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1. INTRODUÇÃO GERAL

1.1. Ecologia de Anuros

No  mundo  são  reconhecidas  aproximadamente  36  famílias  de  anuros,  com  350 

gêneros e aproximadamente 5.300 espécies. O número exato das famílias é variável, devido 

ao desacordo entre os sistematas (Wells, 2007), mas apenas no Brasil já foram relatadas a 

ocorrência de 913 anuros (SBH, 2012).

A grande maioria dos anuros necessita de água para reproduzir, portanto locais úmidos 

como o das florestas é onde encontram o ambiente mais favorável (Rothermel e Semlitsch, 

2002). No entanto, estes animais possuem grande facilidade de adaptação as mais diversas 

condições pluviométricas e de temperatura, sendo assim, podemos encontrá-los, também, em 

regiões áridas como na caatinga, pois são capazes de sobreviver às mais extremas condições 

climáticas, passando, às vezes, meses sem se alimentar e em estado de hibernação. Podem, 

também,  ser  vistos  ocupando  as  mais  diversas  altitudes,  desde  as  restingas  costeiras  aos 

campos de altitude de 2.400 metros,  como no Itatiaia  -  RJ  (Santos,  2011).  Diante de tal 

adaptabilidade, ainda sim, os anuros sofrem com as mudanças ambientais, que ao ocorrerem 

de forma muito rápida, não permitem que estes animais respondam de maneira adequada à 

nova condição, como por exemplo, o aumento da radiação UV e poluição, que agindo em 

conjunto ou isoladamente, acabam por afetar o seu ciclo de vida (Schiesari, Grillitsch, B. e 

Grillitsch, H., 2007). 

Estes  aspectos,  aliados  às  características  de  apresentarem  uma  intensa  filopatria 

(fidelidade ao habitat) e limitada mobilidade faz com que estes funcionem como indicadores 

da condição do ambiente em que ocupam (Blaustein, Wake e Souza, 1994).

1.2. Família Leptodactylidae

Entre as famílias que apresentam a maior diversidade de espécies da ordem Anura 

tem-se a família  Leptodactylidae  (Heyer,  1969).  O gênero  Leptodactylus  ocupa áreas  das 

América Norte, Central e do Sul (Heyer, 1969). Seu corpo tem coloração variada, locomove-

se por saltos e possui os olhos com pupila horizontal (Heyer, 1969). As espécies deste gênero 

têm como característica a deposição de ovos em massa de espuma flutuante na lâmina d’água 

ou em câmaras escavadas no solo (Duellman e Trueb, 1986; Prado, Uetanabaro e Haddad, 

2002).  Em geral  são  animais  de  médio  e  pequeno  porte,  insetívoros,  terrestres  ou  semi-

aquáticos, e de atividade noturna (Frost, 2011).
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1.2.1. Leptodactylus chaquensis

Esta espécie é encontrada na Argentina, Paraguai, Uruguai e Brasil (Frost, 1985). Seus 

ovos são colocados em poças ou áreas inundadas, coberta ou não por vegetação, e em águas 

com profundidades menores do que 15 cm (Prado, Uetanabaro e Lopes, 2000). Os meses de 

reprodução  ocorrem de outubro a março (Prado, Uetanabaro e Lopes, 2000).

1.2.2. Leptodactylus podicipinus

É encontrada em áreas abertas do Paraguai, Argentina, Bolívia e na região central do 

Brasil  (Heyer,  1994).  A sua  reprodução  ocorre  ao  longo  do  ano,  mas  principalmente  de 

novembro  a  março.  Seus  ovos  são  colocados  nas  bordas  das  poças  permanentes  e  áreas 

inundadas,  com ou  sem vegetação,  mas  geralmente  em áreas  sombreadas  com 5  cm  de 

profundidade (Prado, Uetanabaro e Lopes, 2000).

2. Parasitas sanguíneos em anfíbios

Infecções causadas por hemoparasitas têm sido relatadas em anuros, além de outros 

hospedeiros  vertebrados  (Molyneux  e  Ashford,  1983).  Anuros,  por  viverem  tanto  em 

ambientes  terrestres  como  aquáticos,  estão  expostos  a  diversos  vetores  hematófagos  e 

consequentemente  a  parasitas  sanguíneos intra  e  extracelulares  (Barta  e  Desser,  1984; 

Overath et al., 1998; Desser, 2001).

2.1. Gênero Trypanosoma

O  gênero  Trypanosoma (família:  Trypanosomatidae;  Ordem:  Kinetoplastida)  é 

composto por flagelados unicelulares  que são parasitas de todas as classes de vertebrados 

(Haag, O'hUigin e Overath, 1998), tendo como vetores várias espécies de sanguessugas (água 

doce e marinha) e artrópodes (insetos e carrapatos), portanto são encontrados em todos os 

continentes (Hamilton, Gibson e Stevens, 2007). 

Os protozoários da família Trypanosomatidae são caracterizados pela presença de uma 

organela conhecida como cinetoplasto, rica em DNA mitocondrial e que está localizada na 

base do flagelo (Vickerman, 1976; Mcghee e Coscrove, 1980).

De  acordo  com  Bardsley  e  Harmsen  (1973),  estes  parasitas  digenéticos  estão 

presentes no sangue de vertebrados e intestino de sanguessugas ou artrópodes. O ciclo de vida 

compreende vários estágios  de desenvolvimento,  tanto no hospedeiro vertebrado como no 
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invertebrado. As formas tripomastigota e epimastigota são comuns a quase todos os ciclos 

biológicos   de  tripanossomas,  mas  amastigotas  e  promastigotas,  também,  podem  estar 

presentes.  Estes hemoflagelados são vistos parasitando o sangue das principais classes de 

vertebrados.  As  espécies  que  parasitam  elasmobrânquios  (peixes  cartilaginosos), 

actinopterígeos (peixes ósseos),  anfíbios e quelônios são transmitidas por sanguessugas,  e 

nestas,  o  ciclo  de  desenvolvimento  termina  com  a  forma  metacíclica  que  migra  para  a 

cavidade da probóscide da sanguessuga, enquanto que nos animais ectotérmicos terrestres, os 

tripanossomas são transmitidos via artrópodes hematófagos (Bardsley e Harmsen, 1973).

2.1.2. Aspectos morfológicos de tripanossomas e sua distribuição geográfica

As  descrições  de  todas  as  espécies  do  endoparasita  são  baseadas  em  aspectos 

morfológicos  das  formas tripomastigotas  observadas na circulação sanguínea e tecidos do 

hospedeiro vertebrado e nas formas epimastigotas no vetor invertebrado (Haag, O'hUigin e 

Overath, 1998; Martin et al., 2002). Devido a isso, as descrições, para a maioria das espécies, 

são frequentemente confundidas pela extrema variabilidade morfológica, pela ocorrência de 

espécies morfologicamente idênticas em diferentes hospedeiros no mundo, pela ausência de 

descrição  de  um  ciclo  de  vida  completo  e  dados  do  hospedeiro  específico,  ou  pela 

probabilidade que diferentes espécies contenham estágios evolutivos semelhantes (Martin et 

al., 2002). 

As  diversas  espécies  podem diferir  no tamanho e  forma  do  corpo,  na posição  do 

núcleo e do cinetoplasto, bem como no grau de desenvolvimento da membrana ondulante e 

do flagelo.  Portanto,  para  se medir  estas  variações  são  comumente  utilizados parâmetros 

morfométricos como: comprimento corporal, incluindo flagelo livre, comprimento do flagelo 

livre, distância do cinetoplasto em relação à extremidade posterior até o núcleo, dimensões 

nucleares e sua distância das extremidades anterior e posterior (Martin et al., 2002).

Levando  em consideração  os  aspectos  de  variabilidade  e  semelhança  morfológica 

destes  parasitas  em anuros,  podemos  citar  como exemplo,  Trypanosoma  rotatorium,  que 

segundo a literatura tem uma distribuição cosmopolita (Scorza e Dagert, 1958), sendo este, 

portanto,  o motivo pelo o qual  o parasita muitas vezes é identificado erroneamente como 

outra espécie. Esta particulariedade levou França e Athias (1906); Diamond (1965); Miyata 

(1978),  Barta,  Boulard  e  Desser  (1989),  Werner  (1993),  dentre  outros,  a  observarem  T.  

rotatorium  como uma forma semelhante à descrita por Miyata apud Mayer (1843), que na 
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época  de  sua  observação  relatou  o  parasita  como um  paramécio  denominando-o  de 

Paramecium loricatum, devido a seu corpo largo. E que mais tarde foi relatada por Laveran e 

Mesnil (1912) contendo mais uma forma distinta do parasita, denominando-os como Amoeba 

rotatorium e Paramecium loricatum, que posteriormente foi renomeado como T. rotatorium. 

Além disso, o formato mais "largo" de  T. rotatorium observado pelos pesquisadores,  nada 

mais era, do que uma mudança de conformação do parasita, logo que o sangue era retirado do 

hospedeiro (Kudo, 1922). O tripanossoma, após perder o flagelo, sofria esse arredondamento 

e entrava em processo de divisão (Machado, 1911; Pereira et al., 1973).

Todo este pleomorfismo de tripanossoma foi constatado também por Miyata (1978) 

quando estudou rãs oriundas de duas ilhas do Japão (Kyushu e Ryukyu), onde foi observado 

que  algumas  espécies,  como  por  exemplo,  T.  rotatorium,  Trypanosoma  chattoni,  

Trypanosoma loricatum e Trypanosoma tsunezomiyatai também podiam ser encontrados em 

várias localidades do mundo, enquanto que Trypanosoma miyagii, Trypanosoma tsukamotoi,  

Trypanosoma ishigakiense e Trypanosoma nagasakiense apenas poderiam ser observados em 

anuros de regiões restritas do Japão. Concluindo, portanto, que os tripanossomas de anuros 

podem se distribuir de forma ampla ou restrita, de acordo com a espécie. Segundo Miyata 

(1978),  as rãs  infectadas  observadas  em sua pesquisa geralmente estavam parasitadas  por 

mais de uma espécie.

Em pesquisas com anuros na Costa Rica, Desser (2001) relatou que os parasitas mais 

encontrados no sangue destes animais foram tripanossomas, fato constatado em quatro de sete 

espécies  amostradas.  No  gênero  Rana foram  observados  nove  tripanossomas 

morfologicamente distintos, sendo que cinco espécies de tripanossomas foram diagnosticadas 

em hospedeiros aquáticos. Segundo o autor, dos oito tipos observados no sangue de anuros, 

somente  dois  eram  suficientemente  diferentes  para  serem  designados  como  espécies:  T. 

chattoni  e  T.  loricatum.  Embora  estas  espécies  sejam  cosmopolitas  em  distribuição, 

diferenças  morfométricas  e morfológicas  têm sido registradas  entre formas de populações 

isoladas geograficamente de mesma espécie de rã e entre diferentes espécies (Diamond, 1965; 

Woo, 1969; Bardsley e Harmsen, 1973; Miyata, 1978; Barta e Desser, 1984). De acordo com 

Martin  et  al.  (2002),  dados  moleculares  e  bioquímicos  de  tripanossoma  de  anuros  são 

limitados e o relacionamento taxonômico entre os tripanossomas de anuros são pobremente 

conhecidos. Além disso, a diverdidade genética de tripanossomas não é refletida na estrutura 

grosseira do parasita.
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No Brasil,  Ferreira et al. (2007) capturaram anuros pertencentes a família Hylidae, 

Bufonidae, Leptodactylidae, Brachycephalidae, Leuperidae e Microhylidaede provenientes de 

diferentes biomas e observaram que entre os anuros havia um indíce de infecção variável para 

tripanossoma,  que  era  independente  da  família  estudada.  Analisando  a  morfologia  dos 

parasitas os autores encontraram formas e tamanhos bem diferentes entre espécies distintas de 

anuros,  entre indíviduos de mesma espécie e também dentro do mesmo indivíduo. Foram 

relatadas formas similares do parasita em espécies diferentes de anuros pertecendo ou não a 

mesma família. E quando compararam os parâmetros morfométricos do parasita os autores 

encontraram 11 formas diferentes separadas em dois grupos.

Em nosso trabalho anterior  com este parasita as formas encontradas  mostraram as 

mesmas  variações  relatadas  por  Ferreira  et  al.  (2007) nas  mesmas  famílias  de  anuros 

(Hylidae, Leptodactilidae e Bufonidae), capturadas nos estados de São Paulo e Mato Grosso 

do sul, Brasil (Leal et al., 2009). Através de análise morfológica e morfométrica, observamos 

diferentes  formas,  tanto  nos  hospedeiros  de  mesma  espécie,  como  entre  hospedeiros  de 

espécies  diferentes.  Ressaltamos  que  alguns  dos  anuros  estudados  (L.  chaquensis,  L.  

podicipinus e  Phylomedusa  hypocondrialis)  estavam,  também,  parasitados  por 

hemogregarinas. Sendo assim, o resultado mostrou uma prevalência relativamente maior para 

tripanossomas do que para hemogregarinas. (Leal et al., 2009).

A  variabilidade  de  formas  dos  parasitas  encontrados,  não  nos  permitiu  que  os 

separássemos  por  espécies,  apesar  de  mostrarem semelhanças  às  descrições  na  literatura. 

Observamos que apenas o aspecto morfológico não foi suficiente para caracterizá-los. Além 

do  que,  não  acompanhamos  a  fase  evolutiva  do  parasita  nos  anuros  e  no  hospedeiro 

invertebrado (Leal et al., 2009). 

2.1.3 Vetores

Em diversas pesquisas com hemoparasitas de anuros a sanguessuga é registrada como 

vetor de tripanossomas, embora existam evidências que dípteros também façam este papel 

(Feng e Chao, 1943; Ayala 1971, Desser, McIver e Jez, 1975).

Barta  e  Desser  (1984),  em  seus  experimentos,  observaram a sanguessuga 

Batrachobdella picta fixada ao corpo de girinos e adultos de Lithobates clamitans, Lithobates  

catesbeianus e Lithobates septentrionalis. Neste estudo, a frequência de parasitas sanguíneos 

em anfíbios aquáticos  foi  bem maior  do que nas espécies  terrestres  (Pseudacris  crucifer, 
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Anaxyrus americanus, Lithobates sylvaticus e Plethodon cinereus). De acordo com Martin e 

Desser (1991), um breve contato de anuros terrestres (Anaxyrus americanus) com a água já 

seria suficiente para que o animal fosse infectado por  T. fallisi através de vetores como as 

sanguessugas.  Apesar  destes  relatos,  em  algumas  pesquisas  foram  encontrados  vetores 

artrópodes hospedando estes hemoparasitas. 

Em relação aos dípteros,  Feng e Chung (1940) e Ayala (1971) observaram formas 

epimastigotas  no intestino posterior  e  reto  de  Lutzomia vexatrix  occidentis. Também nos 

experimentos de Desser, McIver e Jez (1975), formas epimastigotas de T. rotatorium foram 

observadas  no  intestino  e  reto  de  Culex  territans,  mas a infecção  experimental para 

Lithobates pipiens não foi bem sucedida. Segundo os autores, este fato pode estar relacionado 

ao comportamento alimentar do vetor na natureza, pois estes insetos não têm por hábito sugar 

o sangue de L. pipiens E de acordo com Hamilton et al. (2005), a presença de tripanossoma 

em um invertebrado  não  o  incrimina  como o  vetor  deste  parasita,  pois  estes  podem ter 

adquirido  o  flagelado  durante  a  sua  alimentação  através  de  um  hospedeiro  vertebrado 

parasitado, e podem ser incapazes de desenvolver o ciclo do parasita.

