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Prefacio

O ensino da Parasitologia no Brasil ¢ ministrado com base em material
disponivel nos livros cléssicos, constituido por fotografias e esquemas que,
em geral, ndo mostram os avangos obtidos nos Ultimos anos. Aspectos como
o ciclo biologico dos varios protozodrios, a compreensao da sua organizacao
estrutural e os ciclos bioquimicos que ocorrem em varias organelas sao pontos
de fundamental importancia, uma vez que o desenvolvimento de novos
métodos de diagndstico e de novas terapias baseia-se nos conhecimentos
adquiridos nos ultimos anos. Neste sentido, produzimos o material sobre o
ciclo de vida do Trypanosoma cruzi em versao grafica e em DVD, a serem
disponibilizados gratuitamente, com os seguintes conteudos: (a) esquemas
bidimensionais e tridimensionais coloridos que mostrem o ciclo bioldgico
no hospedeiro vertebrado e invertebrado; (b) animacgdes e esquemas
tridimensionais que mostrem a organizac¢ao ultraestrutural das varias formas
de desenvolvimento; (c) videos e imagens que mostrem aspectos importantes
do comportamento bioldgico do Trypanosoma cruzi. Exemplos incluem:
motilidade, invasdao da célula hospedeira, processo de divisdo celular,
atividade endocitica da forma epimastigota e o destino do material. No
conjunto, esperamos que este material didatico contribua para melhorar o
conhecimento cientifico e as aulas dos professores, sobretudo nos ensinos

fundamental e médio, que poderdo utilizar todo o material aqui gerado.
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1. Introducao

O Trypanosoma cruzi e a doenca de Chagas

O parasito 7. cruzi ¢ um protozoario flagelado, agente causador da doenca de
Chagas, ou tripanossomiase americana, que acomete cerca de 8 milhdes de pessoas
na América Latina, com nimero de mortes de cerca de quatorze mil por ano. Segundo
dados do Ministério da Saude, no periodo de 2000 a 2010, foram registrados no Brasil
945 casos de doenga de Chagas aguda (Fig. 1). Estima-se que existam no Brasil em

torno de dois milhdes de individuos infectados (SVS/MS, 2010).

Numero de casos

[ 1-5
[ ]6-14
[ 15-26
I 27-68
I 69 - 184

Fig. 1. Municipios com casos registrados de doenga de Chagas aguda por
municipio no periodo de 2000 a 2010 (Fonte: SVS/MS).



Esta doenga foi descrita pela primeira vez em 1909, pelo médico sanitarista
Carlos Chagas. O pesquisador foi enviado a frente de construg¢@o da ala mineira
da estrada de ferro Central do Brasil, na cidade de Lassance (MG), onde havia um
surto de malaria que incapacitava os trabalhadores. Além de estudar a malaria,
descobriu a doenca que hoje leva o seu nome. De maneira notavel, ele descreveu
0 parasito protozoario causador da doenca (7rypanosoma cruzi), os vetores
(insetos hematdfagos comumente conhecidos como “barbeiros™), o ciclo de vida
deste parasito e varios aspectos epidemiologicos, clinicos e sociais da doenga.

O T cruzi , assim como os demais tripanossomatideos, apresenta um
ciclo de vida relativamente complexo com algumas formas de desenvolvimento
em hospedeiros vertebrados e invertebrados. Apresenta um ciclo de vida
heteroxénico, ou seja, com hospedeiros vertebrados mamiferos (que pode ser o
homem) e insetos hemipteros (barbeiro). A figura 2 mostra as principais etapas

do ciclo biologico do 7. cruzi em ambos os hospedeiros.



2. Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi

A contaminagdo do barbeiro (1), que é um inseto hematdéfago, ocorre
quando este pica um mamifero infectado e ingere formas tripomastigotas
sanguineas (2) que sdo conduzidas a porcao anterior do estbmago. Neste novo
ambiente, os tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas e algumas formas
esferomastigotas (3). Ainda no estdmago, formas de transi¢do, esferomastigotas
e epimastigotas sdo digeridas. As formas epimastigotas sobreviventes, quando
alcancam o intestino, comegam a se multiplicar sucessivamente por divisao
bindria (4) e aderem-se as membranas perimicrovilares que sdao secretadas
pelas células intestinais. Esta adesdo ocorre predominantemente pela regido
do flagelo. Posteriormente, os epimastigotas se soltam e movem-se para o
intestino posterior, onde iniciam o processo de diferenciagdao em tripomastigotas
metaciclicos (5) que aderem a cuticula que reveste o epitélio do reto e do saco
retal do inseto. Ao se soltarem do epitélio, podem ser eliminados na urina ou
fezes do inseto em seu proximo repasto sanguineo. A contamina¢ao de um
hospedeiro vertebrado ocorre quando o barbeiro infectado pica o mamifero.
Neste processo, o inseto geralmente defeca e urina (6), depositando, assim,
sobre a pele ou mucosa do mamifero a forma tripomastigota metaciclica, que
¢ a forma infectiva (7), porém nao replicativa. A invasao do parasito ocorre
quando o hospedeiro se coca, o que gera lesdes da pele por onde o parasita pode
penetrar ou quando ele entra em contato com a mucosa. Os tripomastigotas
metaciclicos acessam a circulagdo sanguinea, aderindo e invadindo uma gama

