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T. hastatus — TRIPANOSOMA DE MORCEGOS
F-hyllostomus hastatus hastatus. ESTUDO SOBRE
FATORES QUE CONDICIONAM "IN VITRO"
MODIFICAÇÃO DA SUA FORMA*
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RESUMO

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

Estas culturas foram inoculadas a 26±6P C (temperatura ambiente), a 26, 28, 32, 34, 35 ou
37PC.

O T. hastatus cresceu bem cm todos os meios, com elevados índices de crescimento, quando
associado com qualquer dos "estimuladores" usados.

Os meios proporcionaram variável grau de morfogêncsc de 20 a 100%, com cerca de 60% de
formas tripomastigotas ou 100% de amastigotas. Parecendo haver uma correlação entre o grau de
temperatura de incubação e a intensidade de morfogcnesc apresentada.

Os fatores existentes nos "estimuladores" usados, aparentemente, induzem, de inicio, ao
aparecimento de uma determinada forma tripomasiigota ou amasligota. mas evolutivamente após
a curva estacionária de crescimento; há sempre um número elevado de amasligotas.

Aparentemente, o Soro de Paio, o 1 'x i ra lo de triatomíncos e o Cloridrato de tetraciclina
(0,96mg/ml), induzem à formação de tripomasligola enquanto o soro de galinha induz à produção
de amastigotas.

Todas as formas de evolução retornam a cpimasligotas quando reincubados a 269 C no meio
de origem.
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O Trypanosoma "tipo cruzi" do
morcego Phyllostomus hastatus hás tatus,
aparentemente, só parasita quirópteros,
condicionando quase sempre, no sangue
periférico, baixa parasitemia (3, 19, 20,
36), sendo o encontro da forma tissular
amastigota, ocorrente nos pulmões, intes-
tinos e outros órgãos, sido descrita oca-
sionalmente (10, 21); a infecção de ou-
tros animais de laboratório como camun-
dongos, não tem sido observada, sen Só
em raríssimas ocasiões (19). O parasita
cresce facilmente em meios de cultura re-
lativamente simples, tanto quanto nos
mais "complexos", onde se observa *)')%
de epimastigotas. Os triatomíneos tam-
bém se infectam por xeno artificial sendo
então observadas as formas evolutivas nos
barbeiros (3, 19).

Em funçSo destes aspectos espe-
ciais; eletividade para o animal receptivo
(morcego), que se infecta com baixa para-
sitemia, raríssimos 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 não se dispõe destas for-
nias como fonte de antígeno ou elemento
de comparação para com o T. cruzi.

Neste trabalho, através do emprego
de meios de culturas adequadamente en-
riquecidos e sob condições de temperatu-
r a ólimas, mais elevadas, estudamos al-
t-uns fatores condicionantes da transfor-
IIKIÇÍÍO das formas flageladas em amastigo-
l;is c da mctaciclogénese deste trypano-
snniii . (Mudamos também a capacidade do
uso <ins diversas formas como antígeno
pat l ia i lado nas reaçòcs de IFI para doen-
t,;i de diabas capacidade infectante das
I n t u í a s rpimast inolas , amastigota c prin-

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

Os resultados serão referidos em
três comunicações separadas; a primeira
sobre as variações morfológicas em fun-
ção da temperatura e condições do meio,
o presente trabalho; a segunda, sobre a ca-
pacidade do uso das formas amastigota e
cpimastigota na RIFI (45), sua compara-
ção com as mesmas formas de T. cruzi e
a terceira e última, sobre o comportamen-
to das várias formas do T. hastatus sobre
macrófagos de peritôneo de camundon-
gos, e a tentativa de infecção de camun-
dongos ( l 7).

O '/'. cruzi tem sido motivo de ex-
tensas pesquisas sobre a sua morfogênese,
em fnnçiTo do interesse de se desenvolver
um método simples para obtenção de for-
mas puras metacíclicas e mesmo amasti-
gota, que seriam usadas no estudo das ca-
racterísticas estágio-específíca; produção
de antígenos, aplicação na imunologia,
com produção de anticorpos monoclo-
nais, visando aspecto taxonômico, e tam-
bém no estudo de aspectos nutricíonaís e
bioqu únicos que influenciam a sua
morfogênese (4,5,6,8,9, 10, 11, 12,13,
14, 16, 22, 26, 27, 28, 31). Conquanto
relativamente numerosos, estes trabalhos,
ainda não permitiram conhecer o meca-
nismo íntimo das modificações de formas
do parasita. A maioria dos trabalhos exis-
tentes tem empregado meios semi-defini-
dos ou complexos, o que dificulta ou im-
pede mesmo certas aplicações.

Como se sabe o T. cruzi tem sido
cultivado em meios livres de células por
muitos anos, à temperatura de 24 a 27°C,
onde se mantém por repiques sucessivos,
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com proporções 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 estacionária de cresci-
mento, habitualmente, sob condições nor-
mais, em pequena e variável proporção (6,
12, 35). Isto ocorre quando, presumivel-
mente, condições de crescimento tornam-
se desfavoráveis o que pode ser devido à
redução de glicose, concentração e acú-
mulo de ácidos orgânicos (27); varias ma-
nipulações das condições de cultura —
como variação do pH, consumo de meta-
bolitos, modificação 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 realização "in vitro" do ciclo do
T. cruzi no vertebrado, usando meios de
caldo líquido peritoneal (39). Pick,
(1957) descreveu um novo meio com
sangue permitindo a diferenciação de for-
mas do sangue e metacíclicas 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
diferenciação (59); Wood e Souza (1976)
verificaram excelente crescimento 8,3x
IO1 tripomastigota/ml em meio consti-
tuído de meio de cultura para células de
inseto (60), o meio Grace, associado ao
SFB e Extrato de Rhodinus prolixus.
(As formas metacíclicas não se desenvol-
via se o extraio de Rhodinus fosse excluí-
do do meio).

0'Daly (1975) descreve um meio
parcialmente definido; (SM) contendo 5%

de SFB que promove o desenvolvimento
de até 90% de formas metacíclicas duran-
te a fase estacionária (42). Pudney e U
mar estabelecem uma linhagem de células
de Tríatoma infestam, em um meio com-
posto do meio LEIBOVITZ L 15,
triptose, glutamina e SFB. (ML15). listas
células suportam o crescimento contínuo
da forma tripomastigota do T. cruzi,
aproximadamente 1x107 tripomastigota/
ml, Lamar (1979); quando a forma de tri-
pomastigota do sangue é inoculada nes-
tas culturas de células elas se diferenciam
em formas amastigota "like" e subsequen-
temente, em epimastigotas metacíclicos
(34,51).

Dusanic (1980), mostrou que ligei-
ras modificações e combinações dos com-
ponentes do meio ML-15 e do meio SM
de O'Daly mais Soro Fetal Bovino (SFB),
permite o cultivo axénico do T. cruzi e fa-
cilita a evolução para o estágio metacíclí-
co (22),

Isola e cols. (1981) usaram o meio
de Grace; o Grade modificado, verifican-
do que quando acrescido de homogenato
de estômago, intestino, testículos e ová-
rios de T. infestans recém-alimentados, os
epimastigotas crescem adequadamente.
Similar resultado ocorre em suplementa-
ça"o idêntica de extraio 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 estômago de barbeiro ali-
mentado 24 a 48 horas antes em galinha
(31).

