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NOTAS SOBRE A CARACTERIZACAO E
IDENTIFICACAO DO T. HASTATUS (TRYPANOSOMA
“CRUZI-LIKE” DO MORCEGO PHYLLOSTOMUS
HASTATUS HASTATUS AO T. CRUZI.

William Barbosa *, Ana Cindido Czerewuta **, Osvaldira Seabra de Oliveira **

RESUMO

Os autores descrevem o comportamento do Trypanosoma ‘‘cruzi-like’ isolado de morccgos
Phyllostomus hastatus hastatus da Caverna de Fercal, em Brasilia, Brasil. Referem-se ao seu aspecto
morfoldgico, que ndo lhes permitiu distingui-lo do 7. cruzi, as suas caracteristicas de morfogénese ¢
comportamento em culturas acelulares em que verificaram o crescimento, predominantemente,
com 97% de epimastigotas na cultura em LIT, aparecimento de tripomastigotas e alguns amastigo-
tas em culturas velhas; e a presenga de tripo e amastigotas em percentuais elevados, tal qual do 7.
cruzi, na presenga de estimuladores como soro fetal bovino, soro de aves, extrato de triatomincos ¢
alguns antibidticos. Constatam sua absoluta perda de infectividade para animais de laboratério,
mesmo quando depletados artificialmente. Verificam seu comportamento em macrofagos de perito-
neo do camundongo — semelhante as cepas pouco virulentas do 7. cruzi. Documentam amplamente
sua comunidade antigénica para com o T. cruzi através do uso do parasita como antigeno solavel ¢
particulado em reagdes sorologicas para Doenga de Chagas e prote¢do de camundongos a infecgio
pelo 7. cruzi; finalmente, detectam anticorpos idénticos de T. cruzi e T. hastatus usando como an-
tigeno glico-proteinas de superficie do T. hastatus obtidos de epimastigotas através de extragio da
suspensao aquosa pela mistura alcool-metilcloroformada em passagens sucessivas, precipitada pelo
dlcool etilico, constante de uma banda unica de precipita¢do na dupla difusao em gel.

Comparam estes achados com os da literatura e concluem que o 7. hastatus dos microqui-
ropteros brasileiros correspondem ao 7. cruzi, sendo uma de suas cepas, que naturalmente, na natu-
reza, perderam sua infectividade, mantendo todos os outros atributos do T. (S) cruzi, CHAGAS,
1909.
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INTRODUCAO

A distingdo entre cepas do T cruzi
que a principio foi buscada, visando agru-
pi-las pelos caracteres bioldgicos, prati-
camente, ligado ao comportamento do
parasita e sua interagio com o hospedei-
ro, idéia da qual surgiu a primeira concei-
tuagao de tipos de 7. cruzi elaborada por
ANDRADE em 1974, pelo estudo basea-
do na viruléncia e patogenicidade, no tro-
Pismo tissular e morfologia do parasita no
sangue periférico (1), vem ultimamente se
enriquecendo com sofisticada metodolo-
gia, numa desesperada tentativa de se en-
contrar um critério definitivo ¢ absoluto
de caracterizar as cepas, tais como: a com-
posi¢ao antigénica do parasita (2, 8,9,
10. 11, 13, 15, 24, 25, 26, 41, 49, s8,
60, 61, 62, 63, 65, 71, 72, 73, 74, 75,
78), principalmente, estudo de anticorpos
monoclonais  marcadores bioquimicos
como os padrdes isoenzimdticos-zimode-
mas (6, 52, 53,54, 68 ¢ 76) e caracteriza-
¢ao do DNA do cinetoplasto (42, 44 45,
56, 57 e 70, anilise pelo esquisodema,
“Probe” do DNA, e pela andlise da inte-
ragao parasita/lectina (14, 43,47, 48, 55
e 59).

Todas estas técnicas se dirigem no
sentido de tipificar, regionalmente. as ce-
pas parasitas e correlaciona-las com as djs
pares formas clinicas da Docenga de Cha-
gas ocorrentes em cada local.

