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RESUMO

Relatamos o sucesso de cultivos de T. hastatus em meios- 199, LIT, RPMI e RQ associados
20 soro fetal bovino (SFB) 10 a 30%, soro de galinha (SG) 10 ¢ 20%. soro de pato (SP) a 20%e/ou
extrato de Triatoma infestans a 10% além dos antibidticos: Cloridrato de Tetraciclina e Amoxicili-
na.

— Estas culturas foram inoculadas a 26369 C (temperatura ambicente), a 26, 28, 32, 34, 35 ou

O T. hastatus cresceu bem em todos os meios, com elevados rndices de crescimento, quando
associado com qualquer dos “‘estimuladores™ usados.

Os meios proporcionaram variavel grau de morfogénese de 20 a 100%, com cerca de 60%de
formas tripomastigotas ou 100% de amastigotas. Parecendo haver uma correlagdo entre o grau de
temperatura de incubagdo e a intensidade de morfogénese apresentada.

Os fatores existentes nos ‘‘estimuladores™ usados, aparentemente, induzem, de inicio, ao
aparecimento de uma determinada forma  tripomastigota ou amastigota, mas evolutivamente apos
a curva estaciondria de crescimento; hi scmpre um numero clevado de amastigotas.

Aparentemente, o Soro de Pato, o Extrato de triatomincos ¢ o Cloridrato de tetraciclina
(0,96mg/ml), induzem a formagdo de tripomastigota enquanto o soro de galinha induz a producdo
de amastigotas.

Todas as formas de evolugdo retornam a cpimastigotas quando reincubados a 269 C no meio
de origem.
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INTRODUCAO

O Trypanosoma ‘“‘tipo cruzi’” do
morcego Phyllostomus hastatus hastatus,
aparentemente, sO parasita quirépteros,
condicionando quase sempre, no sanguc
periférico, baixa parasitemia (3, 19, 20,
36), sendo o encontro da forma tissular
amastigota, ocorrente nos pulmdes, intes-
tinos e outros 6rgdos, sido descrita oca-
sionalmente (10, 21); a infecgfo de ou-
tros animais de laboratério como camun-
dongos, ndo tem sido observada, senio
em rarissimas ocasides (19). O parasita
cresce facilmente em meios de cultura re-
lativamente simples, tanto quanto nos
mais “complexos”, onde se observa 99%
de epimastigotas. Os triatomincos tam-
bém se infectam por xeno artificial sendo
entdo observadas as formas evolutivas nos
barbeiros (3, 19).

Em fungdo destes aspectos espe-
ciais; eletividade para o animal receptivo
(morcego), que se infecta com baixa para-
sitemia, rarissimos ninhos de amastigotas
no tecido, se conhece, mal por inteiro, as
formas evolutivas, principalmente, a
tripomastigota de cultura e a forma amas-
tigota e também ndo se dispoe destas for-
mas como fonte de antigeno ou elemento
de comparagdo para com o T. cruzi.

Neste trabalho, através do emprego
de meios de culturas adequadamente en-
riquecidos e sob condigdes de temperatu-
1a Otimas, mais elevadas, estudamos al-
puns fatores condicionantes da transfor-
magio das formas flageladas em amastigo-
tas ¢ da metaciclogénese deste trypano-

soma. listudamos também a capacidade do
uso das diversas formas como antigeno
particulado nas reagoes de IFI para doen-
¢ de chagas  capacidade infectante das

formas epimastigotas, amastigota ¢ prin-

cipalmente tripomastigota para camun-
dongos; bem como a capacidade de pene-
tragdo em macrofagos peritoneal de ca-
mundongos das formas epimastigotas, tri-
pomastigota e amastigotas.

Os resultados serdao referidos em
trés comunicagOes separadas; a primeira
sobre as variagdes morfologicas em fun-
¢do da temperatura e condi¢des do meio,
o presente trabalho; a segunda, sobre a ca-
pacidade do uso das formas amastigota e
cpimastigota na RIFI (45), sua compara-
¢io com as mesmas formas de 7. cruzi e
a terceira e ultima, sobre o comportamen-
to das varias formas do 7. hastatus sobre
macrofagos de peritdneo de camundon-
gos, ¢ a tentativa de infecgdo de camun-
dongos (17).

O 7. cruzi tem sido motivo de ex-
tensas pesquisas sobre a sua morfogénese,
em fungdo do interesse de se desenvolver
um método simples para obtengdo de for-
mas puras metaciclicas e mesmo amasti-
gota, que seriam usadas no estudo das ca-
racteristicas estdgio-especifica; produgdo
de antigenos, aplicagdo na imunologia,
com produgdo de anticorpos monoclo-
nais, visando aspecto taxonémico, e tam-
bém no estudo de aspectos nutricionais e
bioquimicos que influenciam a sua
morfogénese (4, 5,6,8,9,10,11,12,13,
14, 16, 22, 26, 27, 28, 31). Conquanto
relativamente numerosos, estes trabalhos,
ainda ndo permitiram conhecer o meca-
nismo intimo das modifica¢des de formas
do parasita. A maicria dos trabalhos exis-
tentes tem empregado meios semi-defini-
dos ou complexos, o que dificulta ou im-
pede mesmo certas aplicagGes.

Como se sabe o T. cruzi tem sido
cultivado em meios livres de células por
muitos anos, a temperatura de 24 a 270C,
onde se mantém por repiques sucessivos,
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com propor¢des de epimastigotas predo-
minando, em torno de 96 a 99%, formas
amastigotas tem sido relatadas, ocasional-
mente, em culturas velhas, sejam isolada-
mente, sejam em formas agrupadas, desde
Chagas (1909) e formas tripomastigotas
ocorrem na fase estaciondria de cresci-
mento, habitualmente, sob condigdes nor-
mais, em pequena e variavel proporg¢do (6,
12, 35). Isto ocorre quando, presumivel-
mente, condi¢des de crescimento tornam-
se desfavordveis o que pode ser devido a
redugdo de glicose, concentragdo e acu-
mulo de 4cidos organicos (27); varias ma-
nipulagSes das condi¢des de cultura —
como varia¢gdo do pH, consumo de meta-
bolitos, modificagdo da temperatura (46,
47); ou enriquecimento do meio com fa-
tores que estimulam de per si a metaciclo-
génese; Muniz e Freitas (1946), descreve-
ram a realizagdo “in vitro” do ciclo do
T. cruzi no vertebrado, usando meios de
caldo liquido peritoneal (39). Pick,
(1957) descreveu um novo meio com
sangue permitindo a diferencia¢do de for-
mas do sangue e metaciclicas para a for-
ma do tripomastigota (49). Wood e Pip-
kin (1969) foram os primeiros a cultivar
epimastigotas em meios de cultura para
células de inseto, que eles suplementaram
com soro Fetal Bovino (SFB) e hemolinfa
de Phylosomia Cynthia obtendo grande
diferenciag¢do (59); Wood e Souza (1976)
verificaran: excelente crescimento 8,3x
107 tripomastigota/ml em meio consti-
tuido de meio de cultura para células de
inseto (60), o meio Grace, associado ao
SFB e Extrato de Rhodinus prolixus.
(As formas metaciclicas ndo se desenvol-
via se 0 extrato de Rhodinus fosse exclui-
do do meio).

O’Daly (1975) descreve um meio
parcialmente definido, (SM) contendo 5%

de SFB que promove o desenvolvimento
de até 90% de formas metaciclicas duran-
te a fase estaciondria (42). Pudney ¢ la-
mar estabelecem uma linhagem de células
de Triatoma infestans, em um mecio com-
posto do meio LEIBOVITZ - L 1S,
triptose, glutamina e SFB. (ML15). Estas
células suportam o crescimento continuo
da forma tripomastigota do 7. cruzi,
aproximadamente 1x107 tripomastigota/

ml, Lamar (1979); quando a forma de tri-
pomastigota do sangue € inoculada nes-

tas culturas de células elas se diferenciam
em formas amastigota “like” e subseqiien-
temente, em epimastigotas metaciclicos
(34, 51).

