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AÇÃO DO ASPERGitLUS SP. SOBRE O TRVPAN0SOMA CRUZ! "IN VITRO" 

O. CÃCERES (1), M. C, S. SALGUEIRO (2), E. KIMURA (3), G. MORAES (4) 
e T. A. R. MACHADO (5) 

RESUMO 

Aspergillus sp. quando cultivado em meio líquido (Sabouraud), secreta substância letal 
para formas de cultura do Trypanosoma cruzi. Verificamos os seguintes efeitos sobre o 
T. cruzi quando em presença do filtrado obtido pelo crescimento do fungo naquele meio: 
lise dos epimastigotas e inibição de incorporação de timidina (1!H) por estas formas; in
viabilidade das formas sànguícolas em meio LIT e perda da infectividade desses tripo
mastigotas sanguícolas para célul1as HeLa e camundongos. 

INTRODUÇÃO 

Embora a doença de Chagas. seja conheci
da há várias décadas, ela continua sendo uma 
das parasitoses para a qual são poucos os re
curso.s, terap·êuticos. Os quimioterápicos ·nor
malmente usS:dos têm efeitos discutíveis, exis
tindo muitas controvérsias quanto às suas uti
lidades prática.s. 6,7,21. Entre :a.s drogas que apre
sentaram alguma atividade na doença de Cha
gas estão a Fumagilinal,4 a Stilomici:nalo,rn; 
o Sur~in; Nivaquina 11; Aminoquinolein-as 1~; 

Aureomicina 13; Nitrofuranos 5,16; Acromici
na 19; Spirotrypan 21; Iloticina ou E:ritromici
na 23. Entre esses, algu:p.s apresentaram resul
tados animadores dur$,nte a fase agud,a da 
doença '7, porém o mesrho não acontece na fa
se crônica da moléstia:· 

Neste trabalho, ,a,pr,esentamos alguns re
sultados preliminares da ação de um fungo 
contaminante de cultura, Aspergillus sp.; 3,14,15 

com a propriedade de inibir o crescimento e 
lisar as formas de cultura do T. cruzi e tornar 
avirúlentas as formas sanguíneas para camun
dongos. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Camundongos - Os camundongos Útiliza
dos, apresentavam 16 a 20 g de peso corporal 
e 40 a 60 dias de idade no inicio dos experi
mentos. 

T. cruzi - O T. cruzi utilizado foi o de 
cepa Y17, mantido em cultura em meio LIT 
(Liver Infusion and Tryptose) pH 7,2 a 28°0, 
a mais de 20 anos. As contagens dos tripano
somás de cultura foram feitas em câmara de 
Neubauer. As formas. sanguíneas foram con
tadas em gota espeS,SJa 7. As lâminas com es
fregaço de cultura de T. cruzi foram coradas 
conforme o método de Leishman. 

Aspergillus sp. - O Aspergillus sp. conta
minante de uma cultura de T. cruzi em meio 
LIT pH 7,2 foi i.s,alado em meio de ágar-Sa
bouraud, classificado e cultivado em Siabou
raud-líquido. Após 15 dias à temperatura am
biente, a cultura foi filtrada em S-eitz e dividi
da em 4 amostras, denominadas: A, B, C e D. 

Cultura de Tecido - A1l células HeLa. fo
ram cultivadas e mantidas em estufa a 33ºC 20 
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e infectadas com formas ntetacíclicas do T. 
cruzi, provenientes de cultura em meio HIL 

·pH 6,7. 
Atividade proteolítica - A presença de 

proteases secretadias pelo Aspergillus sp., no 
seu meio de cultura, foi determinada pelo mé
todo da Azoca.Seina 9. 

Experimentos - A amostra A foi st1 bdivi
dida em 6 frações de 200 rol cada uma, _aqui 
representada em algarismos romanos. A fra
ção I foi utilizada em diferentzs proporções 
(de 1,6 a 13% V/V) nas culturas de T. cruzi em 
meio LIT pH 7,2 a 28ºC. A fração II foi adicio
nada na proporção de 20 % (V /V) em cultura 
die T. cruzi em meio LT pH 7,2, medindo-se a 
incorporação de Timidina (3H), Uridina (3H) 
e Leucina (3H) pelos flagelados. Foram feitas 
duas culturas em LIT pH 7,2 com inó-culo ini
cial de 9 x 106 T. º-!"uzi/ml, incubados durante 
20 horas a 28ºC, contendo uma delas 20% de 
fração II (cultura A) e a segunda 20% de 
meio Sabouraud (cultura S). Após esse perío
do de incubação, foi feita a contagem dos fla
gelados. A cultura S apresentou 15 x 10 6 ·T. 
cruzi/ml e a cultura A, 6 x 106 T. cruzi/ml. A 
cultura S foi distribuída em 3 frascos com 3 
ml _cada uma (S1 , S2 e S) e a cultura A em 
6 frascos com 3 ml cada uma (Al' A

