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CRESCIMENTO E DIFERENCIACAO DO TRYPANOSOMA
CRUZI EM MEIO LIQUIDO

EDIA DE SENA LUSTOSA  **

RESUMO

Diante da variagdo de com-
portamento do Trypanosoma Cruzi,
nos diferentes meios de cultura, o
autor propde rever os trabalhos rea-
lizados sobre o crescimento e diferen-
ciagdo desse “Tripanosomatidae”, nos
meios liquidos complexos e nos semi-
sintéticos. Ficou evidenciado nesta
pesquisa que a influéncia dos fatores
extrinsecos: pH, composi¢ao do meio,
temperatura, idade das cepas etc., sfo
além dos fatores intrinsecos, ainda
desconhecidos ou insuficientemente
estudados, os responséveis pelo cresci-
mento e diferenciagio do Trypanoso-
ma Cruzi.

O T. cruzi é, entre os tripa-
nosomos, um dos mais ficeis de
ser cultivado em uma série de
meios difasicos, semi-sélidos ou
liquidos, que contém os fatores
de crescimento exigidos por essa
espécie: hemina, 4cido félico e
4cido estedrico.

Os meios que proporcionam
maior crescimento incluem na sua

composigdo sangue total, ou soro
e hemicia, ou gema dec ovo. Ha
meios, entretanto, qu¢ possuem
extrato de figado, ou de carne, ou
hidrolisados de proteina, além
daqueles fatores essenciais.

Os meios semi-sélidos e tipos
difasicos, devidos a sua comple-
xidade e propriedades fisicas, di-
ficultam o estudo das exigéncias
nutricionais do flagelado e a ci-
nética de seu crescimento “in vi-
tro”.

Segundo Fernandes & Castel-
lani (1966), os meios liquidos t2m
a vantagem de permitir um estu-
do mais acurado do crescimento
cinético, o que, em tltima ana
lise, é uma condig¢do de suma im-
portancia para o sucesso na ob-
ten¢io de um meio completamen-
te definido. Os meios liquidos
podem ser complexos ou composi-
¢do quimica parcialmente defini-
da (semi-sintéticos).

I — MEIOS COMPLEXOS:

a) O meio “LIT” (liver infu-
sion tryptose), idealizado por
Yaegger e descrito por Camargo
(1964) e Fernandes & Castellani
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(1966), posteriormente utilizado
por vdrios outros autores, € cons-
tituido de Na ¢l — Kcl — Na2
HP04 — Glicose — “Triptose”
“Liver Infusion” — Soro de bo-
vino 10% — solugdo de hemo-
globina 2% e 4gua distilada. Es-
te meio apresenta a vantagem de
fornecer flagelados para qualquer
tipo de estudo. Tem sido usado
para cultivo em massa. As des-
vantagens estdo relacionadas prin-
cipalmente com a natureza com-
plexa do infuso de figado e trip-
tose.

b) O meio de “WARREN"”, é
meio liquido autoclavivel e des-
crito pelo préprio Warren (1960),
que lhe deu seu nome. E consti-
tuido de “Brain Heart Infusion”
— sangue de carneiro desfibrina-
do.— 4gua distilada. Este meio,
como o LIT, tem sido usado para
cultivo em massa e estudos mor-
fogenéticos.

¢) O meio “HIL”, descrito por
Castellani, Ribeiro & Fernandes
(1967), é constituido dos elemen-
tos bésicos do meio LIT, mais
hidrolisado de lectoalbumina e in-
fuso de coragdo de cio, este tlti-
mo substituindo o infuso de figa-
do, bem como a passagem do
pH 7-2 para pH 6-7.

Encontrou-se neste meio cres-
cimento de flagelado igual ao dos
meios “LIT” e “WARREN”, mas
a diferenciagdo de epimastigotos
— tripamastigos foi muito maior
que a constatada nesses. Nao se
sabe porque o infuso de coragdo
de cio é melhor do que o infuso
de figado. Entretanto, podemos
afirmar que os fatores estimulan-
tes e inibidores estdo presentes

nos dois meios, mas em quantida-
des diferentes.

d) O meio “LAS” (Lactoalbu-
mim Serum) é um meio incom-
pleto. Camargo (1964), o seu
idealizador, procurando crié-lo,
substituiu a triptose e o infuso de
figado do meio “LIT™ pelo hidro-
lisado de lactoalbumina. A mis-
tura foi filtrada através do filtro
de Seitz. Este meio comporta me-
nor crescimento e a diferenciag@o
€ precoce.