Sullivan em 1982, refere-se a obser-
vações próprias, em que o meio de Grace,

acrescido de SFB a 10%, a 26OC, em 7
dias permite o crescimento de 6,0x10*,
com um índice de transformação em tri-
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pomastígota 75% de cepa Y mantida em
meÍodeOffut(1946)(54).

Ávila & cols. (1979), obtiveram
pela primeira vez um meio sintético sim-
plificado em que T. cntzi virulentos para
o hóspede pôde ser cultivado com elevado
índice de crescimento. Este meio se cons-
titui de somente D-glucose, sais inorgâni-
cos, nucleotídeos, vitaminas e catalase de
fígado bovino (S.F.B.) que provê todos
os heme e amianoácidos, requeridos para
multiplicação ativa. Permitiu o crescimen-
to de inóculos tão baixos quanto 400
cls/ml (O, 0004xl06 epi/ml). Cinco cepas
de T. cruzi cresceram satisfatoriamente
no meio. Análises morfológicas revelaram
95% de epimastigotas com 5% de tripo-
mastigota, na fase estacionária do cresci-
mento.

O papel nutricional da catalase
(SFB) para o T. cruzi, dentre as possíveis
explicações teria a ação estimuladora
sobre a pinocitoses e papel transportadora
de hemina, O que o estudo histoquímico
a nível de ultraestrutura confirmou, re-
velando hemoproteínas localizadas dentro
de organelas da membrana (1).

Ao contrário do T. cruzi, em que se
dispõe de todas estas informações, para o
T. hastatus nada existe e, praticamente, se
conhece bem apenas as formas epimastigo-
tas de cultivo, porquanto as formas san-
giiícolas no quiróptero, são escassas e não
permitem comparações estatisticamente,
significativas. Neste trabalho pretendemos
mais que nada constatar a possibilidade
cie se dispor das formas amastigotas (ou
iiiiiastigota "like" e tripomastigota do T.
liasfafns para os estudos imunológicas e
«min i s anteriormente citados para o T.
cm//, c mais tio que isto fazer testes da
|Mtlriu'iiilii|ju{c intVcl i in tc para animais
ilr l i i l i i i i n l ó i l o )

MATERIAL E MÉTODOS

Cepas T. hastatus hastatus:
Foram usadas cepas de Trypanoso-

ma hastatus hastatus mantidas em nosso
laboratório em meio LIT com repiques
quinzenais à temperatura média de 26-
28QC.

Meios de cultura empregados no
experimento e temperatura:

Usamos os meios monofásicos cons-
tituídos de RPMI-1640 (Gibco), com L-
Glutamina sem Bicarbonato de sódio e
antibióticos 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, (líquido obtido por li-
quidificaçíío em liquidificadores domésti-
cos com 10 ninfas de 4o. estágio em
lOOml de soro-fisiológico); empregamos
também o meio RQ, meio LIT e o meio
199 enriquecidos com soros de galinha,
pato, fetal de boi, extraio de triatomí-
neos. As temperaturas em que realizamos
os experimentos variaram desde a tempe-
ratura ambiente 20±8°C, à época dos tra-
balhos, até 37°C, 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 antibióticos no
curso do experimento, não com a preten-
são de evitar contaminações, 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% (l parte do ex-
rato de barbeiro + 2 partes de meio 199+
SFB). Em 5 ml deste meio fizemos um
inoculo de 0,2ml com aproximadamente
2x10* epimastigota mantidos no meio
LIT por 15 dias. Os experimentos foram
sempre realizados em triplícata.

Os cultivos foram examinados du-
rante 20 dias úteis consecutivos (período
aproximadamente de 24 horas), diluídos
e contados entre lâmina e lamínula e
corados pelo Giensa, para estudo de sua
morfologia e ocasionalmente contagem
Fazia-se a anotação da contagem absoluta
e específica e ré inoculava-se em meio
RPMI periodicamente. Este experimento
foi realizado a 28<> e 34QC.

Experimento B:
O segundo experimento constou da

observação até 27 dias, periodicamente
com intervalos de 24, 48 e 72 horas até
o 15o. dia e uma revisâ~o no 27o. dia do
comportamento do T. hastatus em meio
199 associado ao Extrato de barbeiro a
10%, de um inoculo de 0,2ml de 4xlO s ,
crescido a 340C em meio 199+SFB a
10%. Se observou por contagem específi-
ca e absoluta o desenvolvimento dos para-
sitas.

Foi feita revisão da cultura no 27o.
dia, quando se repicou para o LIT a 28°C
e para o mesmo meio (2a. passagem) o
meio 199+Extrato de barbeiro a 10% a
28°C; durante o crescimento deste ino-
culo elevou-se a temperatura para 34°C,
no 22o. dia e se manteve observação até
35 dias.

Experimento C:
Estudo evolutivo do T. hastatus em

meio 199 associado a SFB 30%, inoculo
de 0,2ml, com aproximadamente 5xlO!

formas epimastigotas em 5 ml de meio.

As culturas foram realizadas concomitan-
temente as temperaturas: ambiente (20±
80Q, 26, 28, 32, 34, 35 e 37OC, provi-
nham de cultivo em LIT por 15 dias a
26±2°C, foram observados por 124 dias
de 27.01. a 28.05., com intervalos de 48
horas até o 43o. dia, quando começou a
perder sua vitalidade às temperaturas mais
elevadas; posteriormente as culturas fo-
ram reexaminadas com 114 e 124 dias.

Experimento D:
Neste experimento verificamos as

transformações das formas de T. hastatus,
crescido em LIT e mantidos neste meio
até o 20o. dia, com aumento progressivo
da temperatura que ao final, manteve-se a
35°C, tendo alcançado o crescimento de
2x106. Um inoculo 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 três cultivos,
foram verificadas, contando-se 1000 for-
mas de suas amostras, no 5o., 8o., 15o., e
20. dias. Do cultivo do 8o. dia repicamos
0,2ml para o meio RQ acrescidos nas mes-
mas proporções, 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 antibióticos que
merecem referência, com associação de
antibióticos ou para comparar com cepa
bem conhecida de T. cruzi.

Experimento suplementar n. l:
No experimento suplementar n. l

fez-se estudo comparativo da capacidade
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de transformação de epimastigota do T.
hastatus crescidos em LIT em sua fase de
estabilidade, quando transferido para
RPM l acrescido de 20% de soros: a) soro
de galinha, b) soro de pato, c) soro fetal
bovino e d) extrato de triatomíneo, em
amastigota e tripomastigota à temperatu-
ra de 350Q

Experimento suplementar n. 2:
Verificação da capacidade do

epimastigota do T. hasiatus se transfor-
mar amastigota ou tripomastigota, quan-
do repicado do LIT a 24°C, para o meio
RQ enriquecido em 10 ou 20% de soro de
galinha ou com 20% de soro de pato, ob-
servação do Io. ao 5o. dia, no 10o. e 30o.
dias.