Dusanic (1980), mostrou que ligei-
ras modifica¢Ges e combinagGes dos com-
ponentes do meio ML-15 e do meio SM
de O’Daly mais Soro Fetal Bovino (SFB),
permite o cultivo axénico do 7. cruzi e fa-
cilita a evolugdo para o estdgio metacicli-
co (22).

Isola e cols. (1981) usaram o meio
de Grace; o Grade modificado, verifican-
do que quando acrescido de homogenato
de estomago, intestino, testiculos e ova-
rios de T. infestans recém-alimentados, os
epimastigotas crescem adequadamente.
Similar resultado ocorre em suplementa-
¢do idéntica de extrato de barbeiros sem
se alimentar, contendo mais extrato de
intestino. Nenhum deles produz metaci-
clogénese; o que ocorria quando o meio
de Grade era enriquecido com extrato de
intestino, ou de estdmago de barbeiro ali-
mentado 24 a 48 horas antes em galinha
(31).

Sullivan em 1982, refere-se a obser-
vagOes proprias, em que o meio de Grace,
acrescido de SFB a 10%, a 260C, em 7
dias permite o crescimento de 6,0x10¢,
com um indice de transformag¢do em tri-
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pomastigota 75% de cepa Y mantida em
meio de Offut (1946) (54).

Avila & cols. (1979), obtiveram
pela primeira vez um meio sintético sim-
plificado em que 7. cruzi virulentos para
o hospede pade ser cultivado com elevado
indice de crescimento. Este meio se cons-
titui de somente D-glucose, sais inorgani-
cos, nucleotideos, vitaminas e catalase de
figado bovino (S.F.B.) que prové todos
os heme e amianodcidos, requeridos para
multiplicagdo ativa. Permitiu o crescimen-
to de inéculos tdo baixos quanto 400
cls/ml (0, 0004x10¢ epi/ml). Cinco cepas
de T. cruzi cresceram satisfatoriamente
no meio. Andlises morfoldgicas revelaram
95% de epimastigotas com 5% de tripo-
mastigota, na fase estacionaria do cresci-
mento.

O papel nutricional da catalase
(SFB) para o T. cruzi, dentre as possiveis
explicagdes teria a ag¢do estimuladora
sobre a pinocitoses e papel transportadora
de hemina. O que o estudo histoquimico
a nivel de ultraestrutura confirmou, re-
velando hemoproteinas localizadas dentro
de organelas da membrana (1).

Ao contrdrio do 7. cruzi, em que se
dispde de todas estas informagdes, para o
T. hastatus nada existe e, praticamente, se

conhece bem apenas as formas epimastigo-

tas de cultivo, porquanto as formas san-
giiicolas no quirdptero, sdo escassas e ndo
permitem comparagdes estatisticamente,
significativas. Neste trabalho pretendemos
mais que nada constatar a possibilidade
de se dispor das formas amastigotas (ou
amastigota “like” e tripomastigota do T.
hastatus para os estudos imunoldgicas e
outros anteriormente citados para o 7.
cruzl, ¢ mais do que isto fazer testes da
potencinlidade infectante  para animais
de Inbottonio)

MATERIAL E METODOS

Cepas T. hastatus hastatus:

Foram usadas cepas de Trypanoso-
ma hastatus hastatus mantidas em nosso
laboratério em meio LIT com repiques
quinzenais 4 temperatura média de 26-
280C.

Meios de cultura empregados no
experimento e temperatura:

Usamos os meios monofisicos cons-
tituidos de RPMI-1640 (Gibco), com L-
Glutamina sem Bicarbonato de sédio e
antibidticos associados, 20% de soro de
galinha; 20% de soro de pato, 10, 20 ou
30% de soro fetal bovino e/ou 10% de ex-
trato de barbeiro, (liquido obtido por li-
qidificagdo em liqiiidificadores domésti-
cos com 10 ninfas de 4o0. estigio em
100ml de soro-fisiologico); empregamos
também o meio RQ, meio LIT e o meio
199 enriquecidos com soros de galinha,
pato, fetal de boi, extrato de triatomi-
neos. As temperaturas em que realizamos
os experimentos variaram desde a tempe-
ratura ambiente 20+ 80C, a epoca dos tra-
balhos, até 370C, indo de 26 a 350C habi-
tualmente.

A maior parte do trabalho foi reali-
zado com os meios LIT RPMI e 199+SFB
por serem os mais conhecidos. Usamos
também deliberadamente antibi6ticos no
curso do experimento, ndo com a preten-
sdo de evitar contaminagdes, porém com
a finalidade de observar sua atividade so-
bre o metabolismo do parasita, como a
Amoxicilina e o Cloridrato de tetracicli-
na.

Experimento A:
Estudo evolutivo do T. hastatus em
meio 199+ soro fetal bovino a 30% e
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extrato de barbeiro a 10% (1 parte do ex-
rato de barbeiro + 2 partes de meio 199+
SFB). Em 5 ml deste meio fizemos um
inéculo de 0,2ml com aproximadamente
2x10% epimastigota mantidos no meio
LIT por 15 dias. Os experimentos foram
sempre realizados em triplicata.

Os cultivos foram examinados du-
rante 20 dias uteis consecutivos (periodo
aproximadamente de 24 horas), diluidos
e contados entre lamina e laminula e
corados pelo Giensa, para estudo de sua
morfologia e ocasionalmente contagem.
Fazia-se a anota¢do da contagem absoluta
e especifica e reinoculava-se em meio
RPMI periodicamente. Este experimento
foi realizado a 280 e 340C.

Experimento B:
O segundo experimento constou da

observagdo até 27 dias, periodicamente
com intervalos de 24, 48 e 72 horas até
o 150. dia e uma revisdo no 270. dia do
comportamento do 7. hastatus em meio
199 associado ao Extrato de barbeiro a
10%, de um in6culo de 0,2ml de 4x10%,
crescido a 340C em meio 199+SFB a
10%. Se observou por contagem especifi-
ca e absoluta o desenvolvimento dos para-
sitas.

Foi feita revisdo da cultura no 27o0.
dia, quando se repicou para o LIT a 280C
e para o mesmo meio (2a. passagem) o
meio 199+Extrato de barbeiro a 10% a
280C; durante o crescimento deste in6-
culo elevou-se a temperatura para 340C,
no 22o0. dia e se manteve observa¢do até
35 dias.

Experimento C:

Estudo evolutivo do 7. hastatus em
meio 199 associado a SFB 30%, inoculo
de 0,2ml, com aproximadamente 5x10%
formas epimastigotas em 5 ml de meio.

As culturas foram realizadas concomitan-
temente s temperaturas: ambiente (20+
80(), 26, 28, 32, 34, 35 e 370C, provi-
nham de cultivo em LIT por 15 dias a
26+20C, foram observados por 124 dias
de 27.01. a 28.05., com intervalos de 48
horas até o 430. dia, quando comegou a
perder sua vitalidade as temperaturas mais
elevadas; posteriormente as culturas fo-
ram reexaminadas com 114 e 124 dias.