de células nucleadas como, por exemplo, macrofagos (8), células musculares



e epiteliais. Inicialmente, a forma tripomastigota ¢ fagocitada pelo macrofago,
seguindo-se a formacdo do vactolo parasitoforo (9). No interior do vactolo
parasitoforo, a forma tripomastigota se diferencia para a forma amastigota
e ocorre a lise da membrana do vacuolo parasitéforo (10). No citoplasma,
esta forma se multiplica por fissdes binarias sucessivas, podendo tomar todo
o citoplasma (11). Apos as sucessivas divisdes, 0s amastigotas iniciam sua
diferenciacdo passando por uma forma de transicao (12) e se diferenciando
na forma tripomastigota antes da célula hospedeira ser rompida pelo excesso
de parasitos (13). A lise da célula hospedeira pode ocorrer antes da total
diferenciacdo de amastigotas para tripomastigotas, o que gera o aparecimento
de diferentes formas no meio externo (14). No meio extracelular, os
tripomastigotas (15a) e amastigotas (15b) podem infectar novas cé€lulas que
ali estejam presentes.

Existem algumas formas de desenvolvimento que sdo caracteristicas nos

diferentes hospedeiros.



Fases no inseto vetor

Fasesino'mamiferothospedeiro

Fig. 2. Ciclo bioldgico do T cruzi no interior do inseto vetor e do mamifero

hospedeiro (Video suplementar 1 e 2).



O parasita pode ainda penetrar no corpo humano por outras vias: por
transfusdo sanguinea e transplante de 6rgaos (atualmente quase eliminados no
Brasil), durante a gravidez e até mesmo pela ingestao do inseto acidentalmente
triturado junto a alimentos (contaminagdo por via oral) como o caldo de cana

de agucar, sucos de acai e goiaba (revisto por Yoshida, 2008).

3. Organizacao estrutural

O protozoario 7. cruzi ¢ um eucarioto €, por isso, apresenta organelas

comuns a todos os eucariotos além de possuir organelas peculiares da familia.

Cinetoplasto Corpusculo Bolsa Complexo do
Mitocondria basal flagelar . vacuolo contratil

Rede de tubulos
e vesiculas

Espongioma
Reservossomo o

Inclusées
lipidicas

Glicossomo

Acidocalcissomo —
Reticulo Citostoma

endoplasmatico NUcleo o150  Citofaringe Microtibulos
de Golgi subpeliculares

Flagelo —» .-

Estrutura
paraflagelar

Axonema

Fig. 3. Esquema tridimensional destacando o corpo celular da forma

epimastigota do 7. cruzi mostrando as principais estruturas celulares.



Nucleo

O nucleo do 7. cruzi apresenta uma organizag¢do estrutural
semelhante a de células eucarioticas, medindo cerca de 2,5 um
de diametro e possuindo um nucléolo centralizado. Nas formas
epimastigotas e amastigotas o nucleo ¢ arredondado, enquanto que
nas formas tripomastigotas apresenta formato alongado. O nucleo
possui uma membrana externa tipica, com poros nucleares medindo
cerca de 80 nm, que apresenta continuidade com a membrana do

reticulo endoplasmatico (revisto por De Souza, 2002).

Reticulo endoplasmatico

O reticulo endoplasmatico liso e rugoso sdao organelas
envolvidas na sintese de proteinas e lipideos. Perfis do reticulo
endoplasmatico liso e rugoso podem ser encontrados por todo o corpo
de todas as formas de desenvolvimento do 7. cruzi. Muitas vezes ha
maior concentracdo de reticulo na regido periférica, préximo aos

microtibulos subpeliculares.

Complexo de Golgi

O complexo de Golgi esta sempre proximo a bolsa flagelar.
De modo geral, ¢ formado por um sistema de 3 a 10 cisternas e
vesiculas na porgao trans. Nas formas que apresentam um citéstoma,
como em epimastigotas € amastigotas, localiza-se proximo a esta

estrutura. Como em outras células eucaridticas, o complexo de



Golgi esta envolvido no processo de modificacdo de proteinas, como
glicosilacdo e sulfatacdo, e atua como ponto central de distribui¢ao
de membranas para varias regides da célula, sempre através do

trafego de vesiculas.