Experimento suplementar n. 3:
Verificação da capacidade de anti-

bióticos interferirem no metabolismo do
T. hastatus, modificando a sua forma "in
vitro", influenciando na sua metaciclogê-
nese.

O primeiro antibiótico testado foi
cloridrato de tetraciclina, usado na pri-
meira vez em dosagem não conhecida,
mas certamente, elevada, logo depois os
experimentos foram realizados com o an-
tibiótico 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 T. cruzi em fun-

ção da presença de antibióticos no meio,
cm doses elevadas. Foi usada a cepa Y pa-
logénica, mantida em nosso laboratório

cm LIT a 26°± 2°C., com repiques quin-
/cnais; postos a crescer em meio RQ, a-

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 35OC. O cultivo foi estudado no
5o. dia.

RESULTADOS

Experimento A:
Crescimento e morfogênese do T.

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

Eles demonstram que o T. hastatus
se multiplica bem no meio, alcançando
seu máximo crescimento ao nível do 13o.
dia, fase estacionária em que alcança
7x105 parasitas por ml. A 28°C, a partir
do 6o, dia aparecem tripomastigotas que
aumentam lentamente indo atingir 40%
no final do experimento, concomitante-
mente, se observa evolução do epimasti-
gota para amastigota que evolue lenta-
mente, alcançando 17% aos 21 dias. A
34t>C o crescimento como um todo é um
pouco mais rápido e já no 6o. dia alcança
o índice 7xlOs e uma transformação de
34 epimastigota para tripomastigota e já
neste momento as amastigotas se dife-
renciaram na ordem de 21% e ao final do
experimento ela representou 92% das for-
mas observadas na cultura com 58 e 34%
respectivamente de formas amastigotas ou
esferomastigotas.

Experimento B:
Estudo da morfogênese e evolução

do T. hastatus em meio 199 acrescido de
extrato de Tríatoma infestans a 10%, a
34OC. Mostrou que o T. hastatus cresce
bem no meio, alcançando seu máximo de



TABELA l: Estudo evolutivo do T. hastatus em meio 199 + SFB a 30% e Extrato de Barbeiro a 10% (l parte de extrato de
barbeiro para 2 partes de 199 + SFB). Inoculo de 0,2ml de T. hastatus 2,6 x IO5 formas (15 dias em LIT). Inocu-
lo em 21.09.79.

TEMPERATURA
EXAME

N° DIA
CRESCIMENTO
( x W5 )

289C
DISTRIBUIÇÃO DD TIPO MORFOLÓGICO %

TR I POMAST , * EP 1MAST , AMAST . *

CRESCIMENTO

( X IO' )

349C
DISTRIBUIÇÃO DO TIPO MORFOLÓGICO %

TRIPOMAST." EPIMAST, AMAST."

g
50
Co

l

1?
29

39

49

59

69

79

89

99

109

119

129

139

149

159

39 4,2

49 4,4

59 4 ,7

69 5,5

79 5,8

109 6,0

119 6,1

139 6,9

149 6,9

1S9 6,9

169 6,9

179 7,0

199 7,1

209 7,1

219 7,1

~

-

S

7

9

10

13

17

23

2 7

31

34

36

40

'00

100

100

95

90

8b

83

79

73

65

60

54

SÓ

47

43

;
-.
3

5

7

8

10

12

13

15

16

17

17

5 , 4

5,6

5,9

6,8

6,9

6,9

7,0

7,0

7,0

M
7,2

7,2

7,3

7,3

7,3

-

6

7

9

10

13

18

2S

34

38

45

48

54

S8

100

100

94

90

86

82

76

69

sa
45

38

28

23

16

8

-

-

5

5

8

11

13

17

21

24

27

29

30

34

1

!"3

g-

1r»
C
T

3

í
o
s
5
a.tf
3
§

= Repiques feitos ate o 209 d i a , m o s t r a r a m sentpre diferenciação para epimastigota, das formas amastigotas ou

tr ipomastigotas obtidas.

U
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T. HASTATUS EM MEIO 199

SFB A 30% E EXTRATO DE
INÓCULC- 2ol05TORMAS
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s
7= IO

28 °C

--A43V.
T/40V.
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—i""7-
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DIAS DE CRESCIMENTO
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T^ HASTATUS EM MEIO 199 ASSOCIADO AO

SFB A 30% E EXTRATO DE BARBEIRO 10%
INOCULO» 2.JO5 FORMAS

/•'g. í - Experimento A

crescimento, ao nível do 10o. dia quando
alcançou 2,1x10* formas por ml e que
se diferencia intensamente aparentando,
números relativamente normais de tripo-
mastigota 8% no 12o. dia, mas 98% de
aniastigota e esferomastigota no 15o. dia
de evolução. Além do mais foi verificado
que os repiques desta cultura realizado
í 2 dias depois quando se observou 62%
de amastigotas e 38% de esferomastigotas
em meio LIT a 28°C, retornou rapida-
mente a epimastigota, mas quando à esta
temperatura 28°C se reinoculou no mes-
mo meio 199 + extrato de barbeiro a
10%; os reexames de culturas até o 40.
dia, mostraram quase só formas amasti-
KI)|;IS, com alguns epimastigotas no Io.
r 2o. dias; 12 dias depois a cultura conti-
nha só epimastigota; 3 dias depois quando
;i pré sentava grande quantidade de epimas-
linota e alguns amastigotas, foi incubada
;i .Í4»f, todas as formas tornaram-se
:imasti£otas em duas verificações subse-
(|iu'iiles, 3 dias após a 3a. passagem no
nirio desenvolveu curva idêntica à da 2a.
passagem, isto é a diferenciação direta
rpimasligol;i-amastigota-amastigota-epi-

fe ÍTÍ6 6~lo-
DIAS DE CRESCIMENTO

Fig. 2 - Experimento A

mastigota-amastigota. Estes dados encon-
tram-se resumidos na Tabela 2 e Figuras 3
e 4.

Experimento C:

O T. hastatus crescido em meio
199 + soro fetal bovino (SFB) 30% em
diversas temperaturas demonstrou cresci-
mento bom alcançando seu máximo de
crescimento a 26°C por volta do 15o. dia
logo após o início da curva estacionária; e
quanto às modificações de formas, no
meio desta fase, observou-se às tempera-
turas mais baixas, até 28°C cerca de 10%
de tripomastigota, e às temperaturas mais
elevadas de 32» a 37°C cerca de 35% de
tripomastigota; o que só seria alcançado
às temperaturas mais baixas ao final do
experimento, 60 dias depois, quando à
temperatura mais elevada já se obtém por
volta de 60% de tripomastigota, quando
não, só amastigotas.

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

Experimento D:
Diferenciação da morfogênese do T.

hastatus em função da complementaçâo
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TABELA 2: Evolução e morfogênese do T. hastatus inoculo de 0,2ml
provindo do meio 199 + SFB a 10% (a 34<>C) com 4 x IO5

formas em meio 199 + extrato de barbeiro a 10%.

199 * EXTROTO DE BARBEIRO 10%

TSIPOMAST. AMAST. EPIMAST. ESFER,

100
100

TLMPERATURA 28?C - 2* PASSAGEM

51V

TEMPERATURA 3i°C - 25 PASSAGEM

57?