O mosquito Cx. territans se alimenta ocasionalmente de aves e répteis, mas preferem 

anfíbios (Crans, 1970). A transmissão de tripanossoma pode ocorrer através da saliva do vetor 

durante a alimentação no vertebrado, por depósitos fecais dentro das feridas ou por ingestão 

do hospedeiro invertebrado (Desser, McIver e Ryckman, 1973). Nas pesquisas de Bartlett-

Healy, Crans e Gaugler (2009) envolvendo Cx. territans, foi percebido que os hemoparasitas 

neste vetor estavam associados à sazonalidade, ou seja, a prevalência de tripanossomas nas 

fêmeas era maior no período da primavera e ia decaindo até o final  da estação.  As altas 

prevalências ocorriam nos meses de maio, junho, julho e agosto, com o pico de prevalência 

associado também ao fotoperíodo, à temperatura, à taxa de glicose de anfíbios na época de 

reprodução e à distribuição sazonal de sanguessugas (Bardsley e Harmsen, 1973). 

Neste trabalho de Bartlett-Healy, Crans e Gaugler (2009), as análises filogenéticas de 

todas  as  sequências  presentes  no  vetor  (41  amostras)  foram  colocadas  dentro  do  Clado 

aquático, sendo que destas, oito foram agrupadas juntamente com outros tripanossomas (T.  

rotatorium, Trypanosoma fallisi e Trypanosoma mega) e uma amostra foi relacionada aos 

tripanossomas  isolados  de  sanguessugas  aquáticas.  Os  resultados  indicaram  que 

Trypanosoma spp. forma um grupo monofilético que engloba espécies terrestres e aquáticas 

(Bartlet-Healy, Crans e Gaugler, 2009). A explicação para o fato de uma amostra estudada 
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estar  junto  com tripanossomas  de  sanguessugas  pode estar  relacionada  à  origem de  seus 

vetores Culicidae e Phlebotominae que ocorreram por volta de 40 milhões de anos depois das 

saguessugas Placobdella spp. aparecerem. Este fato sugere que os tripanossomas de dípteros 

podem ter divergido dos tripanossomas transmitidos por sanguessugas (Mcghee e Cosgrove, 

1980). 

Quanto às sanguessugas como vetores, Barrow (1953) verificou uma particularidade 

neste  invertebrado,  demonstrando que  Batrachobdella  picta infectada  por  Trypanosoma 

diemyctyli (parasita de tartarugas) debelava a infecção quando passava muito tempo sem se 

alimentar. Fato que também foi observado por Woo (1969) quando examinou a longevidade 

de  Trypanosoma  chrysemydis (parasita  encontrado  em  tartarugas)  em  Chrysemys  picta 

marginata (sanguessuga).

2.1.4 Caracterização molecular

Devido a todos os problemas de classificação, Werner (1993); Ži�hus (2002) e Martin, 

et al. (2002) sugeriram que estudos moleculares e morfológicos destes tripanossomas sejam 

realizados para que ocorra a correta classificação. 

O posicionamento filogenético de Kinetoplastida e a posição do gênero Trypanosoma 

ainda geram dúvidas. Por isso, foi proposta a utilização para comparação da sequência de 

genes,  de  pequenas  subunidades  (SSU rRNA)  e  de  grande  subunidades  (LSU rRNA).  A 

espécie  Trypanosoma foi  vista em alguns trabalhos formando um grupo parafilético e em 

outros como monofilético (Haag, O'hUigin e Overath, 1998).

Os  tripanossomas  de  anuros  já  foram  posicionados  filogeneticamente  próximos  à 

parasitas de cervídeos e bovídeos não ungulados, dentro do subgênero Megatrypanum, devido 

a sua similaridade  em tamanho (Martin  et  al.  2002).  Anteriormente,  Martin  et  al.  (2002) 

utilizaram a região 18S (rRNA) para tentar posicionar melhor estes tripanossomas. Na árvore 

construída,  T.  chattoni se  encontrava  distante  de  T.  fallisi,  T.  ranarum,  T.  mega,  T.  

neveulemairei e  T. rotatorium,  isso condiz com sua morfologia diversa. Enquanto que, para 

alguns tripanossomas de sapos, a ordem de ramificações na árvore filogenética parece indicar 

que houve eventos de mudança de parasitas entre os hospedeiros (Brooks, 1990), o que não 

foi confirmado. Todos os tripanossomas do estudo demonstram monofilia, exceto T. chattoni.  

Portanto, os tripanossomas são estruturalmente conservados, devido ao ancestral comum, mas 

guardam diferenças genéticas. 
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Para inferir o relacionamento filogenético entre as espécies de Trypanosoma, Maia da 

Silva et al. (2004), Rodrigues, et al. (2006) e Ferreira et al. (2007) utilizaram em seus estudos 

regiões de sequências SSU rRNA e sequências ITS (mais variáveis), coletando hospedeiros 

de diversas regiões geográficas. Foi observada a grande diversidade morfológica e molecular 

destes  parasitas,  demonstrando,  algumas  vezes,  a  possibilidade  de  coevolução  entre 

hospedeiros  vertebrados  e  invertebrados  ou  uma  associação  entre  hospedeiros  e  regiões 

geográficas.  Em  algumas  situações  aparentava  haver  especificidade  entre  parasita  e 

hospedeiro e em outras a especificidade não ocorreu. 

 

2.2. Gênero Hepatozoon

O termo hemogregarina é usado para descrever  coletivamente parasitas sanguíneos 

pertencentes  à  subordem  Adeleorina,  Filo  Apicomplexa  (Jakes,  O'donoghue  e  Cameron, 

2003).  Os  principais  gêneros  deste  grupo  são  Hepatozoon (família  Hepatozoidae)  e 

Haemogregarina (família  Haemogregarinidae).  A  distinção  entre  os  gêneros 

Haemogregarina e  Hepatozoon geralmente  basea-se  no  desenvolvimento  do  estágio 

esporogônico no vetor. Em Haemogregarina o oocisto formado é pequeno contendo somente 

oito esporozoítos sem esporocisto, enquanto que em Hepatozoon o oocisto contém múltiplos 

esporozoítos  envolvidos  por  esporocistos.  Grande  parte  das  espécies  foi  descrita 

considerando-se somente os estágios sanguíneos no hospedeiro e pouco do ciclo biológico 

das diferentes espécies foi elucidado (Desser, 1993). 

Diante  disso,  Desser  (1993)  sugeriu  uma  lista  de  características  para  a  espécie 

Hepatozoon que poderia ajudar no reconhecimento do endoparasita:

1) As espécies são encontradas parasitando anfíbios, répteis, aves e mamíferos.

2) A merogonia ocorre no fígado, no baço e pulmão, dentre outros órgãos. 

3) Gamontes somente são vistos em eritrócitos, exceção para os mamíferos, onde a espécie 

pode ser vista em leucócitos.

4) Cistos monozoicos e dizoicos podem estar presentes no pulmão e outros órgãos.

5)  Artrópodes  são  hospedeiros  definitivos  e  vetores  passivos.  Os  oocistos  no  vetor  são 

encontrados na hemocele e, algumas vezes, no epitélio intestinal ou outro tecido.
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2.2.1. Aspectos morfológicos de Hepatozoon spp. e sua distribuição geográfica

A diversidade  de ectoparasitas  e  endoparasitas  que infectam anuros  é grande e se 

reflete  nas  formas de hemogregarinas  encontradas  na circulação  sanguínea destes animais 

(Levine, 1988; Desser, Hong e Martin, 1995; Smith, 1996).

As descrições de  Hepatozoon spp., geralmente,  baseia-se na aparência e dimensões 

dos gamontes intraeritrocíticos. A falta de conhecimento dos vetores de hemogregarinas em 

anuros  torna  difícil  determinar  o  gênero  correto  do  protozoário  (Desser,  Hong  e  Martin, 

1995).  Segundo Smith (1996),  em suas  pesquisas  com anuros,  o  hemoparasita  foi  apenas 

observado nas familias Ranidae e Bufonidae, mas não em Hylidae. 

Várias espécies de hemogregarinas foram descritas em rãs, na África, Ásia e Europa 

(Levine, 1988; Desser, 2001) sempre levando em consideração apenas os estágios sanguíneos 

no  hospedeiro  (Desser,  1993).  Cunha  e  Muniz  (1927)  descreveram  detalhadamente  a 

evolução  esquizogônica  de  hemogregarina  parasitando  o  fígado,  pulmão  e  intestino  de 

Leptodactylus latrans provenientes do Brasil. Assim como, Costa et al. (1973) descreveram 

Hepatozoon leptodactyli no gênero Leptodactylus. Os autores capturaram rãs L. latrans e L. 

pentadactylus,  além de  sanguessuga  Haementeria  lutzi,  e  entre  as  90  rãs  capturadas,  17 

apresentaram-se  positivas  para  o  parasita.  Foram  observadas  formas  intracelulares  e 

extracelulares.  Os  gamontes  mediram  21  x  8,3  μm  a  5,1  x  2,3  μm,  algumas  vezes, 

provocaram o deslocamento do núcleo da hemácia e nas infecções com mais de um gamonte 

por eritrócito, a célula apresentou-se mais alargada. Viu-se também formas esquizogônicas no 

fígado  e  baço  do  hospedeiro  vertebrado,  além  de  outros  órgãos  como pulmão,  intestino 

delgado, coração e cérebro. No provável vetor H. lutzi, os pesquisadores observaram o estágio 

esporogônico depois que a sanguessuga alimentou-se de L. pentadactylus, o oocisto estava no 

intestino do hirudíneo. Os esporozoítos encontravam-se envolvidos por um esporocisto em 

número de 18 a 38, medindo de 17 a 18 μm x 3 a 4 μm, com o núcleo medindo 4 μm2 de área, 

em média. Além disso, dentre as sanguessugas do experimento, uma apresentou um grande 

número de cistos no seu trato digestivo (Costa et al., 1973).

Souza e Borriello Filho (1974), também, encontraram uma hemogregarina parasitando 

Rhinella ornata,  espécie proveniente  do Brasil,  com características  semelhantes  à  espécie 

relatada por Costa et al. (1973). Vários outros pesquisadores no mundo puderam observar em 

seus estudos, hemogregarinas em anuros que provocaram alterações na célula do hospedeiro 

vertebrado, ora os gamontes causavam fragmentação do núcleo do eritrócito, ora provocavam 
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o deslocamento  deste  núcleo,  ora  modificavam  a  forma  do  eritrócito  (Fantham,  Porter  e 

Richardson, 1942; Mohamed e Mansour 1963,1966; Mansour e Mohamed, 1966; Kim, Smith 

e Desser, 1998; Desser, 2001). 

Desser et al. (1995) foram os primeiros a observarem o ciclo esporogônico no vetor 

invertebrado, estudando a relação existente entre o possível vetor de Hepatozoon catesbianae 

e seus hospedeiros  Lithobates catesbeianus e  Cx territans. Nesta pesquisa constatou-se que 

Cx. territans estava envolvido na transmissão do parasita, pois foram encontrados oocistos no 

túbulo de Malpighi  deste inseto.  A infecção de  H. catesbianae  teve inicio quando as rãs 

ingeriram os mosquitos que haviam se alimentado de outras  rãs infectadas (Hayes,  1961; 

Murphey, Burbutis e Bray, 1967); sendo comum observar uma aglomeração destes dípteros 

ao redor das rãs (Desser et al., 1995).

Em nossas pesquisas anteriores com anuros no Brasil, também, observaram-se animais 

positivos  para  hemogregarinas  em espécies  de  Leptodactylidae,  ainda  não  descrita  como 

hospedeiro de hemogregarinas, e de Hylidae (Leal et al., 2009), que segundo Smith (1996), 

por possuir habitat arbóreo estaria menos sujeita aos vetores. Já para Bufonidae, cujos relatos 

de encontro de hemogregarinas  são comuns (Smith,  1996),  relatamos apenas uma espécie 

positiva  (Rhinella  schneideri)  (Leal  et  al.,  2009).  Devido  às  variações  morfológicas  e 

alterações citopatológicas nas células do vertebrado, pela não observação do ciclo biológico 

no vetor e pela não utilização da caracterização molecular, as espécies encontradas por nós 

não foram nomeadas (Leal et al., 2009).

2.2.2. Vetores

Os vetores para Hepatozoon spp. englobam uma grande variedade de artrópodes como 

ácaros, triatomíneos, pulgas, piolhos e mosquitos. Todos, ao serem ingeridos pelo vertebrado, 

podem transmitir o parasita (Davies et al., 2004). 

Além desta forma de infecção, o ciclo de  Hepatozoon  spp., também, pode envolver 

mais de três hospedeiros, ou seja, pode haver a presença de um hospedeiro paratênico, que 

são  hospedeiros  intermediários  que  contém a  forma  cística  (latente)  do  parasita  em seus 

órgãos  (Desser,  1993).  Smith,  Desser  e  Martim  (1994)  puderam observar  esse  modo  de 

infecção  em  Hepatozoon  sipedon parasita  de  Nerodia  sipedon  sipedon  (cobra  d'água) 

envolvendo Lithobates pipens,  Cx territans e Culex pipiens.  No experimento, os dípteros se 

alimentaram do réptil e se infectaram. Posteriormente, estes mosquitos foram oferecidos à rãs, 
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que mais tarde apresentaram em seu fígado cistos dizóicos. Além disso, as serpentes que se 

alimentaram destas rãs contendo cistos desenvolveram macromerontes no fígado, pulmão e 

rim e micromerontes nos mesmos órgãos e, também, nos tecidos do coração (Smith, Desser e 

Martin, 1994). Em outra pesquisa desenvolvida no Brasil, Viana et al. (2012) estudaram o 

envolvimento de hospedeiros paratênicos (L. chaquensis, L. podicipinus e Scinax nasicus) na 

transmissão de  Hepatozoon caimani para  Caiman caiman yacare  e  Caiman latirostris.  De 

acordo com os autores, L. chaquensis desenvolveu cistos de H. caimani no fígado, enquanto 

nas outras espécies de anuros os cistos não foram observados, não significando, contudo, que 

estas  não  podem atuar  como hospedeiros  paratênicos.  Mas todos os  anuros  apresentaram 

gametócitos nos eritrócitos. Portanto, concluiu-se que estes hospedeiros, por coexistirem no 

mesmo ambiente dos jacarés e se alimentarem de mosquitos que hospedam o parasita, podem 

naturalmente funcionar como uma rota de transmissão do protozoário para estes répteis.

Além dos aspectos considerados acima,  a  transmissão ou não de um parasita  pelo 

vetor envolve muitos fatores biológicos, químicos e fisiológicos (Fergunson e Smith, 2012). 

O relacionamento trófico entre mosquitos e rãs depende de uma seleção feita pelo inseto. 

Nesta seleção está envolvida uma série de mecanismos, como atração, repulsão, substâncias 

químicas eliminadas pela presa, além de pistas visuais e olfatórias (Fergunson e Smith, 2012).

