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NOTAS SOBRE A CARACTERIZAÇÃO E
IDENTIFICAÇÃO DO T. HASTATUS (TRYPANOSOMA
"CRUZI-LIKE" DO MORCEGO PHYLLOSTOMUS
HASTATUS HASTATUS AO T. CRUZI.

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

RESUMO

Os autores descrevem o comportamento do Trypanosoma "cruzi-Iike" isolado de morcegos
Phyllostomus hastatus hastatus da Caverna de Fercal, em Brasília, Brasil Referem-se ao seu aspecto
morfológico, que não lhes permitiu distinguí-lo do T. cruzi, às suas características de morfogcnesc c
comportamento em culturas acelulares em que verificaram o crescimento, predominantemenlc,
com 97% de epimastigotas na cultura em LIT, aparecimento de tripomastigotas e alguns amastigo-
tas em culturas velhas; e a presença de tripo e amastigotas em percentuais elevados, tal qual do T.
cruzi, na presença de estimuladores como soro fetal bovino, soro de aves, extrato de triatomíneos c
alguns antibióticos. Constatam sua absoluta perda de infectividade para animais de laboratório,
mesmo quando depletados artificialmente. Verificam seu comportamento em macrófagos de pcritô-
neo do camundongo - semelhante às cepas pouco virulentas do T. cruzi. Documentam amplamente
sua comunidade antigênica para com o T. cruzi através do uso do parasita como antígeno solúvel e
particulado em reações sorológicas para Doença de Chagas e proteção de camundongos à infecção
pelo 7". cruzi; finalmente, detectam anticorpos idênticos de T. cruzi e T. hastatus usando como an-
tígeno glico-proteínas de superfície do T. hastatus obtidos de epimastigotas através de ext ração da
suspensão aquosa pela mistura ãlcool-metilcloroformada era passagens sucessivas, precipitada pelo
álcool etílico, constante de uma banda única de precipitação na dupla difusão em gel.

Comparam estes achados com os da literatura e concluem que o T. hastatus dos microqui
rópteros brasileiros correspondem ao T. cruzi, sendo uma de suas cepas, que naturalmente, n;i n a t u -
reza, perderam sua infectividade, mantendo todos os outros atributos do T. (S) cruzi, CHAGAS.
1909.

UN1TERMOS: 7". cruzi. T. "cruzi-like", cepa hastatus. Identificação biológk-u, c;irurlcn/nçrii>.

* Prof. Titular do Depto. de Medicina Tropical do IPTESP. Respomiivrl pclu Hn i i lm l r tlr In
vestigação Gaspar Viana.

** Profa. Assistente do Depto. de Medicina Tropical do 1PTFSP IYM|i i i i in l i in i iln Unhlmt r ilr
Investigação Gaspar Viana.



Rcv. Par. Trop. J J (3): 475-488, set./dez., 1984 HARBOSA, W.;CZEREWUTA, A.C. & OLIVEIRA, O \./r AW.n

INTRODUÇÃO

A distinção entre cepas do T. cruzi
que a princípio foi buscada, visando agru-
pá-las pelos caracteres biológicos, prati-
camente, ligado ao comportamento do
parasita e sua interação com o hospedei-
ro, ideia da qual surgiu a primeira concei-
tuaç.ãú de lipos de T. cruzi elaborada por
ANDRADE em 1974, pelo estudo basea-
do na virulência e patogenicidade, no tro-
pismo tíssular e morfologia do parasita no
sangue periférico ( l ) , vem ultimamente se
enriquecendo com sofisticada metodolo-
gia, numa desesperada t en ta t iva de se en-
contrar um critério definitivo e absoluto
de caracterizar as cepas, tais como: a com-
posição antigênica do parasita (2, 8, 9,
IO. 11, 13, 15, 24, 25, 26, 41,49, 58,
60, 61, 62, 63, 65, 71, 72, 73, 74, 75,
78), principalmente, estudo de anticorpos
monoclonai? marcadores bioquímicos
como os padrões isoenzimáticos-zimode-
mas (6, 52, 53, 54, 68 e 76) e caracteriza-
ção do DNA do cinetoplasto (42,44,45,
56, 57 e 70, análise pelo esquisodema,
"Probe" do DNA, e pela análise da inte-
ração parasita/lectina (14, 43, 47, 48, 55
e 59).

Todas estas técnicas se dirigem no
sentido de tipificar, regionalmente, as ce-
pas parasitas e correlacioná-las com as d is
pares formas clínicas da Doença de Cha-
gas ocorrentes em cada local.