TEMPERATURA 28°C - 3» PASSAGEM
"'•' Jíoliiii, J:i

T.HASTATUS EM MEIO 09 ASSOCIADO «)

EXTRATO DE BARBEIRO A 10%
".5.JO* FORMAS AMASTIGOTA

EPIMAST1GOTA
4 TRIPOMASTIGOTA
Q ESFEROMASTIGOTA

s w 12 w «" «
DIAS DE CRESCIMENTO

T_ HASTATUS EM MEIO 199 ASSOCIADO AO

EXTRATO DE BARBEIRO A 10%
INOCUI O- 4JO-. FORMAS A.AMASTIGOTA

o,? mi AEPIMASTIGOTA
J -̂ FflgSfl GEMINO EXTRATO PE BARBEIRO

r, - 28°C

KX)m A.100% C*fo *—*IOO%

"A

3 6 9 12 13 18 a E4 27 30 S335S
DIAS DE CRESCIMENTO

Fig. 3 - Experimento B Fig. 4 - Experimento B



TABELAS: Estudo evolutivo do T. hasiatus em meio 199 associado a 30% de soro fetal bovino (SFB). Inoculo de
5,4 x IO5 -0,2ml crescido em LIT no ISPdia.

EXAME

NÇ DIA

26? C
CRESC.
(X 10S>

DISTRIBUIÇÃO DAS FORMAS EP MASTIGOTA (EPI), TRIPOMASTIGOTA (T) E AMASTIGOTA (A). %
269C

CPI. T, A.
20 ± 8P.C *
EPI. T. A.

289C
EPI, 1. A.

32 9C
EPI. T, A.

349C
EPI. T. A.

359C
EPI. T. A.

379C
EPI. T. A,

01 39

02 59

03 79

04 99

05 129

06 159

07 17?

08 199

09 219

!0 239

11 259

12 28?

13 319

14 38?

15 419

16 43?

17 66?

18 1149

19 1Z49

*= Temp

1.9

4.6

7
12

38

73
77
88

89
91

9 1

92

92

93
93

93
93

eratura

100

100

96 4

94 6

93 7 -

91 9 -

89 11

8 7 1 3

34 16

"8 22

"5 25

6S 3:

66 31

63 37

62 38

62 38

97 1 2

Mortalidade

Ambiente

100

100

100

100

97

95
92

91

S'

S3

"4

"Ô

70

70
70

68
-

-

-

-
3

5

8
9

13
1 "

26

5í
30

30

32

100

Mortalidade

100

100

97

9S

92
90

88
84

84

s:
"S

"4

-;
-;

63
e:
-

-

3
5

8

10

12

16

16

IS

:i

;-

2;
3;
3:

38

100

Mortalidade

100

100

100

92 8 -

88 12

73 27

65 35

62 33

6C 40

;• 43
52 48

5 1 s 0

i: 53
45 55

46 Sd

45 55

4 5 5 5

100

Mortalidade

Adaptação

Adaptação

Adaptação

94 6

86 14

68 32

63 37

59 41

54 46

47 53

45 55

42 S8

41 59

40 60

38 62

37 63

36 64

100

Mortalidade

Adaptação

Adaptação

Adaptação

Adaptação

Adaptação

67 33

64 36

62 38

56 44

49 51

43 57

44 56

41 59

100
100

100

Mortalidade

Mortalidade

Mortalidade

Adaptação

Adaptação

Adaptação

Adaptação

Adaptação

Adaptação

68 32

65 35

65 35

64 36

Mortalidade

Mortalidade

Mortalidade

Mortalidade

Mortalidade

Mortalidade

Mortalidade

Mortalidade

Mortalidade

5o
§

í
3
•
w
tu
"̂T

4
U)
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T- HASTATUS EM MEIO 199 ASSOCIADO AO

SORO FETAL BOVINO-lNÓCUU3=5olOS FORMAS

AAMASTIGOTA °'2ni1
^EPIMASTIGOTA —(20Í8)°C
ÁTRIPOMASTIGOTA 32" C

CURVA DE CRESCIMENTO

4 fl 12 » 20 24 2S32 36 4O44 114' ' E4«-
DIAS DE CRESCIMENTO MOfiTALIE

T_ HASTATUS EM MEIO 199 ASSOCIADO AO

SORO FETAL BOVINO J N ÓCULO=5.10^ FORMAS

A AMASTIGOTA °'2ml

^ EPIMASTIGOTA

A TRIPOMASTIGOTA OJR\ DECRESCIMENTO

8 I2I62024283E364044 14

DIAS DE CRESCIMENTO ^SI&

Fig. 5 - Experimento C Fig. 6 - Experimento C

T. HASTATUS EM MEIO 199 ASSOCIADO AO
SORO FETAL BOVINO-INOCULO-5o idVoRM AS

A AMASTIGOTA 0|2rnl

£• EP1MASTIGOTA 26° C
^ TRIPOMASTIGOTA 28° C

CURVA DE CRESOMBITO

lOOf

Í90J

l l80!
>6O|

50j
40Í

4JO

Z.K)

30
20

9. 10

DIAS DE CRESCIMENTO *

Fig. 7 - Experimento C

do meio LIT a 35°C com soro de pato
(20%) ou cloridrato de tetraciclina (0,16
mg/ml e 0,96mg/ml).

O T. hastatus que habitualmente é
mantido neste meio, a 26°C mantém sua
curva clássica de desenvolvimento apre-
sentando de 90 a 93% de epímastigota e
tripomastigota, observamos tripomastigo-
ta no fim de um cultivo.

No presente experimento a 35°C
observamos um bom crescimento do T.

T_HASTATUS EM MEIO 199 ASSOCIADO AO

SORO FETAL BOVINO - INOCULO = 5J05FORMAs
A AMASTIGOTA (0,2ml

Q EPIMASTIGOTA "35° C

CURVA K CRESCIMENTO

D9JO

28JÍ

17JC

HQ]

g«al

4-á

z.io

IOO|

'590

<í 7I"Is70

e60u- JO

40

30
eo
IO

^y.̂  AIOOV. 9.»

> X V " " " "A
/ % r\

/ ̂ v\v \
, , . - . - \ A . . tl_ ~.-T

4 6 B2O242832364044

DIAS DE CRESCIMENTO

Fig. 8 - Experimento C

hastatus que mostrou sob açã~o do soro de
pato a 20%, diferenciação rápida para a
forma tripomastigota e esferomastigota
que chegou a alcançar 100% no 20o. dia
do cultivo, havendo grande predominân-
cia de amastigotas, 970 em 1000 formas
contadas. O mesmo pode se observar em
relação à tetraciclina nas dosagens empre-
gadas, diferindo principalmente pela pro-
dução essencialmente de tripomastigotas
no 15o. dia, que chegou em alguns expe-
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TABELA 4 : Número de formas em 1.000 elementos contados de T. hastatus em cultura de í° 1 ti 3 ,. 3 3 ^ «

20 dias a 35 Cem LIT suplementado com soro de pato a 20%(SP); cloridrato de S R S ^ S g o J ã |c
tetraciclinaO,16mg/ml (CT) e cloridrato de tetraciclina 0,96mg/ml(CT), S" 'S ST £• n. cf £Í 2 ^
inoculados com 2x10' epimastigotas.