Experimento D:

Neste experimento verificamos as
transformacgdes das formas de 7. hastatus,
crescido em LIT e mantidos neste meio
até o 200. dia, com aumento progressivo
da temperatura que ao final, manteve-se a
350C, tendo alcangado o crescimento de
2x10¢. Um ino6culo de 0,2 ml foi feito
respectivamente para o meio no meio LIT
acrescido de soro de pato a 20%, ou 0,16
mg/ml de cloridrato de tetraciclina, ou
0,96mg/ml de cloridrato de tetraciclina.
As formas presentes nestes trés cultivos,
foram verificadas, contando-se 1000 for-
mas de suas amostras, no 50., 8o., 150., ¢
20. dias. Do cultivo do 8o. dia repicamos
0,2ml para o meio RQ acrescidos nas mes-
mas proporg¢des, de soro de pato ou clo-
ridrato de tetraciclina.

Experimentos suplementares:

Além daqueles experimentos de A e
D em que usamos os meios bem conheci-
dos, alguns experimentos foram realiza-
dos com soros de aves e antibidticos que
merecem referéncia, com associagdo de
antibiéticos ou para comparar com cepa
bem conhecida de 7. cruzi.

Experimento suplementar n. 1:
No experimento suplementar n. 1
fez-se estudo comparativo da capacidade
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de transformagdo de epimastigota do T.
hastatus crescidos em LIT em sua fase de
estabilidade, quando transferido para
RPMI acrescido de 20% de soros: a) soro
de galinha, b) soro de pato, ¢) soro fetal
bovino e d) extrato de triatomineo, em
amastigota e tripomastigota a temperatu-
ra de 350C,

Experimento suplementar n. 2:

Verificagdo da capacidade do
epimastigota do 7. hastatus se transfor-
mar amastigota ou tripomastigota, quan-
do repicado do LIT a 249C, para o meio
RQ enriquecido em 10 ou 20% de soro de
galinha ou com 20% de soro de pato, ob-
servagdo do lo. ao So. dia, no 100. e 300.
dias.

Experimento suplementar n. 3:

Verificagdo da capacidade de anti-
biéticos interferirem no metabolismo do
T. hastatus, modificando a sua forma “‘in
vitro”, influenciando na sua metacicloge-
nese.

O primeiro antibidtico testado foi
cloridrato de tetraciclina, usado na pri-
meira vez em dosagem ndo conhecida,
mas certamente, elevada, logo depois os
cxperimentos foram realizados com o an-
tibiético nas dosagens de 0,16 a 0,96mg/
ml.

A Amoxicilina também foi usada
em dose de 2,5 mg/ml, associada ao meio
LIT ou ao meio RQ.

Experimento Suplementar n. 4:
Metaciclogénese do 7. cruzi em fun-
¢do da presenga de antibiéticos no meio,
cm doses elevadas. Foi usada a cepa Y pa-
togénica, mantida em nosso laboratério
em LIT a 260+ 20C., com repiques quin-
7enais; postos a crescer em meio RQ, a-
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crescido de Amoxicilina 2,5mg/ml e em
RQ associado a Cloridrato de tetracicli-
na 0,96mg/ml e em RQ associado a Clori-
drato de tetraciclina 0,96mg/ml a tempe-
ratura de 350C. O cultivo foi estudado no
So. dia.

RESULTADOS

Experimento A:

Crescimento e morfogénese do 7.
hastatus em meio 199+SFB 30% e Extra-
to de barbeiro 10% (2/1). Os resultados
deste experimento encontram-se sumari-
zados na Tabela 1 e Figuras 1 e 2.

Eles demonstram que o 7. hastatus
se multiplica bem no meio, alcangando
seu maximo crescimento ao nivel do 13o0.
dia, fase estaciondria em que alcanga
7x10* parasitas por ml. A 280C, a partir
do 6o. dia aparecem tripomastigotas que
aumentam lentamente indo atingir 40%
no final do experimento, concomitante-
mente, s¢ observa evolugdo do epimasti-
gota para amastigota que evolue lenta-
mente, alcangando 17% aos 21 dias. A
340C o crescimento como um todo é um
pouco mais rdpido e jd no 60. dia alcanga
o indice 7x10° e uma transformagdo de
34 cpimastigota para tripomastigota e ji
neste momento as amastigotas se dife-
renciaram na ordem de 21% e ao final do
cxperimento ela representou 92% das for-
mas observadas na cultura com 58 e 34%
respectivamente de formas amastigotas ou
esferomastigotas.

Experimento B:

Estudo da morfogénese e evolugdo
do T. hastatus em meio 199 acrescido de
extrato de Triatoma infestans a 10%, a
340C. Mostrou que o T. hastatus cresce
bem no meio, alcangando seu mdximo de



TABELA 1: Estudo evolutivo do T. hastatus em meio 199 + SFB a 30% e Extrato de Barbeiro a 10% (1 parte de extrato de
barbeiro para 2 partes de 199 + SFB). Inéculo de 0,2ml de 7. hastatus 2,6 x 10° formas (15 dias em LIT). Inécu-
lo em 21.09.79.

TEMPERATURA 2809C | 340C

EXAME CRESC IMENTO DISTRIBUICAO DO TIPO MORFOLGGICO % | CRESCIMENTO DISTRIBUICAO DO TIPO MORFOLOGICO %
NG  DIA ( x 10°) TRIPOMAST.® EPIMAST.  AMAST.® [ ( x 10°) TRIPOMAST. * EPIMAST,  AMAST.®
10 30 4,2 = 100 = 854 = 100 2

29 40 4,4 - 100 - 5,6 - 100 -

30 59 4,7 = 100 . 5,9 6 94 R

40 69 5,5 5 95 = 6,8 7 90 3

59 79 5,8 7 90 3 6,9 9 86 5

69 100 6,0 9 86 5 6,9 10 82 8

79 119 6,1 10 83 7 7,0 13 76 1

8o 130 6,9 13 79 8 7,0 18 69 13

99 149 6,9 17 73 10 7,0 25 58 17

100 159 6,9 23 65 12 7,1 34 45 21

11 169 6,9 27 60 13 7,2 38 38 24

120 179 7,0 31 54 15 7.2 as 28 27

130 199 5 34 50 16 753 48 23 29

149 209 ,1 36 47 17 7,3 54 16 30

15¢ 219 7,1 40 43 17 7,3 58 8 34

* = Repiques feitos até o 209 dia, mostraram sempre diferenciacdo para epimastigota, das formas amastigotas ou
tripomastigotas obtidas.
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Fig. ] — Experimento A

crescimento, ao nivel do 10o. dia quando
alcangou 2,1x10¢ formas por ml e que
se diferencia intensamente aparentando,
nimeros relativamente normais de tripo-
mastigota 8% no 12o0. dia, mas 98% de
amastigota e esferomastigota no 150. dia
de evolugdo. Além do mais foi verificado
que os repiques desta cultura realizado
12 dias depois quando se observou 62%
de amastigotas e 38% de esferomastigotas
em meio LIT a 280C, retornou rapida-
mente a epimastigota, mas quando a esta
temperatura 280C se reinoculou no mes-
mo meio 199 + extrato de barbeiro a
10%; os reexames de culturas até o 40.
dia, mostraram quase s6 formas amasti-
gotas, com alguns epimastigotas no lo.
¢ 20. dias; 12 dias depois a cultura conti-
nha so epimastigota; 3 dias depois quando
apresentava grande quantidade de epimas-
tigota e alguns amastigotas, foi incubada
a 340C, todas as formas tornaram-se
amastigotas em duas verificagdes subse-
quentes, 3 dias ap6s a 3a. passagem no
meio desenvolveu curva idéntica a da 2a.
passagem, isto é a diferenciagdo direta
epimastigota-amastigota-amastigota-epi-

T_HASTATUS EM MEIO 199 ASSOCIADO A
SFB A 30% E EXTRATO DE BARBEIRO 0%

INGCULO= 2010° FORMAS
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~
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Fig. 2 — Experimento A

mastigota-amastigota. Estes dados encon-
tram-se resumidos na Tabela 2 e Figuras 3
e4.

