espécies tém uma distribui¢do mais restrita, de

tras espécies a ela relacionadas, so tripanossomas nio pa- acordo com a distribuicdo geografica de seus hospedeiros.
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A maioria destes tripanossomas é parasita de roedores,
mas raras ocorréncias foram descritas em lagomorfos, pri-
matas e morcegos (Hoare, 1972) As pulgas (Siphonaptera)
sd0 os vetores para a maioria das espécies deste subgénero,
no entanto algumas evidéncias sugerem que triatomineos
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
subgénero 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
sanguineas morfologicamente indistinguiveis e muito si-
milares a T. (H.) rangeli, caracteristicas que os agrupam
no subgénero Trypanosoma (Herpetosoma) (Hoare, 1972).
Diferente de T. (H.) rangeli, transmitido através da inocu-
lagdo de formas metaciclicas presentes nas glandulas sali-
vares dos triatomineos, uma caracteristica da Sec¢ao Sali-
varia, T. (H.) lewisi e todas as demais espécies sdo trans-
mitidas por fezes contaminadas, tipicas da Secgao Sterco-
raria. Espécies do clado T. (H.) lewisi se desenvolvem no
tubo digestivo de pulgas como epimastigotas aderidos ao
intestino e/ou reto. Animais sdo infectados através das fe-
zes de pulgas contaminadas ou por ingestdo do inseto in-
teiro (Hoare, 1972; Molyneux, 1976; D’Alessandro & Behr,
1991). Além da morfologia, os membros do clado T. (H.)
lewisi sdo caracterizados por compartilhar as seguintes ca-
racteristicas: a) ndo patogenicidade para os hospedeiros
mamiferos; b) suposta ou comprovada (para espécies com
as quais foram desenvolvidos experimentos de infecgdo
cruzada com outras espécies de roedores diferente da es-
pécie hospedeira natural) restri¢do ao hospedeiro; ¢) am-
pla distribuicao geografica (Hoare, 1972; Molyneux, 1976;
D’Alessandro & Bher 1991).

Tripanossomas T. (H.) lewisi-like raramente sdo en-
contrados em primatas, com poucos relatos em chimpan-
zé e gorilas na Africa. H4 um relato de macaco aranha na
Guiana Francesa infectado por T. (H.) lewisi-like (Hoare,
1972; Marinkelle, 1966). Dados sobre estes tripanossomas
sao restritos a morfologia das formas sanguineas, e ndo
hé culturas disponiveis. T. (H.) lewisi-like foi descrito por
Lainson e cols (2004) em Sciurus spadiceu (um roedor do
grupo dos esquilos) na Amazonia brasileira, baseado na
morfologia das formas sanguineas, infec¢do em camun-
dongos e em triatomineos. Baseados no ultimo critério,
os autores determinaram que a infec¢do era por T. (H.)
lewisi-like e ndo por T. (H.) rangeli. Embora T. (H.) lewisi
seja considerado uma espécie néo infectante para huma-
nos, alguns poucos casos de humanos infectados com T.
(H.) lewisi-like tem sido descritos na Asia.

Um caso descrito por Johnson (1933) ocorreu em
uma crianga de 4 meses na Malasia, dois outros casos fo-
ram descritos por Shrivastava (1974) em um casal na In-
dia, infec¢ao por T. (H.) lewisi-like foi detectada também
em uma crianca na Tailandia (Sarataphan e cols., 2007).
Anilises de sequéncias de ITS1 rDNA dos tripanosomas
isolados da crianga e de roedores da Tailandia apresenta-
ram 96.4% de similaridade, sugerindo que os roedores sdo
a possivel origem da exposi¢do humana ao T. (H.) lewisi

na regido. (Jittapalapong e cols., 2008).

A restricao 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 associagdo com roe-
dores e suas pulgas. Tripanossomas T. (H.) lewisi-like sdo
considerados altamente restritos ao hospedeiro, apesar da
alternancia de hospedeiros mediada pelos vetores (pulgas)
ja relatados entre géneros/ subfamilias de roedores que vi-
vem em simpatria (Noyes e cols., 2002).

Para elucidar a relagdo parasita-hospedeiro entre
T. (H.) lewisi de roedores e T. (H.) lewisi-like de primatas
ndo 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, manutencio e cul-
tivo

Neste estudo nds caracterizamos 7 isolados bra-

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

Infecgao experimental de ratos e camundongos e
estudo morfologico de formas sanguineas e de cultura
de T. lewisi-like

Para o estudo morfolégico dos novos isolados de
tripanossomas, foram preparados esfregacos de sangue de
ratos infectados natural e experimentalmente, e amostras
de culturas em fase logaritmica e estacionaria. Os esfre-
gacos foram fixados com metanol e corados com Giemsa.