Meios LIT+SP20% LIT+CT

Fs. T. A.
Leit.dia

5o.
8o.

15o.

20o.

20
60

80

30

40
140

270

Esf.

50
150

350

970
i

T = Tripomastigota

0,1 6m

EPI

g/ml

T. A. Esf.

890210 30
650

300

0

350 60

440

30

80

50
50

50

970

A = Amastigota

EPI

LIT +CT
0,96mg/ml

T. A. Esf.

7103:0
540 350

430

0

480

20

ESF

30
60

70

40
50

60

9^0

EPI

670
540

390

0

£ £ • " " • - , -a 33. " « S *e O* £• o o3 r o ^ § & j " ' S L 3 0
I " í e « f? S s
""*• ^ ri* ^ • 3 cL o a

g. * 5". o i-d £* S ~ o
OBSERVAÇÕES S 1 .? K ? § ° ílí 3 T3 O 52 - o 6>-—i E w ííS c -3 -t o

S £ 0 >« Ir 2. & tt
8 ro 3 f« 3 ° -• w
9 Q C* líl BC k H ^^

9*9 o *B 99
Repique para o meio RO com © ' S - ^ ^ S - ^ ^ - 3 3

Za P* OO S. «;• rt) —

os mesmos suplementos (SP e s S-. ^ g- g. l ^ o ê "
rri ^ ^ ( ^ ^ ' - . o 1 " " ' " „ - —L I ) . ^ S O O É I . ^ — — r t -Q"~ '
Rosáceas de tripomastigotas — g. ^ 2 § §. 2. o S -5' S Í.
-r- o O ^ ^ ^ d - ^ W ^ ^ Q l —

(Fase exponencial com 20 a ET ™ •? ^- 3 °' ' ^ 3 ^ ?'
30^ CT-0,16mg/ml e 3 0 a I Í Í £ o | - ^ | s - £ -

ã P ^ cá «í;;" C
50^;CTO,96mg/ml). ?»""'' % % ^^ ^ «t^i [li ^J. i_^ — ; M T-+ —
97^ amastigotas ou esferomas- rt e o P ^ a i r ^ -

e *-__ ^ r- * J^ f̂ Y" -J ^ í>-i ^- 3

tigotas, 3% de tripomastigotas. rfõ' B w ^ o §' s § o -•
C ^ -K 5T" " ' J J"1 O

r^ tj ^-J r"D r^t ^v *-s * i i^— *—

= Esferomastigota EPI = Epimastigota SD ^ '£p £j M \ ^ ^ » ^
O) ítí ^ r-*- ÍD ^ in

^=^ W n* ír> O. ̂  r*i

v> n ^' csS,5

50

O
T3

^C
-L



TABELA 5: Percentual de formas de T. hastatus em relação a l .000 elementos contados, de um repique do 8P dia crescido em
LIT + SP 20%; LIT + CT 0,16mg/ml e LIT + CT 0,96mg/ml em meio RQ com os mesmos suplementos.

NÚMERO DE
DIAS

MEIO RPMI

12

z

2Ç

%

3°

%

Í49

%

5°

%

...109

%

,̂

OBSERVAÇÕES S
g
S:
1
kO

SG A 20% Raros A 30 A - 50 A > SÓ A 100 A 100 A 1 > a A = Amastigota

í
T = Tripomast igota g

*̂
SP A 20% - Raros T S T > 5 T 20 T 25 A * = Reversão para epimastj. g

gota após 5 dias em M

meio LIT mantida a tem "5'

SFB A 20% Raros A 30 A Í 50 A > 50 A 100 A 100 A peratura de 359C g

EXT,B, A 10% S T > 5 T 20 T Í30 A

= Reversão para epintasti^

gota mantida a tempera-

tura.
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T. HASTATUS-LIT+SORO DE PATO

INOCULO^ ?o!06FORMAS '
0,2 ml

UiO) S
to

100
90

eo

60
5C

40

30
20
IO

J

i

; o°o «
OJ *O

1 O
ID

'1 '

? —
inAk-já.

5* 8*

20%
^ AMASTIGOTA

Y EPIMASTIGOTA
A TRIPOMASTIGCfTA
Q ESFEROMAST1GOTA

35°

o

w"
Apj

ojr-

e

C

UJ

o Io

!'
-]

0

Jj

í-

20
DIAS DE CRESCIMENTO

T_ HASTATUS- LIT+
0,96 mg/ml DE TETRACICUNA

INÓCULO=2ol06FO
0,2 ml

(.10)

OOn

90>
ao!

cr> 7D|
<
S 60t

0 S»tj
U- 4O

30

2CT

IO

o
ID

x

! fil1 4 A' O .-in * ns
- L; à

5"

RMAS A AMASTIGOTA
V ERMAST1GOTA
A TRIPOMASTIGOTA
Q ESPERO MASTOOTA

35° C
W Q

~*> * 2 *

fl í -n ^ 'o r~i
3 fcw Or» ^*n "
.. cJ A

3fl 15a-

1
írn

DIAS DE CRESCIMENTO

Fig. 9 - Experimento D Fig. 10 - Experimento D

T_HASTATUS-LIT-t

OJ6mg/ml DE TETRACICLINA

!NÓCULD=2oi06 FORMAS ^ AMAST1GOTA
A^ EPIMASTIGOTA
4. TRIPOMASTÍGOTA

0,2ml

(.10)
lOOn

90

80
CO 70

2 60
§ 50
U- 40

30

20
IO

Q tbrtro.

Q 35° C
h*»/\ O o

O
w

4
A
k
T

i

o
o^

s

t

* o §*

8 V f * A°

4
— 1

|o
koo

t¥

^f

•

o
o

*"

^

^
•

o
ro

^ .

-t

8« isa 202
DIAS DE CRESCIMENTO

Fig. I I - Experimento D
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Experimento Suplementar n. l:
O T. hastatus provindos do meio

LIT a 26°C quando cultivados em meio
RPMI associados a soro de pato (SP) a
20% ou exírato de barbeiro (Ext. B) a
10%, mostraram no 3o. dia já 5% de tri-
pomastigotas o que chegou a 25 e 30%
respectivamente, no 10o. dia de cultivo.
O soro de galinha (SG) a 20% e o soro Fe-
tal bovino (SFB) a 20% provocaram dife-
renciação dos epimasíigoías, da ordem de
30% no 2o. dia de cultivo, para amasíigo-
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 35QC,
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 início alteração de morfogé-
nese com mais de dez por cento de tri-
pomastigotas no 4o. dia de cultivo, mais
ou menos 30% no 5o. dia e o apareci-
mento de 30% de amastigotas no 10o.
dia, todos diferenciados para amastigo-
tano 30o. dia,

O soro de galinha altera a morfogé-
nese, mas induz o aparecimento precoce e
crescente de amastigota que chega a 100%
no 5o. dia, única forma encontrada no
30o. dia. As formas amastigotas obtidas
revertem para epimastigota quando sub-
cultivadas em LIT fresco a 260C, o que
não acontece se se mantiver a temperatu-
ra a 35OC. 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:
Influência de alguns antibióticos na

morfogénese do T. hastatus e 7*. cruzi. Os
resultados deste experimento demonstra-
ram que quando associamos o Cloridrato
de tetraciclina ou Amoxicilina em meios
variados, obtivemos alteração da morfo-
génese. Por exemplo, o meio RQ + SP
(20%) + Amoxicilina 2,5mg/ml, cultiva-
das com T. cruzi provindos de LIT,
quando lidos no 5o. 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 à tem-
peratura de crescimento a habitual 26°C,
acrescido de 25mg/ml de Amoxicilina, de-
monstra a interferência nítida deste anti-
biótico na morfogénese do protozoário,
condicionando o aparecimento precoce
de tripomastigota e amastigota. Tabela 9.
Figuras 13 e 15.