Experimento C:

O T. hastatus crescido em meio
199 + soro fetal bovino (SFB) 30% em
diversas temperaturas demonstrou cresci-
mento bom alcangando seu maximo de
crescimento a 260C por volta do 150. dia
logo apds o inicio da curva estaciondria; e
quanto as modificagdes de formas, no
meio desta fase, observou-se as tempera-
turas mais baixas, até 280C cerca de 10%
de tripomastigota, e as temperaturas mais
elevadas de 320 a 370C cerca de 35% de
tripomastigota; o que so seria alcangado
is temperaturas mais baixas ao final do
experimento, 60 dias depois, quando 2
temperatura mais elevada jd se obtem por
volta de 60% de tripomastigota, quando
ndo, s6 amastigotas.

Estes dados acham-se resumidos na
Tabela 3, Figuras 5, 6, 7 e 8.

Experimento D:
Diferenciagdo da morfogénese do T.
hastatus em fung¢do da complementagdo

—
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TABELA 2: Evolugdo e morfogénese do 7. hastatus inéculo de 0,2ml

provindo do meio 199 + SFB a 10% (a 340C) com 4 x 10°
formas em meio 199 + extrato de barbeiro a 10%.

TEMPERATURA 340C| Melo

“FORMAS —|CRESCIMENTO
LEITURA DIA (x 10" )

199 + EXTRATO DE BARBEIRO 10%

TRIPOMAST. AMAST, EPIMAST. ESFER.Z

o

270 21
TEMPERATURA 280C - 28 PASSAGEM
7»\"' )
310
169

TEMPERATURA 340C - 2A PASSAGEM

100

nle =
TEMPERATURA 280C - 3A PASSAGEM

n5e

T-HASTATUS EM MEIO 199 ASSOCIADO AD

ﬁxémmo DE BARBEIRO A 10%
CULO= FORMAS
ﬁo‘,'é._nl AMASTIGOTA

34°C EPIMASTIGOTA

TRIPOMASTIGOTA

ESFEROMASTIGUTA
2000°

Fig. 3 — Experimento B

1o

- - 100
100

b 94

a3
9 86

mn 85

8 7 65
58 2 10

602 - 38

100

100

a5
100

- oo

Pyohinn iy mesma Fome gue o0 9 nassagen

T_HASTATUS EM MEIO 199 ASSOCIADO AO
EXTRATO DE BARBEIRO A 10%
INOCULO= 4,10° FORMAS AMASTIGOTA

5 02ml EPIMASTIGOTA
2~ PASSAGEM NO EXTRATO DE BARBEIRO

S

100 A'\OO% ’ ‘looqo

%)
8 &

FORMAS(

58835283

3 6 9 12 15182 24 27 30 33 359

DIAS DE CRESCIMENTO

Fig. 4 — Experimento B




TABELA 3: Estudo evolutivo do 7. hastatus em meio 199 associado a 30% de soro fetal bovino (SFB). In6culo de
54 x 10° —0,2ml crescido em LIT no 159 dia.

EXAME 269 C DISTRIBUICAO DAS FORMAS EPIMASTIGOTA (EPI), TRIPOMASTIGOTA (T) E AMASTIGOTA (A), %

NO DIA CRESC; 269C 20 * 8oC 289C 320C 340C 350C 379C
%307 Eer, T, B, | Ept. Vo A | Epr. 3. A | Epl. T. K JErl. T. A Ep1. T. A.| Er1. T. A
01 30 1,9 100 - - 100 - - 100 - - 100 - - Adaptacio Adaptacado Adaptacdo
02 59 4,6 100 - - 100 - - 100 - - 100 - - Adaptacao Adaptacao Adaptacdo
03 79 7 96 4 - 100 - - 97 3 - 100 - - Adaptacao Adaptacao Adaptacao
04 99 12 94 6 - 100 - - 95 5 - 92 8 - 94 6 - Adaptacao Adaptacao
0S 129 38 93 7 - 97 3 - 92 8 - 88 12 - 86 14 - Adaptacdo Adaptacao
06 159 73 91 9 - 95 5 - 90 10 - 73, 27 - 68 32 - 67 33 - Adaptacao
07 179 77 89 1 - 92 8 - 88 12 - 65 35 - 63 37 - 64 36 - 68 32 -
08 199 88 87 13 - 91 9 - 84 16 - 62 3 - 59 41 - 62 38 - 65 35 -
09 219 89 84 16 - 87 I3 - 84 16 - 60 40 - 54 46 - 56 44 - 65 35 -
10 23¢ 91 S8 22 - §5 17 - 2 18 - 57 43 - 47 53 - 49 51 - 64 36 -
11 25¢ S1 oS 23 - s 2 - -8 28 - 52 48 - 45 55 - 43 57 - Mortalidade
12 289 g2 TS 28 - 4§ 26 - =2 pay - 3¢ 30 - 42 58 - 44 56 - Mortalidade
13 319 92 68 32 - S &5 - Tl = - 4T 353 - 41 59 - 41 59 - Mortalidade
14 389 93 66 34 - ¢ 30 - = 28 - 45 5% - 40 60 - - - 100 Mortalidade
15 4109 93 63 37 - 70 30 - e 3¢ - 46 54 - 38 62 B - - 100 Mortalidade
16 430 93 62 38 - 70 30 - §3 33 - 45 5SS - 37 63 - - - 100 Mortalidade
17 669 93 62 38 B 68 32 - 62 38 - 45 55 - 36 64 - Mortalidade Mortalidade
18 1149 97 1 2 - - 100 - - 100 - - 100 - - 100 Mortalidade Mortalidade
19 1249 Mortalidade Mortalidade Mortalidade Mortalidade Mortalidade Mortalidade Mortalidade

*= Temperatura Ambiente

N
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T-HASTATUS EM MEIO 199 ASSOCIADO AO
SORO FETAL BOVINO-INOCULO= 5.,10 FORMAS
02m

A AMASTIGOTA
EPIMASTIGOTA ——20%8)°C
A TRIPOMASTIGOTA ———-32° C

*CURVA DE CRESCIMENTO

00% Soo
H{:\\v_ PR UL it

48 1216 20242832 364048

Sia 4t ]
DIAS DE CRESCIMENTO  MORTALI

Fig. 5 — Experimento C

T.HASTATUS EM MEIO 199 ASSOCIADO AO
SORO FETAL BOVINO - INOCULO = SoI0FORMAS
A AMASTIGOTA 02ml
EPIMASTIGOTA  ———-26° C
TRIPOMASTIGOTA ———28°C
---------- CURVA DE CRESCMENTO

- 4 8 12 16 20 24 28 3236 40 44
DIAS DE CRESCIMENTO

Fig. 7 — Experimento C

do meio LIT a 350C com soro de pato
(20%) ou cloridrato de tetraciclina (0,16
mg/ml e 0,96mg/ml).

O T. hastatus que habitualmente €
mantido neste meio, a 260C mantém sua
curva classica de desenvolvimento apre-
sentando de 90 a 93% de epimastigota e
tripomastigota, observamos tripomastigo-
ta no fim de um cultivo.

No presente experimento a 350C
observamos um bom crescimento do 7.