As observagoes t¢m mostrado que a
“performance™ dos diferentes tipos de ce-
pas, classificadas biologicamente tem cn-
contrado uma perfeita correlagio com os
padrdes enzimdticos encontrados e com-
provada variagdo antigénica (3, 45).

A variagdo intra-especifica do T
cruzi, ji hd muito verificada, foi demons-
trada em 1977 por BRENER, estudando
duas populagdes de formas distintas (25).

BRENER também, recentemente,
sugeriu que se poderia considerar as cepas
Y e CL como populagdes polares ou pro-
totipos, podendo ser usadas como para-
digmas para cepas de diferentes dreas com
diferentes formas clinicas.

Em uma mesma regido, em fun¢do
de cepas, se tem observado variagdo de zi-
modema com padrdes enzimiticos dife-
rentes (54) e mesmo do esquizodema,
MOREL e cols., e DVORAC e cols. obser-
varam comportamentos diferentes de ce-
pas de camundongos isogénicos, em dois
clones diferentes de 7. cruzi observadas
de uma mesma fonte (67).

O proprio emprego de anticorpos
monoclonais para selecionar cepas tem
mostrado dificuldade, uma vez que popu-
lagGes da mesma cepa apresentam clones
com diferentes reatividades e a presenca
de anticorpos monoclonais reagindo com
outros parasitas, tais como Leishmaniq
spp.

Todos estes dados valorizam, de
certo modo, a distingdo entre as cepas,
baseados nos aspectos biomorfolégicos re-
lacionados ao comportamento do parasi-
ta. Aspectos estes dificeis de analisar
quando se pretende identificar e caracteri-
zar cepas ditas “cruzi-like” de quirdpte-
ros, com as cepas de 7, cruzi,

O Trypanosoma cruzi ocorre com
muita freqiiéncia, em uma série enorme
de vertebrados, inclusive em quirépteros.
Neste iltimo grupo, além de sua indubit4-
vel presenca, esquisotripanos, morfologi-
camente indistingiiiveis do 7 cruzi inclu-
sive pelos indices de mensuragao, tém si-
do descritos em microquirépteros de vi-
rios paises da América Central e do Sul e
no Brasil, pelo menos nos Estados do Pa-
rd, Amazonas, Ceard, Minas Gerais, Goids,
Mato Grosso, Bahia, Sio Paulo e Guana-
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bara (12, 19, 29, 30, 31,32,33,37,50e
77).

A principal diferenga apontada en-
tre o 7. cruzi e os chamados Trypanoso-
mas “cruzi-like” é a perda da infectivida-
de para animais susceptiveis e a evidente
falta de relag@o entre o parasita e os tria-
tomineos vetores habituais, ausentes nos
nichos onde sdo encontrados, afora isto,
tem sido argumentado também uma pos-
sivel diferenga da composi¢do antigénica
(35, 36, 38, 39,40, 50 e 66).

Algumas destas espécies de tripano-
somatideos, foram reconhecidos e valida-
dos, seja por terem sido descritos antes da
descri¢ao do préprio 7. cruzi, como o 7.
vespertillionis, BATTAGLIA, 1904, tam-
bém descrito como 7. micolleorum, SER-
GENT & SERGENT, 1905, no Velho
Mundo; seja por ter sido descrito em data
muito préxima a descri¢do do 7. cruzi co-
mo o T. (Schizotripanum) phyllostomae
CARTAYA, 1910, (o primeiro tripano-
soma de morcego Carollia perspicillata
descrito na América, em Cuba, e que em-
bora considerado como espécie distinta €
infectante para outros mamiferos e pode
ser considerado como um sindnimo per-
feito do T. cruzi. Em 1941, DIAS & PI-
FANO redescreveram o 7. Phyllostomae,
isolado do Phyllostomus hastatus na Ve-
nezuela. DIAS, em 1936, denominou o 7.
vespertillionis ocorrentes no Velho Mun-
do como Vespertillionis vespertillionis e
no Novo *Aundo como Vespertillionis cru-
zi (22, 27,34 ¢ 50).