COMENTÁRIOS E DISCUSSÃO:

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



TABELA 6: Percentual de transfonnacáo de epimastigota de Trypanosoma hastatus de Phyllostomus hastatus hastatus, em
amastigota e tripomastigotas a temperatura de 35°C, em RPMI enriquecido com 20% de soro de Galinha (SG),
Pato (SP) ou fetal bovino (SFB) e extrato de barbeiro (Ext. b).

MEIOS

FORMAS
LEITURA DIAS

RQ + SP 20%

T. A. ESF, EPI,

RQ -

T.

CT

A.

0/16mg/ml

ESF. EPI.

RQ

T.

+ CT

A.

Q,96Tng/mi

ESF, EPI.
OBSERVAÇÕES

100 240 260 400 400 100 100 400 507 70 60 363
Presença de rosáceas de tri

pomastigota nos meios com

CT.

169 400 80 140 3SO Presença de rosáceas no meio

com CT 0,16mg/ml.

21? 100 250 225 425 3SO 200 100 320 550 104 58 288 Presença de rosáceas nos

meios com CT.

a?
-3TB
Uj

TT;
ESF= Bafevomaattgota EPI=

s
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N*

*

l

»

12 (A e B) - Formas amastigotas em meio RPM1 associadas a soro de
pato a 20P 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 LU a 24» ± 2°C, inoculo de O^ml de 2 x IO6 epimastigotas.

DIAS 15

MEIO RQ + 7/o

25

%

35

%

45

%

52

%

...109 305

% %

Sp 20% Alguns T Alguns T Alguns T > 10 T - 30 T 30 A 100 A

SG 10% Alguns A í 5 A í 10 A > 1 0 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

OBSERVAÇÃO: Revertido para epimastigota em LIT a temperatura de 269C, não reverte para epimastigota em

LIT se mantido a temperatura de 359C. No meio RQ -t- SP, as subpassagens, independentemente

da temperatura continuam amastigota e tripomastigota.

l
•fe.
Cs
•O



TABELA 8: Metaciclogénese do T. 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.

g
5o
=0
Ci

£

MEIOS

FORMAS
LEITURA

59 Dia

R9 + SP 20% + CT 0,96mg/ml

T. A. AN. ESF, EPI,

500 70 80 150 200

RQ + AMOXICILINA 2>5mg/mi

T. A. AN. ESF. EPI.

565 95 85 60 195

OBSERVAÇÕES

Vistas algumas for

mas coanomast igotas

r-j
È"
CO

a
"t
C

f

AN= Anómalas ESF= E E P l = Epi

fc
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TABELA 9: Metaciclogênese do T. hastatus crescido em meio LIT + Amoxicilina
2,5mg/ml, inoculo de 3,6 x IO6 a 26<>C, observado por 10 dias e inicial-
mente até a 10? hora.

MEIO

DIA/HORA

1? Hora
2» "

3? "

4 a "

5? "

6? "

ya "

8? "

10? "

5 Dias

10 " 0,201

TRIP.
_

3

2

1

1,5

1

1

12,5

3,5

2,5

53

LIT + AMOXICILINA 2,5M(
AMAST. ANÓMALAS ESFER.

0 2 1
0 7 1

0 3,5 2,5

0 1 0

(1 7,5 5

o ?. r-,, 5
11 M,!, 7

: ,:. .; i ,;>

o :'. .1

3 .'. i (> , r.

;/ML
EPI.

100

87

81 ,5

86

92

75,5

83,5

t>2,5

2 ri

90

25,5

F. INT.%

7

8

7,5

5

9

9

8,5

1 ,S

0

0

IR I P . = Tripomastigota

AMAST.= Amastigota

ANOMALAS= Anãmalas

E S F E R . = Esferomastigotaa

E P I . = Epimastigotas

F, l N F . = Formas intermédia f f ti t;
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fig. 13 (Â e B) - Formas tripomastigotas e amastigotas precoces em presença de Amo-
xicilina.
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Fig. 14 - Formas bizarras da evolução do T. hastatus em presença de Tetraciclina.
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Fig. 15 (A e B) - Formação de "clumps"de trypanosoma nas culturas com antibióti-
cos.

Em 1978,Kimurae cols. referem-se
à morfogènese do T. cruzi a partir de tri-
pomastigota purificados, obtidos em meio
NNN modificado difásico usando o meio
LIT como líquido de condensação, após
cultivo em meio LIT enriquecido com
SFB 10% (a 27, 33 ou 37OC) (32).

Nós usamos o meio LIT, para man-
ter nossas cepas de T. cruzi e de T. hasta-
tus, já enriquecido com soro bovino.
Quando suplementamos com soro de pato
a 20%, obtivemos crescente diferenciação
dos epimastigotas para amastigotas ou es-
feromastigotas chegando a 97% no 20o.
dia de incubação a 35°C, enquanto que
a presença de tripomastigotas mais eleva-
da foi de 8% no 15o. dia.

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

ml e 0,96mg/ml), houve até o 15o. dia,
cerca de 45% de tripomastigota; no 30o.
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 l O ho-
ras consecutivas, depois no 5o. dia e no
10o. dia — verificamos morfogènese a par-
tir da 2a. hora quando foi vista 13% de
formas diferentes do epimastigota em que
predominavam formas anómalas ou inde-
terminadas e intermediárias. (Fig. 15) No
10o. dia os epimastigotas representaram
25,5% da população, 53% era tripomasti-
gota, y/o uniastigota, 16,5% de esferomas-
tigota e 2% de formas anómalas.

A fim de comparar o comportamen-
to do T. cruzi cepa Y em relação a T. hás-
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tatus, ele foi cultivado a 34°C no meio
KQ + soro de pato 20%, associado a
(),96mg/ml de cloridrato de tetraciclina e
RQ + Amoxicilina 2,5rng/ml, a leitura fei-
ta no 5o. dia mostrou resposta idêntica à
obtida com o T. hastatus, cerca de 8Q%
de diferenciação com 50 a 56% de tripo-
mastigota.