Na  literatura  tem-se  observado,  com  certa  frequência,  a  associação  de  mosquitos 

Cx. territans na transmissão de hemoparasitas em anuros. Há alguns trabalhos que associam a 

prevalência de hemoparasitas em anuros machos, à vocalização na época de reprodução, ou 

seja,  Cx territans, assim como outras espécies, seriam atraídos por estes “chamamentos” e 

consequentemente  transmitiriam  os  parasitas  (Fergunson  e  Smith,  2012).  Outra  linha  de 

estudo mostra que a prevalência maior de parasitas em machos anuros não se justifica, pois os 

mosquitos são ingeridos igualmente por machos e fêmeas, quando estes insetos chegam para 

se alimentar do sangue destes animais. Além destes fatores, a mudança sazonal também teria 

grande  influência  sobre  a  transmissão  do  parasita  por  mosquitos  para  o  seu  hospedeiro 

vertebrado. Por exemplo, Lithobates sylvaticus tem como característica a reprodução que dura 

somente duas semanas, portanto, o inseto só tem este tempo para se alimentar desta espécie, 

mas isto também gera um problema à transmissão do parasita, pois pode ser que o mesmo 

requeira  mais  tempo de  amadurecimento  dentro  do  invertebrado  para  que  seja  infectivo. 

Diante  desta  incompatibilidade  temporal,  o  vetor  passa  a  não  ser  um  bom  hospedeiro 

adequado para aquele parasita (Fergunson e Smith, 2012). 
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Outra característica observada em Cx. territans é que estes artrópodes não são atraídos 

pela abundância ou pelo tamanho de rãs. Em alguns casos, o relacionamento entre o mosquito 

e o vertebrado é desfeito pela liberação de substâncias repelentes que são produzidas pela pele 

do vertebrado, impedindo desta maneira que o mosquito se alimente de seu sangue e que, 

consequentemente, transmita o parasita (Fergunson e Smith, 2012).

Na  pesquisa  de  Kim,  Smith  e  Desser  (1998),  Cx  territans  e Cx.  pipiens  foram 

utilizados como vetores de  Hepatozoon spp. para  L. catesbeianus  (Desser,  Hong e Martin 

1995; Kim, Smith e Desser, 1998), L. clamitans e  L. pipiens (Kim, Smith e Desser, 1998). 

Neste experimento foi observado que Cx. pipiens, depois de se alimentar dos anuros, chegava 

a desenvolver gamontes mas a infecção se debelava. Uma explicação para tal fato é que este 

díptero, em condições naturais, não se alimenta do sangue de rãs, preferindo aves, mamíferos 

e répteis. Outra provável explicação envolve a especificidade do parasita com seu hospedeiro 

definitivo. Mais tarde este experimento foi reproduzido por Harkness et al. (2010) utilizando 

outro hospedeiro vertebrado, L. sylvaticus, que é uma espécie próxima de L. catesbeianus e L.  

clamitans, além dos dípteros Cx. pipiens e Cx. territans como vetor para o H. clamatae. Neste 

estudo, tentou-se a transferência de H. clamatae de L. clamitans através de Cx. territans para 

L. sylvaticus,  mas os gamontes não se desenvolveram nesta rã. Uma das explicações seria a 

resistência  imunológica  que  este  animal  poderia  apresentar  frente  a  esta  espécie  de 

Hepatozoon.  Enquanto que o outro vetor  Cx. pipiens  provou ser um hospedeiro definitivo 

experimental, desenvolvendo oocistos no túbulo de Malpighi, mas apenas em insetos que se 

alimentaram  nas  primeiras  2  h  de  sangue  diluído  em  solução  fisiológica.  Este  fato  foi 

interpretado pelos autores como a perda de viabilidade do parasita decorrido o tempo de 2h de 

oferecimento  do  sangue.  Além  disso,  é  ressaltado  pelos  autores  que  Cx.  pipiens não  é 

encontrado na natureza alimentando-se do sangue de L. sylvaticus, portanto, não é um vetor 

importante para H. clamatae. 

2.2.3. Caracterização molecular

Diante de todos os problemas em se nomear corretamente uma espécie, a aplicação da 

genética molecular no estudo destes hemoparasitas permitiu que os mesmos fossem mais bem 

caracterizados  e  agrupados  filogeneticamente  segundo  sua  semelhança,  a  nível  molecular 

(Schlegel, 1991).
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Pesquisadores passaram a utilizar sequências de nucleotídeos da região ITS, que são 

regiões altamente variáveis, permitindo, portanto, a separação de espécies de protozoários ou 

de populações estreitamente relacionadas (Cai et al.,  1992),  além dessa região,  a pequena 

subunidade 18S rRNA tem também sido usada extensivamente para inferir relacionamentos 

filogenéticos entre diversos protozoários (Schlegel, 1991). 

Kim, Smith e Desser (1998) estudaram as variações da região ITS-1 de Hepatozoon 

em L. catesbeianus e L.  clamitans  e  seus  vetores, provenientes  de  locais  diferentes  do 

Canadá.  Nesta  pesquisa  foram  encontradas  variações  de  seis  nucleotídeos  entre  os  seis 

isolados de H. clamitae e H. catesbeianae, mas apesar destas variações, os autores decidiram 

separar  estes  hemoparasitas  pelas  suas  diferenças  morfológicas,  efeitos  citopatológicos  no 

eritrócito do hospedeiro e na capacidade da espécie de parasitar um ou mais hospedeiros. 

Outro estudo envolvendo as mesmas espécies  de rãs da pesquisa de Kim, Smith e 

Desser (1998), mas coletadas em locais diferentes no Canadá foi realizado por Boulianne, 

Evans  e  Smith (2007).  Neste  estudo  os  autores  encontraram  diferenças  morfológicas 

semelhantes às descritas no trabalho anterior e observaram fortes evidências moleculares que 

as  duas espécies  de Hepatozoon  observadas  nestes  anuros  eram realmente  compostas  por 

espécies distintas. Seguindo esta mesma linha, Barta et al. (2012), utilizando a sequência 18S 

rRNA com vários  métodos de  reconstrução  filogenética,  demonstraram que na  subordem 

Adeleorina  os  gêneros monoxenos (Adelina  e  Klossia,  família  Adeleidae) e  famílias 

heteroxênicas (Hepatozoidae, Karyolysidae, Hemogregarinidae e Dactylosomatidae) formam 

um clado monofilético, todos unidos biologicamente pela formação de um cisto no ciclo de 

vida, característica que pode ser ancestral para estes grupos. Diante disso, foi sugerido pelos 

autores que a sequência 18S rRNA pode ser uma ferramenta útil para identificar afiliação 

genérica  de  um  parasita  em  particular,  sem  precisar  recorrer  ao  conhecimento  de  seu 

desenvolvimento esporogônico.

3. Considerações finais

A diversidade  de  formas  de  hemoparasitas  tanto  do  gênero  Hepatozoon como do 

gênero Trypanosoma no sangue de anfíbios anuros mostra que a utilização isolada de técnicas 

para  seu estudo pode não produzir  resultados  satisfatórios.  Portanto,  há a  necessidade da 

associação de características morfológicas e biológicas com as técnicas moleculares para que 

23



se aproxime de um resultado esperado, ou seja, a variabilidade de formas do hemoparasita em 

seus hospedeiros pode não ser refletida geneticamente. 
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RESUMO

 Hepatozoon spp. são parasitas que comumente infectam anfíbios anuros e artrópodes 

hematófagos.  Possuem como uma das características a grande variabilidade morfológica e 

morfométrica e, devido a estas variações, a denominação correta da espécie é prejudicada. 

Assim, a visualização do ciclo esporogônico no vetor é a principal forma de resolver este 

problema. Recentemente, a utilização da genética molecular tem ajudado na denominação de 

espécies.  Neste  trabalho  coletamos  145  anuros  (68  Leptodactylus  chaquensis e  77 

Leptodactylus podicipinus) em dois diferentes locais de coleta, onde foram encontrados 18 

(26,5%)  L.  chaquensis  e  24  (31,3%)  L.  podicipinus positivos  para  o  parasita.  Além  de 

gamontes,  também  foram  observadas  formas  esquizogônicas  nos  órgãos  dos  animais.  A 

diferença de prevalência entre os locais de coleta nas diferentes espécies de anuros não se 

mostrou estatíscamente significativa. Comparando os gamontes encontrados em cada espécie 

de anuro, observamos diferenças na morfologia. Infelizmente, não foi possível a comparação 

a nível molecular para L. podicipinus devido à pequena quantidade de sangue obtido, apenas 

L. chaquensis teve o DNA de seus parasitas sequenciados. Diante disso, vimos que embora a 

morfologia e morfometria do parasita em cada local coletado mostrassem diferenças, quando 

realizamos o  sequenciamento,  as  amostras  obtidas  foram idênticas,  ao  passo  que  quando 

comparadas à espécies depositadas no GenBank, nossas amostras foram bem diferentes. 

Palavras  chave:  Leptodactylidae,  Hepatozoon spp.,  anuros,  Leptodactylus  chaquensis, 

Leptodactylus podicipinus.
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ABSTRACT

 

Hepatozoon spp. are parasites that commonly infect frogs and arthropod vectors. This 

species  has  variability  in  morphological  and  morphometric  characteristics.  Due  to  these 

variations the name of the species is thus impaired and only by visualizing the sporogonic 

cycle in vector can be solved this problem. Recently the use of molecular genetics has helped 

the  denomination  of  species.  In  this  work  we  collected  145  frogs  (68  Leptodactylus 

chaquensis and 77  Leptodactylus podicipinus) in different sampling sites, where they were 

found 18 (26.5%) L. chaquensis and 24 (31.3%) L. podicipinus positive for parasites. Besides 

of gamonts, schizogonic forms also were seen in organs of animals. The positivity difference 

between the sites for different frog species were not significant. Comparing gamonts found in 

each species of anuran, we observed differences  in morphology.  Unfortunately it  was not 

possible in the molecular level comparation for L. podicipinus due to small amount of blood 

obtained, just  L. chaquensis have had their DNA sequenced parasites.Therefore,  we have 

seen that, although the morphology and morphometry of the parasite collected at each site 

showed  differences,  the  sequencing  of  these  samples  revealed  identical  species  of 

Hepatozoon, and different compared to those from GenBank. We also emphasize that the 

collection points did not influence the presence of this parasite, even located at a distance of 

approximately 76 km apart one of other.

Keywords:  Leptodactylidae,  Hepatozoon sp.,  anurans,  Leptodactylus  chaquensis, 

Leptodactylus podicipinus
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1. INTRODUÇÃO

Os anfibios  anuros,  por  ocuparem  tanto  ambientes  terrestres  como aquáticos,  são 

afetados  comumente  por  ecto  e  endoparasitas.  Dentre  os  hemoparasitas  encontrados, 

podemos destacar o grupo das hemogregarinas do gênero Hepatozoon (Barta e Desser, 1984).

Estes hemoparasitas apresentam grande diversidade morfológica e morfométrica de 

acordo  com a  espécie.  Estas  formas  tão diversas  no sangue  de  anuros  fizeram com que 

pesquisadores  do  mundo  todo  nomeassem  diferentes  espécies  que  possivelmente 

representavam uma única espécie de Hepatozoon (Levine, 1988; Desser,1995; Smith, 1996; 

Desser, 2001). Costa et al. (1973) no Brasil, relataram formas esquizogônicas nos órgãos de 

Leptodactylus latrans e Leptodactylus pentadactylus e formas esporogônicas no invertebrado 

(sanguessuga). Desser et al. (1995) foram os primeiros a relatarem experimentalmente o ciclo 

completo do hemoparasita no vertebrado (Lithobates catesbeianus) e o ciclo esporogônico no 

vetor  (Culex  territans). Posteriormente  a  este  estudo,  pesquisadores  como Kim,  Smith  e 

Desser  (1998) e  Harkness  et  al.  (2010) utilizaram a infecção experimental  e compararam 

aspectos morfológicos, morfométricos e moleculares (Kim, Smith e Desser, 1998; Boulianne, 

Evans e Smith, 2007) dos parasitas encontrados.

Diante da problemática da identificação de parasitas sanguíneos obsevados em anuros, 

vários  pesquisadores  propuseram  o  estudo  molecular  de  sequências  18S  rRNA  (regiões 

conservadas) (Haag, O'huigin e Overath, 1998; Martin et al., 2002) e ITS (regiões variáveis) 

para inferir relacionamentos filogenéticos entre diversos protozoários (Schlegel, 1991, Cai et 

al., 1992, Maia da Silva et al., 2004; Rodrigues et al., 2006; Ferreira et al., 2007). 

 O presente estudo teve como objetivos, determinar a prevalência de  Hepatozoon sp. 

em rãs  Leptodactylus  chaquensis e  Leptodactylus  podicipinus,  provenientes  da  região  do 

Pantanal,  MS -  Brasil  e  caracterizar  os  parasitas  por meio da morfologia,  morfometria  e 

análise molecular, afim de inferir as relações filogenéticas entre as amostras analisadas, bem 

como as diferentes espécies já descritas disponíveis nos bancos de dados.

2. CARACTERIZAÇÃO DA ÁREA DE ESTUDO

As coletas foram realizadas em duas localidades diferentes do município de Corumbá, 

estado do Mato Grosso do Sul, Brasil:  Base de Estudos do Pantanal (BEP) (19°34'39”S e 

57°0'44”W), localizada no Passo do Lontra e na Fazenda Nhumirim (centro de pesquisa), 
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localizada na sub-região de Nhecolândia (18°59'00”S e 56°39'00”w). Ficando os dois pontos 

de coleta a um distância de aproximadamente 76 km um do outro (Figura 1). 

A  Sub-região  região  do  Passo  do  Lontra  pertencente  à  bacia  hidrográfica  do  Rio 

Paraguai, situando-se na porção mais baixa da sub-bacia do rio Miranda, com influência do 

Rio Abobral.  Com período de chuvas de novembro a março (Polizer, Lastória  e Rondon, 

2000).

Nhecolândia  é  caracterizada  por  um  mosaico  de  lagoas  salinas  e  de  água  doce, 

entremeando cordilheiras com vegetação florestal, e entre estas, corixos e vazantes, marcando 

corredores de vegetação de cerrado e de campo (Rodela, 2006). O clima na região pode ser 

definido por duas estações, o chuvoso, que ocorre de novembro a março e um período seco 

que ocorre de abril a outubro (Soriano e Alves, 2005).

3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1. Espécies de animais estudados 

Os anuros  estudados  pertencem às  espécies  L.  podicipinus  e L. chaquensis.  Estes 

animais foram coletados nos meses de abril,  novembro e dezembro de 2008 e janeiro de 

2009.

A captura dos exemplares foi realizada com a mão, colocando os animais em sacos 

plásticos e levados ao laboratório,  para posteriormente serem eutanasiados com uma dose 

elevada de anestésico (Tiopental Sódico).

A  captura  dos  animais  foi  realizada  sob  a  aprovação  da  Comissão  de  Ética  na 

Experimentação  Animal  (CEEA)  n°  1608,  localizada  no  Instituto  de  Biociências  da 

Universidade  Estadual  Paulista  (UNESP)  e  autorizada  pelo  Instituto  Brasileiro  do  Meio 

Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA) n° 16696-1.
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Figura 1.  Mapa de localização do Pantanal e localização dos pontos de coleta (BEP e 
Fazenda Nhumirim). Fonte: www.explorepantanal.com



3.2. Coleta de Material Biológico

O  sangue  foi  retirado  através  de  punção  cardíaca,  utilizando-se  EDTA  como 

anticoagulante. Deste sangue realizaram-se esfregaços sanguíneos que posteriormente foram 

fixados em metanol por 3 minutos e corados com May-Gruenwald-Giemsa (10%) por 30 

minutos e examinados  em microscópio  óptico,  aumento de 1000x,  para  o  diagnóstico de 

hemoparasitas. 