419

T_HASTATUS EM MEIO 199 ASSOCIADO AO
SORO FETAL BOVINO_INGCULD=5610' FORMAS
A AMASTIGOTA 02mi

4N EPIMASTIGOTA
A TRIPOMASTIGOTA

o 9u0’y  100m 43 100% . 90
= =
és.lo &
sjwv \ 3
Sra0H 2 :
§ z e *sw.
s .
@ o™ 9% \
L o B \ 34°C
4sv+ - ‘*»SX'
| 30 %
410 / \
2.10" & \
g/ S,

48 12 1620 24 28 2 % 4044
DIAS DE CRESCIMENTO

m
"’ r4e

Fig. 6 — Experimento C

T_HASTATUS EM MEIO 199 ASSOCIADO AO
SORO FETAL BOVINO-INGCULO = 5.I0°FORMAS

A AMASTIGOTA (O2m
EPIMASTIGOTA ====37C
A TRIPOMASTIGOTA °C
+ o CURVA DE CRESCIMENTO
ol | o4y QIOO'I- . 9ud
9&6 - . i
v [FS3 ¥
£.8l% <\
Ei g60 t N\ 9%
S8l 8 oo \
r % AN
CERT
403 201 - \\\
P L A
H — \ \ _— :‘;E
48 203!32%404: 114 1242 I

26
DIAS DE CRESCIMENTO
Fig. 8 — Experimento C

hastatus que mostrou sob a¢do do soro de
pato a 20%, diferenciagdo rdpida para a
forma tripomastigota e esferomastigota
que chegou a alcangar 100% no 20o0. dia
do cultivo, havendo grande predominan-
cia de amastigotas, 970 em 1000 formas
contadas. O mesmo pode se observar em
relagdo a tetraciclina nas dosagens empre-
gadas, diferindo principalmente pela pro-
dugdo essencialmente de tripomastigotas
no 15o0. dia, que chegou em alguns expe-



TABELA 4:Nuamero de formas em 1.000 elementos contados de 7. hastatus em cultura de
20 dias a 35°C em LIT suplementado com soro de pato a 207ASP); cloridrato de
tetraciclina 0,16mg/ml (CT) e cloridrato de tetraciclina 0,96mg/ml(CT),

inoculados com 2x10¢ epimastigotas.

LIT+CT
0,96mg/ml

Meios | LIT+SP20% LIT+CT
0,16mg/ml

OBSERVACOES

Fs. T. A. Esf. EPI|T. A. Esf. EPI|T. A. Esf EPI
Leit.dia

So. 20| 40 505890 210 30 50710320 30 40670
8o. 60 140150{650‘350 160 503540350 60 350340

150.| 80/270{350{300/440 | 80 50’430,480 70 60390

]

200.] 30| 970 0! 30 970‘ 0] 20 90ii 0

Repique para o meio RQ com
0s mesmos suplementos (SP e
CT).

Rosédceas de tripomastigotas —
(Fase exponencial com 20 a
30% CT-0,16mg/ml e 30 a
50%: CT 0,96mg/ml).

97% amastigotas ou esferomas-
tigotas, 3% de tripomastigotas.

T = Tripomastigota A = Amastigota

ESF = Esferomastigota

EPl = Epimastigota
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TABELA 5: Percentual de formas de 7. hastatus em rela¢do a 1.000 elementos contados, de um repique do 89 dia crescido em
LIT + SP 20%; LIT + CT 0,16mg/ml e LIT + CT 0,96mg/ml em meio RQ com os mesmos suplementos.

NUMERO DE 0 0 0 0 0 o
DIAS 2 2 % & L OBSERVACOES
Me1ro RPMI
% % % % % %

SG A 20% Raros 30 A I 50 ¢ 50 100 A 100 At2? Amastigota
Tripomastigota

SP A 20% - Raros T 5 5 20T 25 A Reversdo para epimasti
gota apds 5 dias em
meio LIT mantida a tem

SFB A 20% Raros 50 A I 50 50 100 A 100 A peratura de 359C
Reversao para epimasti

ExT.B, A 10% - - 5 5 20T 30 A gota mantida a tempera-

tura.
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T_HASTATUS-LIT+SORO DE PATO 20 %

INOCULO = 2010° FORMAS A AMASTIGOTA
02m EPIMASTIGOTA
TRIPOMASTIGOTA
O ESFEROMASTIGOTA

3%° C

480

280
C 380
~ 320
0 4s0

80
30

82 52 20%
DIAS DE CRESCIMENTO
Fig. 9 — Experimento D

T_HASTATUS-LIT+

T-HASTATUS-LIT+
0,96 mg/ml DE TETRACICLINA

INOCULO= 2510 FORMAS & AMASTIGOTA
02m & EPMASTIGOTA
(«10) A TRIPOMASTIGOTA
O ESFEROMASTIGOTA
% g 35°C
2 w2 ¥ o g8
% g " ” A
[ Al A 4
Nl
30 8( g
. . )
L 1
L —

8e 152 20%=
DIAS DE CRESCIMENTO

Fig. 10 — Experimento D

O,l6mg/ml DE TETRACICLINA

INOCULO= 210° FORMAS

(e10)

o0
90H

8
J-{>7i0

1 >s40

A AMASTIGOTA

4 EPIMASTIGOTA
4 TRIPOMASTIGOTA
O ESFEROMASTIGOTA

35°C

480
’O 490

3 3
4
(o]
® O
m
N

— -

5 8e

152 202

DIAS DE CRESCIMENTO

Fig. 11 - Experimento D
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Experimento Suplementar n. 1:

O T. hastatus provindos do meio
LIT a 260C quando cultivados em meio
RPMI associados a soro de pato (SP) a
20% ou extrato de barbeiro (Ext. B) a
10%, mostraram no 3o. dia ja 5% de tri-
pomastigotas o que chegou a 25 e 30%
respectivamente, no 100. dia de cultivo.
O soro de galinha (SG) a 20% e o soro Fe-
tal bovino (SFB) a 20% provocaram dife-
renciagdo dos epimastigotas, da ordem de
30% no 2o. dia de cultivo, para amastigo-
tas e que chegaram a 100% no 5o. dia do
experimento. Os amastigotas quando
transferidos para o meio LIT fresco, ain-
da que mantida a temperatura de 350C,
retornaram para epimastigota. Tabela 6.
Figura 12.

Experimento suplementar n. 2:

O T. hastatus repicados do LIT para
o meio RQ enriquecido com soro de pato,
mostrou de inicio alteragdo de morfogé-
nese com mais de dez por cento de tri-
pomastigotas no 4o0. dia de cultivo, mais
ou menos 30% no So. dia e o apareci-
mento de 30% de amastigotas no 10o.
dia, todos diferenciados para amastigo-
ta no 30o0. dia.

O soro de galinha altera a morfogé-
nese, mas induz o aparecimento precoce ¢
crescente de amastigota que chega a 100%
no 5o. dia, unica forma encontrada no
300. dia. As formas amastigotas obtidas
revertem para epimastigota quando sub-
cultivadas em LIT fresco a 260C, o que
nao acontece se se mantiver a temperatu-
ra a 350C. No meio RQ enriquecido com
soro de pato, as sub passagens, indepen-
dentemente, da temperatura continuam
com amastigota e tripomastigota. Tabela
7. Figura 12.

Experimento suplementar ns. 3 e 4:
Influéncia de alguns antibiéticos na

morfogénese do 7. hastatus e T. cruzi. Os
resultados deste experimento demonstra-
ram que quando associamos o Cloridrato
de tetraciclina ou Amoxicilina em meios
variados, obtivemos alteragfo da morfo-
génese. Por exemplo, 0 meio RQ + SP
(20%) + Amoxicilina 2,5mg/ml, cultiva-
das com T. cruzi provindos de LIT,
quando lidos no 5o0. dia mostrou 56,5%
de tripomastigota, 9% de amastigotas ou
esferomastigotas, dados muito semelhan-
tes, a cultivos realizados em meio RQ as-
sociados ao SP + CL (0,96mg/ml). Tabe-
la 8.

O T. hastatus em meio LIT i tem-
peratura de crescimento a habitual 260C,
acrescido de 25mg/ml de Amoxicilina, de-
monstra a interferéncia nitida deste anti-
biético na morfogénese do protozodrio,
condicionando o aparecimento precoce
de tripomastigota e amastigota. Tabela 9.
Figuras 13 e 15.