2 
e A:) e 

(L1 , L2 e L3 ), respectivamente. As frações Ll' 
,. L2 e L3 foram centrifugadas, lavada-s com sia.

lina ,estéril e o.s sedimentos ressuspensos em 
meio LIT pH 7,2 íntegro. A seguir foi adicio
natj:a solução de Timidina (3H) nas culturas 
S1' A1 e L1 ; Uridina (3H) em S2 , A2 e L2 e Leu
cina (3H) em S

3
, A

3 
e L

3 
para uma atividade 

e.specífioa de 9 1ic/ml_ em todos os frascos. Após 
3 horas de incubação a 28º0, as culturas fo
ram centrifugadas a 3.000 rpm 4ºC (Centrífu
ga Sorvall RC-2B) por 10 minutos e lavadas 
com salina. 0,9% por três vezes. A seguir foi 
adicionado ácido tricloroacético 5% e as sus
pensões foram congeladas e desconge1adas 3 ve
zes em banho de gelo Seco, filtradas em mem
branas de 1\1.Ii.llipore, plaqueadas e a radioativi
dade contada no cintilador LS-100 da Beck
man. 

A fração III foi aquecida ,a 100°0 de 1 a 
60 minutos e a seguir utilizada em culturas de 
T. cruzi ,em meio LIT pH 7,2 na proporção de 
10% (V/V). 

A fração IV foi adicionada em cultura de 
T._ cruzi em meio HIL 6,7, contendo 10 x 10 7 
flagelados/mi com 40% de formas tripomasti-
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gotas na proporção de 10% (V/Vl, incubando
se a preparação a 28º0 durante 4 horas.. A 
seguir a cultura (10 mi) fÜi centrifugada a 
3.000 rpm a 4°C (Sorvall RC-2B), por 10 rrünu
tos e lavada com salina 0,9% estéril, por três 
vezes. Os flagelados foram ressuspensos em sa
lina (10 ml). Dessa preparação 1adicionamos 
0,1 ml em cada uma das dez culturas 1e célu
las HeLa, mantidas a 33ºC em lamínula flu~ 
tuante de 1 a 5 dias. Diari,amente duas. lamí
nulas eram lavadas com salina a 0,9%, cora
das e fixadas em lâminas de vidro, pesquisan
do-se a presença de céhllias infectadas ao exa
me mícroscópiéo. Paralelamente, realizamos o 
mesmo experimento com a fração IV aqueci
da a 100°C durante 60 minutos. 

A fração V foi adicionada em meio LIT 
pH 7,2 a 28ºC a 10% (V /Vl contendo sangue 
de camundongos infectados a 6 dias e que 
apresentavam intensa parasiternia. Estas cul
turas, que apresentavam inicialmente 16 x 10 3 
tripomastigotas/ml, foram observadas durante 
6 dias. consecutivos, fazendo-se as contagens 
de flagelados diariamente. Culturas controle.s 
sem a fração V e com a fração V aquecida a 
100% duran~e l hora, foram igualmente obser
vada-s. 

A fração VI foi adicionada em sangue de 
camundongos, contendo 9 x 104 flagelados por 
mi, na proporção 'de 10% (V /V). Esta prepara
ção, após pei-manecer por 24, 48 e 72 horas a 
lOºC, para prevenir o cr'escimento de eventuais 
bactérias contaminantes, foi injetada em 18 
camundongos divididos em 3 lotes, A, B, e. C. 
No lote A, dois camundongos receberam a pr-e
p:uação mantida a lüºC por 24 horas, dois a 
de 48 horas e dois a de 72 horas. Outro lote, 
B, de 6 camundongos recebeu igual . tratamen
to com sa;ngue infectado com T. cruzi com a 
adição da fraçã_o VI aquecida ,a lO0ºC durante 
60 minutos .. Em todos os animais f.oi injetado 
aproximadamente 2 x 10 3 flagelados. Sangue 
de camundongo, não tratado com a fração VI 
e obedecendo a.<s mesmas condições anteriores 
foi injetado em um terceiro lote (C) de 6 ca
mundongo.s. Os camundongos dos lotes A e B 
foram sacrificados •30 dias após a infecção. O 
sangue de cada oa.mundongo foi reinoculado 
em. dois novos camundongos. 