As amostras de sangue com EDTA foram congeladas a -20oC para realização dos estudos 

de caracterização molecular pela técnica de PCR.

Durante a necrópsia,  imprint de órgãos (fígado, baço e rim) também foram realizados 

com  o  intuito  de  visualizar  possíveis  estágios  esquizogônicos  de  Hepatozoon sp.  Estas 

lâminas foram fixadas e coradas como descrito acima.

O material testemunho foi depositado no Departamento de Parasitologia do Instituto de 

Biociências da UNESP, Campus de Botucatu, São Paulo, Brasil.

3.3. Análise Morfológica e Morfométrica de Hepatozoon sp.

As  análises  morfológicas  e  morfométricas  dos  parasitas  foram  feitas  em  um 

microscópio com sistema computadorizado de análise de imagem (Qwin lite 2.5–Leica), as 

quais foram comparadas com outras espécies descritas na literatura.. As variáveis utilizadas 

no estudo foram analisadas através da Área (AP), do comprimento (CP) e da largura (LP) do 

parasita, tanto dos gamontes como de seus núcleos.

3.4. Caracterização Molecular

3.4.1. Extração do DNA

O DNA total foi extraído através do “Kit IlustraTM  blood genomic Prep Mini Spin” 

(GE Healthcare®), misturando-se 10 μl do sangue total a 20μl de Proteinase K e 500 μl de 

solução  lise,  deixando  a  mistura  a  58°C,  por  4  horas,  seguidos  de  15minutos  à  70°C. 

Posteriormente, o conteúdo foi transferido para a coluna de centrifugação e centrifugado a 

8000 rpm (rotação por minuto) por um minuto e em seguida adicionou-se 500 μl de solução 

lise,  centrifugando  a  8000  rpm  por  mais  um  minuto,  adicionou-se  500  μl  de  álcool  e 

centrifugou-se a 12000 rpm por três minutos, adicionou-se 50 μl de tampão de eluição (pré-

aquecido à 70°C) e centrifugou-se a 8000 rpm por um minuto. 
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No caso  de  hospedeiros  muito  pequenos  como  L.  podicipinus,  nos  quais  não  foi 

possível coletar o sangue, as lâminas foram raspadas. Para a extração de sangue das lâminas, 

foram feitas raspagem lavando-se com 500 μl de solução tampão lise. Posteriormente a esta 

etapa, todos os passos da extração descritos acima foram realizados normalmente. Depois de 

terminada a extração, as amostras foram mantidas no freezer à -20°C até o seu uso.

3.4.2. Oligonucleotídeos testados para Hepatozoon sp.

 Os oligonucleotídeos testados foram: região 18S rDNA (HEPF e HEPR) (Inokuma et 

al., 2002) e (HEMO I e HEMO II) (Perkins e Keller, 2001) (Tabela 1).

3.4.3. Amplificação das amostras de DNA

Para a padronização da reação de PCR foram utilizadas metodologias existentes na 

literatura  de  acordo  com  o  oligonucleotídeo  a  ser  testado.  A  reação  foi  realizada  em 

termociclador  “My CyclerTM thermal cycler”  (BioRad®), além disso foram feitos testes  de 

gradiente de temperatura para que se chegasse a amplificação do fragmento ideal.
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Tabela  1.  Sequências  de  primers  usados  para  amplificação  dos  genes  18S  rRNA de 
Hepatozoon sp.

PRIMER PARASITA SEQUÊNCIA REFERÊNCIA

HEPF/HEPR Hepatozoon sp.
5'ATA CAT GAG CAA AAT CTC AAC3'/

3'CTT ATT CCA TGC TGC AG5'
Inokuma et al.

 (2002)

HEMO I/HEMOII Hepatozoon sp.
5'TAT TGG TTT TAA GAA CTA ATT TTA TGA TTG3'/
3'CTT CTC CTT CCT TTA AGT GAT AAG GTT CAC5'

Perkins e Keller
(2001)



3.4.4. Reação de PCR

Reação  para  um  volume  final  de  20  μl:  10  μl  de  GoTaq  Colorless  Master 

Mix(Gotaq® DNA polimerase, 2X GoTaq Colorless Reaction buffer, pH 8,5; 400 μM dATP; 

400 μM dGTP;  400 μM dCTP;  400 μM dTTP e 3 mM MgCl2) (Promega), 10 pmol de cada 

oligonucleotídeo (forward e reverse), 1 μl do DNA total e H2O q.s.p. Todas as reações foram 

realizadas utilizando um controle negativo.

3.4.5. Eletroforese 

Para a visualização dos produtos amplificados, foram adicionados 8  μl da amostra 

com 2 μl de tampão para, posteriormente, serem adicionados ao gel. Os produtos da extração 

foram analisados por eletroforese em gel de agarose usando uma mini cuba horizontal Hoefer 

HE 33” (GE Healthcare�) contendo 40 ml de gel de agarose 1% (Uniscience) misturados com 

6 μl  de “GelredTM”  (Biotium�) a 80V por 1h em tampão TAE (Tris-Ácido acético-EDTA). 

Os produtos foram observados através de um fotodocumentador “Major Science UVDI� e em 

seguida fotografados com o auxílio de uma câmera digital Canon Power Shot G9TM (Canon�).

Todos  os  fragmentos  gerados  foram comparados  com um marcador  molecular  de 

tamanho de 1000 pb (pares de base) (“Gene RulerTM 1Kb DNA Ladder”, Fermentas�). Neste 

trabalho, as amostras  positivas geraram um fragmento amplificado de tamanho aproximado 

ao descrito anteriormente na literatura.

3.4.6. Purificação dos Produtos de PCR

Todos os produtos das amostras a serem sequenciadas, passaram por um processo de 

purificação, chamado de reação enzimática, onde se adicionou 2 μl  da enzima “ExoSap IT” 

(GE Healthcare�) com 5  μl  do produto de PCR, seguindo a recomendação do fabricante. 

Posteriormente estes produtos foram levados ao termociclador por 60 minutos a 37°C e 20 

minutos a 80°C.

3.4.7. Sequenciamento

As sequências de DNA foram determinadas em sequenciador capilar “3500 Genetic 

Analyzer” (Applied Biosystems) utilizando-se 1,9  μl de 5X “Save Money” (400 mM Tris-

HCl pH 9,0; 10mM MgCl2), 0,5 μl “BigDye” Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction 
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Kit v. 3.1” (Applied Biosystems, Foster City,  CA), 0,5  pmol do oligonucleotídeo  forward, 

4ng/μl do produto de PCR purificado e H2O q.s.p. para completar o volume final de 10 μl. 

As  reações  foram  realizadas  em  termociclador  “Eppendorf  Master  Cycler  Gradient” 

(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) com os ciclos de temperatura programados: 25 ciclos de 

95°C por 10s,  50°C por 5s,  60°C por 4 min  com rampa de 1°C/s,  como indicado pelo 

fabricante. Após a amplificação as amostras foram mantidas a 4°C até a precipitação. Para 

cada amostra foi realizada uma única reação com o oligonucleotídeo forward.

3.4.8. Precipitação das reações de sequenciamento

Para  reação  de  sequenciamento  foram  adicionados  80  μl  de  isopropanol  65%, 

incubando à temperatura ambiente por 20 minutos. Centrifugou-se à velocidade de 10000 

rpm  por  25  minutos  em temperatura  ambiente.  Todos  os  tubos  foram  invertidos  para  a 

remoção  do  isopropanol,  em  seguida  foram  adicionados  200  μl  de  etanol  a  70%  e 

centrifugados à velocidade de 10000 rpm por cinco minutos à temperatura ambiente. Todo o 

etanol foi removido com auxílio de uma micropipeta. As amostras foram secas à temperatura 

ambiente e o DNA eluído em 2  μl de tampão de amostra contendo “Formamida HI-DITM” 

(Applied Biosystems) e Loading Buffer (25 mM EDTA pH 8,0, contendo 50 mg/ml Blue 

Dextran) (5:1). No momento da aplicação em sequenciador automático as amostras foram 

aquecidas a 95°C por cinco minutos e rapidamente transferidas para o gelo.

3.4.9 Análise dos dados.

As sequências  de  bases  geradas  automaticamente  foram alinhadas com auxílio  do 

programa MERGER (http://bioweb.pastuer.fr/seqanal/alignment/intro-uk.html) utilizado para 

produzir a sequência consenso de cada amostra de DNA.

As  sequências  de  nucleotídeos  foram  alinhadas  utilizando  o  programa  Clustal  X 

versão 1.83 (Thompson et al., 1994) com parâmetros padrão e com ajustes manuais quando 

necessários. As sequências alinhadas foram analisadas com auxílio do pacote de programas 

MEGA (Kumar et al, 2001). Métodos de distância (Neigbour-joining/NJ) foram utilizados na 

construção da árvore filogenética (Saitou e Nei, 1987). O teste de bootstrap foi aplicado para 

estimar  o  índice  de  consistência  das  análises  de  distâncias  dos  ramos  da  árvore  de 

Neigbour-joining (Felsenstein, 1985).
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3.5. Estatística

Para as análises estatísticas foram utilizados o teste de Qui-quadrado (EPI INFO 6.0). 

O nível de significância adotado foi de p < 0,05. Neste teste foi verificado se houve diferença 

significativa para a prevalência dos parasitas em relação aos locais de captura e também se 

houve diferenças significativas de prevalência entre as espécies de rãs e seus repectivos locais 

de coleta.

Para  determinar  as variações  de desvio padrões  entre as  espécies  de parasitas  dos 

anuros utilizou-se a fórmula:  cv (coeficiente de variação) = σ (desvio padrão) /  χ (média) x 

100 (Costa Neto, 1994). 

4. RESULTADOS

4.1. Locais de coleta

Na primeira região de coleta, BEP, foram coletados 73 anuros (38 L. chaquensis e 35 

L. podicipinus), enquanto na Faz. Nhumirim foram coletados 72 anuros (30 L. chaquensis e 

42 L. podicipinus), totalizando 145 animais capturados, 68 L chaquensis e 77 L. podicipinus.

4.2. Animais positivos para Hepatozoon sp.

Os animais encontrados positivos em relação à espécie de  Leptodactylus e local de 

coleta podem ser observados na tabela 2.

Dos  68  L.chaquensis capturados,  oito  (11,76%)  animais  foram  positivos  pela 

microscopia, de esfregaços sanguíneos ou órgãos, sendo que quatro foram coletados na BEP 

e  quatro  na  Faz.  Nhumirim.  Pela  técnica  de  PCR 18 (26,47%) animais  foram positivos. 

Dentre as amostras positivas para  Hepatozoon sp. pela técnica de esfregaço sanguíneo, três 

apresentaram resultado negativo pela PCR, mesmo com gamontes e esquizontes típicos de 

Hepatozoon sp. 

Entre os 77 L. podicipinus capturados, dois (2,60%) foram positivos pela microscopia, 

de esfregaços sanguíneos ou órgãos,  ambos coletados na Faz.  Nhumirim. Pela técnica de 

PCR 24 (31,17%) animais foram positivos. Entre as amostras positivas em lâmina, por falta 

de  material,  uma amostra  não  foi  submetida  a  PCR. Nestes  animais,  também,  dentre  as 

amostras  positivas  em  lâmina,  uma  foi  negativa  em  PCR,  mesmo  com  esquizontes  e 

gamontes presentes. 
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4.3. Locais de coleta e animais parasitados pela técnica de PCR

Na  BEP  coletaram-se  73  animais,  dos  quais  21  (28,77%)  foram  positivos  para 

Hepatozoon sp., 13(34,21%)  L. chaquensis e 8 (22, 86%) L. podicipinus.

Na Faz.  Nhumirim dos  72 animais  estudados  21  (29,16%) foram positivos  para 

Hepatozoon sp., cinco (16,67%) L. chaquensis e 16 (38%) L. podicipinus (Tabela 2)

Localidades

Leptodactylus chaquensis Leptodactylus podicipinus
Total de 
Hosp. e 
Fazenda

Nhumirim

Número
total 

hospedeiros
N

Positivos
microscopia

N (%)

Positivos
PCR

N (%)

Número 
total

hospedeiros
N

Pos
microscopia

N (%)

Pos
PCR

N (%)

BEP
38 4 (10,5)

13 
(34,21)

35 0 8 (22,86) 73

Fazenda
Nhumirim

30 4 (13,3) 5 (16,67) 42 2 (4,76) 16 (38) 72

TOTAL 68 8 (11,76)
18 

(26,47)
77 2 (2,6)

24 
(31,17)

145

Na análise estatistica não foram encontradas diferenças significativas de prevalência 

entre os anuros coletados no BEP e coletados na Faz. Nhumirim (χ2 = 0; p = 0,95). O mesmo 

ocorreu para L. chaquensis coletados no BEP e Faz. Nhumirim (χ2 = 2,65; p = 0,103) e para 

L. podicipinus coletados nestes mesmos locais (χ2 = 2,07; p = 0,15). 

4.4. Caracterização morfológica de Hepatozoon sp.

Os gamontes de Hepatozoon apresentaram formas intraeritrocítica e extraeritrocítica. 

Estas  formas  eram variáveis,  algumas  mais  arredondadas  com o  núcleo  tomando  toda  a 

largura do gamonte, e outra com as extremidades arredondadas. Algumas vezes, o núcleo 

estava  deslocado  para  periferia,  com  a  cromatina  nuclear  variando  de  fragmentada  a 

condensada. Os gamontes encontrados tinham o formato que variou de alongado a globular, 
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Tabela 2. Prevalência para Hepatozoon pela técnica de PCR em Leptodactylus chaquensis e 
Leptodactylus  podicipinus coletados  em duas  regiões  do  Pantanal,  Mato  Grosso  do Sul, 
Brasil.



com o citoplasma basofílico e o núcleo variou de uma coloração azul acinzentada a rosa. Na 

grande maioria dos eritrócitos o núcleo deslocou-se para periferia, na presença do parasita 

(Figuras 2, 3,4 e 5). Não encontramos gamontes hipertrofiando os eritrócitos dos hospedeiros. 

As médias e desvios padrão da morfometria dos gamontes encontrados, estão na Tabela 3. A 

morfometria  realizada  dos  gamontes  mostrou  que  o  coeficiente  de  variação  (cv)  foi 

relativamente maior em L. chaquensis do que em L. podicipinus.
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Figura 2. Gamontes intraeritrocíticos de Hepatozoon observados
em Leptodactylus chaquensis,  coletados na BEP. A seta branca
indica  o  núcleo  basofílico  e  condensado  e  a  seta  preta  o
gamonte.
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Figura 3. Gamontes intraeritrocíticos de Hepatozoon sp. observados 
em Leptodactylus chaquensis, coletados na Faz. Nhumirim. A seta 
branca indica o núcleo acidofílico e fragmentado e a seta (preta) 
indica o gamonte.
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Figura 4. Gamontes de Hepatozoon  sp. Em Leptodactylus 
podicipinus  coletados na Faz. Nhumirim. a – gamontes 
intraeritrocíticos; b – gamonte extraeritrocítico. Seta (preta) indica os 
gamontes e seta (branca) o núcleo.
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Figura  5.  Gamontes  de  Hepatozoon sp.  em  Leptodactylus
podicipinus coletados  na  Faz.  Nhumirim.  (a,b)  -  Gamontes
intraeritrocíticos. Seta (preta) indica os gamontes e seta (branca) o
núcleo.