COMENTARIOS E DISCUSSAO:

O Trypanosoma cruzi em nosso
meio, é mantido em meio LIT associado a
S.F.B.. Se admite que os trypanosomas
nos meios comuns liquidos se mantém
com 96 a 99% de formas Epimastigotas.
Crane & Dvorak e Pan, afirmam que se-
gundo Camargo, (1964); Fernandes &
Castellani (1966), sob condig¢Ges normais
de crescimento, uma pequena e varidvel
percentagem (até 25%) de epimastigotas
se transformam em tripomastigota duran-
te a fase estaciondria (8, 16, 25, 26, 46).
Esta informagdo, realmente, se refere ao
Trypanosoma cruzi, mantido em meio
LIT enriquecido com SFB (soro fetal bo-
vino) ou soro bovino (8, 14, 26); e ndo
a qualquer outro meio, em que habitual-
mente os tripomastigotas ndo alcangam
mais de 6%.



TABELA 6: Percentual de transformagio de epimastigota de Trypanosoma hastatus de Phyllostomus hastatus hastatus, em
amastigota e tripomastigotas a temperatura de 350C, em RPMI enriquecido com 20% de soro de Galinha (SG),
Pato (SP) ou fetal bovino (SFB) e extrato de barbeiro (Ext. b).

ME10S RQ_+ SP_20% RQ + CT_0,16mg/ml RQ + CT_0,96mg/ml

OBSERVACOES
FORMAS T. A. ESF. EPI. T. A. ESF. EPI, T. A. ESF. EPI. .
LEITURA DIAS

Presenca de rosaceas de tri

89 100 240 260 400 400 100 100 400 507 70 60 363
pomastigota nos meios com
CT

169 100 250 120 530 300 200 140 360 400 80 140 380 Presenca de rosaceas no meio
com CT 0,16mg/ml.

219 100 250 225 425 380 200 100 320 550 104 58 288 Presenca de rosdceas nos
meios com CT.

= Tripomastigota A= Amastigota ESF= Esferomastigota EPl= Epimastigota

ck
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A

Fig. 12 (A e B) — Formas amastigotas em meio RPMI associadas a soro de
pato a 209 C e formas amastigotas puras em SFB + soro de galinha.



TABELA 7: Metaciclogénese do T, hastatus em meio RQ suplementado com soro de pato (SP) a 20%, e soro de Galinha (SG)
a 10% e 20%, provindos de LIT a 240 + 20C, inéculo de 0,2ml de 2 x 10° epimastigotas.
Dias 10 20 30 40 50 +..1009 300
MEIO RQ + 7 7 g A b4 A A
SP 20% Alguns T Alguns T Alguns T > 10T 30 30 A 100 A
SG 10Z Alguns A 5 10 > 10 A 100 A 100 A 100 A
SG A 20% Alguns A Alguns A Alguns A Alguns A 100 A 100 A 100 A

A = Amastigota

T = Tripomastigota

OBSERVACAO: Revertido para epimastigota em LIT a temperatura de 269C, ndo reverte para epimastigota em
LIT se mantido a temperatura de 359C. No meio RQ + SP, as subpassagens, independentemente

da temperatura continuam amastigota e tripomastigota.
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TABELA 8: Metaciclogénese do 7. cruzi, cepa y, crescido em meio LIT, em meio RQ + SP 20% + CT a 0,96mg/ml e RQ +

Amoxicilina 2,5mg/ml, Leitura com 5 dias.

MEIOS RQ + SP 20% + CT 0,96mg/ml RQ + AMOXICILINA 2,5mg/ml
OBSERVACOES
FORMAS
LEITURA T, A, AN, ESF. EPI. T. A, AN, ESF. EPI,
59 Dia 500 70 80 150 200 565 95 85 60 195 Vistas algumas for
mas coanomastigotas
T= Tripomastigota A= Amastigzza AN= 4nomalas ESF= Esferomastigota EP1= Epimastigota
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TABELA 9: Metaciclogénese do 7. hastatus crescido em meio LIT + Amoxicilina
2,5mg/ml, inbculo de 3,6 x 10° a 260C, observado por 10 dias e inicial-

mente até a 102 hora.

Rev. Pat. Trop. 13(3): 409439, set./dez., 1984

MEIO LIT + AMOXICILINA 2,5MG/ML
DIA/HORA TRIP., AMAST. ANOMALAS ESFER. EPI., F. INT.%
12 Hora < - - - 100 =
2a » 3 0 2 1 87 7
3a n 2 0 7 1 81,5 8
4a n I 0 3,5 2,5 86 7,5
s5a n 1,5 0 I 0 92 5
6a » 1 {] 748 5 75,5 9
78 1 0 3 3,5 83,5 9
ga 1255 1 ah 7 62,5 8,5
10a " 3,5 2, h R 1,5 2,5 Y5
5 Dias 2,5 0 1 90 0
10 " 0,2ml 53 3 10,5 25,5 0
TRIP.= Tripomastigota

AMAST .= Amastigota

ANOMALAS= Andmalas

ESFER.= Esferomastigotas

EPl:=

Epimastigotas

F. INF.= Formas intermediavia:

BARBOSA, W. et alii — T. hastatus-Tripanosoma de morcegos... 429

Fig. 13 (A e B) — Formas tripomastigotas e amastigotas precoces em presenga de Amo-
xicilina.
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Fig. 14 — Formas bizarras da evolu¢ao do T. hastatus em presenga de Tetraciclina.
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Fig. 15 (A e B) — Formagao de ‘‘clumps”’ de trypanosoma nas culturas com antibioti-

cos.

Em 1978, Kimura e cols. referem-se
a morfogénese do 7. cruzi a partir de tri-
pomastigota purificados, obtidos em meio
NNN modificado difdsico usando o meio
LIT como liquido de condensag¢do, apos
cultivo em meio LIT enriquecido com
SFB 10% (a 27, 33 ou 37°C) (32).

Noés usamos o meio LIT, para man-
ter nossas cepas de 7. cruzi e de T. hasta-
tus, ja enriquecido com soro bovino.
Quando suplementamos com soro de pato
a 20%, obtivemos crescente diferencia¢do
dos epimastigotas para amastigotas ou es-
feromastigotas chegando a 97% no 20o.
dia de incubagdo a 350C, enquanto que
a presenga de tripomastigotas mais eleva-
da foi de 8% no 150. dia.

No mesmo LIT associado a Clor, te-
traciclina, em dosagens elevadas (0,16mg/

ml e 0,96mg/ml), houve até o 150. dia,
cerca de 45% de tripomastigota; no 30o0.
dia 100% das formas presentes enquadra-
vam-se em amastigotas ou esferomastigo-
tas.

Associamos ao meio LIT, 2,5mg/ml
de Amoxicilina, e observamos por 10 ho-
ras consecutivas, depois no So. dia e no
100. dia — verificamos morfogénese a par-
tir da 2a. hora quando foi vista 13% de
formas diferentes do epimastigota em que
predominavam formas anomalas ou inde-
terminadas e intermediarias. (Fig. 15) No
100. dia os epimastigotas representaram
25,5% da populagao, 53% era tripomasti-
gota, 3% amastigota, 16,5% de esferomas-
tigota e 2% de formas anomalas.

A fim de comparar o comportamen-
to do 7. cruzi cepa Y em rela¢do a 7. has-
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tatus, ele foi cultivado a 340C no meio
RQ + soro de pato 20%, associado a
0,96mg/ml de cloridrato de tetraciclina e
RQ + Amoxicilina 2,5mg/ml, a leitura fei-
ta no So. dia mostrou resposta idéntica a
obtida com o T. hastatus, cerca de 80%
de diferenciagdo com 50 a 56% de tripo-
mastigota.