As observações têm mosirailo que a
"performance" dos diterenles tipos de co-
pas, classificadas biologicamerite leni en-
contrado uma perfeita correlação com os
padrões enzimáticos encontrados e com-
provada variação antigênica (3, 45).

A variação iníra-específica do T.
cruzi, já há muito verificada, foi demons-
trada em 1977 por BRENER, estudando
duas populações de formas distintas (25).

BRENER também, recentemente,
sugeriu que se poderia considerar as cepas
Y e CL como populações polares ou pro-
tótipos, podendo ser usadas como para-
digmas para cepas de diferentes áreas com
diferentes formas clínicas.

Em uma mesma região, em função
de cepas, se tem observado variação de zi-
modema com padrões enzimáticos 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 T. cruzi observadas
de uma mesma fonte (67).

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

Todos estes dados valorizam, de
certo modo, a distinção entre as cepas,
baseados nos aspectos biomorfológicos re-
lacionados ao comportamento do parasi-
ta. Aspectos estes difíceis de analisar
quando se pretende identificar e caracteri-
/.ar cepas ditas ~Lcntzi-like" de quirópte-
ros, com as cepas de T. cruzi.

O Trypanosoma cruzi ocorre com
tnui la frequência, em uma série enorme
de vertebrados, inclusive em quirópteros.
Neste último grupo, além de sua indubitá-
vel presença, esquisotripanos, morfologi-
camente indistinguiVeis do T. cruzi. inclu-
sive pelos índices de mensuração, têm si-
do descritos em microquirópteros de vá-
rios países da América Central e do Sul e
no Brasil, pelo menos nos Estados do Pa-
rá, Amazonas, Ceará, Minas Gerais, Goiás,
Mato Grosso, Bahia, São Paulo e Guana-

bara (12, 19,29,30,31,32,33,37,506
77).

A principal diferença apontada en-
ire o T. cruzi e os chamados Trypanoso-
mas "cmzi-like" é a perda da infectivida-
de para animais susceptíveis e a evidente
falta de relação entre o parasita e os tria-
tomíneos vetores habituais, ausentes nos
nichos onde são encontrados, afora isto,
tem sido argumentado também uma pos-
sível diferença da composição antigênica
(35,36, 38, 39,40, 50 e 66).

Algumas destas espécies de tripano-
somatídeos, foram reconhecidos e valida-
dos, seja por terem sido descritos antes da
descrição do próprio T. cruzi, como o 7".
vespertillionis, BATTAGLIA, 1904, tam-
bém descrito como T. micolleorum, SER-
GENT & SERGENT, 1905, no Velho
Mundo; seja por ter sido descrito em data
muito próxima à descrição do T. 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 é
infectante para outros mamíferos e pode
ser considerado como um sinónimo per-
feito do T. cruzi. Em 1941, DIAS & Pl-
FANO redescreveram o T. Phyllostomae,
isolado do Phyttostomm hastatus na Ve-
nezuela. DIAS, em 1936, denominou o T.
vespertillionis ocorrentes no Velho Mun-
do como Vespertillionis vespertillionis e
no Novo Mundo como Vespertillionis cru-
zi (22, 27, 34 e 50).

O próprio T. Schizotrypanum cruzi,
CHAGAS, 1909, tem sido isolado de.4r?í-
beus lituratus da Colômbia, (MAR.IN-
KELLI, 1966) e Panamá (SOUZA, 1972),
do Carollia perspicillata; no Brasil (DIAS
e cols. 1941), Colômbia (MAR1NKELLI,
1966) e Panamá (SOUZA, 1972); e de

outras espécies de moiny.o-, ne-i ir- , mi".
mós países (50).

Afora estas c.speues, um n i a m l e
contigente de Trypanosotnus tio h p o , / / <
zi, isolados de morcegos no Itu.sil o s.io
de Phyllostomus hastafux liasliifu*. t o n s
tituindo a cepa hasta tus, que. j u n t - m u - n
te, com a cepa eptesicus da Aigen lma Io
ram considerados por HOARli como l'ry
panosoma de incerta sedis, provav-mnen
te, superponível ao T. cruzi (46 c 6 l>).

Na presunção da impossibilidade de
diferenciar o T. vespertillionis-likc do '/'
cruzi-like. MAR1NKELLI sugere inc lu i
los em uma única espécie, que segundo as
regras taxonômicas passariam a ser chá
madas T. vespertillionis, pois foi descrito
anteriormente (50).