4.5. Caracterização de formas parasitárias teciduais

Dentre os 145 animais capturados, foram realizados 133  imprints dos órgãos (baço, 

fígado e rim) de 51 L. chaquensis e 82 L. podicipinus, onde encontrou-se apenas quatro (3%) 

animais  com  esquizontes.  Em  L.  chaquensis observou-se  em  três  animais  (5,88%),  três 

esquizontes no fígado e dez no baço. Enquanto que  L. podicipinus apresentou apenas um 

animal  (1,22%)  com um esquizonte no fígado.  Gamontes  também foram observados  nos 

órgãos. Em L. chaquensis: foram observados em quatro animais (7,84%), seis gamontes no 

fígado,  um gamonte  no  baço  e  um gamonte  no  rim,  enquanto  em  L. podicipinus  foram 

observados em dois animais (2,44%), um gamonte no baço e um gamonte no rim.

 (Tabela 4).

Nestes  órgãos  encontraram-se  esquizontes  maduros  com merozoítos  e  em número 

reduzido,  onde  se  pode  ver  o  parasita  formado  com seu  núcleo  (Figura  6),  outros  com 

merozoítos radialmente arranjados ao redor de um corpo residual (Figura 7a e b), e outro 

estágio de desenvolvimento com numerosos trofozoítos, ocupando uma cavidade de célula no 

fígado,  por  isso  o  espaço  periférico  observado  (Figura  8a).  Já  os  esquizontes  imaturos 

continham numerosos núcleos no seu interior e ao redor do esquizonte pode-se observar uma 
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cv: coeficiente de variação; AP: área do parasita, CP: comprimento do parasita, LP: largura do parasita, ANP: 
área do núcleo do parasita, CNP: comprimento do núcleo do parasita, LNP: largura do núcleo do parasita.

Tabela  3.  Parâmetros  morfométricos  de  gamontes  de  Hepatozoon observados  em 
Leptodactulus chaquensis e Leptodactylus podicipinus coletados na Mato Grosso do Sul

ANIMAL
 

PARASITADO
MORFOMETRIA DO PARASITA

AP
(μm2)

CP

(μm)

LP

(μm)

ANP
(μm2)

CNP

(μm)

LNP

(μm)

Leptodactylus 
chaquensis

cv

35,05 ±� 9,96

(20,71  - 49,98)

28,42%

9,68 ± 2,71

(4,89 – 13,91)

28%

4,50 ± 0,67

(3,19 – 5,71)

14,88%

16,25 ± 5,27

(6,69 – 27,78)

32,43%

4,67 ± 1,38

(2,10 – 8,60)

29,55%

4,18 ± 0,75

(2,73 – 5,43)

17,94%

Leptodactylus 
podicipinus

cv

43,77 ± 6,17

(30,15 – 49,20)

14,1%

13,95 ± 3,34

(7,11 – 17,20)

23,94%

4,60 ± 0,55

(3,97 – 5,79)

11,96%

15,30 ± 3,93

(9,25 – 21,05)

25,69%

4,71 ± 1,07

(2,28 – 6,02)

22,72%

4,19 ± 0,46

(3,65 – 5,27)

10,98%



membrana dupla (Figura 8b). Os esquizontes encontrados estavam na fase imatura e madura 

do ciclo. As medidas morfométricas dos esquizontes se encontram na Tabela 5. A área do 

esquizonte foi calculada através do software Qwin lite 2.5-Leica.

Além de todas estas formas visualizadas nos órgãos, foram encontrados, também no 

fígado de L. chaquensis uma forma que se assemelhava a um macromeronte. 
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ANUROS ANIMAIS 
POSITIVOS

ESTÁGIO 
DO 

PARASITA

ÓRGÃO

BAÇO FÍGADO RIM

 
Leptodactylus

chaquensis
4 gamonte 1  6 1

3 esquizonte 10 3 -

Leptodactylus 
podicipinus 2 gamonte 1 - 1

1 esquizonte - 1 -

Tabela 4. Ocorrência de Hepatozoon  sp. observados no baço, fígado e rim das rãs 
Leptodactylus chaquenis e Leptodactylus podicipinus.
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Figura 6. Esquizonte maduro presente no fígado de Leptodactylus 
chaquensis. A seta preta indica o esquizonte, e a seta branca os merozoítos.
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Figura 7. Esquizontes maduros no baço de Leptodactylus podicipinus (a 
e b). A seta preta indica os esquizontes, e a seta branca os merozoítos.
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Figura 8. Esquizontes imaturos observados no baço (a) e fígado (b) de 
Leptodactylus chaquensis.  A seta cheia (preta)  indica os esquizontes, 
seta vazada indica a “linha dupla”.



4.6. Oligonucleotídeos e Caracterização molecular 

A  utilização  dos  primers  HepF  e  HepR   não  foram  capazes,  neste  estudo,  de 

amplificar  sequências  de  Hepatozoon sp.  no  tamanho  do  fragmento  desejado  de  625pb, 

embora várias tentativas de mudança na temperatura e concentração dos produtos da reação 
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Tabela  5.  Parâmetros  morfométricos  de  esquizontes  no  baço  e  fígado  de 
Leptodactylus chaquensis e Leptodactylus podicipinus.

ESQUIZONTE

HOSPEDEIRO
ÁREA
(μm2)

COMPRIMENTO
(μm)

LARGURA
(μm)

Leptodactylus
chaquensis 491,20 24,98 24,59

331,80 23,10 18,53

223,50 17,17 16,64

267,20 17,93 18,00

574,70 25,37 29,71

121,20 14,55 11,85

270.46 20,21 17,80

287,10 18,81 20,99

237,20 18,17 17,99

253,90 18,80 18,15

256,50 17,77 18,54

252,00 15,33 19,63

Leptodactylus
podicipinus 168,80 13,37 17,27

χ ± σ 287,35 ± 121,92 17,95 ± 3,19 18,75 ± 4.08



de  PCR tenha  sido  realizadas.  Somente  os  oligonucleotídeos  HEMO1  e  HEMO2  foram 

eficientes na amplificação.

 Todo o sequenciamento das 10 amostras só foi realizado para L. chaquensis. Não foi 

possível que o mesmo fosse realizado para  L. podicipinus,  pois a quantidade de DNA foi 

insuficiente. 

Após as devidas padronizações, a utilização dos oligonucleotídeos HEMO I e HEMO 

II produziram produtos do tamanho esperado aproximado a 900pb (Figura 9).

O completo alinhamento das sequências foi gerado pelo programa Clustal X (1.83), 

obtendo-se  fragmentos  de  861  pb  onde  encontrou-se  84  sítios  polimórficos,  sendo  24 

posições  informativas,  as  quais  estão  distribuídas  pelos  fragmentos  gerados,  nestes 

fragmentos  foram  observados  44  transições,  25  transversões,  12  inserções  e  3  deleções 

(Figura 10). 
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Figura 9. Visualização em gel de agarose (1%) dos produtos de 
PCR  do  gene  18S  rRNA  de  Hepatozoon sp.  amplificados 
utilizando-se os oligonucleotídeos HEMO1 e HEMO2. Poços 3 e 
6; NO: controle negativo; PM: peso molecular (1Kb) de 1000pb. 
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Figura  10.  Alinhamento  das  sequências  18S  rRNA de  espécies  de  Hepatozoon sp.  As 
variações  encontradas  estão  localizadas  nas  respectivas  linhas  numeradas.  Os  locais 
invariáveis são denotados por *, a cor vermelha  representa  a base que foi variável. 
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4.7. Análise Filogenética

Todas as amostras amplificadas e sequenciadas de Hepatozoon sp. (HEP1 a HEP 10) 

geraram  sequências  com  99%  de  Bootstrap. Todas  as  amostras,  HEP1  a  HEP10, 

apresentaram-se na árvore filogenética como um ramo separado das demais hemogregarinas 

descritas  em  outros  hospedeiros.  As  amostras  identificadas  na  rã  apresentaram  maior 

similaridade com o exemplar Hepatozoon sp. Boiga (trabalho não publicado) e estão em um 

ramo separado das demais sequências descritas como: Hepatozoon ayorgbor, Hepatozoon sp. 

DG1,  Hepatozoon sp.  BV1,  e em um ramo mais distante de  Hepatozoon cf.  catesbianae 

(Figura 11). Na Tabela 6 estão as espécies de Hepatozoon com seus respectivos hospedeiros 

intermediários, utilizadas na construção da árvore filogenética. 
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Figura 11. Árvore filogenética construída pelo método de Neighbor-joining obtida através 
da  análise  do  gene  18SRNA de 10  amostras  de  Hepatozoon sp.  Os  números  nos  nós, 
indicam valores de Bootstrap para 1000 réplicas. A escala indica a distância evolucionária 
de 0,01 de nucleotídeos por posição na sequência. Grupo externo: Babesia rodhaini



5. Discussão

A  presença  de  gamontes  intraeritrocíticos  de  L.  chaquensis e  L.  podicipinus 

mostraram variações morfológicas e alterações citopatológicas semelhantes às descritas em 

outros estudos (Fantham, Porter e Richardson, 1942; Mohamed e Mansur, 1963; Costa et al., 

1973; Kim, Smith e Desser, 1998; Smith et al., 2000; Desser, 2001; Leal et al., 2009). 

Na  morfometria,  os  gamontes  de  L.  chaquensis  se  apresentaram  relativamente 

menores ao que foi relatado por Costa et al. (1973), que obtiveram gamontes mais longos e 

mais  largos.  No entanto,  em relação  a  L.  podicipinus o  tamanho dos  gamontes  foi  mais 

próximo ao destas rãs. Ressaltamos que os anuros pesquisados por Costa et al (1973) eram do 

gênero Leptodactylus. 
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HOSPEDEIROS
 INTERMEDIÁRIOS

PARASITA LOCALIDADE GENBANK

Boiga sp. Hepatozoon sp. Boiga Austrália AF 297085

Python regius Hepatozoon ayorgbor n. 
sp. África EF 157822

Sciurus vulgaris Hepatozoon sp. Squirrel Espanha EF 222259

Clethrionomys 
glareolus Hepatozoon sp. BV1 Espanha AY 600626

Dromiciops gliroides Hepatozoon sp. DG1 Chile FJ719813

Rana catesbeiana Hepatozoon cf. catesbianae Canadá HQ 224954

Felis catus Hepatozoon felis Espanha AY 628681

Martes martes Hepatozoon sp. European 
Pine Martens Espanha EF 222257

Pseudalopex 
gymnocercus Hepatozoon canis Brasil AY 471615

Mus musculus Babesia rodhaini - DQ641423

Tabela 6. Espécies utilizadas na análise filogenética,  incluindo hospedeiro intermediário, 
localidade e número no GenBank.



A relação  do  desvio  padrão,  observados  entre  os  gamontes  nas  duas  espécies  de 

anuros em nossa pesquisa, mostrou que os gamontes de  L. chaquensis variaram mais em 

tamanho e foram menores  em relação aos gamontes de  L. podicipinus. Resultado similar, 

também, foi  observado  no  nosso  trabalho  anterior  (Leal  et  al.,  2009) com estas  mesmas 

espécies de rãs. Talvez os valores encontrados para esta variação de gamontes seja atribuível 

ao aparecimento simultâneo de diferentes estágios de desenvolvimento no sangue, fato que já 

foi relatado por Hull e Camin, (1960) e Clark e Bradford (1969). Características que também 

já  foram  observadas  por  Smith  (1994)  em  Nerodia  sipedon  sipedon,  parasitada  por 

Hepatozoon sipedon, cujos répteis exibiam em sua circulação sanguínea muitos gamontes em 

fase imatura. 

Na  análise  estatística,  a  prevalência  de  Hepatozoon sp.  em  L.  chaquensis e  L. 

podicipinus não  sofreram  influência  do  meio  em  que  foram  coletados.  Este  resultado  é 

interessante,  já  que  as  duas  regiões  de  coleta  são  muito  diferentes,  como  descrito 

anteriormente. Ressaltamos que nesta análise, apenas o fator ambiente foi testado e outros 

fatores, como por exemplo, diferença sexual entre hospedeiros ou densidade de vetores não 

foram levados em consideração.

Para as amostras que foram negativas no PCR, mesmo com a presença de gamontes e 

esquizontes observados pela técnica de esfregaço sanguíneo, concluímos que talvez a técnica 

de raspagem para estas lâminas não tenha sido tão eficiente.

As formas de gamontes observadas em  L. chaquensis foram mais homogêneas nos 

animais capturados na BEP com predomínio de gamontes de tamanho médio (Figura 2a e 

2b). Já os animais capturados na Faz. Nhumirim apresentaram gamontes com maior variação, 

mostrando formas pequenas, médias e grandes (Figura 2c e 2d). Talvez, este pleomorfismo 

seja o resultado de pressões endógenas e exógenas sobre estes parasitas, ou seja, pressões 

externas sofridas pelo hospedeiro vertebrado que provocariam uma resposta fisiológica ou até 

mesmo alterações hormonais que consequentemente alteraria o meio em que o parasita está. 

Fato que ainda merece ser estudado.

Comparando  os  gamontes  encontrados  em cada  espécie  de  anuro  com o  local  de 

coleta, vimos que L. chaquensis apresentou gamontes que variaram no tamanho e na forma, 

apresentando  citoplasma  basofílico  e  núcleo  condensado  a  fragmentado,  variando  de 

basofílico a acidofilico. No outro hospedeiro, L. podicipinus, os gamontes somente foram 

observados na Faz. Nhumirim, não sendo possível fazer a comparação entre os locais, no 
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entanto,  as  formas  encontradas  neste  ponto  de  coleta  foram  mais  homogêneas  na  sua 

morfologia, apresentando citoplasma e núcleo basofílicos.

Embora anuros sejam considerados hospedeiros paratênicos, não foram encontrados 

cistos  nos  órgãos  que  os  pudessem  designá-los  como  tal,  apenas  esquizontes  foram 

observados e estavam presentes no baço e fígado, mostrando fases imatura e madura. Devido 

à baixa sensibilidade desta técnica, não podemos afirmar que os animais não tivessem cistos 

nos seus tecidos. Na pesquisa de Mohammed e Mansour, (1966); Levine e Nyer (1977) e 

Desser,  Hong  e  Martin  (1995)  também  foram  observados  esquizonte,  no  entanto,  estes 

autores somente encontraram esquizontes no fígado. 

As formas maduras de esquizontes observados em nosso trabalho foram semelhantes 

às relatadas por Mohammed e Mansour (1966) e Levine e Nyer (1977), porém, o tamanho era 

menor.  Enquanto que, ao compararmos os esquizontes maduros relatados por Costa et al. 

(1973)  no  mesmo genêro  de  rãs,  os  esquizontes  observados  por  nós  eram relativamente 

maiores.

 Além dos relatos de esquizontes nos órgãos de  L. podicipinus, no imprint de fígado 

observamos  uma  estrutura  como  sendo  um  macromeronte,  que  se  assemelhou  ao 

macromeronte  de  H. sipedon,  encontrado  em  N.  sipedon  sipedon (cobra  d'agua),  animal 

proveniente  do  Canadá  (Smith,  Desser  e  Martin,  1994).  O  macromeronte  possuía  a 

morfologia circular com uma membrana dupla, contendo estruturas internas, que de acordo 

com Smith, Desser e Martin (1994) são macromerozoítos.