Citostoma

As formas epimastigota e amastigota apresentam uma
profunda invaginacdo da membrana plasmatica em forma de
funil, estendendo-se até a regido proxima ao nucleo e formando
uma estrutura denominada complexo citéstoma-citofaringe. Este
complexo desempenha papel importante no processo de endocitose,
visando a captacdao de macromoléculas do meio. Ao penetrarem na
abertura do citéstoma, as macromoléculas seguem pela citofaringe,
onde sao internalizadas em vesiculas endociticas que irao fundir
com uma rede de tibulos e vesiculas e, posteriormente, irdo se

fundir com os reservossomos (De Souza, et al., 2009).

Reservossomo

Os reservossomos sdo organelas da via endocitica encontradas
na forma epimastigota de 7. cruzi. Sdo comumente esféricas com
diametro médio de 700 nm, delimitada por uma unidade de membrana
e possuindo contetido elétron-denso e inclusdes elétron-lucentes.
Os reservossomos sdo o ponto final de todas as macromoléculas

capturadas no meio extracelular, ingeridas pelo processo endocitico



do parasita. Sdo responsaveis pelo armazenamento de proteinas,
lipidios e proteases importantes como a cruzipaina. Esta organela
possivelmente tem funcdo de armazenamento, reciclagem e fungdes
tipicas de lisossomos, como a degradacdo de macromoléculas. As
formas amastigota e tripomastigota, apesar de ndo apresentarem um
reservossomo tipico, também apresentam organelas relacionadas
a lisossomos, aqui denominadas reservossomo-like. Esta organela
também contém a cruzipaina (Sant’Anna et al., 2008; revisto por De

Souza et al., 2009).

Mitocondria e cinetoplasto
O T. cruzi, bem como todos os membros da familia
Tripanosomatidae, apresenta uma Unica mitocondria que se ramifica
por todo o corpo do protozoario. Assim como em todas as células
eucarioticas,amitocondriadostripanossomatideosapresentaum DNA
mitocondrial. Enquanto que em outras células o DNA mitocondrial
representa menos de 1% do DNA total, nos tripanossomatideos
pode chegar a 30%. Nesses protozoarios, o DNA mitocondrial se
organiza na forma de minicirculos e maxicirculos que se associam
de forma concatenada e que se concentram em uma determinada
regido da mitocondria, localizada logo abaixo do corpusculo basal,
dando origem a uma estrutura denominada cinetoplasto.
A forma e a estrutura da organizac¢ao do cinetoplasto variam de

acordo com o estagio de desenvolvimento do protozoario,
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apresentando a forma de bastdo levemente curvado nas formas
amastigota e epimastigota, e arredondada na forma tripomastigota.
O cinetoplasto esta sempre situado proximo ao corpusculo basal e,

consequentemente, ao flagelo.

Corpusculo basal

O corpusculo basal caracteriza-se por apresentar nove tripletes
de microtibulos, intimamente associados ao flagelo, servindo como
sitio de crescimento dos microtubulos. Esta estrutura também se
encontra firmemente associada a membrana mitocondrial externa e

ao cinetoplasto, através de filamentos unilaterais (revisto por Liu

et al., 2005).

Bolsa Flagelar

Em todos os tripanossomatideos, a bolsa flagelar ¢ formada
por uma invaginacdo da membrana plasmatica, de onde emerge o
flagelo. Esta regido ¢ um importante sitio de endocitose e exocitose
em tripanossomatideos. No entanto, na forma epimastigota de
T. cruzi, foi demonstrado que o citostoma € o principal sitio de

atividade endocitica (De Souza et al., 2009).

Flagelo
O T. cruzi, assim como todos os tripanossomatideos, apresenta

um flagelo tipico, formado por um axomema, com nove pares



de microtubulos periféricos e um par central, envoltos por uma
membrana flagelar. E a estrutura responsavel pela motilidade do
parasita. Mesmo a forma amastigota apresenta um pequeno flagelo.
Conforme ja comentado, o flagelo emerge de uma invaginag¢ao da
membrana plasmatica conhecida como bolsa flagelar. O flagelo
encontra-se intimamente associado a um corpusculo basal, a
membrana mitocondrial externa e ao cinetoplasto. Nas formas
epimastigota e tripomastigota, o flagelo segue aderido ao corpo do
parasita, numa regido denominada zona de adesao flagelar, e torna-
se livre na regido anterior. Temos ainda outra estrutura associada
ao flagelo das formas epimastigota e tripomastigota, que ¢ chamada

de estrutura paraflagelar.

Estrutura paraflagelar

A estrutura paraflagelar (do inglés, paraflagellar rod) é formada por
um complexo arranjo de filamentos proteicos, de diferentes espessuras (25
e 70 nm) que se encontram associados ao axonema das formas epimastigota
e tripomastigota. Possui fun¢do ainda bastante discutida, podendo atuar

na motilidade e na adesao ao epitélio intestinal de insetos.

Microtubulos subpeliculares
Os microtibulos subpeliculares possuem este nome por
estarem situados logo abaixo da membrana plasmatica. E o principal

componente do citoesqueleto dos tripanossomatideos e estdo

11
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distribuidos por todo o corpo celular (exceto na regido da bolsa
flagelar), interligados entre si, com a membrana plasméatica e em
alguns casos, com perfis do reticulo endoplasméatico, o que confere

maior rigidez a célula.