A amostra B ( 4 litros) foi l:ofilfaada fLio
filizador Virtis) e a seguir utilizada em· cul
turas de T. cruzi em meio LIT pH 7,2 para 
concentração final. de 1 mg de liofilizado por 
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m! de meio. Parte dessa amostra foi dissolvi
da em água aquecida a 1oo•c durante 6Q mi
!'lUtos antes da sua adição nas culturas. 

As amostras C e D foram extraídas (5xl 
com clorofórmio e éter etílico, respecu vamen
te, na tentativa de obtenção do " principio ati
vo''. Al:nbas foram separadas em funil e cris
talizadas à vácuo, a pr imeira a 50ºC e a segun
da ,a. 45°C. A seguir foram d1sso1Vidas em gil• 
cerol, para concentração final de 0,1 mg/ml 
e utilizadas em culturas de T. cru'li em meio 
U'I' pH 7,2. As atMdades proteolíticas das 
amostras A, B, e e D foram medidas pelo mé, 
todo de azoca.seina 9) fazendo preparações que 
con tinham 200 pl de azocaseina (5,25 mg/ml 
de água), 100 µJ de tampão Tris-HCl 0,5M. pH 
7,4 e 1,8 mi d e amostra (A, B, C ou D). Após 
incubação a 37ºC por 30 minutos, a reação foi 
interrompida por adlção de 150 ,1 de ácido tri
cloroacétlco 70% e deixada. em repouso em ba
nho de gelo por 15 minutos. A seguir foi f!l. 
trada em Whatmann n.0 1, neutralizada com 

200 pi de NaOH 10 N, perme.necendo em re
pouso por 10 minutos e a densidade óptica Jlda 
em 440 nm no ~ pectrofotómetro EEL. 

Reagentes - Os reagentes utilizados nes
tes experimentos foram adquiridos da Merck 
A.O. Darmstadt, exceção feita aos compostos 
radloat.:vos, que foram obtidos na Volk Radlo
chemical Company. 

RESULTADOS 

Aspecto geral do ASpergillus sp. - Na Fig. 
1 podemos ver o aspecto geral do AspergiJJus 
sp., em melo de ágar-,Sabouraud. Quando o fun
go foi cultivado em Sabouraud-liquicto à tem
peratura ambiente da ordem de 20º0 o seu 
crescimento foi multo rápido, ocupando toda a 
s uperfície liquida, quatro dias a pós o inóculo. 
A ação letal sobre o T. cruzi de cultura, come
çou aparecer por volh do 8.0 dia , atingindo a 
atividade máxima por volta do 15º dia, após o 
lnóculo. 

lflg. 1 - MJ>ecto J:"<•rfil (lf, fungo <·outa.minant,.. A.!ll)i'rg>Hlu~ !lll, :) t)Õ:s 

13() l11na:1 d<> inóeuto em ntdo I\J?'al·-$::ih ,mr.iod 

Afr\•idad.t do ASpergillus sp. "in vitro" -
Como pode ser observado na Fig. 2, a atividade 

do fil trado (fração I ) sobre o crescimento do 
T. cru,! foi bastante drástica, d iminuindo ra-
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pldamente o número de flagelados 11as cU!tU· 
ras. Com 1,6% do f!ltrado (V / VJ , houve um pe. 
riodo de inibição de crescimento, s·eguido de 
multiplicação dos flagelados. Com 3,3 % , a Ini
bição foi completa, notando-se alterações mor• 
fológlcas profundas aJ)Ós 48 horas de ação do 
fil trado A. Na Fig. 3 podemos observar o aspec-
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I ncorporação de tinlidina. ( 3ft), uridina 
(3H) e leuci.na. (3H) p elo T . cruzi tratado com 
o filtrado A (fração Il) e01 melo LlT pR 7,2 
- Como pode ser observado na. Tabela I , a 
Jncorporação desses precursores de DNA, RNA 
e proteínas, foi fortemente inibida na presen• 
ça do filtrado. Porém, após a lavagem dos fla. 
gela<los da cultura. A com salina e reincuba-
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ção em melo LIT integro, somente a incorpo
ração de tlmldlna (3HJ continuou inibida {L, ); 
a de uridina (3H J e leucina (3ffi voltaram ao 
normal; (L, > e (L.,l, respecti\•amen te. Neste 
caso, utlllzamos volumes de filtrado A (fra. 
ção H) em proporção de 20% {V/V) , com a fi. 
natidade de diminuir o tempo para. obtenção 
de efeito t-r ipanoclda. Procedendo dessa forma 
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pudemos medir a incorporação dos radioisóto
pos durante a fase de crescimento exponencial 
onde a diferença de· incorporação dos precur
sores marcados, pelo flagelado tratado 1e con
trole, é mais acentuada. 