O proprio 7. Schizotrypanum cruzi,
CHAGAS, 1909, tem sido isolado de Arzi-
beus lituratus da Colombia, (MARIN-
KELLI, 1966) e Panamd (SOUZA, 1972),
do Carollia perspicillata; no Brasil (DIAS
e cols. 1941), Colombia (MARINKELLI,
1966) e Panamd (SOUZA, 1972); e de

Nortus sobre a Rl

outras especies de morcepos nestes e,
mos paises (50).

Afora estas espécies, um prande
contigente de Trypanosomays do tipo cru
zi, isolados de morcegos no Brasil o sio

de Phyllostomus hastatus hastatuy, cons
tituindo a cepa hastatus, que, juntamen
te, com a cepa eptesicus da Argentina lo

ram considerados por HOARL: como 17y
panosoma de incerta sedis, provavelmen
te, superponivel ao 7. cruzi (46 ¢ 6Y).

Na presungao da impossibilidade de
diferenciar o T. vespertillionis-like do T
cruzi-like, MARINKELLI sugere inclui
los em uma tnica espécie, que segundo s
regras taxonomicas passariam a ser cha-
madas T. vespertillionis, pois foi descrito
anteriormente (50).

Mais recentemente, BAKER e cols.,
1978, em seu trabalho sobre caracteriza-
¢do bioquimica de algumas espécies de
Trypanosoma Schizotripanum dec morce
gos (microchiroptera), baseados na pre
sungao de que estoques (cepas) estudadas
por outros autores mostraram ser diferen-
tes do 7. cruzi, pela reduzida infectivida
de, perda da associagao natural com o
triatomineo e sua composigdo antigénica,
além do questiondvel valor das minimas
diferengas observadas pela determinagiio
da densidade flutuante do DNA o
nicleo e cinetoplasto, ¢ padroes cletiolo
réticos de seis enzimas propocm que os
tripanosomas do subgénero Sclisorrypa
num ocorrentes, naturalmente, cm Mucro
chiroptera e difcrindo do 1" cruct, sensu
stricto”, pelos parimetios acuna descritoy
fossem tratados como uma sub espécie
distinta, 7" cruzi MARINKEL L ssp nov
O T. cruzi “sensu stricto ™ levarka o nome
da sub-espécie T cnct erct, CHAGAS,
1909 (106).
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Neste trabalho, baseado em estudos
anteriores sobre o Trypanosoma “‘cruzi-li-
ke”, cepa hastatus, do Phyllostomus has-
tatus hastatus, cujos resultados parciais,
jd foram apresentados em virias reuniges
cientificas, relativas aos aspectos de com-
portamento bioldgico em cultura, estudo
da infectividade, comunidade antigénica
- capacidade de detec¢io de anticorpos,
testes de prote¢do de animais a infecgao
pelo T. cruzi patogénico, e através da pro-
vdvel comprovagio da identidade antigé-
nica entre o 7. cruzi ¢ o T. hastatus, pre-
tendemos, confirmando 3 suposigio de
HOARE, caracterizar a cepa hastatus co-
mo 7. cruzi.

MATERIAL E METODOS

O Trypanosoma hastatus foi isolado
do Phylostomus hastatus hastatus, captu-
rado na Caverna de Fercal, em Brasilia,
DF.

Foi submetido aos seguintes estu-
dos:

ESTUDO MORFOLOGICO — Realizado
com tripanosomas do sangue do morce-
g0, naturalmente infectado, e formas de
cultura obtidas em condig¢des naturais a
temperatura variavel de 24 a 270 C,em
LIT, BARACHINI & DUCREY ¢ sob
a¢ao de temperatura mais clevada de 28 a
370 Cem meio LIT ¢ este meio associa-
do a virios estimuladores du morfogénese
como sangue de aves, soro fctal bovino,
extrato de barbeiro, extrato de (lehoto-
mineos e antibiéticos (17).

INFECTIVIDADE PARA ANIMAIS DE
LABORATORIO — Virias tentativas fo-
ram realizadas por inoculag¢io ‘de formas
epimastigotas de cultivo, no inicio e ao fi-

nal de sua fase de crescimento exponen-
cial, com formas tripomastigotas e amasti-
gotas obtidas em meios acelulares com
ajuda de estimuladores: nestes experimen-
tos foram usados camundongos de varia-
das linhagens, “outbred” e “imbred”, co-
baias, hamsters, ratos, macacos, caes, ga-
tos e morcegos.