A  morfologia  e  morfometria  de  nossas  amostras  de  L.  chaquensis evidenciaram 

diferenças  de  gamontes  e  esquizontes  em relação  aos  dados  da  literatura,  entretanto,  ao 

analisarmos  a árvore  filogenética  encontramos  um alto grau  de similaridade  entre  nossas 

amostras,  formando um ramo separado.  E apesar destes animais terem sido coletados em 

ambientes que possuíam características próprias e estavam aproximadamente de 76 km um 

do outro, isto não influenciou na espécie de parasita encontrada. 

Ao analisarmos a árvore filogenética, observamos que Hepatozoon sp. boigae (Boiga 

irregulares)  é um ramo que está  mais  próximo de nossas amostras  e  ao comparamos os 

fragmentos  gerados  dessa  hemogregarina  com  nossas  amostras  encontramos  poucas 

substituições  entre  elas.  Apesar  desta  proximidade  genética,  esta  espécie  de  Hepatozoon 

mostra algumas diferenças de seus gamontes  em relação aos gamontes de nosso trabalho. 

Hepatozoon  sp.  boigae  são  intraeritrocíticos,  não  provocam  a  distensão  da  célula  do 
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hospedeiro,  porém  causam  o  deslocamento  do  núcleo  do  eritrócito,  além dos  eritrócitos 

infectados se corarem de forma mais clara que as células não parasitadas (Jakes, O'donoghue 

e Cameron, 2003). Os gamontes observados em nossa pesquisa não foram preferencialmente 

eritrocíticos, e também não houve o clareamento da célula quando na presença do parasita. 

Outra espécie de  Hepatozoon que se posicionou em um ramo próximo ao nosso na 

árvore filogenética foi  Hepatozoon ayorgbor n. sp. (Phyton regius), o qual também exibe 

algumas  diferenças  em relação  aos  gamontes.  Esta espécie  apresenta gamontes  e  núcleos 

mais longos e mais estreitos que as medidas observadas em nosso trabalho. Já os esquizontes, 

além de serem encontrados apenas no fígado, possuíam tamanho bem menor em relação aos 

descritos por nós (Sloboda et al., 2007).

Em relação a  H. cf.  catesbianae,  embora seja uma espécie que esteja presente em 

L. catesbeianus, se posicionou em um ramo mais distante de HEP1 a HEP10, além de ser 

morfometricamente  bem diferente.  Fato  que  observamos  no  trabalho  de  Desser,  Hong  e 

Martin (1995) realizado com estes anuros, onde os gamontes encontrados são bem maiores 

morfometricamente que os descritos nesta pesquisa. Estes gamontes tinham o formato mais 

alongado,  citoplasma  basofílico  e  corado  palidamente,  o  núcleo  era  compacto  e  central. 

Nossos gamontes não eram tão alongados e o núcleo, também, não era somente compacto e 

central, houve variações. Apenas o citoplasma dos gamontes se corou de maneira semelhante 

ao relatado pelos autores.

6. CONCLUSÃO

No presente estudo, os anuros não se comportaram como hospedeiros paratênicos, 

mas possuíam espécies próprias.

Ambas  as  espécies  de  analisadas  tiveram  alta  prevalência  de  infecção  por 

Hepatozoon sp.

Não houve diferenças entre a positividade em relação aos dois locais de coleta.

As diferenças encontradas nos aspectos morfológicos e morfométricos entre a espécie 

de Hepatozoon de L. chaquensis observada neste estudo, em relação com as que foram aqui 

comparadas,  evidenciam  que  nossas  amostras  são  diferentes,  tanto  morfológica  e 

morfométricamente  quanto  genéticamente,  demonstrando,  com  isso,  que  a  espécie  de 

Hepatozoon deste hospedeiro pode representar uma espécie nova.
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RESUMO

Anuros  são  animais  que  estão  em  constante  contato  com  o  ambiente  aquático  e 

terrestre  e  esta  dualidade  faz  com  que  fiquem  vulneráveis  a  uma  infinidade  de  ecto  e 

endoparasitas presentes nestes locais. Dentre todos os parasitas que infectam estes animais, 

destacamos os do gênero Trypanosoma, que tem como vetores as sanguessugas e artrópodes 

hematófagos. A transmissão para o hospedeiro ocorre quando o vetor se alimenta do sangue 

do anuro ou quando estes são ingeridos pelo hospedeiro. No sangue destes animais, estes 

parasitas  apresentam uma variabilidade  muito grande de formas e isto  acaba  provocando 

dúvidas  em relação  às  espécies  observadas.  No  presente  trabalho  foram  capturados  145 

anuros  (68  Leptodactylus  chaquensis e  77  Leptodactylus  podicipinus)  em dois  diferentes 

locais  de  coleta,  onde  foram  encontrados  66  (97%)  L.  chaquensis e  55  (71,4%)  L.  

podicipinus positivos para o parasita. Foram observados tripanossomas também nos órgãos 

destes anuros. Ao analisarmos as diferenças de positividade para o parasita entre as espécies 

de  rãs  estudadas,  encontramos  positividade  significativa  entre  os  pontos  de  coleta,  mas 

quando separamos as espécies  de anuros por locais,  L. chaquensis não mostrou diferença 

significativa de positividade, mas em L. podicipinus ocorreu o oposto. Neste caso, pode estar 

agindo  a  especificidade  vetor-parasita.  Na PCR foram utilizados  oligonucleotídeos  IR1 e 

5.8R  que  amplificaram  fragmentos  ao  tamanho  desejado  de  aproximadamente  500pb. 

Infelizmente, não foi possível o sequenciamento das amostras positivas em PCR. 

Palavras  chave:  Trypanosoma,  Caracterização  molecular,  Leptodactylus  chaquensis, 

Leptodactylus podicipinus
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ABSTRACT

Frogs  are  animals  that  are  in  constant  contact  with  the  aquatic  and  terrestrial 

environment and thus vulnerable to a plethora of ecto and endo-parasites present in these 

locations.  Of  all  the  parasites  that  infect  this  hosts  animals  highlighted  are  those  of  the 

Trypanosoma  genus,  which has  the bloodsucking leeches  and arthropods  as  vectors.  The 

transmission to the host occurs when the infected vector feeds on the blood of the anuran or 

when they are ingested by the host. In the blood of animals these parasites have a very large 

variability  of  shapes  and  this  may  cause  doubts  about  the  species  when  observed. 

Considering these aspects, this study examines the prevalence of Trypanosoma spp. in frogs 

Leptodactylus chaquensis and  Leptodactylus podicipinus, from the region of the Pantanal, 

MS – Brazil, as well as the association between morphology, morphometry and the molecular 

analysis.  In  this  work  we caught  145 frogs  (68  L.  chaquensis and 77  L.  podicipinus)  in 

different  sampling  sites,  where  were  found  66  (97%)  L.  chaquensis  and  55  (71,4%)  L.  

podicipinus positive for parasites. Trypanosomes were observed also in the organs of frogs. 

By  analyzing  the  differences  in  positivity  among  parasite  species,  we  found  significant 

positivity between the collection points, but when we separate the frog species by local,  L. 

chaquensis showed no significant difference in positivity, but in L. podicipinus the opposite 

occurred. In this case, the vector-parasite specificity may be acting, although there are other 

explanations for this fact. The PCR primers were used to amplify IR1 and 5.8R fragments to 

the desired size of approximately 500bp. Unfortunately it  was not possible sequencing of 

PCR-positive samples due to amplification of other than the desired fragments.

Keywords:  Trypanosoma,  Molecular  characterization,  Leptodactylus  chaquensis, 

Leptodactylus podicipinus
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1. INTRODUÇÃO

 Os anfibios anuros,  por  ocuparem tanto ambientes  aquáticos  como terrestres,  são 

afetados comumente por ecto e endoparasitas. Dentre os hemoparasitas encontrados podemos 

destacar os do gênero Trypanosoma (Barta e Desser, 1984). Espécies deste gênero têm como 

hospedeiros definitivos as sanguessugas (Barrow, 1953; Woo, 1969) e os dípteros (Feng e 

Chao, 1943; Crans, 1970; Ayala, 1971; Desser, Mclver e Jez, 1975; Healy, Crans e Gaugler, 

2009).  O  parasita  é  comumente  encontrado  na  circulação  sanguínea  de  hospedeiros 

vertebrados  e  intestinos  de  sanguessugas  ou artrópodes,  ocorrendo a  transmissão  por  via 

inoculativa ou por ingestão do vetor (Bardsley e Harmsen, 1973).

Geralmente as descrições das espécies de Trypanosoma na literatura são baseadas em 

aspectos  morfológicos  das  formas  tripomastigotas  observadas  na  circulação  sanguínea  e 

tecidos do hospedeiro vertebrado e nas formas epimastigotas no vetor invertebrado (Haag, 

O'hUigin, Overath, 1998; Martin et al., 2002). As formas relatadas podem diferir no tamanho 

do corpo, na posição do núcleo e do cinetoplasto, bem como no grau de desenvolvimento da 

membrana ondulante e do flagelo.

O  problema  de  identificação  morfológica  das  espécies  sempre  esbarrou  no 

pleomorfismo,  fato que pode ser  facilmente  percebido em  Trypanosoma rotatorium,  uma 

espécie  que  já  foi  descrita em vários  continentes  e  que,  pelo  fato  de  apresentar  formas 

evolutivas diferentes no sangue do vertebrado, muitas vezes foi denominado erroneamente 

como outra espécie (Scorza e Dagert, 1958; França e Athias, 1906; Diamond, 1965; Miyata, 

1978; Barta, Boulard e Desser, 1989; Werner, 1993).

Em pesquisas com anuros da Costa Rica, Desser (2001) também encontrou diferenças 

morfológicas. Foi relatado no gênero Rana nove tripanossomas morfologicamente distintos, 

com cinco destas espécies em hospedeiros aquáticos. Dos oito tipos observados no sangue de 

anuros, somente dois eram suficientemente diferentes para serem designados como espécies: 

Trypanosoma chattoni e Trypanosoma loricatum. Segundo os autores, embora estas espécies 

tenham  uma  distribuição  cosmopolita,  ainda  existem  diferenças  morfométricas  e 

morfológicas do parasita que são encontradas em populações isoladas geograficamente de 

mesma espécie de rã e também entre diferentes espécies de hospedeiro, fato que ainda não foi 

explicado (Diamond, 1965; Woo, 1969; Bardsley e Harmsen, 1973; Miyata, 1978; Barta e 

Desser, 1984). De acordo com Martin et al. (2002) a variabilidade morfológica do parasita e a 
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falta  de  observação  de  seu  ciclo  de  vida  completo,  leva  o  observador  a  identificar 

errôneamente a espécie. 

Segundo  Martin  et  al.  (2002),  embora  dados  moleculares  e  bioquímicos  de 

tripanossoma  de  anuros  sejam  limitados,  em  seus  estudos  filogenéticos  baseados  nas 

sequências  SSU rDNA,  revelaram que  Trypanosoma fallisi,  T.  rotatorium,  Trypanosoma 

ranarum,  Trypanosoma  neveulemairei  e  Trypanosoma  mega estão  mais  intimamente 

relacionados,  com exceção de  T. chattoni que está mais distante filogeneticamente destas 

espécies,  mostrando  que  a  morfologia  diferente  de  T.  chattoni correspondia  a  diferença 

genética.

De  acordo  com  a  literatura,  apenas  aspectos  morfológicos  isoladamente  não 

conseguem dar  uma “identidade”  ao parasita,  há a  necessidade  de se aliar  características 

morfológicas e moleculares (Werner, 1993;  Ži�hus, 2002; Martin et al., 2002 e Leal et al., 

2009). 

Este trabalho teve como objetivo examinar a prevalência de Trypanosoma sp. em rãs 

Leptodactylus chaquensis e  Leptodactylus podicipinus, provenientes da região do Pantanal, 

MS -  Brasil. Bem como caracterizar  as  espécies  utilizando a morfologia,  morfometria  e 

análise molecular. 

2. CARACTERIZAÇÃO DA ÁREA DE ESTUDO

As coletas foram realizadas em duas localidades diferentes do município de Corumbá, 

estado do Mato Grosso do Sul, Brasil:  Base de Estudos do Pantanal (BEP) (19°34'39”S e 

57°0'44”W), localizada no Passo do Lontra e na Fazenda Nhumirim (centro de pesquisa), 

localizada na sub-região de Nhecolândia (18°59'00”S e 56°39'00”w). Ficando os dois pontos 

de coleta a um distância de aproximadamente 76 km um do outro (Figura 1). 

A Sub-região de do Passo do Lontra pertencente à bacia hidrográfica do Rio Paraguai, 

situando-se  na  porção  mais  baixa  da  sub-bacia  do  rio  Miranda,  com influência  do  Rio 

Abobral. Com período de chuvas de novembro a março (Polizer, Lastória e Rondon, 2000).

Nhecolândia  é  caracterizada  por  um  mosaico  de  lagoas  salinas  e  de  água  doce, 

entremeando cordilheiras com vegetação florestal, e entre estas, corixos e vazantes, marcando 

corredores de vegetação de cerrado e de campo (Rodela, 2006). O clima na região pode ser 

definido por duas estações, o chuvoso, que ocorre de novembro a março e um período seco 

que ocorre de abril a outubro (Soriano e Alves, 2005).
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1. Espécies de animais estudados

Os anuros  estudados  pertencem às  espécies  L.  podicipinus  e  L. chaquensis.  Estes 

animais foram coletados nos meses de abril,  novembro e dezembro de 2008 e janeiro de 

2009.

A captura dos exemplares foi realizada com a mão, colocando os animais em sacos 

plásticos e levados ao laboratório,  para posteriormente serem eutanasiados com uma dose 

elevada de anestésico (Tiopental Sódico).

A  captura  dos  animais  foi  realizada  sob  a  aprovação  da  Comissão  de  Ética  na 

Experimentação  Animal  (CEEA)  n°  1608,  localizada  no  Instituto  de  Biociências  da 

Universidade  Estadual  Paulista  (UNESP)  e  autorizada  pelo  Instituto  Brasileiro  do  Meio 

Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA) n° 16696-1.
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Figura 1. Mapa mostrando a localização dos pontos de coleta (BEP e Faz. Nhumirim).
Mapa do Brasil político (www.portalbrasil.net/brasil.htm)



3.2. Coleta de Material Biológico

O  sangue  foi  retirado  através  de  punção  cardíaca,  utilizando-se  EDTA  como 

anticoagulante. Deste sangue realizaram-se esfregaços sanguíneos que posteriormente foram 

fixados em metanol por 3 minutos e corados com May-Gruenwald-Giemsa (10%) por 30 

minutos e examinados  em microscópio  óptico,  aumento de 1000x,  para  o  diagnóstico de 

hemoparasitas. As amostras de sangue com EDTA foram congeladas a -20oC para realização 

dos estudos de caracterização molecular pela técnica de PCR.

Durante a necrópsia, imprint de órgãos (fígado, baço, rim) foram confeccionados com 

o intuito de visualizar possíveis estágios tissulares de Trypanosoma sp. Estas lâminas foram 

fixadas e coradas como descrito acima.

O material testemunho está depositado no Departamento de Parasitologia do Instituto 

de Biociências da UNESP, Campus de Botucatu, São Paulo, Brasil.