TABELAI 

Efeito do filtrado A (fração II) na incorporação de 
J)Ilecursores de DNA, RNA e proteinas. (S) cultura 
com 20% de Sabouraud-líquido (V/V). (A) cultura com 
20% de filtrado A, fração II (V /V) e (L) cultura com 
20% de filtrado A, fração II (V/V). Após 20- horas de 
incubação a cultura L foi centrifugada, lavada com sa-

lina e ressuspensa em meio navo (LIT pH 7,2) 

Precursores cp-m por 10c T. cruzi 
marcados s, A, L, s, A, L, s, A, L, 

-Timidina 433 11 180 

Uridina 80 10 81 

Leucina 8 5 8 

% inibição de 
incorporação 97 59 88 o 32 o 

Efeito d3.- temperatura sobrie a atividade lí
tica do filtrado A (fração III) a 10% (V/V) 
em cultura de T. cruzi em meio LIT pH 7 ,2 -
A foação III do filtrado A· foi dividida em 6 
partes iguais e aquecidas em banho de água 
a 100°0, por 1, 5, 10, 30 e 60 minutos. Uma 
das frações não- foi aquecida. Os resultados ex
pressos na Tabela II, mostram que a atividade 
lític:~ do filtrado A sobre o T. cruzi de cultura 
em meio LIT pH 7,2 permaneoeu quase inal
terada mesmo com aquecimento de uma hora 
a 100°0. 

T'ABELA II 

Efeito da temperatura na atividade inibidora do filtra_ 
do A (fração III) sobre o crescim<mto do T. cruzi em 

meio LIT pH 7,2 com 10% de filtrado (V /V) 

Dias a Tempo de aquecimento a 100QC (minutos) 

28QC o 1 5 10 30 60 controle 

crescimento em milhÕ·GS de T. cruzi/ml 

1 30 30 30 30 30 30 30 

3 2 5 8 10 15 19 52 

5 o o o 2 4 5 86 

Atividade do filtrado A (fração IV) em 
cultivo de tecido infectado com T. cruzi - Os 
tripanosomas de cultura HIL pH 6,7 com 40 % 

de formas tripomastigotas, previam,ente trata
dos com 10% de filtrado A durante 4 horas, 
tornaram-se avirulentos para células de culti
vo de tecido (células HeLa), mesmo quando· ~s
se filtrado foi aquecido a lO0ºC durante 60 mi
nutos . .A cultU:r,a controle apresentou uma pro
porção de 1 célula infectada para cada 30 nor
mais, enquanto que as culturas com forma.s 
pré-tratadas não apresentaram células infec• 
tadas em 2. 000 campos microscópicos médios 
examinados. 

Viabilidade das formas sangüícolas de T. 
cruzi em 1neio L~T pH 7,2 contendo 10'% de 
filtrado A (fração V) (V /V) - Sangue de ca• 
mundongos (0;2 ffil) com parasitemia de 8 x 
10 4- tripanosomas/ml foi inoculado em meio 
LIT pH 7,2 contendo 10% de filtrado para uma 
concentração final de 16 x 10 3 flagelados/mi. 
Após 4 dias de incubação a 28ºC, encontramos 
tripano-somas na forma de amastigotas na cul
tura controle e nenhuma forma nas cultur~ 
com filtrado A. Na cultura controle aparecie~ 
ram formas epimastigotas em divisão após 4 
dias de incubaçãó. Os resultados obtidos en
contram-se na Tabela III. 