Mais recentemente, BAKER c
1978, em seu trabalho sobre caracteri/.a-
ção bioquímica de algumas espécies de
Trypanosoma Schizotripanum de morce-
gos (microchiroptera), baseados na pré
sunção de que estoques (cepas) estudadas
por outros autores mostraram ser diferen-
tes do T. cruzi, pela reduzida in lcc l ivu la
de, perda da associação natural com o
triatomíneo e sua composição i in l igèní ru ,
além do questionável valor das mínimas
diferenças observadas pela determinação
da densidade flutuante do DNA do
núcleo e cinetoplasto, c padiòi-si- lrholo
réticos de seis enzimas propõem que os
tripanosomas do subgèm-io S<ln;i>ttYi'it
num ocorrentes, n a i u r a l i m - n l e , em Mi>n>
chiroptera e d i fe r indo tio /' cri///, "\rti\n
stricto ", pelos para mel n>s ,n mu i l fK i - i t l o . s
fossem tratados fomo n u m M I ! » e*ptVie
distinta, T. cmn M A K I N K 1 U l l M|i MOV
O T. cnizi ".vc/i.vi/ \{i'icfi>" l ev in i i i o noiiir
da sub-espeVie / cm:i ,-ni:t. CHAííAS,
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Neste trabalho, baseado em estudos
anteriores sobre o Trypanosoma "cruzi-li-
ke", cepa hastatus, do PhyUostomus has-
ta tus hastatus, cujos resultados parciais,
já foram apresentados em várias reuniões
cientificas, relativas aos aspectos de com-
portamento biológico em cultura, esludo
da ínfectividade, comunidade antigcnica
- capacidade de detecção de anticorpos,
testes de protecão de animais à infecção
pelo T. cruzi patogénico, e através da pro-
vável comprovação da ident idade an t i gè -
nica entre o T. cruzi e o T. lias/arux. pré
tendemos, confirmando a suposição de
HOARE, caracterizar a cepa fiaxtatux co-
mo T. cruzi.

MATERIAL E MÉTODOS

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

Foi submetido aos seguintes estu-
dos:

ESTUDO MORFOLÓGICO - Realizado
com tripanosomas do sangue do morce-
go, naturalmente infectado, e formas de
cultura obtidas em condições naturais à
temperatura variável de 24 a 27° C, em
L1T, BARACH1NI & DUCREY c sob
ação de temperatura mais elevada de 28 a
37° C em meio L1T e este meio associa-
do a vários estimuladores da morlogênese
como sangue de aves, soro fetal bovino,
extraio de barbeiro, extrato de lleboto-
mineos e antibióticos (17).

ÍNFECTIVIDADE PARA ANIMAIS DE
LABORATÓRIO - Várias tentativas fo-
ram realizadas por inoculação 'de formas
epimastigotas de cultivo, no início 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, cães, ga-
tos e morcegos.

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

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

ESTUDO DA COMUNIDADE ANTIGÊ-
NICA - A comunidade antigénica com o
T. cruzi foi estudada, inicialmente, direta-
mente petas técnicas de imunodifusão em
gel de agar, usando soro hiper-imune, pre-
parado em coelhos, ora com o antígeno
de T. hastatus, ora com o antígeno do T,
cruzi e também com soros de infecção na-
tural, pelo T. cruzi, de pacientes chagási-
cos (20).

Posteriormente, empregou-se o T.
hastatus experimentalmente e logo de ro-
t i n a cm reaçòes sorológicas como fixação
ile complemento, precipitação em gel e
imunofluorescência indireta para a pes-
quisa de anticorpos em pacientes chagási-
cos(20e64).

ESTUDO DA IMUNIDADE - Provas de
protecão em camundongos foram realiza-
dos usando-se o T. hastatus em inocula-
ções semanais, em dose baixa, l X 1CP
por diversas rotas e desafio com cepa Y,
bastante virulenta, precocemente (18).
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PROVAS DE IDENTIDADE ANTIGÉ-
NICA.

Essas provas foram baseadas usan-
do-se glicoproteínas de superfície do T.
hastatus obtida por extração metil-cloro-
formada sucessiva, de suspensão aquosa
de epimastigotas, precipitada pelo álcool
etílico, segundo técnica proposta por
OROSCO e cols. (64) que foram postas a
reagir pela técnica de dupla difusão em
gel, concomitantemente contra soro imu-
ne de T. cruzi, T. hastatus e de Leishma-
nia sp.

RESULTADOS

Os resultados referentes a estas ob'
servações encontram-se por inteiro, em
trabalhos que completam este número
desta publicação (17, 18, 20, 28 e 64) e
em prévia publicação sobre o T. hastatus
em Goiás (19).