Até agora o meio 199 s6 foi usado
poucas vezes com a finalidade de se estu-
dar a morfogénese do 7. cruzi (46). Hen-
dricks e cols. (1978), referem-se em um
relatorio sobre o uso de meios comerciial-
mente disponiveis para hemoflagelados
aos trabalhos de Pan (1968, 1970) sobre a
obtengdo de formas amaStigotas de 7ciru-
zi em meio axénico a temperaturas mais
elevadas e afirmam textualmente que “os
amastigotas “like” observados no seu re-
latorio, foram obtidos por passagens seria-
das do organismo a elevada temperatura.
O meio F-7 de Pan consiste praticamemte
no meio 199 acrescido de plasma de gali-
nha, extrato de embrido de galinha, e san-
gue de coelho desfibrinado, (1 parte para
4 de dgua destilada) — propor¢do final de
85:5:5:5, pH 7.8. Neste meio foram culti-
vados organismos subcultivados em NINN
pelo periodo de 10 anos, em que se en-
contravam 99,6% de epimastigotas e 0,4%
de tripomastigota. Os resultados a 29,5 e
35,50C mostraram que os epimastigotas
desapareceram ap0s a 2a. subcultura e as
formas amastigotas predominaram rapiida-
mente, formas tripomastigotas eram r-aras
nas primeiras subculturas, desaparece:ndo
a partir da 2a. Quando retirado do meio
1:-7 o plasma e o embrido de galinha weri-
ficou-sc a auséncia de metaciclogémese;
demonstrando que possivelmente 0 soro
de galinha ou extrato de embrido tenha
influéncia sobre a morfogenese.
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Usamos o meio 199 associado a
30% de SFB, com um indculo pequeno de
5.4x10% e obtivemos a partir de 280C dis-
creta modificagdo do epimastigota para
tripomastigota da ordem de 26%; que
chegou a 50 a 57%; a temperaturas mais
elevadas 32 e 340C, usamos este mesmo
meio, em que anexamos além do SFB, ex-
trato de barbeiro a 10% (1v/2v) verifica-
mos a 280C 40% de tripomastigota e 17%
de amastigota, no 21o. dia e 58% de tri-
pomastigota e 34% de amastigota.

No altimo experimento com meio
199, s6 acrescentamos o extrato de bar-
beiro a 10%, ainda usamos um in6culo pe-
queno 4x10°, e obtivemos transforma-
¢do praticamente, para amastigotas, 98%
no 150. dia (se incluirmos os esferomasti-
gotas) e cerca de 100% no 270. dia. Em
trés subpassagens houve tendéncia a trans-
formagdo completa para amastigota.

Usamos o meio RPMI, ao que pare-
ce pela primeira vez, com a finalidade de
verificar sua potencialidade na metaciclo-
génese do 7. hastatus e observamos a cul-
tura diariamente até o So. dia, depois no
100. dia obtivemos resultados similares e
constantes quando associamos o RPMI
ao soro fetal bovino (SFB) ou ao soro de
galinha (SG) em ambos os meios houve
precoce evolugdo para amastigota alcan-
¢ando jd no 5o. dia cerca de 100% de for-
mas amastigotas. A associagdo do meio ao
soro de pato (SP) a 20% e extrato de bar-
beiro a 10%, houve inicialmente, tendén-
cia ao aparecimento de tripomastigota,
com 20% no So. dia, mas com diferencia-
¢do para amastigota, da ordem de 30% no
10o0. dia.

Aparentemente, os soros de aves
ndo sdo idénticos estimuladores para o 7.
hastatus — enquanto o sangue de galinha
induz precocemente a formagdo de amas-
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tigota o soro de pato induz inicialmente a
formagdo de tripomastigota.

0O meio complexo. RQ, descrito pa-
ra isolamento e cultura de leishmanias,
qundo associado ao sangue de galinha 10
a 20% ou soro de pato, s¢ comporta exa-
tamente como quando associado a0
RPMI, proporcionando a frequéncia de
100% de amastigotas no So. dia do culu-
vo.

0O meio de Grace, foi 0 quc apresen-
tou até agora maior potencial como indu-
tor da metaciclogénese quando associado
a0 SFB, o mais empregado dos indutores
de metaciclogénese. Os primeiros 4
empregar 0 meio de Grace foram Wood &
Pipkin, (1969) que o enriqueceram com
hemolinfa de £ Cvnthiu e soro fetal bovi-
no (SFB) obtendo excelente diferencia-
¢do (59); Wood & Souza, substituiram a
hemolinfa pelo extrato de R. prolixus
com bons resultados (60). Verificaram
ainda que o extrato de barbeiro era fun-
damental, sem cle ndo havia metacicloge-
nese.

O meio Grace original e ligeiramen-
te modificado foi usado por Isola & Cols.
associado ao extrato de “estomago”, “in-
testino™, “ovdrio”. ¢ “testiculo™ de 7.
infestans em jejum de 15 dias ou recem-
alimentados em galinha. Todos eram ade-
quados para o crescimento normal de /
cruzi, (cepa Tulahuem) mas somente oy
meios enriquecidos com estomago ou 1n-
testino de triatoma, recém-alimentados
em galinhas eram capazes de produzi
metaciclogénese substancial. O mecio de
Grace sem o extrato, enriquecido com so-
ro de bovino, ou soro fetal bovino 77 +
albumina bovina FV + ultrafiltiado de
ovos de aves a 1%, produziu metacicloge-
nese da ordem de apenas 17% (31).

Sullivan (1982) comunica que 0
meio Grace, associado a sorc fetal bovino

a 107%. a 260C em 7 dias, permite meta-
ciclogénese da ordem de 75% de uma ce-
pa Y. mantida no meio de Offut (1946)
por longo periodo e que recentemente foi
transferida para o meio de Tobie usando
como fase liquida o LIT. enriquecido
com SFB 10%. partindo dele para o meio
de Grace. Refere ainda que a retirada ou
diminui¢ao do SFB do meio de Grace afe-
tam adversamente o crescimento mas
nao diminui o indice de transformagdo
(54). Estes resultados, sdo aparentemente,
contraditorios em relagdo a potencialida-
de do meio de Grace associado ao SFB, e
mesmo  sem ele. como afirma Sullivan
pois diterem dos achados de Wood e cols.
para quem mesmo na presenga do meio e
do fator de indugdo o SFB. nao havia me-
taciclogénese com o extrato de R. proli-
xus: mais exigéncia ainda, seriam neces-
sarias segundo Isola e cols. que dispondo
do meio enriquecido por fatores estimula-
dores do crescimento como a albumina
bovina além do SFB s6 obtiveram a meta-
ciclogénese entre 60 e 90% na presenga de
extrato de intestino ou estomago de
T. infestans recém-alimentados em gali-
nha. O meio de Grace somente com SFB
proporcionava apenas 17% de metaciclo-
génese menos que o LIT + SFB a tempe-
ratura ambiente.

Crane & Dvorak, (1982) relataram a
pansformagio “expontanea” do 7. cruzi

em meio liquido que exibe freqiéncia de
97 de transformagdo de epimastigota
para tripomastigota quando cultivado no

meio liquido ¢m que foi isolado.

A cepa em questdo € a Y (Silva &
Nussenzweig. 1953) obtida de Z. Brener
em Belo Horizonte. e que foi mantida
desde 1977 por passagens semanais em
cultura de células: masculo esquelético de
embrido bovino (Dvorak & Hyde 1973),
e ha 2 anos transferido dessa cultura de
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tecido, através tripomastigota, para o
meio LIT enriquecido com 20ug/ml de
hemina, 10% (v/v) de soro fetal bovino
inativado, 100ug/ml de penicilina ¢ 100
ug/ml de Streptomicina, produzia epi-
mastigotas. Repiques de 7/10 dias 24 a
260C.