TABELA III 

Efeito do filtrado A (fração V) sobre o T. eruzi san
guícola, -em meio LIT pH 7,2 a 10% (V/V). A - Sangue 
infectado + LIT pH 7,2. B - Sangue infectado + LIT 
pH 7,2 + filtrado A. C - Sangue infe<:tado + LIT 
pH 7,2 + filtrado A pfé-aquecido à 1001>C por 60 minutos 

1 

3 

6 

Crescimento: n1> de T. cruzi/ml (x 10ª) 

A 

16 

16 

21 

B 

11 

2 

o 

e 

12 

3 

o 

A virulênciia d~ formas sanguícolas do, T. 
cruzi tratadas com filtra:do A (fração VI) -
Como pode ser visto na Tabela, iV, s.angue 'de 
camundongos com 9 x 10 4 tripanosomas/mí, 
previamente tratado com filtrado A (aquecido 
ou não a lO0ºC por 60 minutos). durante 24, 
48 e 72 horas ·a lOºC, mostrou-.se inócuo quap.
do injetado em camundongos, não se constla
tando a presença de flagelados no sangue, j7, 
15 e 30 dias após a infecção. Os camundong9s 
do grupo controle morreram todos entre o 9.0 

e 15.0 dia após a infecção. Os camundongos 
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dos grupos A e B foram sacrificados, 30 dias 
após a infecção. O sangue desses camundon
gos subinoculado em novos camundongos não 
próvocou infecção. 

TABELA IV 

Avirulência do T. cruzi sanguícola, previamente trata
do com filtrado· A (fração VI) e mantido a lO"C, du
rante 24, 48 e 72 horas. Um total de 18 camundongos 
foi dividido em 3 lotes (A, B e C) com 6 animais cada 
um. Os lotes A e B foram inoculados com tripanosomas 
p-reviamente tratados com filtrado A natural e aque
cido a lQOi.>C, respectivamente. O lote C é o controle. 
Cada subgrupo de A, B e C tem 2 camundongos cada um 

Tempo de 
incubação a 
lOQC (horas) 

24 

48 

72 

Parasitemia: 7 dias após a infecção em 
n? de T. crn.zi/ml de sangue (x lOI) 

o o 9 

o o 3 

o o 4 

Efeito do filtrado B (amostra liofilizada) 
· sobre o T. cruzi de cultura em meio LIT pH 7,2 
- Esta amostra dissolvida em água (5 mg/ml), 
foi adicionada em cultura de T. cruzi em meio 
LIT pH 7,2 para uma concentração final de 1 
mg de- -liofilizado por ml de meio. O liofili
zado determinou a lise total dos flagelados 
após 24 ho.ras de incubação a 28ºC, mesmo 
quando previamente aquecido ai lO0ºC durante 
60 minutos. 

Efeito dos filtrados C e D (.extração com 
_ clorofórmio e éter etílico) sobre o T. cruzi de 
cultura em meio LIT pH 7,2 - AB extrações 
feitas com clorofórmio e éter etílico, aquecidos 
ou não a 100°C, também apresentaram ativi
dade lítica sobre os flagelados de cultura em 
meio LIT pH 7,2. Contudo, ,a extração com clo
rofórmio foi a mais ativa, alterando bastante 
a- morfologia dos tripanosomas em apenas 5 
horas de ação e lisando totalmente a cultura 
em 24 hm,as de incubação a 28°C. A extração 
com éter etílico apresentou atividade inferior 
a do filtrado A. 

Atividade proteolítioa das amostras A, B, O 
e D - Como pode ser observado na Tabela V, 
as amostras A e B apresentaram ,atividade azo
caseinolítica. Estas amostras quando aqueci
das a lOOºC durante 60 minutos perderam es
sa capacidade. Nas amostras C e D essa ativi
dade foi medida nas fases clorofórmio e éter 
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etílico e nas suas respectivas fase.s aquosas. 
Constatamo~ efeito proteolítico snmente nas 
frações aquosas. 

TABELA V 

Efeito proteolitico das amostras A, B, C e D sobre a 
azocaseina em unidade's de absorbância a 440 nm. A 
absorbância da amostra A está expressa· em unida
des/ml de filtrado A, a•s de B, C e D por mg de 

liofilizado ou precipitado. 

Amostras A B e D 

Absorbância 0,300 1,200 0,0 

As amostras A e B, quando pré-aquecidas apre.sent_a
ram absorbância igual a zero, .enquanto que as fases 
aquosas das extr'ações C e D tiveram absorbâncias 
iguais a 0,2\80 e 0,290 unidades por ml de filtrado, 
respectivamente. 