Até agora o meio 199 só foi usado
poucas vezes com a finalidade de se estu-
dar a morfogénese do T. cntzi (46). Hen-
dricks e cols. (1978), referem-se em um
relatório sobre o uso de meios comercial-
mente disponíveis para hemoflagelados
aos trabalhos de Pan (1968, 1970) sobre a
obtenção de formas ama^igotas de T~.cn/-
zi em meio axênico a temperaturas m.ais
elevadas e afirmam textualmente que "'os
amastigotas "like" observados no seu re-
latório, foram obtidos por passagens seiria-
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 embrião de galinha, e san-
gue de coelho desfíbrinado, (l parte p;ara
4 de água destilada) — proporção final de
85:55:5, pH 7.8. Neste meio foram culti-
vados organismos subcultivados em N1NN
pelo período 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 cpimastigtotas
desapareceram após a 2a, subcultura ie as
formas amastigotas predominaram rapida-
mente, formas tripomastigotas eram raras
nus primeiras subculturas, desaparecendo
a partir da 2a. Quando retirado do rmeio
l;-7 o plasma e o embrião de galinha iveri-
Hcmi-se a ausência de metaciclogèrnese;
demonstrando que possivelmente o ssoro
de galinha ou extrato de embrião tenha
iiillncncia sobre a morfogénese.

Usamos o meio 199 associado a
30% de SFB, com um inoculo pequeno de
5,4xlOs e obtivemos a partir de 28oc dis-
creta modificação 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% (lv/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 último experimento com meio
199, só acrescentamos o extrato de bar-
beiro a 10%, ainda usamos um inoculo pe-
queno 4x10', e obtivemos transforma-
ção praticamente, para amastigotas, 98%
no 15o. dia (se incluirmos os esferomasti-
gotas) e cerca de 100% no 27o. dia. Em
três subpassagens houve tendência à trans-
formação 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 T. hastatus e observamos a cul-
tura diariamente até o 5o. dia, depois no
10o. dia obtivemos resultados similares e
constantes quando associamos o RPM!
ao soro fetal bovino (SFB) ou ao soro de
galinha (SG) em ambos os meios houve
precoce evolução para amastigota alcan-
çando já no 5o. dia cerca de 100% de for-
mas amastigotas. A associação do meio ao
soro de pato (SP) a 20% e extrato de bar-
beiro a 10%, houve inicialmente, tendên-
cia ao aparecimento de tripomastigota,
com 20% no 5o. dia, mas com diferencia-
ção para amastigota, da ordem de 30% no
10o. dia.

Aparentemente, os soros de aves
não são idênticos estimuladores para o T.
hastatus — enquanto o sangue de galinha
induz precocemente à formação de amas-
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tigota o soro de pato induz inicialmente à
formação de tripomastigota.

O meio complexo. RQ. descrito pa-
ra isolamento e cultura de leishnianias,
qundo associado ao sangue de ga l inha 10
a 20% ou soro de pato, se comporta exa-
tamente como quando associado ao
RPMI, proporcionando a frequência de
100%- de amastigotas no ío. dm do culu-
vo.

O meio de Grace, foi o que apresen-
tou até agora maior potencial como indu-
tor da metaciclogênese quando associado
ao SFB, o mais empregado dos indu to res
de metaciclogènese. Os pr imeiros a
empregar o meio de Grace furam Wood &
Pipkin. (19b9) que o enriqueceram com
hemolinfa de /' Cynthia e soro fetal bovi-
no (SFB) obtendo excelente diferencia-
ção (59); Wood & Souza, substituíram a
hemolinfa pelo extrato de R. prolixas
com bons resultados (60). Verificaram
ainda que o extrato de barbeiro era fun-
damental, sem ele não havia metaciclogè-
nese.

O meio Grace original e ligeiramen-
te modificado foi usado por Isola & Cols.
associado ao ext ra to de "estômago", "in-
testino11, "ovário", e "lesuailu" de T.
infestam em jejum de 15 dias ou recêm-
alimentados em ga l inha , Iodos eram ade-
quados para o crescimento uunna l de /.
cruzi, (cepa Tulahuem) mas somente ns
meios enriquecidos com estômago mi in-
testino de triatoma, recém-alimemados
em galinhas eram capazes de produ/ i r
metaciclogênese substancial. O meio de
Grace sem o extrato, enriquecido com so-
ro de bovino, ou soro fetal bovino !'/< +
albumina bovina FV + ultrafiltradu de
ovos de aves a 1%, produziu metauclogê-
nese da ordem de apenas 11% (31).

Sullivan (1982) comunica que o
meio Grace, associado a soro fetal bovino

a 10%, a 2f>°C em 7 dias, permite
ciclogênese da oídeiii de 75% de uma ce-
pa Y. mantida no meio de Ofíut (1946)
por longo período e que recentemente foi
t ransfer ida para o meio de Tobie usando
como fase líquida o L1T. enriquecido
com SFB l O /v , part indo dele pura o meio
de Grace. Refere ainda que a retirada ou
diminuição do SFB do meio de Grace afe-
tam adversamente o crescimento mas
não diminui o índice de transformação
(54). Estes resultados, são aparentemente,
contraditórios em relação à potencialida-
de do meio de Grace associado ao SFB, e
mcsmu SLMII ele, como afirma Sullivan
pois diferem dus achados de Wood e cols.
para quem mesmo na presença do meio e
do fator de indução o SFB. não havia me-
taciclogênese com o extrato de R. proii-
.víí.v; mais exigência ainda, seriam neces-
sárias segundo Isola e cols. que dispondo
do meio enriquecido por fatorcs estimula-
dores do crescimento como a albumina
bovina além do SFB só obtiveram a meta-
ciclogênese entre 60 e 90%- na presença de
extrato de intestino ou estômago de
T. infestais reccm-alimentados em gali-
nha. O meio de Grace somente com SFB
proporcionava apenas \T'/r de metaciclo-
gênese menos que o L.11 + SFB à ternpe-
i a t u r a ambien te .

Ci;me & Dvorak, (1982) relataram a
t i ans to rmação "expontânea" do T. cntzi
em meio l í q u i d o que exibe frequência de
l>7' . í de t i a n s f o i m a ç f f o de epimastigota
p.na tripomastigota quando cultivado no
meio líquido un que foi isolado.

A cepa cm questão é a Y (Silva &
Nusscn/weig, 1953) obtida de Z. Brener
em lio l o Horizonte, e que foi mantida
desde 1977 por passagens semanais em
cul tu ra de células: músculo esquelético de
embrião bovino (Dvorak & Hyde 1973),
e há 2 anos transferido dessa cul tura 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, lOOug/ml de penicilina e 100
ug/ml de Streptomicina, produzia epi-
mastigotas. Repiques de 7/10 dias 24 a
260C.

Neste meio a cepa quando inocula-
da em proporção 0.1-5,0x107 parasito/
ml de epi m as ligo t a transformando-se cm
tripomastigota 90% no 14o. ao 16o. dia.
Inoculo na concentração de l O"/parasi-
tas/ml, alonga o tempo e a transformação
se dá no 16o. dia com inoculo de 10' /pa-
rasitas/ml, 16 dias são necessários para a
fase estacionária de crescimento, e so-
mente 20% de tripomastigota são obser-
vados no 28o. dia. Clones formados desta
cepa apresentam o mesmo comportamen-
to.