Formas metaciclicas provenientes de culturas em
fase estaciondria do novo isolado de T. lewisi de maca-
co foram inoculada em ratos (Wistar) e camundongos
(Balb/c). Os niveis de parasitemia foram monitorados
através de exame por microhematdcrito (MH) no periodo
de 1-6 dias pos-infec¢do (p.i.)

Amplificagdo por PCR de SSU e ITS1 rDNA
Fragmentos de DNA contendo a sequéncia com-
pleta do gene SSU rDNA (Small Subunit do gene ribos-
somico) foram amplificadas por PCR (Polymerase Chain
Reaction) e sequenciadas como descrito previamente
(Ferreira e cols., 2008).

A amplificagdo de sequéncias de ITS1 rDNA (Inter-
nal Transcribed Spacer 1) foi feita utilizando oligonucle-
otideos complementares as sequéncias 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 sequéncia completa do
ITS1 rDNA (~421pb) como descrito previamente (Maia
da Silva e cols., 2004; Rodrigues e cols., 2006). Todas as
sequéncias 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 transformacéo
em células dH10b. Os clones positivos foram ampliados
por cultivo em meio LB contendo 100 pg/ml de ampicilina
e purificados utilizando o sistema “Wizard Plus SV Mini-
preps DNA purification System” (Promega). Fragmentos
de DNA amplificados por PCR nao clonados (SSU rDNA)
e clonados (ITS1 rDNA) foram sequenciados utilizando
o kit Big Dye Terminator (Perkin Elmer), de acordo com
especificagdes do fabricante, em sequenciador automatico
ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Perkin Elmer) e ABI
PRISM 3500 Genetic Analizer (Perkin Elmer).

Anilise de sequéncias e inferéncias filogenéticas.

As sequéncias obtidas foram alinhadas com as
sequéncias de outros tripanossomas disponiveis no Ge-
neBank utilizando Clustal X (Thompson e cols., 1997).
Os alinhamentos das sequéncias foram ajustados manu-
almente. Inferéncias filogenéticas pelos métodos de Ma-
xima Parsiménia e Maxima Verossimilhanga 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 diferenciagao 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 indistingui-
veis. As formas encontradas no sangue de ratos natural ou
experimentalmente infectados apresentaram tripomasti-
gotas tipicos de T. (H.) lewisi. No entanto nido pudemos
detectar tripanossomas em esfregacos de sangue dos ma-
cacos infectados.

O crescimento e a diferenciagdo de tripanossomas
isolados de roedores e de macacos foram comparados em
cultura em fases logaritmica e estaciondria. Culturas em
fase logaritmica mostraram uma intensa multiplica¢do de
formas epimastigotas, apresentando formas livres, inime-
ros conglomerados de pequenos e arredondados flagela-
dos aderidos a garrafa de cultura, e formas de transigdo
de morfologia e tamanhos de corpo e flagelo variaveis.
Culturas em fase estaciondria revelaram poucas formas
epi- e tripomastigotas longas juntamente com um grande
nimero de tripomastigotas metaciclicos.

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

Para esclarecer a relagdo entre T. lewisi de roedo-
res e isolados de macaco, comparamos as caracteristicas
morfoldgicas das formas sanguineas e o comportamento
bioldgico (capacidade de estabelecer a infec¢do, multipli-

cagdo, parasitemia e presenca de formas no rim, figado,
baco e coracdo) em ratos e camundongos experimental-
mente infectados.

Os isolados de macacos foram capazes de infec-
tar experimentalmente ratos Wistar, avaliado por micro-
hematdcrito (MH). O pico de parasitemia foi detectado
no 4° dia p.i., decrescendo gradualmente até desaparecer
no 6° dia p.i. A morfologia das formas tripomastigotas
encontradas no sangue destes animais foi idéntica as for-
mas presentes no sangue de ratos naturalmente infectados
por T. (H.) lewisi. Formas em divisdo foram observadas
somente durante os quatro primeiros dias p.i., e formas
que ndo se dividiam foram observadas até o sexto dia p.i.
Amostras de sangue de ratos que estavam negativos para
tripanossomas na andlise 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 padréo de infec¢ao observado
nas infecgdes com formas tripomastigotas metaciclicas de
cultura.

Por outro lado, esses isolados de macaco nao 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.

Relagdes filogenéticas e polimorfismo entre os
isolados de T. lewisi baseadas nas sequéncias de SSU
rDNA e ITS1 rDNA

Sequéncias de SSU rDNA e ITS1 rDNA dos novos
isolados de T. (H) lewisi — like descritos neste estudo fo-
ram determinadas, alinhadas com sequéncias de outras
espécies do subgénero Trypanosoma (Herpetosoma) e uti-
lizadas em inferéncias filogenéticas.