II — MEIOS LIQUIDOS
SEMI-SINTETICOS:

O T. cruzi, embora menos que
outros tripanosomos de mamife-
ros, ¢ muito exigente ¢ nao foi
ainda cultivado em meio de com-
posi¢ao quimica definida.

Little & Subbaraw (1945) e
Sampath & Little (1949) cultiva-
ram-no em um filtrado, proveni-
ente de uma mistura de peptona,
4cido Casamino, os fatores usuais
de crescimento e sangue coagula-
do de coelho.

Little & Oleson (1951) melho-
raram esta mistura, substituindo a
peptona e o 4cido Casamino por
amino4cidos, vitaminas, glicose e
os compostos: adenina, uracil, u-
reia, purinas, pirimidinas etc. O
T. cruzi foi subcultivado neste
meio por longo perfodo de tempo.

Citri & Grossowicz (1954)
idealizaram um meio parcialmen-
te definido, contendo hemina,
fragdo purificada de soro-albumi-
na e suco de tomate. O suco de
tomate foi substituido mais tarde
por fatores de crescimento conhe-
cidos: vitaminas, RNA, 4cido ci-
tidflico e creatinina. Verificaram,
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também, que este meio contém,
como tnico composto indefinido,
o hidrolisado de caseina, no qual
se verifica um crescimento com-
parével ao meio preparado por
Little & Oleson (1951) durante
1.5 ano. Mas Boné & Parent
(1963) nio obtiveram crescimen-
to satisfatério com este meio.
Boné & Parent (1963) assina-
laram que o T. cruzi nio se
adaptou ao meio de infuso de fi-
gado triptose, a menos que fosse
adicionado ao meio soro fresco
de bovino ou lecitina da gema do
ovo, isto porque na composi¢io
quimica de lecitina h4 estearato,
que é fator essencial para o cres-
cimento dos flagelados. Segundo
os autores, o 4icido esteédrico subs-
titui o soro, mas Fernandes e Cas-
tellani (1966) afirmaram que o
4cido estedrico nio poderia subs-
tituir o soro no meio LIT. Isso
provavelmente porque devem ter
usado raga diferente de tripanos-
somo. Boné & Parent (1963)
substituiram o extrato de figado
por tiamina e 4cido f6lico, fican-
do composto ndo definido sé a
triptose, ¢ observaram que nio
houve diminuicio do grau de
crescimento. Novamente Fernan-
des & Castellani (1966) nio con-
firmaram estes achados.
Lambrecht (1966) estudou »
crescimento do T. cruz, utilizan-
do o meio semi-sintético de Boné
& Parent (1963), e introduziu
nestas experiéncias a medida da
densidade Gtica para avaliar o
crescimento das culturas.
Montes (1970) estudou o cres-
cimento de quatro cepas de T.
eruzi nos meios semi-sintéticos de
Citri & Grossowicz (1955), Boné

& Parent (1963), Little & Sub-
barow (1945) e Little & Oleson
(1951). Ele mostrou que no meio
de Boné & Parent houve cres-
cimento de todas as cepas. Foi
este meio indicado por ele como
o mais adequado para os estudos
que visem a obtengdo de um meio
definido. Diferengas entre as ce-
pas nos meios Citri & Grossowicz
e Boné & Parent apontaram di-
ferengas nas exigéncias nutricio-
nais.

Logo apés o cultivodo T. cru-
zi, foi observado que as formas
cpimastigatas (com membrana
ondulante anterior) ddo origem
aos tripomastigotos metaciclicos
e que estes sdao incapazes de mul-
tiplicar-se. Tem-se observado,
comumente, um aumento de me-
taciclicos nas culturas velhas, mas
os fotores que controlam a mor-
fogénese nio poderiam ser con-
venientemente  estudados nos
meios difasicos usuais. Com os
trabalhos realizados por Camargo
(1964), Fernandes & Colegas.
(1966, 1967, 1969), introduzindo
meios liquidos esterilizdveis por
filtragdo, técnicas quantitativas de
avaliagdo do crescimento e meios
especiais para diferenciagio mos-
traram toda uma série de eventos
fisiolégicos que muito contribui-
ram para o conhecimento da bio-
logia do T. cruzi.