Complexo do vacuolo contratil

Além do transporte de aminoacidos pela membrana plasmatica,
o T. cruzi possui uma organela importante para o mecanismo de
regulacdo osmotica. Trata-se do complexo do vacuolo contratil
(CVCO), que ¢ formado por um conjunto de tubulos e vesiculas,
denominado espongioma, que se conecta a um vacuolo central
localizado proximo a bolsa flagelar. Durante o ciclo de vida, o
parasita estd sujeito a diferentes ambientes, onde sdo encontradas
variacOes extremas na concentracao de ions e osmolaridade do meio
extracelular. Para lidar com essas variagdes ambientais, o parasita
desenvolveu um mecanismo de adaptag¢do, permitindo a captacao
de é4gua pelo CVC e posterior expulsdo do excesso de dagua,
juntamente com ions e possivelmente, outros componentes como
ions e polifosfato, para a bolsa flagelar. Tem sido postulado que
este processo envolva a cooperacdo de outra organela denominada

acidocalcissomo (revisto por Rohloff e Docampo, 2008).



Acidocalcissomo

Os acidocalcissomos possuem este nome por serem organelas
com caracteristica acida, rica em calcio, polifosfato e outros ions e
que possuem uma cole¢do de canais, bombas e trocadores i0nicos.
Apresentam uma estrutura esférica com diametro médio de 200 nm e
estdao distribuidos por toda a célula, embora sejam mais encontrados
na periferia celular. Os acidocalcissomos atuam no armazenamento
de cations e fosforo, manuten¢do da homeostasia intracelular, pH
e osmorregulacdo (revisto por Docampo et al., 2005; Moreno e

Docampo, 2009).

Glicossomo

Os glicossomos possuem formato esférico com diametro
meédio em torno de 3um, apresentam uma matriz homogénea densa e
encontram-se distribuidos por todo o corpo celular. Essas organelas
sdo um tipo especial de peroxissomo, designado como glicossomo
por concentrarem no seu interior diversas enzimas da via glicolitica,
que geralmente sdo encontradas no citoplasma nas outras células

eucarioticas (revisto por De Souza, 2002; Parsons, 2004).

Inclusoes lipidicas
Estruturas esféricas com diametro variavel sdo observadas no
citoplasma de 7. cruzi. Nao sdo envoltas por uma unidade de membrana

tipica, mas por uma monocamada de fosfolipidios. Algumas sado

13
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elétron-lucentes, enquanto outras apresentam densidade média (Soares

e Souza, 1987). Muito pouco se sabe sobre estas estruturas.

O parasito pode apresentar mudangas em sua estrutura, ao
longo do seu ciclo de vida, que varia entre o hospedeiro vertebrado
e o invertebrado. Assim, este protozoario apresenta caracteristicas
morfoldgicas (amastigota, epimastigota e tripomastigota), que se
diferenciam pela posi¢ao relativa do cinetoplasto e do nucleo na

célula, como veremos a seguir.



4. Formas de desenvolvimento

Tripomastigota

A forma tripomastigota ¢ alongada e levemente achatada. Apresenta
cinetoplasto arredondado, localizado na extremidade posterior do corpo
do parasito. O flagelo emerge de uma bolsa flagelar e se adere ao longo da
extensdo do corpo celular do parasito, tornando-se livre na regido anterior. As
formas tripomastigotas sdo altamente infectantes, podendo ser encontradas
no mamifero (sangue e espago intercelular) e no inseto (regido posterior do

tubo digestorio).

Flagelo

Flagelo

Cinetoplasto

Fig. 4. Micrografia de uma forma tripomastigota de 7. cruzi observada em um

microscopio eletronico de alta voltagem (Imagem de Wanderley de Souza).
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Fig. 5. Tlustragdao da forma tripomastigota do 7. cruzi em corte longitudinal

mostrando as principais estruturas celulares.
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Fig. 6. Esquema tridimensional da forma tripomastigota do 7 cruzi mostrando

as principais estruturas celulares (Video suplementar 3).
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Amastigota

A forma amastigota ¢ arredondada, apresentando um flagelo
bem reduzido, nucleo relativamente grande, redondo e excéntrico e
cinetoplasto em forma de bastdo, situado entre o nucleo e o flagelo.
Esta forma infectiva € encontrada no interior das células de hospedeiros

mamiferos infectados, incluindo o homem, onde se multiplicam.

Flagelo
g Bolsa

flagelar

Cinetoplasto

Mitocondria

Fig. 7. Micrografia de uma forma amastigota do 7. cruzi observada em um

microscopio eletronico de transmissao (Imagem de Wanderley de Souza).
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Fig. 8. Ilustragdo da forma amastigota do 7. cruzi em corte longitudinal

mostrando as principais estruturas celulares.
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Fig. 9. Esquema tridimensional da forma amastigota do 7. cruzi mostrando as

principais estruturas celulares (Video suplementar 4).