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

Para melhor esclarecer o relacionamento entre os
isolados brasileiros de T. (H.) lewisi, nds comparamos
sequéncias da regiao 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 geograficas e outras espécies de Trypa-
nosoma (Herpetosoma) de diferentes hospedeiros disponi-
veis no GenBank. Os isolados brasileiros foram agrupados
com 100% de similaridade de sequéncia e com ~98% de
similaridade com isolados de referéncia de T. (H.) lewisi
(Molteno B3 e ATCC 30085).

Filogenia usando sequéncias de SSU rDNA posi-
cionaram todos os isolados de macaco no clado T. (H.)
lewisi junto com todos os isolados de rato, confirmando a
classificacdo dos novos isolados como T. (H.) lewisi dentro
do subgénero 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 andlises baseadas nas sequéncias conserva-
das de SSU rDNA determinadas neste estudo nao foram
capazes de discriminar os isolados brasileiros de ratos dos
isolados provenientes de macacos, e também nao sepa-
ram estes isolados de T. (H.) lewisi, T. (H.) musculi, T. (H.)
blanchardi e T(H.) rabinowitschae, os quais também sao
espécies de Trypanosoma (Herpetosoma).

A analise do polimorfismo de ITS1 rDNA tem sido o
método utilizado para o diagnéstico de T. (H.) lewisi em
ratos de laboratério (Desquesnes e cols., 2002) e em infec-
¢oes 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 indistinguivel das demais espécies de Trypanosoma
(Herpetosoma). Embora capaz de diferenciar T. (H.) lewisi
das espécies de tripanossomas africanos e de T. cruzi, este
método nio permite distinguir T. (H.) lewisi de alguns iso-
lados de T. rangeli que infectam humanos, requisito des-
necessario na Africa (onde nio hé ocorréncia de T. (H.)
rangeli mas indispensavel nas Américas Central e do Sul
(Maia da Silva e cols., 2008).

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

Discussao

Nos ultimos dez anos nosso grupo tem pesquisado a pre-
senca de Typanosoma em macacos de cativeiro e que vi-
vem livres na natureza principalmente na regido Amazo-
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 ocorréncias 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 caracteristi-
cas morfologicas, bioldgicas e moleculares. Em diversos
levantamentos de tripanossomas em macacos neotropi-
cais raramente sdo detectadas infec¢des por T. (H.) lewisi,
sugerindo que esta espécie ndo é um parasita natural de
primatas. Neste estudo noés detectamos a ocorréncia de T.
(H.) lewisi somente em macacos de cativeiro, o que su-
gere uma infecgdo oportunista em animais submetidos a
condigdes de estresse, infestados por pulgas e que vivem
proximos a locais infestados por ratos domésticos, hospe-
deiros naturais de T. (H.) lewisi.

Apesar da descobertade T. (H.) lewisi e T. (H.) lewisi-
-like em primatas humanos e ndo humanos, esses tripano-
somas exibem uma consideravel restri¢ao 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 mamiferos, e
a associou a atividade de tripanoliticos do complemento

e granulocitos. Assim, um sistema imunoldgico imaturo
ou comprometido pode tornar esta espécie um parasita
oportunista.

A existéncia de ratos infectados e a exposi¢ao de ma-
cacos em cativeiro a pulgas infectadas poderiam ser a ori-
gem da alternancia de T. (H.) lewisi de ratos para macacos.
Casos humanos infectados por T. (H.) lewisi na Tailandia
e na Malasia foram também atribuidos a presenca de ratos
e pulgas, bem como a imunodepressdo do hospedeiro ver-
tebrado, sugerindo que T. (H.) lewisi sejam parasitas opor-
tunistas de primatas, o que poderia explicar a infec¢do de
hospedeiros filogeneticamente distantes.

Embora, alguns autores tenham descrito infec¢oes
experimentais de outros roedores, inoculando um grande
nimero de formas tripomastigotas metaciclicas no san-
gue, as infecgdes sdo curadas em um tempo muito menor
comparado com uma infec¢éo natural por T. (H.) lewisi no
rato (Haore 1972; Molineux, 1976). Os recentes relatos de
infeccdes humanas com T. (H.) lewisi e T. (H.) lewisi-like
sugeriram que essa infec¢ao deve ser mais comum do que
relatada porque, em geral, a infec¢ao é transitoria e desa-
parece sem tratamento especifico.

Futuros estudos sdo necessarios para demonstrar
se T. (H.) lewisi pode causar infec¢io persistente em pri-
matas humanos e nao humanos ou se eles simplesmente
representam infec¢des acidentais e esporadicas, como dis-
cutido por Lun e cols. (2009).
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