Camargo (1964), Fernandes
& Casteliaml (1965 e 1966) e
Chiari, E. (1971 e 1974), ba-
seados em uma série de ensaios,
constataram que no meio LIT ha
um erescimento mais ripido dos
flagelados, permitindo, ainda, o
uso do aparelho eletrOnico “Coul-
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ter Eletronic Counter”, para de-
terminar o nidmero total de or-
ganismos presentes no meio LIT.
Culturas com densidade de popu-
lagio dc flagelados de 3 a
20x0¢/ml mostram crescimcnto
exponencial em 4 dias, seguindo-
se uma fase estaciondria no inicio
da qual comega o processo de di-
ferenciagao.

Fernandes & Castellani (1966)
observaram que, a partir da con-
centragdo de 6x107/ml, a agita-
¢do em intervalos regulares au-
mentou o crescimento em 10% .
Assinalaram, também, que um pe-
riodo de “lag” sempre foi obser-
vado quando os inéculos sdo re-
tirados de culturas na fase esta-
cioniria, ¢ que a temperatura
ideal nas culturas para o T. cruzi
é de 28°C.

Camargo (1964) observou que
o numero de metaciclicos diminui
durante a fase exponencial, como
resultado de uma multiplicagio
intensiva de epimastigotos, mas
que, ao final da fase de cresci-
mento exponencial, os metacicli-
cos aumentam rapidamente como
um resultado de diferenciagdo
dos epimastigotos a tripomastigo-
tos, procedendo como nas cultu-
ras velhas. Nas culturas mantidas
em crescimento exponencial ¢
com repiques didrios, os epimas-
tigotos podem multiplicar-se in-
definidamente, nio ocorrendo sua
transformagdo para tripomastigo-
tos metaciclicos. A transferéncia
de culturas no inicio da diferen-
ciagdo para novo meio complexo
LIT interrompe o processo. Isso
nido acontece quando a transfe-
réncia é feita para meio novo in-
completo “LAS”, onde a diferen-

ciagdo prossegue sem interrup-
¢do. Essa observagdao sugere a
idéia de que a diferenciagdo fa-
vorecida pela fase estacioniria
pode depender do esgotamento de
um ou mais fatores do meio ou
do “pool” interno dos epimasti-
gotos indispensavel para que a
diferenciagdo ocorra.

Segundo Fernandes, Castellani
& Kimura (1969), a diferenciacao
do T. cruzi em cultura comega
no fim do crescimento exponen-
cial, quando, devido ao acimulo
de 4cidos orginicos, o pH do
meio atinge o seu valor mais bai-
xo aumentando novamente a
partir desse ponto. Controlando
o pH inicial de certo meio, os au-
tores conseguiram estimular ou
reprimir a diferenciagdo das cul-
turas, enquanto crescimento em
ambos os meios foi semelhante.
Adicionando-se 4cido acético c
dcido pirivico a um meio livre
de glicose, obtém-se um pH li-
geiramente 4cido, onde a diferen-
ciacio € acelerada, sugerindo
participagdo do metabolismo cf-
clico dos 4cidos tricarboxilicos na
diferenciagao.

Fernandes & Castellani (1966)
mostraram que no meio LIT as
concentragdes ideais de soro de
bovino e de infuso de figado sio,
respectivamente, de 10% e 5%,
e que os flagelados em crescimen-
to exponencial s3o muito maiores
que os da fase estacioniria. Estes
achados foram confirmados pos-
teriormente por outros autores.

Castellani, Ribeiro & Fernan-
des (1976) substituiram o infuso
de figado de boi, usualmente em-
pregado no meio LIT, pelo infuso
de coragao de c3o, numa con-
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centragio de 20%, substituindo,
também, a triptose do meio por

lactoalbumina. Com isso de-

monstraram serem o infuso de co-

ragdo de cdo e a lactoalbumina

fatores =stimulantes de diferen-

ciagio no meio HIL. Chiar

(1971), utilizando o meio HIL,

verificou que a concentragdo de
30% de infuso de coragdo de cdo
foi a que se mostrou mais eficien-
te para estabelecer diferenciagdo