Epimastigota

A forma epimastigota ¢ fusiforme e possui o cinetoplasto em
forma de bastdo, localizado préoximo a bolsa flagelar, de onde emerge
o flagelo que adere ao longo da extensao do corpo celular do parasito,
tornando-se livre na regido anterior. Esta forma ndo infectiva ¢ mais
comumente encontrada no intestino do barbeiro, onde se multiplicam,

bem como em cultivos axénicos.

Corpasculo
basal

Bolsa flagelar

Flagelo

<" s
~“ Complexo

= de Golgi *
B

Fig. 10. Micrografia de uma forma epimastigota observada em um microscopio
eletronico de transmissao. FAZ=zona de adesao flagelar (Flagellar Attachment

Zone) (Imagem de Gustavo Rocha).
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Fig. 11. Ilustracdo da forma epimastigota do 7. cruzi em corte longitudinal

mostrando as principais estruturas celulares.
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Fig. 12. Esquema tridimensional da forma epimastigota do 7. cruzi mostrando

as principais estruturas celulares (Video suplementar 5).
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Transicao epimastigota-tripomastigota

A forma de transi¢cdo epimastigota-tripomastigota ¢ alongada, onde
o cinetoplasto apresenta simultaneamente caracteristicas das formas tanto
epimastigota como tripomastigota, com um alargamento da parte mais
proxima ao nucleo. O flagelo adere ao longo da extensao do corpo celular do
parasito, tornando-se livre na regido anterior.

Corpusculo

basal Bolsa
flagelar

Cinetoplasto

Flagelo

Nucleo

Fig. 13. Micrografia da forma de transi¢cdo epimastigota-tripomastigota
observada em um microscopio eletronico de transmissao (Imagem de

Wanderley de Souza).
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Fig. 14. Tlustracdo da forma de transicdo epimastigota-tripomastigota do 7.

cruzi em corte longitudinal mostrando as principais estruturas celulares.



Axonema

Flagelo

Estrutura
paraflagelar

Reticulo
endoplasmatico

. Inclusoes lipidicas
Nucleo

Complexo
de Golgi Glicossomo
Bolsa ,
flagelar Citostoma
Corpusculo il ; ) )
basal : 1 Citofaringe

Cinetoplasto
Mitocondria

Acidocalcissomo

Reservossomo

Rede de tubulos
e vesiculas

Fig. 15. Esquema tridimensional da forma de transi¢do epimastigota-
tripomastigota do 7° cruzi mostrando as principais estruturas celulares (Video

suplementar 6).



5. Detalhes

Divisao das formas multiplicativas

As formas multiplicativas do 7. cruzi sdo: amastigota (no interior
das células do hospedeiro vertebrado) e epimastigota (no invertebrado).
Durante o processo de mitose nos tripanossomatideos, a membrana
nuclear permanece intacta, ocorre o aparecimento de microtubulos
intranucleares e de placas densas, além da dispersdao da cromatina
(Solari, 1995). Ainda assim, ndo héa evidéncias de que estas placas
correspondam aos cromossomos, estruturas que tém sido detectadas
através de uma abordagem bioquimica. A morfologia do nucleo muda
significativamente durante o ciclo celular. Embora tenha uma forma
esférica, em cé€lulas em interfase, durante a divisdo celular se alonga e
se contrai na regido central, apresentando a forma de ampulheta. Este
processo de divisao pode ser dividido em varias etapas esquematizadas

na figura 16.
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Fig. 16. Esquemas tridimensionais mostrando os principais eventos da
divisdo celular da forma amastigota do 7. cruzi (Video suplementar 7). (A)
Fase preliminar: nicleo com a cromatina condensada e nucléolo tnico. (B)
Fase inicial: Dispersdo da cromatina nuclear e desaparecimento do nucléolo.
(C) Fase equatorial: ocorre o inicio do crescimento lateral do cinetoplasto
seguido do surgimento de um novo corpo basal e de 10 placas densas na
regido equatorial do nucleo, associadas ao fuso intranuclear constituido
por microtubulos. (D) Fase de alongamento: novo flagelo emerge da bolsa
flagelar. Divisao das placas densas que migram para os polos do nucleo.
O nucleo comega a alongar e os microtibulos sofrem uma mudanca na
disposi¢do e ocorre surgimento de um novo pequeno flagelo. (E) Fase de
alongamento final: As placas densas come¢am a migrar para os polos do
nucleo que apresenta a forma de ampulheta, estdgio que chega ao maximo
da divisdo. (F) Fase de reorganiza¢ao: Os microtibulos se despolimerizam
de forma gradual. O nucléolo comeca a se reconstituir € a cromatina comeca
a se condensar. Nucleos se separam nesta fase. (G) Fase de constriciao:
Constrigdo do cinetoplasto e do corpo celular e citocinese com a formacao de

duas formas amastigotas independentes (H).
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Via endocitica