3.3. Análise Morfológica e Morfométrica 

Nos animais que foram positivos fizeram-se análises morfológicas e morfométricas 

dos  parasitas,  as  quais  foram comparadas  com outras  espécies  descritas  na literatura.  Os 

parasitas  foram analisados em um microscópio com sistema computadorizado de análise de 

imagem  (Qwin  lite  2.5–Leica)  e  as  variáveis  utilizadas  no  estudo  foram:  Área  (AP), 

Comprimento (CP) e largura do parasita (LP);  Distância da porção mais larga do parasita 

mais a membrana ondulante (L-MO); Área do núcleo (ANP); Distância da região anterior 

final do parasita ao meio do núcleo (A-N); Distância da região posterior final do parasita ao 

meio  do  núcleo  (P-N);  Distância  do  cinetoplasto  a  região  anterior  do  parasita  (K-A); 

Distância do cinetoplasto a região posterior do parasita (K-P); Distância do cinetoplasto ao 

meio do núcleo (K-N); Distância do cinetoplasto a porção final do núcleo (K-Np); Distância 

do  parasita  com  o  flagelo  livre  (D-F);  Comprimento  da  membrana  ondulante  (CMO)  e 

Comprimento do flagelo livre (CF). 

3.4. Caracterização Molecular

3.4.1. Extração do DNA

O DNA total foi extraído através do “Kit IlustraTM  blood genomic Prep Mini Spin” 

(GE Healthcare®), misturando-se 10 μl do sangue total a 20 μl de Proteinase K e 500 μl de 

solução  lise,  deixando  a  mistura  a  58°C,  por  4  horas,  seguidos  de  15  minutos  à  70°C. 
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Posteriormente, o conteúdo foi transferido para a coluna de centrifugação e centrifugado a 

8000 rpm (rotação por minuto) por um minuto e em seguida adicionou-se 500 μl de solução 

lise,  centrifugando  a  8000  rpm  por  mais  um  minuto,  adicionou-se  500  μl  de  álcool  e 

centrifugou-se  a  12000  rpm por  três  minutos,  adicionou-se  50  μl  de  tampão  de  eluição 

(pré-aquecido à 70°C) e centrifugou-se a 8000 rpm por um minuto. 

No caso  de  hospedeiros  muito  pequenos  como  L.  podicipinus,  nos  quais  não  foi 

possível coletar o sangue, as lâminas foram raspadas. Para a extração de sangue das lâminas, 

foram feitas raspagem lavando-se com 500 μl de solução tampão lise, posteriormente a esta 

etapa, todos os passos da extração descritos acima foram realizados normalmente. Depois de 

terminada a extração, as amostras foram mantidas no freezer à -20°C até o seu uso.

3.4.2. Oligonucleotídeos testados para Trypanosoma sp.

Os oligonucleotídeos testados foram: região ITS rDNA (IR1 e 5.8R) e região V7-V8 

de SSU rDNA ( 609F e 706R) (Maia da Silva et al., 2004) (Tabela 1).

3.4.3. Amplificação das amostras de DNA

Para a padronização da reação de PCR foram utilizadas metodologias existentes na 

literatura de acordo com o oligonucleotídeo a ser testado,  além disso foram feitos testes de 

gradiente de temperatura para que se chegasse a amplificação do fragmento ideal.  A reação 

foi colocada em termociclador “My CyclerTM thermal cycler” (BioRad®).
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Tabela  1.  Sequências  de  primers  usados  para  amplificação  dos  genes  18S  rRNA de 
Trypanosoma sp. 

PRIMER PARASITA SEQUÊNCIA REFERÊNCIA

609F/706R Trypanosoma sp.
5'CAC GAG CAA AAT CTCAAT CTC AAC3'/

3'TTG AGG TTA CAG TCT CAG5'
Maia da silva et al.

 (2004)

IR1/5.8R Trypanosoma sp.
5'GCT GTA GGT GAA CCT GCA GCA GCT GGA TCA TT3'/

3'GGA AGC CAA GTC ATC CATC5'
Maia da silva et al.

 (2004)



3.4.4. Reação de PCR

Reação para um volume final de 25  μl: 1xTampão (500 mM KCL, 200 mM Tris-

HCL, pH 8,4), 0,7 mM MgCl2, 10 mM dNTP, 10 pmol de cada oligonucleotídeo (forward e 

reverse), 1U “Platinum® Τaq DNA Polymerase” (Invitrogen®), 2  μl de DNA e água q.s.p. 

Todas as reações foram realizads usando um controle negativo.

3.4.5. Eletroforese 

Para a visualização dos produtos amplificados, foram adicionados 8  μl da amostra 

com 2 μl de tampão para, posteriormente serem adicionados ao gel. Os produtos da extração 

foram  analisados  por  eletroforese  em  gel  de  agarose,  usando  uma  mini  cuba  horizontal 

Hoefer  HE  33”  (GE  Healthcare�) contendo  40  ml  de  gel  de  agarose  1%  (Uniscience) 

misturados com 6 μl de “GelredTM”  (Biotium�) a 80 V por 1h em tampão TAE (Tris-Ácido 

acético-EDTA).  Os  produtos  foram  observados  através  de  um fotodocumentador  “Major 

Science UVDI� e em seguida fotografados com o auxílio de uma câmera digital Canon Power 

Shot G9TM (Canon�).

Todos  os  fragmentos  gerados  foram comparados  com um marcador  molecular  de 

tamanho de 1000 pb (pares de base) (“Gene RulerTM 1Kb DNA Ladder”, Fermentas�). Neste 

trabalho, as amostras  positivas geraram um fragmento amplificado de tamanho aproximado 

ao descrito anteriormente na literatura.

3.4.6 Análise dos dados.

As seqüências  de  bases  geradas  automaticamente  foram alinhadas com auxílio  do 

programa MERGER (http://bioweb.pastuer.fr/seqanal/alignment/intro-uk.html) utilizado para 

produzir a sequência consenso de cada amostra de DNA.

As  sequências  de  nucleotídeos  foram  alinhadas  utilizando  o  programa  Clustal  X 

versão 1.83 (Thompson et al., 1994) com parâmetros padrão e com ajustes manuais quando 

necessários. As sequências alinhadas foram analisadas com auxílio do pacote de programas 

MEGA (Kumar et al, 2001). Métodos de distância (Neigbour-joining/NJ) foram utilizados na 

construção da árvore filogenética (Saitou e Nei, 1987). O teste de bootstrap foi aplicado para 

estimar o índice de consistência das análises de distâncias dos ramos da árvore de Neigbour-

joining (Felsenstein, 1985).
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3.4.7. Estatística

Para as análises estatísticas foram utilizados o teste do Qui-quadrado (EPI INFO 6.0). 

O nível de significância adotado foi de p < 0,05. Neste teste foi verificado se houve diferença 

significativa para a prevalência dos parasitas em relação aos locais de captura e também se 

houve diferenças significativas de prevalência entre as espécies de rãs e seus repectivos locais 

de coleta.

Para determinar as variações de desvio padrões entre as espécies de anuros utilizou-se 

a fórmula:  cv (coeficiente de variação) =  σ (desvio padrão) /  χ (média) x 100 (Costa Neto, 

1994). 

4. RESULTADOS

4.1. Locais de coleta

Na primeira região de coleta, BEP, foram coletados 73 anuros (38  L. chaquensis e 

35 L. podicipinus), enquanto na Faz. Nhumirim foram coletados 72 anuros (30 L. chaquensis 

e  42  L.  podicipinus),  totalizando  145  animais  capturados,  68  L  chaquensis e  77  L.  

podicipinus.

4.2. Animais positivos para Trypanosoma sp.

Dos  68  L.  chaquensis coletados,  foram  encontrados  na  análise  microscópica  de 

esfregaços sanguíneos ou órgãos 36 (52,94%) animais positivos. Na técnica de PCR realizada 

em 68 indivíduos, encontrou-se 66 (97,06%) animais positivos e um (1,47%) animal negativo 

e uma amostra foi contaminada na PCR .

Dos  77 L.  podicipinus foram  encontrados  na  análise  microscópica  10  (12,99%) 

animais positivos. Na técnica de PCR realizada em 77 indivíduos, encontrou-se 55 (71,43%) 

animais positivos e 12 (15,58%) animais negativos e 10 amostras foram contaminadas no 

PCR.

4.3. Locais de coleta e animais parasitados

Na  BEP  coletaram-se  73  animais,  dos  quais  55  (75,34%)  foram  positivos  para 

Trypanosoma sp., 36 (94,74%) L. chaquensis e 19 (54,28%) L. podicipinus.

Na Faz. Nhumirim coletaram-se 72 animais, dos quais 66 (91,67%) foram positivos 

para Trypanosoma sp., 30 (100%) L. chaquensis e 36 (85,71%) L. podicipinus.
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A positividade dos animais em relação à espécie de  Leptodactylus e local de coleta 

pode ser observada na Tabela 2.

Localidades

Leptodactylus chaquensis Leptodactylus podicipinus

Total de 
Hosp. e 
Fazenda

Nhumirim

Número
total 

hospedeiros
N

Positivos
microscopia

N (%)

Positivos
PCR

N (%)

Número 
total

hospedeiros
N

Pos
microscopia

N (%)

Pos
PCR

N (%)

BEP 38 31 (81,5) 36 (94,74) 
a

35 9 (25,71) 19 (54,28) 
a

73

Fazenda
Nhumirim

30 5 (16,67) 30 (100) 
a

42 1 (2,38) 36 (85,71) 
b

72

TOTAL 68 36 (52,94) 66 (97,06) 77 10 (12,99) 55 (71,43) 145

Não foram encontradas  diferenças significativas de prevalência para  L. chaquensis 

coletados na BEP e Faz. Nhumirim (χ2 = 1,63;  p = 0,202), já para L. podicipinus coletados 

nestes mesmos locais encontrou-se χ2 = 9,24; p = 0,002, portanto um valor significante. 

4.4. Caracterização morfológica de Trypanosoma sp.

Os  tripanossomas  encontrados  foram  polifórmicos  nas  formas  observadas, 

apresentando desde aspectos ovais a mais alongados e finos. Algumas vezes, as extremidades 

apresentaram-se arredondadas na região anterior  e posterior ao cinetoplasto. Foram vistas, 

algumas vezes, a formação de estrias na superfície do corpo do parasita. O núcleo, quando 

presente, apresentava-se na forma arredondada a alongada. O cinetoplasto, quando visível, se 

situava posteriormente ou na região do núcleo.  A membrana ondulante,  quando presente, 

estendia-se por todo o corpo do parasita,  somente até a metade ou podia estar apenas na 

extremidade  do  tripanossoma.  O  flagelo  se  apresentou  nas  dimensões  de  curto  a  longo 

(Figuras 2, 3, 4, 5, 6,7, 8, 9, 10 e 11). As variações na morfologia puderam ser confirmadas 

através dos parâmetros morfométricos destes parasitas (Tabela 3). O coeficiente de variação 

foi maior em L. chaquensis do que em L. podicipinus. 
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Tabela 2. Positividade para Trypanosoma sp. em L. chaquensis e L. podicipinus coletadas 
em duas regiões do pantanal, Mato Grosso do Sul, Brasil.

a - não houve diferença estatística, b – houve diferença estatística



82

Figura 2. (a e b) - Trypanosoma  sp. observado em 
Leptodactylus podicipinus. Seta cheia (preta) indica o 
núcleo, seta vazada (preta) as nervuras, seta cheia (branca) 
o cinetoplasto e a seta vazada (branca) o flagelo.
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Figura 3. (a e b) - Trypanosoma sp. observado em Leptodactylus 
podicipinus. A seta fina (preta) indica o núcleo, seta cheia 
(branca) o cinetoplasto, seta grossa (preta) a membrana 
ondulante e a seta vazada (branca) o flagelo.
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Figura  4.  Trypanosoma sp.  observados  em Leptodactylus 
podicipinus. (a) sangue; (b) rim. A seta indica o tripanossoma.
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Figura 4. Trypanosoma sp. observados em Leptodactylus podicipinus. (a) 
sangue; (a) rim; (b) fígado. A seta indica o tripanossoma.
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Figura 5. Trypanosoma sp. observados em Leptodactylus chaquensis (a e b). 
A seta indica o núcleo.



87

Figura 6.  Trypanosoma sp. observados em  Leptodactylus chaquensis 
(a e b). A seta cheia indica o  núcleo e a seta vazada o flagelo.
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Figura 7. Trypanosoma sp. observado no sangue de Leptodactylus chaquensis (a, b, c e d). 
A seta indica o tripanossoma. 
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Figura 8. Trypanosoma sp. observado no sangue de Leptodactylus chaquensis (a, b, c e d). 
A seta indica o tripanossoma.
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Figura 9. Trypanosoma sp. observado no sangue de  
Leptodactylus chaquensis (a,  b e c).  A seta indica o 
tripanossoma.
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Figura 10.  Trypanosoma sp. observado no sangue de  Leptodactylus podicipinus (a, b, c e 
d). A seta indica o tripanossoma.
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Tabela 3. Parâmetros morfométricos de Trypanosoma sp. observados em L. chaquensis e
L. podicipinus.

AP: área do parasita; CP: comprimento do parasita; LP: largura do parasita; LMO: porção mais larga do 
parasita juntamente com a membrana ondulante; ANP: área do núcleo do parasita;  A-N: distância  da 
região anterior do parasita  até o meio do núcleo; P-N: distância da região posterior do parasita até o 
núcleo; K-A: distância do cinetoplasto até a região anterior do parasita; K-P:  distância do cinetoplasto até 
a região posterior do parasita; K-N: distância do cinetoplasto até o núcleo; K-Np: distância do cinetoplasto 
até  a  região  posterior  do  núcleo;  D-F:  distância  do  parasita  juntamento  com o  flagelo  livre;  CMO: 
comprimento da membrana ondulante; CF: comprimento do flagelo livre; cv: coeficiente de variação.

MORFOMETRIA DO PARASITA

Animal 
Parasitado

AP
(μm2)

CP
(μm)

LP
(μm)

LMO
(μm)

ANP
(μm2)

A-N
(μm)

P-N
(μm)

K-A
(μm)

K-P
(μm)

K-N
(μm)

K-np
(μm)

D-F
(μm)

CMO
(μm)

CF
(μm)

Leptodactylus 
chaquensis

Minimo

máximo

cv  (%)

340,38 
±

201,42 

54,60
a

981,54

59,17

36,57
±

19,42

13,57
a

90,97

53,10

16,11
±

8,28

2,92
a

39,18

51,4

12,79
±

6,41

2,95
a

33,00

50,11

19,15
±

9,96

4,98
a

61,19

52

21,36
±

14,90

6,61
a

54,75

69,76

16,09
±

8,49

6,00
a

49,59

52,76

33,92
±

25,41

2,77
a

79,40

74,91

8,05
±

5,04

1,87
a

32,70

62,61

11,20
±

6,58

4,05
a

24,71

58,75

10,04
±

6,60

1,71
a

21,26

65,74

97,20
±

43,73

39,46
a

176,32

44,99

47,21
±

29,32

17,28
a

137,16

62,11

15,21
±

7,84

2,77
a

28,39

51,55

Leptodactylus
podicipinus

Mínimo

Máximo

cv (%)

319,23
±

164,48

69,54
a

782,62

51,52

32,46
±

10,31

22,04
a

56,47

31,76

15,94
±

5,55

5,88
a

29,53

34,82

15,50
±

6,17

6,33
a

27,05

39,81

21,92
±

8,08

8,77
a

30,23

36,86

13,94
±

4,85

6,16
a

19,80

34,79

11,92
±

4,33

5,87
a

18,67

36,33

18,22
±

4,64

8,92
a

22,42

25,47

9,57
±

3,54

4,52
a

15,37

37

6,59
±

3,17

3,06
a

9,19

48,10

9,27
±

5,68

1,38
a

14,03

61,27

45,21
±

5,05

41,64
a

48,78

11,17

47,06
±

15,12

24,32
a

76,34

32,13

15,21
±

2,51

13,43
a

16,98

16,50
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Figura  11.  Trypanosoma sp.  observado  no  baço  de  Leptodactylus 
chaquensis coletado na BEP. A seta indica o tripanossoma. 
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Figura  12.  Trypanosoma sp.  observado  no  rim (a)  e  sangue  (b)  de 
Leptodactylus chaquensis  coletado na Faz. Nhumirim. A seta indica o 
tripanossoma. 