Os animais foram usados integros
ou depletados pelo uso de drogas imuno-
supressoras ou alguns irradiados. Tentati-
vas também foram feitas visando dissemi-
nar o tripano somatideo fazendo infec-
¢ilo concomitantemente, com o TG 180
por via intraperitoneal.

Tentou-se também a infecgdo de
macrofagos com formas epi e tripomasti-
gotas de cultura de camundongos obtidos
da cavidade peritoneal (28).

ESTUDO DA COMUNIDADE ANTIGE-
NICA — A comunidade antigénica com o
T. cruzi foi estudada, inicialmente, direta-
mente pelas técnicas de imunodifusio em
gel de agar, usando soro hiper-imune, pre-
parado em coelhos, ora com o antigeno
de T. hastatus, ora com o antigeno do 7.
cruzi e também com soros de infecgdo na-
tural, pelo 7. cruzi, de pacientes chaggsi-
cos (20).

Posteriormente, empregou-se o 7.
hastatus experimentalmente e logo de ro-
tina em reagoes sorologicas como fixagao
de complemento, precipitagio em gel e
imunofluorescéncia indireta para a pes-
quisa de anticorpos em pacientes chagdsi-
cos (20 e 64).

ESTUDO DA IMUNIDADE — Provas de
protecao em camundongos foram realiza-
dos usando-se o 7. hastatus em inocula-
¢oes semanais, em dose baixa, 1 X 103
por diversas rotas e desafio com cepa Y,
bastante virulenta, precocemente (18).
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PROVAS DE IDENTIDADE ANTIGE-
NICA.

Essas provas foram baseadas usan-
do-se glicoproteinas de superficie do T
hastatus obtida por extra¢dao metil-cloro-
formada sucessiva, de suspensio aquosa
de epimastigotas, precipitada pelo dlcool
etilico, segundo técnica proposta por
OROSCO e cols. (64) que foram postas a
reagir pela técnica de dupla difusio em
gel, concomitantemente contra soro imu-
ne de 7. cruzi, T. hastatus e de Leishma-
nia sp.

RESULTADOS

Os resultados referentes a estas ob-
servagdes encontram-se por inteiro, em
trabalhos que completam este nimero
desta publicagdo (17, 18, 20, 28 ¢ 64) ¢
em prévia publicacao sobre o T. hastatus
em Goids (19).

Esses resultados podem ser assim
resumidos:

QUANTO AO ESTUDO MORFOLOGI-
CO — Tripanosomas obtidos inicialmente
de dois morcegos M1/73 e M10/73 que
apresentaram raras formas sangiiicolas,
impediram um estudo adequado da forma
tripomastigota de sangue, a forma estu-
dada se mostrou longa, com cinetoplasto
terminal e tamanho indistingiiivel do T
cruzi. As formas tripomastigotas de cultu-
ra obtidas de M10/73 mostraram indice
nuclear pequeno nas primeiras culturas,
depois, os repiques mais novos mostraram
indices nucleares compativeis com o 7.
cruzi. As formas leishnanidides foram
experimentalmente obtidas em percentual
por vezes elevados, em culturas velhas e
precocemente em quantidades de até

100% pelo uso de wngie e gulinha
acrescentada ao meto LEE Gripunimad ign
tas e amastigotas forwm twmbhdim ohitidos
quando se acrescenton no melo clorhdintn
de tetraciclina ou amoxiling, on exiimto
de barbeiro mais sovo fetul hoving, sl
sintéticos para culturas de célulan comuo o
199 ou RPMI tiveram o mexmo elelto,
todos na dependéncia de clevago
temperatura de incubagao até 350 ('

A infectividade para animais de ln
boratdrio foram sempre negativis mesimo
em sub-indculos repetidos ¢ nagueles uni
mais artificialmente, imunologicamente
deprimidos.