As formas de desenvolvimento do 7 cruzi sdo capazes de ingerir
macromoléculas do meio extracelular por via endocitica, sobretudo a forma
epimastigota. Quando formas epimastigotas sdo incubadas na presenca de
macromoléculas, estas sdo interiorizadas através da bolsa flagelar ou pelo complexo
citostoma-citofaringe. Nos casos em que a endocitose ¢ mediada por receptor, como
ocorre com a interiorizagao de LDL e transferrina, inicialmente a macromolécula se
liga a superficie e sO posteriormente € interiorizada via pequenas vesiculas que se
formam na bolsa flagelar e na porcao final do citostoma. As vesiculas formadas
migram para a regido mediana e posterior da célula, muitas vezes formando
estruturas tubulares, possivelmente resultantes da fusao das vesiculas endociticas
iniciais. Posteriormente, fundem-se aos reservossomos, que sao o destino final de

todas as macromoléculas ingeridas, conforme demonstrado da figura 17.

Fig. 17. Via endocitica em formas epimastigotas de 7. cruzi (Video
suplementar 8). (A) A endocitose na forma epimastigota do 7. cruzi ocorre em
duas regides de ingestdo de macromoléculas: na bolsa flagelar e no complexo
citostoma-citofaringe. (B) No complexo citostoma-citofaringe, a via de
endocitose continua por uma pequena rede ramificada de tubulos e vesiculas
(C) até fundir-se ao reservossomo (D). (E) Na bolsa flagelar, a via de endocitose
continua através de uma rede ramificada de tibulos e vesiculas (F) que se estende
até a extremidade posterior, antes de retornar na dire¢do oposta e, finalmente,
fundir-se aos reservossomos. (G) A cruzipaina, assim como outras proteases,
¢ processada nas cisternas do complexo de Golgi e também ¢ destinada aos

reservossomos (H).



Complexo
Mactomoléculas citéstoma-
citofaringe

Bolsa
flagelar

Reservossomo




32

Complexo do vacuolo contratil

Durante ociclode vida, o parasitaesta sujeito a diferentes ambientes, onde
sdao encontradas variagdes extremas na concentracao de ions e osmolaridade
do meio extracelular. Além do transporte de aminoacidos pela membrana
plasmatica, o 7. cruzi possui uma organela importante para 0 mecanismo de
regulacdo osmoética. Trata-se do complexo do vactiolo contratil (CVC), que
¢ formado por um conjunto de tibulos e vesiculas, denominado espongioma,
que se conecta a um vacuolo central (VC) localizado proximo a bolsa
flagelar.

Tem sido sugerido que a captacdo inicial de agua ocorra principalmente
através do espongioma, que em seguida conduz a agua para o VC que, por
sua vez, aumenta seu volume com a entrada de fluidos oriundos do citoplasma
e, possivelmente com a incorporagdo de membrana do espongioma. Além
disso, tem sido postulado que este processo envolva a cooperagdo de outra
organela com caracteristica acida, rica em calcio, polifosfato e outros ions,
denominada acidocalcissomo, que funde-se com o CVC, liberando o seu
contetido no limen desta organela, contribuindo para o aumento da pressao
osmotica no vacuolo e, conseqiientemente, aumentando a captacdo de agua.
Uma vez completada esta etapa, o vactiolo se funde com a bolsa flagelar em um
dominio especifico, expulsando agua e, possivelmente, outros componentes

como ions e polifosfato.



§ &\g;s ‘ Espongioma

N— Vactiolo

central \/

Gomplexo do
vactolo contratil

Fig. 18. Esquema tridimensional da hipétese do mecanismo de captacao e saida
de 4gua realizado pelo CVC em cooperagao com os acidocalcissomos na forma
epimastigota de 7. cruzi (Video suplementar 9). (A) CVC com o VC associado
ao espongioma. (B) Acidocalcissomos migrando em direcdo ao VC. (C) Os
acidocalcissomos e os espongiomas se fundem e liberam o seu contetido no
limen do VC, que aumenta de tamanho (D). (E) O conteudo do VC ¢ liberado
na bolsa flagelar através da placa de adesdo. (F) Agua, fons e polifosfato no

interior da bolsa flagelar.
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Motilidade, flagelo e a estrutura paraflagelar

A principal funcdo do flagelo € a locomocao (motilidade) do parasita. Nos
tripanossomatideos, o flagelo desempenha ainda outras fungdes, como adesao
a célula hospedeira do vertebrado, e durante o processo de interagao de formas
epimastigotas, com a parede do tubo digestivo do hospedeiro invertebrado. No
flagelo desses parasitas, encontramos uma estrutura denominada estrutura
paraflagelar. Esta estrutura auxilia no batimento flagelar e ¢ constituida por
uma rede filamentosa com trés regides: porcao distal, porcdo intermedidria
e a por¢ao proximal, que estd associada lateralmente ao axonema através de
filamentos. Assim, a dindmica da estrutura parafiagelar acompanha o movimento
do axonema. Durante o batimento flagelar, enquanto a por¢ao proximal se
comprime, a por¢ao distal se distende e vice-versa; enquanto a porcao distal se
comprime, a por¢ao proximal se distende. Os filamentos da por¢cao intermedidria

tendem a inclinar cada vez mais a medida que aumenta a curvatura do flagelo.