4.5. Caracterização de formas parasitárias teciduais

Dentre os 145 animais capturados, foram feitos 133 imprints dos órgãos (baço, fígado 

e rim) de 51 L. chaquensis e 82 L. podicipinus, onde encontrou-se 17 (12,78%) animais com 

tripanossoma (Tabela 4). Em L. chaquensis foram observados em 14 animais (27,45%), dois 

parasitas  no baço,  três  no fígado  e nove no rim.  Enquanto que em  L. podicipinus foram 

encontrados em três animais (3,66%), um parasita no fígado e dois no rim.

4.6. Oligonucleotídeos e Caracterização molecular 

A utilização dos oligonucleotídeos 609F e 706R não foram capazes neste estudo de 

amplificar sequências de  Trypanosoma sp. no tamanho do fragmento desejado de 900 pb, 

apesar  de terem sido feitas diluições  de 5 vezes  e  10 vezes do DNA com a intenção de 

diminuir a quantidade de DNA expresso do hospedeiro, já que estes anuros possuem hemácia 

nucleada e isto poderia interferir na amplificação do DNA do parasita. Além disso, foram 

feitas  várias  tentativas  de  mudanças  de  temperatura  e de  mudanças  na  concentração  dos 

produtos da reação de PCR.
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Tabela  4.  Ocorrência  de  Trypanosoma sp.  observados  no  baço,  fígado  rim das  rãs  L.  
chaquensis e L. podicipinus.

ANUROS
ANIMAIS 

POSITIVOS PARASITA

ÓRGÃO

BAÇO FÍGADO RIM

 
Leptodactylus

chaquensis
14 Trypanosoma 

sp. 2   3 9

Leptodactylus 
podicipinus 3 Trypanosoma 

sp. - 1 2



Apesar de nossas amostras terem sido contaminadas, a amplificação foi conseguida 

através da técnica de PCR com os oligonucleotídeos IR1 e 5.8 R, amplificando um fragmento 

de tamanho aproximado de 500pb (Figura 12).

5. DISCUSSÃO

Tripanossomas  são  parasitas  comumente  encontrados  em  anuros,  sanguessugas  e 

dípteros de vários continentes. (Barta e Desser, 1989; Desser, 2001). De acordo com alguns 

pesquisadores,  a  morfologia  variável  do  tripanossoma  no  sangue  se  deve  a  influências 

exógenas,  como a temperatura,  a maturidade e a densidade da população de hospedeiros, 

além da influência do fator poluição (Bardsley e Harmsen 1973; Mackenzie 1999; Silva et al. 

2005). Embora não tenhamos caracterizado nos pontos de coleta a influência destes fatores 

externos sobre o hospedeiro e consequentemente sobre o parasita, nós relatamos uma grande 
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Figura 12. Visualização em gel de agarose (1%) dos produtos de
PCR  do  gene  18S  rRNA  de  Trypanosoma sp.  amplificados
utilizando-se os oligonucleotídeos IR1 e 5.8R.  Poços 1 e 3;  NO:
controle negativo; PM: peso molecular (1Kb) de 1000pb. 



variabilidade de formas em ambos locais. Algumas formas encontradas foram semelhantes às 

descritas  por  Miyata  (1978)  como  Trypanosoma  nagasakiense (Figura  5a,  7a  e  7b); 

Trypanosoma chatttoni (Figura 2a e 7c);  Trypanosoma sp. E (Figura 7d) e  Trypanosoma 

tsukamatoi ou  Trypanosoma  rugosa  (Figura  8c  e  8d),  além  de  outras  formas  que  não 

encontraram correspondência com os tripanossomas anteriormente relatados (Figura 8a, 8b, 9 

e 10). 

Ao  compararmos  as  formas  de  tripanossomas  deste  trabalho  ao  anteriormente 

desenvolvido por nós nas mesmas espécies de hospedeiros, observamos que os parâmetros 

morfométricos da AP, CP e LP foram maiores, ou seja, as formas atuais são bem mais largas 

e compridas.

A  proximidade  de  características  dos  parasitas  de  nossa  pesquisa  com  outras  já 

descritas  não  faz  com que  possamos  afirmar  que  sejam as  mesmas  espécies.  Pois,  estes 

flagelados estão distribuídos por todo o mundo e diferenças morfométricas e morfológicas 

são  encontradas  em  populações  de  mesma  espécie  de  rã  e  entre  diferentes  espécies  de 

hospedeiros (Barta e Desser, 1984). Além disso, tripanossomatídeos que tem ciclo de vida 

digenético sofrem uma pressão evolucionária maior do que aqueles com ciclo monogenético, 

assim, as pressões evolucionárias em dois hospedeiros diferentes são variáveis e cumulativas 

(Hoare, 1972). 

Ao observarmos  os  pontos  de  coleta,  verificamos  que  as  duas  espécies  de  anuros 

tiveram  uma  prevalência  maior  para  Trypanossoma sp.  na  Faz.  Nhumirim,  mas,  ao 

compararmos  a  prevalência  entre  os  animais,  verificamos  que  L.  chaquensis estava  mais 

parasitado nas duas áreas de coleta do que L. podicipinus, tendo ocorrido a taxa de 100% de 

prevalência  para  L.  chaquensis na  base  de  Nhumirim. Talvez,  os  resultados  encontrados 

demonstrem que os anuros estejam sendo mais parasitados por sanguessugas,  do que por 

insetos  e,  por  isso,  a  prevalência  de tripanossoma foi  maior  nestes  animais,  já que  estes 

anuros  foram coletados dentro d'água,  na época  de reprodução.  Outra  explicação  seria  o 

comportamento alimentar do possível vetor, a sanguessuga. Este invertebrado, ao se fixar no 

hospedeiro, com o estímulo da alimentação, desencadearia a liberação dos tripanossomas dos 

órgãos para a circulação periférica, aumentando com isso a parasitemia (Bardsley e Harmsen, 

1973). 

De acordo com os valores produzidos pela estatística foi demonstrado que os locais de 

coleta  tiveram  influência  sobre  a  prevalência  do  parasita  quando  se  estudaram  as  duas 
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espécies de anuros em conjunto, contudo, quando se observa L. chaquensis e L. podicipinus 

isoladamente em relação aos locais de coleta são encontrados resultados diferentes. Talvez a 

diferença  observada  esteja  relacionada  à  área  que  o  parasita  pode  ocupar  dentro  do 

hospedeiro. L. chaquensis é maior que L. podicipinus, além disso, estes animais dificilmente 

hospedam apenas uma espécie de parasita, ou ainda, a área corporal de exposição aos vetores 

invertebrados talvez influencie na prevalência do flagelado e pode ser que exista neste caso a 

especificidade vetor-hospedeiro.  

Toda a discussão acima demonstra que existe uma estrutura complexa entre ambiente, 

vetor, hospedeiro e parasita que merece ser investigada com mais cuidado. 

As formas de tripanossomas para L. chaquensis encontradas na Faz. Nhumirim eram 

menores  em  relação  às  formas  encontradas  na  BEP  e,  além  disso,  possuíam  pouca 

variabilidade morfológica.  Na BEP houve uma maior  variabilidade  de formas,  ocorrendo 

desde formas maiores e largas com extremidades arredondadas, formas de circulares a ovais, 

até formas estreitas e alongadas, mas o que predominou foi a morfologia de tripanossomas 

maiores (Figura 11).  Na Faz. Nhumirim houve pouca variação,  mostrando formas largas, 

formas bem pequenas, mas predominando formas alongadas e estreitas (Figura 12). No outro 

hospedeiro,  L.  podicipinus não  foi  possível  fazer  a  comparação  entre  os  locais,  pois  as 

observações feitas pela análise microscópica no ponto de coleta da Faz. Nhumirim mostraram 

apenas duas formas do parasita.

Em relação ao pleomorfismo do parasita observado em nossa pesquisa, isto talvez se 

deva a uma adaptação específica destas formas ao ambiente dentro do hospedeiro, como por 

exemplo, uma adaptação à presença de hormônios ou a presença de anticorpos, dentre outros 

fatores  (Bardsley  e  Harmsen,  1973).  Embora  estas  características  ainda  não  tenham sido 

desvendadas para todas as formas de tripanossoma de anuros (Bardsley e Harmsen, 1973), há 

evidências que alterações  do ambiente,  como a temperatura,  modificariam a fisiologia do 

anuro e consequentemente as formas do parasita (Bardsley e Harmsen, 1973).

Quanto aos tripanossomas que observamos nos órgãos, podemos explicar através do 

experimento  realizado  por  Southworth,  Mason  e  Seed  (1968).  Segundo  estes  autores,  o 

encontro do parasita nestes órgãos estaria ligado à influência do fotoperíodo na rã, ou seja, 

em períodos de escuro a tendência dos parasitas era de migrarem para o baço, fígado e rim, já 

em  períodos  de  claro  a  tendência  era  de  encontrá-los  na  circulação  sanguínea.  Isto  se 

justifica, pois a rãs de nosso experimento foram coletadas no período noturno, mas foram 
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necropsiadas no período diurno, talvez devido a esta variação uma parte dos tripanossomas 

tenha migrado para a circulação. 

Ressaltamos  que  os  parasitas  observados  nos  tecidos  estavam  no  sangue, 

extracelularmente,  e não dentro das células teciduais, não sendo, portanto, outra forma do 

parasita. 

6. CONCLUSÃO 

A prevalência entre as duas espécies de hospedeiros em ambos locais de coleta foi 

alta. A diferença significativa de positividade em L. podicipinus talvez reflita a influência de 

diferentes  vetores  ou  a  influência  do  tamanho  do  hospedeiro,  entre  outros  fatores.  A 

pleomorfia dos tripanossomas encontrados pode indicar diferentes fases do parasita ou até 

diferentes espécies.

O diagnóstico molecular teve um resultado positivo, apesar de não termos conseguido 

repeti-lo  para  todas  as  amostras  a  técnica  se  mostrou  eficiente  para  detecção  destes 

protozoários.
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Os  anuros  podem  ser  parasitados  por  diferentes  hemoparasitas,  entre  eles, 

hemococcídios do Filo Apicomplexa, Ordem Eucoccidiida. Dentre as espécies que podem ser 

observadas  estão  as  pertencentes  ao  gênero  Lankesterella.  Neste  gênero  encontram-se 

espécies  cujo  ciclo  de  vida  inclui  merogonia,  gametogonia  e  esporogonia  ocorrendo  nos 

tecidos  do  hospedeiro  vertebrado.  A  transmissão  do  parasita  é  feita  por  vetores  como 

sanguessuga ou mosquitos. A forma do parasita encontrada no sangue de vertebrados são os 

esporozoítos (Desser,  1993, 2001).  Outro gênero que pode ser  observado é  Dactylosoma 

(Apicomplexa  Eucoccidiida)  cujas  espécies  ocorrem  nos  eritrócitos.  Seu  ciclo  é 

desconhecido, embora as sanguessugas sejam suspeitas de serem os vetores (Barta, Boulard e 

Desser, 1989). 

Os  myxosporeos  são  protozoários  pertencentes  ao  Filo  Myxozoa,  parasitas  de 

anfíbios e répteis e peixes, encontrados na cloaca do hospedeiro, mas esporos e trofozoítos 

são observados nos rins destes animais. Os trofozoítos maduros geralmente possuem formas 

que  variam  de  arredondadas  a  ovais,  o  endoplasma  possui  grânulos  finos,  contendo  um 

núcleo  vegetativo,  dois  esporos  em  desenvolvimento  e  glóbulos  de  gordura  de  vários 

tamanhos e números (Kudo, 1922). Existem várias espécies neste Filo, porém, a classificação 

baseada somente na morfologia é incerta (Gunter e Adlard, 2010).

Foram  estudados  anuros  das  espécies  Leptodactylus  podicipinus  e  Leptodactylus 

chaquensis que foram coletados nos meses de abril, novembro e dezembro de 2008 e janeiro 

de 2009, no Pantanal, Mato Grosso do Sul. 

A captura dos exemplares foi realizada com a mão, colocando os animais em sacos 

plásticos e levados ao laboratório,  para posteriormente serem eutanasiados com uma dose 

elevada de anestésico (Tiopental Sódico).

A  captura  dos  animais  foi  realizada  sob  a  aprovação  da  Comissão  de  Ética  na 

Experimentação  Animal  (CEEA)  n°  1608,  localizada  no  Instituto  de  Biociências  da 

Universidade  Estadual  Paulista  (UNESP)  e  autorizada  pelo  Instituto  Brasileiro  do  Meio 

Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA) n° 16696-1.

O  sangue  foi  retirado  através  de  punção  cardíaca,  utilizando-se  EDTA  como 

anticoagulante. Deste sangue realizaram-se esfregaços sanguíneos que posteriormente foram 

fixados em metanol por 3 minutos e corados com May-Gruenwald-Giemsa (10%) por 30 

minutos e examinados  em microscópio  óptico,  aumento de 1000x,  para  o  diagnóstico de 

104



hemoparasitas.  Durante  a  necrópsia,  imprint de  órgãos  (fígado,  baço,  rim)  foram 

confeccionados. Estas lâminas foram fixadas e coradas como descrito acima.

Foram coletados 145 anuros, 68 L. chaquensis e 77 L. podicipinus. Em um espécime de 

L.  podicipinus (1,3%) foram  observados  parasitas  do  gênero  Lankesterella,  que  se 

assemelharam muito com aqueles encontrados por Barta, Boulard e Desser (1989) (Figura 1).
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Figura  1.  Lankesterella sp. (seta)  observado  no  sangue  de  Leptodactylus 
podicipinus.



No sangue de um L. chaquensis (1,45%) foram encontrados esquizontes primários de 

Dactylosoma  sp. (Figura 2) e gamontes (Figura 3), os quais foram muito semelhantes aos 

encontrados por Barta, Boulard e Desser (1989).

Foram observados trofozoítos de Myxozoa nos rins de um L. chaquensis (1,45%) que 

eram muito semelhantes ao descrito por Kudo (1922) como sendo Leptotheca sp. (Figura 4).
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Figura 2: Esquizonte de Dactylosoma sp. (seta) observado no 
sangue de Leptodactylus chaquensis.

Figura  3.  Gamonte  de  Dactylosoma sp. (seta)  observado  no 
sangue de Leptodactylus chaquensis. 



Os  anuros  são  parasitados  por  grande  diversidade  de  protozoários,  sanguíneos  e 

tissulares,  que  são  pouco  estudados  no  Brasil.  São  necessários  esforços  no  sentido  de 

caracterizar  estes  parasitas  morfologicamente  e  geneticamente,  estudar  sua  prevalência  e 

verificar seu potencial patogênico nestes animais.
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