Esses resultados podem ser assim
resumidos:

QUANTO AO ESTUDO MORFOLÓGI-
CO — Tripanosomas obtidos inicialmente
de dois morcegos Ml/73 e MIO/73 que
apresentaram raras formas sanguícolas,
impediram um estudo adequado da forma
tripomastigota de sangue, a forma estu-
dada se mostrou longa, com cinetoplasto
terminal e tamanho indistingúível do T.
cruzi. As formas tripomastigotas de cultu-
ra obtidas de MIO/73 mostraram índice
nuclear pequeno nas primeiras culturas,
depois, os repiques mais novos mostraram
índices nucleares compatíveis com o T.
cruzi. As formas leishmanióides foram
experimentalmente obtidas em percentual
por vezes elevados, em culturas velhas e
precocemente em quantidades de até

100% pelo USD i l r i . i i i K i i ' 1 i l* '
acrescentada no mcin l I I h l tMin iN*U|M
tas e amastigniiis Im imi l i tml i*iH u l i l l i l i n
quando se acrescentou im U U M I . \n
de tetraciclina ou un iml l t in t , mi n * ! m i n
de barbeiro mais som l e i i t l I m v l m i , ni*>lm
sintéticos para cultuias de i cHulim t uniu u
199 ou RPM1 tiveram o i i i rmi iu H o i l t i .
todos na dependência ile rl<*viit,fln iU
temperatura de incubação iilt* .1 v (

A Ínfectividade para animais ilc In
boratório foram sempre negativas in rNi im
em sub-inóculos repelidos e natinde* anl
mais artificialmente, imunologiciiinrntr
deprimidos.

Quanto aos testes de conmimludr
antigénica com o T. cruzi podemos nlwi
var que houve uma absoluta documenln
cão de sua existência vez que foi possível
preparar imunesoros tanto de '/'. rrn.-i,
quanto de hastatus que mostraram ira
coes cruzadas na imunodifusão ( l i K i i m
1); usar antígeno solúvel na rencilo dr l i
xação de complemento e empiegin I m i h »
a forma epimastigota como i i i i n i s h g n h i
obtidas em culturas acelulares de i i u n m u
igual e resultados superponíveix IIMH oluri
vados com T. cruzi nas rciicocs de 111

Fig. l ~ Observatnox Jui\iH
entre T. mui v l , I m b u i u * r»\
difusão, cm inn f t i \  t t n l n >  - l *  i t l f t n t
dade AniígtHu / M H Í ^ Í M ' ti<Ml ti""
congelatnentn f i
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O uso do T. hastatus como "vaci-
na" demonstrou proteger parcialmente
camundongos inoculados com cepa Y do
T. cntzi através dos parâmetros de morta-
lidade eparasitemia.

Finalmente, as provas de identidade
antigênica revelaram uma reação de iden-
tidade antigênica entre a glicoproteína de
superfície de formas epimastigotas do T.
hastatus, com soros de paciente chagásico
e soro de camundongos BALBc inocula-
dos previamente, com formas vivas de T.
hastatus e resultados, consistentemente,
negativos com outros tripanosomatídeos
como Leishmânias de varias espécies e an-
ti-soro de Herpetomonas pessoai.

COMENTÁRIOS

Através de estudos preliminares en-
feixados nesta mesma publicação e da
presente investigação os autores verifica-
ram que o T. hastatus, Trypanosoma
"cntzi-like"do morcego P. hastatus hasta-
tus tem os seguintes caracteres indiferen-
ciáveis do T. cruzi: morfologicamente são
indistinguíveis; seu comportamento em
variados meios de cultura, são superponí-
veis a T. cruzi; sua morfogênese face a es-
timuladores específicos como soro fetal
bovino, soros de aves e extrato de barbei-
ro ou alguns antibióticos são similares ao
do T. cruzi; sua comunidade antigênica
demonstrada pela capacidade de detectar
anticorpos, proteger animais "imunizan-
do-os" contra infecção por cepas patogé-
nicas de T. cruzi, e pela similaridade das
suas glicoproteínas de superfície que in-
duzem anticorpogênese de frações antige-
nicamente idênticas ao do T. cruzi, com-
patível ao que parece com a fração 5 de
CAPRON E AFICHAIN e às glicoproteí-
nas de superfície celular de SNARY; são
fagocitados pelos macrófagos de camun-

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

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

Considerando os dados disponíveis
da literatura em relação ao seu zimodema
e isoenzimas, em comparação ao T. cruzi,
concluem pela impossibilidade de dife-
renciá-los. O mesmo deve ser dito em re-
lação aos estudos de densidade flutuante
do DNA do núcleo e cinetoplasto, cujos
resultados são muito próximos (16).