Aqueles e este auter mostraram,

também, que no meio HIL, um

pH 6.7, com uma préincubagio
das culturas, a temperatura de

21°C, durante 48 horas, € a pos-

terior incubag@o a 28°C, sdo fa-
tores que estimulam a diferencia-
¢do epimastigotos — tripamasti-
gotos em 75%, dentro de 5 dias.
A mudanga do pH de 7.2 para
6.7 parece essencial na intensi-
ficagdo do processo de diferencia-
¢do, de vez que a substitui¢io do
infuso de figado de bovino por
infuso de coragdo de cio no pH
7.2 ndo aumentou a metaciclogé-
nese, pareceu a Chiari, durante as
varias experiéncias realizadas,
que as alteragdes das taxas de
metaciclogénese estariam mais na
dependéncia de determinadas
condigbes das amostras usadas do
que nas eventuais variagdes dos
componentes complexos do meio
LIT. E prosseguindo as experién-
cias, ele observou que no 79 dia,
em algumas culturas, as taxas ds
diferenciagdo atingiram o dobro
das obtidas no meio LIT. No en-
tanto. no 119 dia, as taxas de tri-
pomastigotos metaciclicos eram
mais ou menos as mesmas nos
doic meios. Em outras culturas,
entretanto, foi observado que as

percentagens mais elevadas de tri-
pomastigotos metaciclicos em
meio HIL apresentaram uma di-
ferenciagio que variou do dobro
ao quintuplo da alcangada no
meio LIT, até o final das expe-
riéncias.

Fernandes & Castellani (1966),
usando o meio LIT, mostraram
que os flagelados na fase “log”
sdo maiores e t¢ém um conte@ido
de RNA e proteinas mais eleva-
do do que os da fase estacionéria.
Nesta fase os flagelados sinteti-
zam proteinas ¢ 4cidos nucleicos
muito mais lentamente e utilizam
menos oxigénio.

Fernandes & Castellani (1966),
ra (1969) estudaram a sintese de
proteinas ¢ 4cidos nucleicos pela
incorporagdo de substincias mar-
cadas tais como: 14C-leucina na
proteina, 3H-Uridina no RNA,
e 3H-timidina no DNA. Obser-
varam que no meio HIL, em pH
7.2, os flagelados apresentam
crescimento, mas ndo boa dife-
renciagio, constatando, ainda,
que as mais altas incorporagdes
dos compostos acima citados de-
ram-se no final do crescimento
exponencial, diminuindo durante
a fase estacioniria. Entretanto,
quando o T. cruzi cresceu no
meio HIL, em pH 6.7, que favo-
rece a diferenciagdo, os autores
observaram que, durante o cres-
cimento exponencial, as sinteses
de proteina, de RNA e de DNA
apresentavam padrdes semelhan-
tes em ambos os meios. Verifi-
caram, ainda, que no meio HIL
cs flagelados passaram por novo
ciclo de sintese de proteina, de
RNA e de DNA, que seguiu pa-
ralelo A curva de diferenciag@o.
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Esta explosdo de sintese parece,
pelo menos para o DNA, ser pro-
vocada, predominantemente, pe-
los tripanossomos metaciclicos e
ndo pelos epimastigotos.

Nos estudos acima menciona-
dos, somente a cepa Y foi usada.
Chiari (1971 e 1974) comparou o
grau de liferenciagio das cepas Y
e MR mantidas “in vitro” por di-
ferentes periodos, apdés o isola-
mento de animais de laboratério
infectados experientalmente. As
caracteristicas gerais de cresci-
mento foram confirmadas: dife-
rentes cepas isoladas tém curva
de crescimento semelhante. En-
tretanto, as variagbes que dizem
respeito a diferenciagdo foram a-
parentes. A cepa Y, mantida em
LIT por 3 anos, teve 50-60% de
tripanossomos metaciclicos na
fase estaciondria, enquanto ovtras
culturas Y mantidas em LIT por
1,5 e 7 anos, respectivamente, ti-
veram, quando muito, 15-20%
de metaciclicos. Por outro lado,
a cultura PF da Cepa Y (Mene-
zes 1968), mantida em meio de
Agar-Sangue por 17 anos. (des-
tes tm ano no LIT), apresenta-
ram uma propor¢ao extremamen-
te baixa de metaciclicos, (a5%).
Culturas MR, mantidas por 2 a
6,5 anos em LIT, mostraram, ge-
ralmente, maior grau de diferen-
ciacdo do que a cepa Y, culturas
essas que foram caracterizadas
em 2 grupos: o primeiro dando
origem a perca de 60-65% de tri-
pomastigotos metaciclicos e o se-
gundo, a 30-45% .