Por que esta cepa Y se comporta
desta maneira e a cepa Tulahuem posta
sob as mesmas condições não o faz? Pro-
vavelmente isto se deve à potencialidade
intrínseca do parasita aparentemente, ga-
nha no caso, pelo parasita, durante a sua
passagem prolongada em cultura de célu-
las embrionárias de músculo esquelético
bovino - pois a mesma cepa mantida em
condições normais em Belo Horizonte,
ao que se sabe, não apresentou esta "ex-
pontânea" capacidade metaciclogênica.

Do presente trabalho em suma, fi-
cou demonstrado que o Trypanosoma
hasfatus, da mesma forma que o T. cruzi,
embora habitualmente cresça e se mante-
nha em meio de cultura com cerca de
97% de formas epimastigota, é passível de
se modificar, "in vitro", em meio acelu-
lar, reproduzindo as formas ocorrentes
em sua evolução tanto no triatomíneo
quanto no hospedeiro vertebrado, na de-
pi-ndcncia de fatores nutricionais e esti-

muladores encontrados em soros de diver-
sos animais - mamíferos e aves, ou em
extrafos de insetos como triatomíneos.
listes fatores de ordem química, podem
ser encontrados também em substâncias
sintetizadas ou naturalmente produzidas,
biologicamente como antibióticos, por
exemplo, tetraciclina, rifocina, amoxicili-
na. Além destes fatores a temperatura ale
determinado patamar, 35°C, inf luencia
na metaciclogénese, a partir deste nível
ela torna-se lesiva e pode destruir os pro-
tozoários não adaptados.

Esta capacidade de morfogénese, a-
parentememe, pode ser estimulada em
uma cepa, que poderá mante-la indefini-
damente, como que haja sofrido uma mu-
tação ou perdê-ia após a Ia. ou poucas
passagens quando posto em condições
normais de crescimento. Para que ocorra
esta modificação permanente, talvez seja
necessário manutenção das condições de
experimento por tempo prolongado.

O comportamento variável de mor-
fogénese de cepas diferentes, observadas
em relação a determinados estímulos, co-
mo o meio de Grace associado ao Soro
Fetal Bovino, que sozinho é capaz de esti-
mular urna intensa metaciclogénese de
uma cepa. o que só se observa em outras,
na presença de extra io de barbeiro e ou
ainda, na picsença de extraio de triato-
míneos recém-aiimemados em galinhas,
são sugestivos de que exisie um compo-
nente importante para que se instale a di-
ferenciação para tripomastigotas e amas-
tigotas em função de condições intrínse-
cas do parasita.

listamos convictos de que a meraci-
dogèncse do T t ri/z/ depende de uma in-
teração entre o parasita e o meio que de-
ve conter substâncias estimuladoras.

O parasita em si, intrinsecamente, é
a resultante da somatória das ações de
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condições preliminares metabólicas preté-
ritas de natureza química e ou física.

O perfil morfológico depende, pro-
vavelmente, daquela interaçlo meio/pa-
rasita, em função da capacidade nutrido-
ra do meio e da ação de estímulos quími-
cos ou físicos que atuam transitória ou
continuamente sobre parasitas "sensibili-
zados" através de estímulos preliminares
prolongados e que lhe imprime condições
intrínsecas de diferenciação morfológica
que podem ser permanentes ou fugazes.

A morfogênese de uma cepa depen-
de ainda do tamanho do inoculo, da ade-
quação do tempo do repique em relação à
curva natural do crescimento.

A extrapolação dessas observações
nascidas da análise do comportamento do
T. critzi em laboratório, em meios de cul-
tivos celulares e acelulares, acreditamos,
permitem inferir que esta tão grande va-
riação de "cepas" observadas pelos ca-
racteres taxonòmicos do parasita, seja
em função de variações clínicas Regionais
da doença, das diferenças de esqui/ode-
mas, do perfil enzimático, da caracteriza-
ção antigénicas e morfológicas podem re-
presentar apenas a potencialidade de va-
riação das cepas de T. cnizi.

O mecanismo de ação dos estimula-
dores da metaciclogênese, como dissemos,
é desconhecido, mas alguns trabalhos têm
sugerido a importância de fatores es t imu-
ladores da pinocitose comu sua causa de-
sencadeante. Tem sido demonstrado a
ação fortemente estimuladora da pinoci-
tose do Soro Feta! Bovino e de hemopro-
teínas como a catalase do soro bovino,
albumina bovina e a peroxidjse. Por ou-
tro lado. trabalhos experimentais já de-
monstraram interferência de drogas como
a Stilomicina bloqueando a incorporação
de nuclcotídeos e ácidos nucléicos, indu-
zindo a um crescimento desorganizado.

Alteraçóe Carecidas ocorreram com o
uso da mi tomic ina C e Actinomicina.

lim nossos experimentos com anti-
bióticos, a l e t r a c i c l i n n deve ler interferi-
do no mecanismo da síntese do KNA fa-
cultando modificação à imirtogciiese c a
Amoxicilina deve ter agido d i ic lamentc
por mecanismo de pinocitose, porquanto
a atuaçáo normal sobre a parede tias bac-
térias não teria sentido frente ao /' crnri
ou talvez como carreadora de Ia t ores para
dentro do trypanosoma.

SUMMARY

T. I/astatus - Trypanosoma of bat
Phyllostomus hastatus hastatus. Study

about factors involved in its
morphogenesis "in vitro"

The successuful cultivation and
morphogenese of T, hastatits in a varíety
of media (199, RPMI, LIT and RO), and
enriched by fetal calf serum (FCS) I O a
30%, chicken serum (10 and 20%.) duck
serum (20%) and/or T. infestam extract,
and/or antibiotics (Chortetracicline and
Amoxicilina) is reported.

The cultures were incubated at 20*
8°C, (inviroment) 26, 28, 32, 34, 35 or
370C.

Ali media employed werc able Io
support dcveloping of T. hastatnn in cpi-
rnastigotes forms, at high yield , and
when associated with wathever "st imula-
tors" used, occurred variable morphoge-
nese, (20 to 100%) w i t h i i l xmt 60% ol'
metacyclic fornis or 100% of amastigotcs.

A certain connotahon wi th incuba-
t ion temperature grade isobscrvcd.

Seemcd wich the "sthnulators"
useded hás diferem activity: induce the
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03 - BARBOSA. W.: MARTINS, S. P. & OLI-
VEIRA, R. í.. - Nota preliminar sobre
•'Trypanosoma" variedade "hastatus"
isolado de "Phyllostomus hastatus" da
Caverna de Eercal - D. F. Brasil.
Rev. Pat. Trop,, 2(4): 367-376, 1973.

04 BONÉ, G. L. & PARENT, G. - Stearic a-
cid, an essemial growth factor for
"Trypanosoma cruzi". J. Gen. Micro-
hioL 31:261-266, J 963.

W.S HRKNER. Z. & CfffARJ, E. - Aspects of
carly growth of different "Trypanoso-
ma cruzi" strains in culture médium. J.
rarasifoL. 51:922-926, 1965.

iif> URI- NI' R. /. Biology of "Trypanosoma
tniri" Anniial Revicw of Microbiology
.',' .1-17.ÍX2. 1973.

07 -

08 -

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.

Ali differenciate forms, trypomasti-
gotes or amastigote, both return to epi-
mastigote when cultured at 26°C in mé-
dium hás been maintened.
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