DISCUSSÃO 

O Aspergillus sp. utilizado neste trabalho, 
apresenta algumas caracter~_ticas, tais como, 
morfologia, coloração e créscimento, seme
lhantes ao As.pergillus fumigatus. Contudo, de
ve tratar-se de um mutante deste, ou mesmo 
de um outro fungo desse grupo ainda não ca
lia-cterizado. É fato conhecido de longa data 
que fungos do grupo Aspergillus produzem de
zenas de substâncias com efeito antimicrobia
no de largo espectro, atuando contra vírus, 
bactérias, protozoários e células tumorais 6,14, 
15,22. Além desses antibióticos, esse fungo tam
bém secreta proteases, quando cultivado em 
meio líquido. Entre os antibióticos produzidos 
pelo Aspergillus fumigatus, com ,ação anti-pro
tozoário, são mais conhecidos a fumagilina 1,4 

e a tripacidina 2. Além desses, são conhecidos 
a. fumigatina, a fugamicina e o ácido aspergí
lico, cujos espectro3 de ação não 1estão bem 
caracterizados. De.ss_es antibióticos 'ia.penas a fu
magilina 1,4 e a tripacidina 2 foram utilizadas 
na quimioterapia experimental da Doença de 
Chagas. Como 1a fumagilina é termolábil e o 
nosso material é termoestável, fica excluída a 
possibilidade de ser esse o único antibiótico, 
respónsável pela lise do T. cruzi "in vitro" ·em 
nossa preparação. Quanto a tripacidina, ficou 
constatado que apresenta. atividade contra T. 
eruzi apenas "in vitro", não ,estando bem ca
racterizado seu papel "in vivo". 

Os resultados de nosso experimento suge
rem a presença de alguma substâncía tripano-
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cida, excretada pelo Aspergillus sp. durante o· 
seu crescimento e que apresentou caracterís• 
ticas de termoestabilidade até 100°0 e é pou
co solúvel -em éter etílico e bastante solúvel 
em clorofórmio. 

·o efeito lítico observado, poderia ser devi
do às proteases excretadas por esse fungo, po
rém, coino as preparações 1a,quecidas por 1 ho
ra· a 100°0 1e extraídas com clorofórmio, tam
bém provocam a Use dos tripanosomas e não 
apresentam atividade azocaseinolítica, pode
mos excluir essa possibilidade. Já a inibição de 
incorporação de timidina (3H) pelo T. cruzi, 
sugere que essa substância tem algum efeito 
na síntese de DNA desse. flagelado. Contudo, 
o -mais interessante _do ponto de vis.ta prático, 
é o fato· das formas tripomastigotas tornarem
se a virulentas pa,ra c~lulas die cultivo _de tecido 
e para camundongos, quando pré-incubadas 
com _o filtrado A. Sabendo-se -que as infecções 
com as formas tripomástigotas · sanguícofas, 
provocam intensa par-a.sitemia em camundon
gos, 5 a 7 dias após a inoculação e a morte 
durante os 15 primeiros dias, o fato de não ter 
sido constatada infiecção dos camundongos 7 
dias após o i:hócl.llo e a sobrevivência de todos 
·após 15 dias é um dado promissor. Isto, sem dú
vida, abre uma perspectiva para o canípo da 
imunização contra a Doença de Chagas. 

Quanto ao efeito terapêutico dessa prepa
ração paira camundongos infectados com T. 
cruzi, nossos resultados são preliminares e ain
da não permitem chegar a rima conclusão, fi
cando esse material para uma futura publica
ção. 

SUMMARY 

ACtion of Aspergillus sp. on T!ypanosoma cruzi -
'in vitro'' 

Aspe~gillus sp. when éultured in a liquid 
medium (Sabour,a,ud), secretes a substance 
whích is lethal to culture forms of Trypanoso
m,a· cruzi. Filtrates of culture media in which 
Aspergi!lus sp. had been grown added to T. 
cruzi cultures produced the followirig effects: 
lysis of epimaBtig-otes, and inhibition of the 3H 
thymidine uptake by these forros, inViabilÜy 
of blood stream forms in LIT medium and Ioss 
·of infectivity of these trypomastigotes for 
HeLa cells and. for mice. 
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