Chiari (1974), continuando o
estudo das cepas Y ¢ MR, man-
tidas “in vitro” por diferentes pe-
riodos de tempo (2-18, 5 anos),

em vérios meios (LIT, HIL e
Agar;Sangue difisico), verificou
que o grau de crescimento ndo
muda significativamente com o
tempo, comprovando, assim, os
seus achados anteriores (1971).
O grau de diferenciagdo fui mais
alto nas culturas mantidas “in
vitro” por um periodo mais curto,
¢ foi maior no HIL que LIT, ¢
maior na cepa MR doquena Y.
Mostrou, finalmente, que as ce-
pas Y77 e MR44, ap6s uma pas-
sagem através de camundongos,
recuperaram sua usual capacidade
de formar uma alta percentagem
de tripanossomos metaciclicos.
Nio se deu o mesmo em relagdn
a cultura PFII que, ap6s uma pas-
sagem por camundongos, manteve
seu baixo grau de diferenciagdo.

Do exposto, o autor conclui
que algumas caracteristicas “ine-
rentes” ao parasita participam na
“diferencia¢do”, bem como deter
minados fatores extrinsecos (ida-
de e composi¢do do meio de cul-
tura), que, provavelmente, esti-
mulam os processos morfogenéti-
cos, e que estiao, por outro lado,
sob controle de mecanismos de
seus repressores, e, ainda, que a
manutenc¢do das cepas “in vitro”
pode ter um efeito seletivo nos fa-
tores “inerentes”.

EFEITOS DE DROGAS NO
CRESCIMENTO,
DIFERENCIACAO E SINTESE DE
PROTEINA E ACIDOS
NUCLEICOS DE FORMAS DE
CULTURA

Fernando e Castellani (1958 ¢
1959) demonstraram que os para-
sitas apresentam uma capacidade
limitada para sintetizar purinas e
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pirimidinas. Na maioria dos
meios comumente empregados,
esses compostos sdao certamente
fornecidos pelo infuso de figado
ou de misculos. Os mesmos au-
tores: (1966 e 1969) fizeram va-
rias teatativas no sentido de pa-
ralisar o desenvolvimento das for-
mas de cultura do T. cruzi com
inibidores de sintese de proteina
¢ 4cido nucleicos, com o objetivo
de impedir a morfogénese normal
¢ obter, desta maneira, popula-
¢Oes de flagelados incapazes de
diferenciar, mas a cepa conser-
vando a sua antigenicidade ca-
racteristica. Os autores referidos
(1958) e Rey & Fernandes (1962)
observaram que as formas de cul-
tura do T. cruzi s3o incapazes de
sintetizar nucleotideos de purinas
¢ pirimidinas, com consequente
utilizagdo de bases exdgenas, o
que levou Castellani & Fernandes
(1965), Fernandes & Castellani
(1968) e Fernandes, Halsman &
Castellani (1966) a tentarem ini-
bir a incorporagiao das bases ni-
trogenadas nos nucleotideos; e 4ci-
dos nucleicos com purinas e piri-
midinas andlogas. Rey & Fernan-
des. (1962), Fernandes & Castel-
lani (1968) e Fernandes, Halsman
& Castellani (1966) conseguiram
inibir a incorporagio do uracil ou
uridina nos nucleotideos de piri-
midina e A4cidos nucleicos, utili-
zando o 5 fluracial (FU) e § flu-
racil desoxiribase (FUDR).
Fernandes & Castellani (1959
e 1968) bloquearam a incorpora-
¢do de adenina em nucleotideos
de purina e¢ 4cidos nucleicos,
usando, para isso, aminonucleo-
sideo de stilomicina. J4 em 1965
¢ 1968 os mesmos autores nota