Fig. 19. Esquemas tridimensionais (A e C) e micrografias de deep-etching*
colorizadas (B e D) da estrutura paraflagelar durante a curvatura do flagelo (A e
B) e em estado de repouso, em um momento sem curvatura do flagelo (C e D)

(Imagem de Gustavo Rocha) (Video suplementar 10).

* Técnica de microscopia eletronica em que a célula é congelada e fraturada a baixa
temperatura. Em seguida, procede-se a sublimacao de parte do gelo e obtengao

de uma réplica que ¢ examinada no microscépio eletronico de transmissao.
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6. Interacao do Trypanosoma cruzi
com a célula hospedeira



Interacao da forma tripomastigota com o macrofago

As formas infectantes do parasita encontradas na corrente sanguinea sao
tripomastigotas e amastigotas. O processo de interagao da forma tripomastigota
do T. cruzi com a c€lula hospedeira envolve as seguintes etapas: adesao e
reconhecimento, sinalizagdo, invasao (ou fagocitose) e multiplicacdo. A etapa
de adesdo envolve o reconhecimento de moléculas presentes na superficie
do parasita e da célula do hospedeiro mamifero. Em uma segunda fase,
ocorre a ativa¢ao de uma série de processos de sinalizagdo que culminam em
internalizacdo do parasita por varios processos endociticos. Em um desses
processos ocorre a formacdo de pseuddpodes, tipicos de um processo de
fagocitose. Outros dois mecanismos sao conhecidos: endocitose, onde nao
ocorre a formacao de pseudopodes; e invaginacdo da membrana. O processo
de invasao conta com o recrutamento de lisossomos para o local de invasao
do parasita, que se fundem ao vacuolo parasitéforo em formagao. No interior
do vactiolo, ocorre a diferenciacdo do parasita para a forma amastigota e a lise
da membrana do vactuolo parasitoforo. Da-se inicio a etapa de multiplicagao

no citoplasma da cé€lula hospedeira (De Souza, ef al. 2010).
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Fig. 20. Processo de interagdo do 7. cruzi com a célula hospedeira (macréfago)
(Video suplementar 11). (A) Tripomastigotas metaciclicos se aderindo e
invadindo o macro6fago. (B) Tripomastigota sendo fagocitado pelo macrofago
e iniciando o processo de internalizacdo via fagocitose, onde ha a formacao
de pseudopodes e o recrutamento de lisossomos para o local de invasdao do
parasita, que se fundem ao vacuolo parasitéforo em formacao. (C) Lisossomos
liberam enzimas no interior do vactiolo. (D) Diferencia¢ado dos tripomastigotas
para amastigotas. (E) Lise do vacuolo parasitéforo. No citoplasma, as formas
amastigotas se multiplicam por fissdes binarias (F) sucessivas, podendo tomar
todo o citoplasma. (G) Amastigotas se diferenciam na forma tripomastigota
antes da célula hospedeira ser rompida pelo excesso de parasitos (H), mas
pode ocorrer a lise antes da transformacgdo ser completada, o que gera o

aparecimento de formas ainda em desenvolvimento no meio externo.
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Interacao da forma epimastigota com o macrofago

As formas epimastigotas ndo representam o estagio infeccioso.
O processo de interacio da forma epimastigota do 7. cruzi com
a celula hospedeira envolve as seguintes etapas: adesdao e
reconhecimento, sinalizacdo, fagocitose e degradacdo. A etapa de adesao
ocorre predominantemente pelo flagelo e envolve o reconhecimento de
moléculas presentes na superficie das membranas do parasita e da célula
do hospedeiro mamifero. A membrana do macrofago comeca a envolver o
parasita, formando um tipo de funil, que culmina na entrada do parasita.
Apds o processo de fagocitose, ocorre o recrutamento de lisossomos que
se fundem ao vactiolo parasitéforo. No interior do vactolo parasitoforo, a

forma epimastigota ¢ degradada.