Neste meio a cepa quando inocula-
da em propor¢do 0.1-5,0x107 parasito/
ml de epimastigota transformando-se em
tripornastigota 90% no 140. ao 160. dia.
Inoculo na concentragdo de 10° /parasi-
tas/ml, alonga o tempo e a transformagdo
se dd no 160. dia com inéculo de 10°/pa-
rasitas/ml, 16 dias sdo necessdrios para a
fase estaciondria de crescimento, e so-
mente 20% de tripomastigota sao obser-
vados no 280. dia. Clones formados desta
cepa apresentam o mesmo comportamen-
to.

Por que esta cepa Y se comporta
desta maneira e a ccpa Tulahuem posta
sob as mesmas condi¢des ndo o faz? Pro-
vavelmente isto se deve a potencialidade
intrinseca do parasita aparentemente, ga-
nha no caso, pelo parasita, durante a sua
passagem prolongada em cultura de célu-
las embriondrias de musculo esquelético
bovino — pois a mesma cepa maintida em
condi¢oes normais em Belo Horizonte,
a0 que se sabe, ndo apresentou esta “‘ex-
pontanea” capacidade metaciclogénica.

Do presente trabalho em suma, fi-
cou demonstrado que o Trypanosoma
hastatus, da mesma forma que o 7. cruczi.
embora habitualmente cresca e se mante-
nha em meio de cultura com cerca de
97% de formas epimastigota, é passivel de
se modificar, “in vitro”, em meio acelu-
lar, reproduzindo as formas ocorrentes
em sua evolugdo tanto no triatomineo
quanto no hospedeiro vertebrado, na de-
pendéncia de fatores nutricionais e esti-

muladores encontrados em soros de diver-
sos animais — mamiferos e aves, ou em
extratos de insetos como triatomineos.
Lstes fatores de ordem quimica, podem
ser encontrados também em substancias
sintetizadas ou naturalmente produzidas,
biologicamente como antibidticos, por
exemplo, tetraciclina, rifocina, amoxicili-
na. Além destes fatores a temperatura até
determinado patamar, 350C, influencia
na metaciclogénese, a partir deste nivel
ela torna-se lesiva e pode destruir os pro-
tozodrios ndo adaptados.

Esta capacidade de morfogénese, a-
parentemente, pode ser estimulada em
uma cepa, que poderd manté-la indefini-
damente, como que haja sofrido uma mu-
tagdo ou perdé-la apos a la. ou poucas
passagens quando posto em condig¢des
normais de crescimento. Para que ocorra
esta modificagdo permanente, talvez seja
necessdrio manutengdo das condigdes de
experimento por tempo prolongado.

O comportamento varidvel de mor-
fogénesc de cepas diferentes, observadas
em relagdo u determinados estimulos, co-
mo o meio de Grace associado ao Soro
Fetal Bovino. que sozinho é capaz de esti-
mular uma intensa metaciclogénese de
uma cepa. 0 que sO se observa em outras.
na presenca de extrato de barbeiro e ou
ainda, na presenga de extrato de triato-
mineos recém-alimentados em galinhas.
sdo sugestivos de que existe um compo-
nente importante para que se instale a di-
ferencia¢do para tripomastigotas e amas-
tigotas em fung¢do de condigdes intrinse-
cas do parasita.

Estamos convictos de que a metaci-
clogenese do 7' cruzi depende de uma in-
teragdo entre o parasita ¢ o meio que de-
ve conter substincias estimuladoras.

O parasita em si, intrinsecamente, €
a resultante da somatdria das acdes de
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condigoes preliminares metabolicas preté-
ritas de natureza quimica e ou fisica.

O perfil morfologico depende, pro-
vavelmente, daquela interagdo meio/pa-
rasita, em fun¢do da capacidade nutrido-
ra do meio e da a¢do de estimulos quimi-
cos ou fisicos que atuam transitoria ou
continuamente sobre parasitas “‘sensibili-
zados™ através de estimulos preliminares
prolongados e que lhe imprime condigoes
intrinsecas de diferencia¢do morfoldgica
que podem ser permanentes ou fugazes.

A morfogénese de uma cepa depen-
de ainda do tamanho do indculo, da ade-
quagdo do tempo do repique em relagdo a
curva natural do crescimento.

A extrapolagdo dessas observagoes
nascidas da andlise do comportamento do
T. cruzi em laboratorio, em meios de cul-
tivos celulares e acelulares, acreditamos,
permitem inferir que esta tdo grande va-
riagdo de ‘‘cepas” observadas pelos ca-
racteres taxonomicos do parasita, seja
em fung¢do de variagdes clinicas Regionais
da doenga, das diferengas de esquizode-
mas, do perfil enzimdtico, da caracteriza-
¢do antigénicas e morfologicas podem re-
presentar apenas a potencialidade de va-
riagdo das cepas de 7. cruzi.

0O mecanismo de ag¢do dos estimula-
dores da metaciclogénese, como dissemos,
¢é desconhecido, mas alguns trabalhos tém
sugerido a importancia de fatores estimu-
ladores da pinocitose como sua causa de-
sencadeante. Tem sido demonstrado a
a¢do fortemente estimuladora da pinoci-
tose do Soro Feta! Bovino e de hemopro-
teinas como a catalase do soro bovino,
albumina bovina e a peroxidase. Por ou-
tro lado, trabalhos experimentais jd de-
monstraram interferéncia de drogas como
a Stilomicina bloqueando a incorporagao
de nucleotideos e dcidos nucléicos, indu-
zindo a um crescimento desorganizado.

Alteragoe  parccidas  ocorreram com 0
uso da mitomicina C ¢ Actinomicina.

Em nossos experimentos com anti-
bidticos, a Tetraciclina deve ter interferi-
do no mecanismo da simtese do RNA fa-
cultando modificagao & morfogenese ¢ a
Amoxicilina deve ter agido dirctamente
por mecanismo de pinocilose, porquanto
a atuagdo normal sobre a parede das bac-
térias nao teria sentido frente ao 77 cruzi
ou talvez como carreadora de fatores para
dentro do trypanosoma.

SUMMARY

T. Hastatus — Trypanosoma of bat
Phyllostomus hastatus hastatus. Study
about factors involved in its
morphogenesis “'in vitro”

The successuful cultivation and
morphogenese of T. hastatus in a variety
of media (199, RPMI, LIT and RQ), and
enriched by fetal calf serum (FCS) 10 a
30%, chicken serum (10 and 20%) duck
serum (20%) and/or T. infestans extract,
and/or antibiotics (Chortetracicline and
Amoxicilina) is reported.

The cultures were incubated at 20+
80C, (inviroment) 26, 28, 32, 34, 35 or
370C.

All media employed were able to
support developing of 7. hastatus in cpi-
mastigotes forms, at high yield, and
when associated with wathever “stimula-
tors” used, occurred variable morphoge-
nese, (20 to 100%) with about 60% of
metacyclic forms or 100% of amastigotes.

A certain connotation with incuba-
tion temperature grade is observed.

Seemed wich the ‘“‘stimulators”
useded has diferent activity: induce the
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differentiation to amastigote or tripomas-
tigote early, for a intrinsic condition, but
in the end of the stacionary stage there
are a elevated number of amastigotes.

Seemed wich duck serum, triatoma
extracts, and chlortetracicline (0,96mg/
ml), induce to trypomastigotes differen-
tiation while chicken serum induce the
production of amastigotes.

All differenciate forms, trypomasti-

gotes or amastigote, both return to epi-
mastigote when cultured at 260C in me-
dium has been maintened.
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