ram que a ripida inibi¢do da sin-
tese do DNA por drogas provoca
um crescimento desorganizado.
As células aumentam de tamanho
¢ a populagdo cresce lentamente.
Os citados pesquisadores (1968) e
Fernandes, Halsman & Castellani
(1966) inibiram a sintese do
DNA, proteina e RNA com a mi-
tomicina C e como resultado apa-
receu um crescimento desajusta-
do, evidenciado pelo cinectoplas-
to com duplicagio do DNA das
organelas. A purimicina inibiu
fortemente a siintese da proteina.
A actinomicina, extensamente em-
pregada nas culturas do T. cruzi,
inibe fortemente a sintese de RNA
e em maior concentragdo inibe,
também, a sintese de proteina e
DNA. Ficou demonstrado, ainda,
que a mutiplicagdo € bloqueada
devido a ndo incorporagio de ti-
midina do DNA,eque o T. cruz
perde a infectividade para as for-
mas de culturas de tecidos e ani-
mais, mas, aparentemente, ele nio
perde a antigenicidade. Estes
efeitos nao foram reversiveis.
Nio se restabeleceu a sintese nor
mal quando a droga foi removida
¢ o parasita colocado em meio
novo.

Lcehmann (1970), ao localizar
desidrogenases em formas de cul-
turas, achou que duas culturas
contaminadas por Cindida ti-
nham uma enzima “padrao”, di-
ferente das da mesma cepa, de
culturas nao contaminadas. An-
tes do contato com a Cindida
ambas as cepas mostraram So-
mente uma desidrogenase, ou de-
sidrogenase isocitrica, ou desidro-
genase latica. Mas, dez a qua-
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torzc dias apés o contato das ce-
pas vom a Candida, as cepas
aprescntam duas enzimas. Como
a Cindida possui a enzima “pa-
drio” ¢ o T. cruzi ndo a possui,
isso sugere que transferéncia ge-
nética ocorrera entre Candida e
o T. cruzi.

C(ULTIVO DE AMASTIGOTOS EM
MEIO LIVRE DE CELULAS

Trager (1970), discutindo as di-
ficuldades para se obter o desen-
volvimento em meio livre de cé-
lulas, das formas de Trypanoso-
matidac como as encontradas no
hospedeiro vertcbrado, revisou al-
gumas condi¢des ambientais, nas
quais havia o parasita iniciado a
diferenciagdo para as formas pe-
culiares de amastigotas e tripo-
mastigotas, usualmente presentes
em hospedeiros mamiferos.

Chagas (1909) ¢ Noble (1955)
assinalaram que nas culturas de
T. cruzi sio encontradas, espo-
radicamente, formas de amastigo-
tos isolados ou aglutinados em
grandes massas.

Adler (1958) observou que,
quando T. cruzi crescia em um
meio contendo anti-soro especi-
fico, preparado em coelho, gran-
des colOnias de amastigotas pa-
reciam originar-se por divisdo bi-
naria.

Silva (1959) verificou que for-
mas amastigotas ocorrem em san-
gue infectado, mantido ecm tempe-
ratura ambiente.

Trejos, Godoy, Greenblatt &
Cedillas (1963) também constata-
ram essas formas amastigotas nos
fluidos de cultura de tecidos infec-
tados.

Brener & Chiari (1965) mos-
traritn, em culturas novas de trés
cepas de T. cruzi, recentemente
isoladas de formas sanguineas,
que os trimastigotos desenvol-
viamese rcgularmente em amasti-
gotos, os quais, gradualmente,
mudavam-se para epimastigotos.
Os autores aventam a possibilida-
dec de que as formas largas e cur-
tas de tripomastigotos sanguineos
sdo propensas a se transformarem
cm amastigotos do que as formas
delgadas.

Pan (1968) cultivou o T. cruzi
peribdica e predominantemente
como leishmaniformes, em meio
livre de células. Usando o meio
TPH (triptose, sais. soro de ca-
valo, sangue de coelho e fluido de
cultura de tecido de Ender) -,
aum-ntando a temperatura para
35, 59C, iniciou com uma cultu-
ra contendo 98% de epimastigo-
tos e, apds 15 repiques, obteve
909% de formas amastigotas. A
temperatura de 24, 5°C, a mai-
on\a das formas de culturas con-
tinuam a crescer no meio TPH
como epimastigotos, mostrando
assim que a temperatura foi o fa-
tor primordial na morfogénese da
predomindncia de amastigotos.
O referido autor (1971), traba-
lhardo com um meio mais sim-
ples (meio de cultura de tecido
modificado 199, sangue de coelho
hemolisado, plasma de galinha e
cxtrato de embrido de galinha),
chtzve mais de 90% de amasti-
gotos em qualquer temperatura.
Um novo meio, sem o extrato de
smbrido de galinha, mais ainda
contendo plasma de galinha, per
mitiu o cultivo periodico de leish-
maniformes do mesmo modo, sem
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restricio da tcmperatura (24~
36°C).