Em relação às diferenças com os
Schizotrypanum ocorrentes nos chirópte-
ros, de maneira geral — espécies: cruzi,
phyllostomae hastatus e vespertittionis
ocorrentes nas Américas - Eles se dife-
renciam pelos seguintes parâmetros - as
espécies cruzi e phyllostomae são infec-
tantes para os vertebrados e se enquadram
como sinónimos dentre os tipos l, 11 e 111
de T. cruzi já estabelecido; a espécie ves-
pertittionis, além de questionável diferen-
ça morfológica, tamanho pequeno, índice
nuclear elevado e provável infectividade
muito baixa para animais de laboratório,
tem uma densidade flutuante do núcleo
muito elevada, bem diferente do T. cruzi
e do T. hastatus além disso na compara-
ção imunoeletroforética entre o T. verper-
tillionis e o T. cruzi, feita por B1CE E
ZELEDON, ficou evidente que embora se
encontrem frações antigênicas comuns, o
que ocorre entre tripanosomatídeos, não
se observa o arco 5 específico do T. cruzi
(7, l O e 11).

Quanto à espécie hastatus ela se ca-
racteriza pela sua morfologia, falta de pa-
togenicidade para vertebrados, evidente
comunidade antigênica como o T. cruzi

dos tiposl,Ilelllepossivelmente pela pre-
sença de uma glicoproteína de superfície
específica, que revela a identidade antigê-
nica entre o T. cruzi (l, II e 111) e T. has-
tatus. Concepção que assumimos mesmo
sem ter feito qualquer tentativa de purifi-
cação da glicoproteína isolada uma vez
que a mesma não deu nenhuma reação
cruzada com soros imunes de qualquer
dos trypanosomatídeos apresentados,
nem revelou mais que uma única banda
de precipitação nos experimentos realiza-
dos, (figuras 2 e 3 V

Não há ra / .Ui> | t ; i i , i se n i l m u i n /
cruzi em sinonímin rum /' wi/n-mllh»
nis, descrito a i i l c r io tn i cn t r ( l ' ' ( M ) l Ao
pouco erigir um;i nova sul> I-S|»VÍP < lu
Schizotrypanum cruzi. eoiiloimi' |mi|«>n
ta de BAKER e col., pois lilo .somente «r
trata de uma cepa part icular , cii|ii p i l i u i
pai característica é a perda de sua i n l c c l i
vidade, mantendo todos os ouhos ainhii
tos biológicos da espécie cntzi, Au' mcs
mo a relação com o vê to r I r i a lomúi rn
que experimentalmente já foi ilemoiislta
do como os géneros e espécies hab i tua i s

ANTfeENO GLICOPROTEÍNA
T.H^SftTUS

o y ' ©
©

ANTÍGEN
t>

O

o

T.HASTATUS

o

Figs. 2 e 3 - Reaçoes especificas de identidade antigênica entre T mi/.l r T
Reaçoes negativas entre outros tripanosomatidcos.
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do T. cruzi e no norte do País com C. pi-
losa, foi recentemente observado na
natureza: em nova espécie de triatomíneo
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 árvore viva, oca, em ín-
tima relação com microquirópteros
Phyllostomus e longatus GEOFFRE1, am-
bos parasitados por Trypanosoma "cruzi-
like", não patogênicos para camundon-
gos. (21).

Em virtude desses achados, concluí-
mos que o T. hastaíus nada mais é do que
a cepa do T. cruzi que perdeu sua pato-
genicidade, naturalmente, na natureza,
provavelmente por um processo mutagê-
nico e pode por si só ser incluído como o
tipo IV de T. cruzi, cuja característica bá-
sica é a sua não infectividade, preservan-
do, "mutatis mutandis", todas as outras
características biológicas do T. (S) cruzi,
CHAGAS, 1909.

SUMMARY

Caracterization and
ídentification notes of

T. Hastatus, T. Cruzi-Like from
Phyllostomus Hastatus

Hastatus bats to T. Cruzi

The autors describe the bcliavior o t"
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 T.
cruzi on's. They noted its absoluteness in-
fectiously loose for laboratory animais,
even when artificially depleted.

The behavior in mice peritoneum
macrophages were also studied, but either
of them made difference from strain litie
virulent of T. cruzi.

They stablishid positively its anti-
genic comunity with T. cruzi by cross
reaction in serologic tests, by its capacity
to induce protectíon, for mice against
chalenge with virulent strain of T. 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. T. hastatus and T. cruzi, it
folio ws that this trypanosomas belonging
to the same species; that lost its infec-
tiously natur^ly, but kept ali of the
others attributions of the T. (S) cruzi,
CHAGAS, 1909.
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