Quanto aos testes de comumidude
antigénica com o 7. cruzi podemos ohser
var que houve uma absoluta documentn
¢ao de sua existéncia vez que f0i possivel
preparar imunesoros tanto de 7. crusi,
quanto de hastatus que mostrarim iea
¢oes cruzadas na imunodifusio (ligun
1); usar antigeno solivel na reagio de 1
xagdo de complemento e empiegut tunto
a forma epimastigota como amuxtigota
obtidas em culturas acelulares de muneia
igual e resultados superponivers nox ohaey
vados com 7. cruzi nas reacoes de 111

N B

Fig. 1 — Observamos faixax milltiplun oo 1ong i
entre T. cruzl ¢ 'I'. hastatun e duprla
difusdo, em um feive Wntver e hilentl
dade  Antigeno povitdivn ol (por
congelamento e dexvimgemmento)
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O uso do T. hastatus como ‘‘vaci-
na” demonstrou proteger parcialmente
camundongos inoculados com cepa Y do
T. cruzi através dos parametros de morta-
lidade e parasitemia.

Finalmente, as provas de identidade
antigénica revelaram uma reagao de iden-
tidade antigénica entre a glicoproteina de
superficie de formas epimastigotas do 7.
hastatus, com soros de paciente chagdsico
e soro de camundongos BALBc inocula-
dos previamente, com formas vivas de T.
hastatus e resultados, consistentemente,
negativos com outros tripanosomatideos
como Leishmanias de virias espécies € an-
ti-soro de Herpetomonas pessoai.

COMENTARIOS

Através de estudos preliminares en-
feixados nesta mesma publicagdo e da
presente investigagdo os autores verifica-
ram que o T. hastatus, Trypanosoma
“cruzi-like”’ do morcego P. hastatus hasta-
tus tem os seguintes caracteres indiferen-
cidveis do T. cruzi: morfologicamente sao
indistingiiiveis; seu comportamento em
variados meios de cultura, s3o superponi-
veis a T, cruzi; sua morfogénese face a es-
timuladores especificos como soro fetal
bovino, soros de aves e extrato de barbei-
ro ou alguns antibi6ticos sao similares ao
do T. cruzi; sua comunidade antigénica
demonstrada pela capacidade de detectar
anticorpos, proteger animais “imunizan-
do-os” contra infecgdo por cepas patogeé-
nicas de T. cruzi, e pela similaridade das
suas glicoproteinas de superficie que in-
duzem anticorpogénese de fragdes antige-
nicamente idénticas ao do 7. cruzi, com-
pativel ao que parece com a fragdo 5 de
CAPRON E AFICHAIN e as glicoprotei-
nas de superficie celular de SNARY; sdo
fagocitados pelos macréfagos de camun-

dongos se comportando como o T.
cruzi de baixa patogenicidade.

Por outro lado difere frontalmente
do T. cruzi dos trés tipos descritos, por
ser completamente incapaz de infectar
qualquer animal de laboratério, mesmo
imunologicamente depletados.

Considerando os dados disponiveis
da literatura em relagdo ao seu zimodema
e isoenzimas, em comparagdo ao T. cruzi,
concluem pela impossibilidade de dife-
rencid-los. O mesmo deve ser dito em re-
lag@o aos estudos de densidade flutuante
do DNA do nicleo e cinetoplasto,.cujos
resultados s3o muito proximos (16).

Em relagao as diferengas com os
Schizotrypanum ocorrentes nos chirépte-
ros, de maneira geral — espécies: cruzi,
phyllostomae hastatus e vespertillionis
ocorrentes nas Américas — Eles se dife-
renciam pelos seguintes parametros — as
espécies cruzi e phyllostomae sdo infec-
tantes para os vertebrados e se enquadram
como sinonimos dentre os tipos 1, 11 e 111
de T. cruzi ja estabelecido; a espécie ves-
pertillionis, além de questiondvel diferen-
¢a morfolégica, tamanho pequeno, indice
nuclear elevado e provdvel infectividade
muito baixa para animais de laboratério,
tem uma densidade flutuante do nucleo
muito elevada, bem diferente do 7. cruzi
e do T. hastatus além disso na compara-
¢d0 imunoeletroforética entre o T. verper-
tillionis ¢ o T. cruzi, feita por BICE E
ZELEDON, ficou evidente que embora se
encontrem fragdes antigénicas comuns, 0
que ocorre entre tripanosomatideos, nao
se observa o arco 5 especifico do T. cruzi
(7,10e 11).