Warren (1958) ¢ Warren &
Borsos (1959) julgam que o soro
de galinha exerce um importante
papel na elucidagdo do desenvol-
vimento de amastigotos, em cul-
turas livres de células. O soro
de galinha provavelmente ajuda
a eliminar os epimastigotos re-
manescentes, aparcntemente por-
que cle contém um fator litico
anti-epimastigoto.

Hutner, Baker & Frank (1972)
acham, como fora observado an-
teriormente, que os amastigotos
estdo aparentemente mais ajusta-
dos para sobreviver em tempera-
turas mais altas do que os epi-
mastigotos, ¢ que se assemelham
aos amastigotos de Leishmania,
os quais cstdo igualmente mais
bem equipados para sobreviver a
37°C do que os promastigotos.
Talvez os estigios méveis tenham
também uma maior exigéncia de
energia ¢, devido a uma alta tem-
peratura, a capacidade biossintéti-
ca diminua.

Baker & Price (1973) obser
varam que o desenvolvmiento de
uma linha da cepa Sonia do T.
cruzi, mantida “in vitro”, era
quase inteiramente como amas-
tigotos aglutinados. O modo de
desenvolvimento do parasita em
meio liquido foi o mesmo nas
temperaturas de 25°C, 289, 31.0
e 34°C. Trés semanas apds a
inoculacio, os parasitas eram
quase todos amastigotos, mas,
subsequentemente os epimastigo-
tos foram as primeiras formas a
aparecer, e, por ultimo, os tripo-
mastigotos, que se tornaram pre-
dominantes. Culturas mantidas a

37°C nao se desenvolveram e so-
breviveram somente durante 1-2
semanas.

CONCLUSAO

Ao dar inicio as conclusoes fi-
na‘s destc estudo, realizado atra-
vés da literatura sobre a biologia
do T. cruzi, qucremos deixar aqui
consignado um voto de louvor ao
Prof. Zigman Brener que, no seu
exaustivo trabalho “Biology of
Trypanosoma Cruzi”, reuniu tudo
quanto de sério e objetivo ja se
escreveu a respeito do protozoa-
rio descoberto por Carlos Chagas.

Embora o grande esforgo des-
rrndido por inumeros cientistas,
verificamos que muito pouco se
tem feito, por exemplo, para de-
finir os compostos complexos,
usados nos meios de cultura, nio
sc conseguindo, em deccorréncia,
cstabelecer, com scguranga, as
cxigéncias nutricionais do parasi-
ta. E de ser lembrado que os tra-
balhos de Boné & Parent trouxe-
ram uma contribui¢do importante
como subsidio para o futuro co-
nhecimento da nutrigdo do T.
cruzi. De tudo se vé que os co-
nhecimentos da biologia do T.
cruzi em meio de cultura nao per-
mitam, ainda, afirmagdes con-
clusivas, tanto sobre a nutrigdo,
como a respeito do crescimento
ou de sua diferenciacdao. Todavia,
nelns dados ja obtidos e estudos
realizados, evidencia-se que, além
de fatores extrinsecos, tais como
PH. composi¢do do meio, tempe-
ratura, idade da cepa ctc., fato-
res intrinsecos, ainda desconheci-
dos. ou mal estudados, estdo, tam-
bém. implicados.
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SUMMARY

GROWTH AND DIFFERENTIA-
TION OF THE T. cruzi IN LIQUID
MEDIUM

In front of the variation of the T.
Cruzi’s behaviour in the different cul-
ture, mediums, the author proposes to
review the works realized about the
growth and differentiation this “Tripa-
nosomatidae” in the complex liquid
mediums and in the semi-synthetetical.
Stayed evidenced in this research the
influence of the extrinsic factors: pH,
medium's composition, temperature,
strains’ age etc., are beyond of the
intrinsic factors stil inknown or in-
sufficiently studied, the responsibles
by the grouth and the differentiation
of the T. Cruzi.
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