Fig. 21. Processo de interacao da forma epimastigota do 7. cruzi com a c€lula
hospedeira (macréfago) (Video suplementar 12). (A) Formas epimastigotas
e o macrofago. (B) Parasitas aderindo ao macrofago. (C) Epimastigota
sendo fagocitada pelo macrofago e posteriormente, a formacdo do vacuolo
parasitoforo (D). (E) Lisossomos liberam suas enzimas que degradam o
parasito (F-G).
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Interacao da forma amastigota com o macrofago

O processo de interagdo da forma amastigota do 7. cruzi com a cé€lula
hospedeira envolve as seguintes etapas: adesao e reconhecimento, sinalizagao,
invasdo e multiplicacdo. A etapa de adesdo envolve o reconhecimento de
moléculas presentes na superficie do parasita e da célula do hospedeiro
mamifero. Nas formas amastigotas, ocorre uma série de processos de
sinalizacdo celular, que resultam na fagocitose, onde a célula hospedeira emite
pseudopodes que culminam na invasdao do parasita. Posteriormente, ocorre
fusdo de lisossomos com o vacuolo parasitoforo e a lise da membrana do
vacuolo parasitoforo e, assim, inicia-se a etapa de multiplica¢do no citoplasma

da cé€lula hospedeira (De Souza, et al. 2010).

Fig. 22. Processo de interagdo da forma amastigota do 7. cruzi com a célula
hospedeira (macrofago) (Video suplementar 13). (A) Amastigota aderindo
e invadindo o macrofago. (B) Amastigota sendo fagocitada pelo macrofago e
posteriormente a formag¢ao do vacuolo parasitdforo (C). Lisossomos liberam
enzimas no interior do vacuolo. (D) Lise da membrana do vacuolo parasitoforo.
No citoplasma, multiplica-se por fissdes binarias (E) sucessivas, podendo
tomar todo o citoplasma. (F) Amastigotas se diferenciam em tripomastigotas
antes da célula hospedeira ser rompida pelo excesso de parasitos (H), mas
pode ocorrer a lise antes da transformacgdo ser completada, o que gera o

aparecimento de formas ainda em desenvolvimento no meio externo.
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Interacao da forma tripomastigota com células cardiacas

O processo de tropismo do 7. cruzi por células musculares envolve as

seguintes etapas: adesdo e reconhecimento, sinaliza¢do, invasao e multiplicagao.

Fig. 23. Processo de interacdo da forma tripomastigota do 7. cruzi com
células musculares cardiacas (Video suplementar 14). (A) Tripomastigotas
metaciclicos se aderindo e invadindo cé€lulas cardiacas. (B) Tripomastigota
no interior do vacuolo parasitoforo. (C) Diferenciacdo dos tripomastigotas
para amastigotas e lise do vacuolo parasitéforo. (D) As formas amastigotas
escapam para o citoplasma, onde se multiplicam por fissdes bindrias (F)
sucessivas, podendo tomar todo o citoplasma. (E) Amastigotas se diferenciam
na forma tripomastigota antes da c€lula hospedeira ser rompida pelo excesso

de parasitos (F).
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7. Interacao do Trypanosoma cruzi
com o hospedeiro invertebrado



A contaminagdo do barbeiro ocorre quando este pica um mamifero
infectado e ingere formas tripomastigotas sanguineas, que sdo conduzidas
a porcao anterior do estdmago. Neste novo ambiente, os tripomastigotas se
diferenciam em epimastigotas e algumas esferomastigotas. Aindano estomago,
formas de transi¢do, esferomastigotas e epimastigotas sdo digeridas. As
formas epimastigotas sobreviventes, quando alcan¢am o intestino, comecam
a se multiplicar sucessivamente por divisao binaria e se aderem as membranas
perimicrovilares que sdo secretadas pelas células intestinais. Esta adesdo
ocorre predominantemente pela regido do flagelo. Posteriormente, os
epimastigotas se soltam e movem-se para o intestino posterior, onde iniciam
o processo de diferenciacdo em tripomastigotas metaciclicos, que em seguida
aderem a cuticula que reveste o epitélio do reto e do saco retal do inseto. Ao
se soltarem do epitélio, podem ser eliminados na urina ou fezes do inseto em
seu proximo repasto sanguineo.

A contaminagdo de um hospedeiro vertebrado ocorre quando o barbeiro
infectado pica o mamifero. Neste processo, o inseto geralmente defeca
e urina, depositando, assim, sobre a pele ou mucosa do mamifero a forma

tripomastigota metaciclica, que ¢ a forma infectiva.
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Fig. 24. Fases do ciclo de vida do 7. cruzi no interior do inseto vetor (Video
suplementar 15). Inicialmente, para melhor compreensado do ciclo de vida no
interior do inseto, apresentamos uma vista esquematica do inseto hemiptero
por transparéncia para observar o tubo digestorio (A). (B) Inseto (barbeiro)
hematofago ingerindo sangue com formas tripomastigotas metaciclicas
presentes em um mamifero infectado. (C) No estobmago do barbeiro, as formas
tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas e algumas esferomastigotas.
(D) Ao chegar ao intestino, as formas epimastigotas comecam a se multiplicar
por divisdo bindria e se aderem ao epitélio intestinal (E). (F) No reto,
tripomastigotas metaciclicos aderidos ao epitélio. Os parasitas se soltam do

epitélio, podendo ser eliminados na urina ou fezes do inseto (G).
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