Quanto a espécie hastatus ela se ca-
racteriza pela sua mozfologia, falta de pa-
togenicidade para vertebrados, evidente
comunidade antigénica como o T. cruzi
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dos tiposl,llellle possivelmente pela pre-
senga de uma glicoproteina de superficie
especifica, que revela a identidade antigé-
nica entre o 7. cruzi (1, 11 e 1ll) e T. has-
tatus. Concepgdo que assumimos mesmo
sem ter feito qualquer tentativa de purifi-
cagdo da glicoproteina isolada uma vez
que a mesma nio deu nenhuma reagao
cruzada com soros imunes de qualquer
dos trypanosomatideos apresentados,
nem revelou mais que uma unica banda
de precipitag@o nos experimentos realiza-
dos. (figuras 2e 3 ).
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Nao hd raziio paa se colocm o/
cruzi em sinonimia com 1" verpertillio
nis, descrito anterionmente (1904) 1o
pouco erigir uma nova sub espécie do
Schizotrypanum cruzi, conloime propox
ta de BAKER e col., pois tio somente se
trata de uma cepa particular, cuja princt
pal caracteristica € a perda de sua infecti
vidade, mantendo todos os outios atnbu
tos bioldgicos da espécie cruzi. Até mes
mo a relagdqo com o vetor triatomineo
que experimentalmente jd foi demonstia
do como os géneros e espécies habitumns
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Figs. 2 e 3 — Reagoes especificas de identidade antigénica entre I cruzt ¢ 1" haxtatun
Reagdes negativas entre outros tripanosomatideos.
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do T. cruzi e no norte do Pais com C. pi-
losa, foi recentemente observado na
natureza: em nova espécie de triatomineo
da tribo Cavernicolini USINGER, 1944,
encontrado no Estado do Amazonas, Bra-
sil — Cavernicola lenti, n. sp. a segunda es-
pécie do género descrita até agora — en-
contrada em uma drvore viva, oca, em in-
tima relagdo com microquirépteros
Phyllostomus e longatus GEOFFREI, am-
bos parasitados por Trypanosoma “‘cruzi-
like”, nao patogénicos para camundon-
gos. (21).

Em virtude desses achados, conclui-
mos que o 7. hastatus nada mais € do que
a cepa do 7. cruzi que perdeu sua pato-
genicidade, naturalmente, na natureza,
provavelmente por um processo mutagé-
nico e pode por si s6 ser incluido como o
tipo 1V de T. cruzi, cuja caracteristica ba-
sica € a sua nao infectividade, preservan-
do, “mutatis mutandis”, todas as outras
caracteristicas biolégicas do 7. (S) cruzi,
CHAGAS, 1909.

SUMMARY

Caracterization and
identification notes of
T. Hastatus, T. Cruzi-Like from
Phyllostomus Hastatus
Hastatus bats to T. Cruzi

The autors describe the behavior of
the Trypanosoma cruzi-like isolated from
FERCAL Cave, bats Phyllostomus hasta-
tus hastatus, in Brasilia, Brazil

They observed that its morphologic
aspect, morphogenic caracteristics, its be-
havior in uncells media, the answers using
stimulating factors there similar to 7.
cruzi on’s. They noted its absoluteness in-
fectiously loose for laboratory animals,
even when artificially depleted.
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The behavior in mice peritoneum
macrophages were also studied, but either
of them made difference from strain litle
virulent of T. cruzi.

They stablishid positively its anti-
genic comunity with 7. cruzi by cross
reaction in serologic tests, by its capacity
to induce protection, for mice against
chalenge with virulent strain of 7. cruzi;
and recentily by determination of presen-
ce of identical single band in the reaction
of double diffusion in agar gel with the
use of antigen surface glycoprotein of T.
hastatus, sugestive of the antigenic iden-
tidy between. 7. hastatus and T. cruzi, it
follows that this trypanosomas belonging
to the same species; that lost its infec-
tiously naturzly, but kept all of the
others attributions of the T. (S) cruzi,
CHAGAS, 1909.
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