ASPECTOS ULTRA-ESTRUTURAIS DA FORMA EPIMASTIGOTA DO
TRYPANOSOMA CRUZI EM MEIO LIT
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E feito um estudo da ultra-estrutura da forma epismastigota do Trypano-
soma cruzi mantidea em meio de cultivo acelular.

O niucleo das formas em divisdo apresenta um aspecto homogéneo. Micro-
tubulos intranucleares sdo observados durante a divisdo. No entanto, ¢ mem-

brana nuclear permanece integra.

O citoplasma apresenta-se com vacuolos de dimensdes e aspectos variados.

Com o método do dcido pericdico-tiosemicarbazida-proteinato de prata, po-
lissacarideos e/ou glicoproteinas foram localizados na membrana celular e na
membrana que delimita certos vacuolos citoplasmdticos.

INTRODUCAO

A ultra-estrutura do Trypanosoma cru-
zi tem sido objeto de estudo por varios
pesquisadores (3, 6, 7, 9, 11, 12, 13-19, 21,
24-28, 32). No entanto varias duvidas ain-
da nao foram completamente dissipadas
quanto as caracteristicas morfologicas e
funcionais das varias estruturag celulares
existentes neste protozoario .

A fcrma epimastigota do T. cruzi repre-
senta at? o momento a unica forma facil-
mente cultivivel em meios acelulares o
que permite a obtencio de grandes quan-
tidades de parasitos facilitando a realiza-
¢do de estudos bicquimicos. Por este moti-
vo escolhemos esta forma para realizar-
mos uma série de estudos citoquimicos
com microscopia eletronica, cujos resulta-

dos poderao ser correlacionados com dados
de natureza bioquimica.

Neste trabalho descrevemos aspectos
gerais da ultra-estrutura do T. cruzi cres-
cendo em meio LIT, dando énfase especial
208 vacuolos citoplasmaticos.

MATERIAL E METODGS

Neste estude utilizamos a cepa Y (22)
do Trypanosoma cruzi crescendo a 28°C
em meio LIT (5).

Foram estudadas células de culturas
com 3,5 ¢ 7 dias de cultivo. As células fo-
ram fixadas em glutaraldeido 2,5% em
tampao cacodilato ou fosfato 0,1 M pH 74
durante 1-2 horas a 4°C ou a temperatura
ambiente. Apéds fixacado as células eram la-
vadas em tampdo, pos-fixadas em 0s0, 1%
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em tampao fosfato 0,1 M pH 7,4 cgurante 1
hora a 4°C, desidratadas em etanol ou
acetona e incluidas em epon. Cortes ultra-
finos foram obtidos com ultramicrétomo
LKB Ultratome III e contrastados em ci-
trato de chumbo e acetona de uranila. Pa-
ra estudo citoquimico os cortes foram co-
letacdos em grades de ouro e submetidos ao
método de Thiéry (30) tal como descrito
em trabalhos anteriores (7-10). As telas
foram examinadas com o microscopio ele-
trénico AEI, EM6-B.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas basicas apresentadas
pela forma epimastigota do T. cruzi man-
tido em meio LIT sado semelhantes as des-
crita anteriormente em outros estagios
evolutivos deste protozoario (3, 6, 7, 9, 11,
12, 13-19, 21, 24-28, 32).

Apresenta um nucleo que se localiza
na regiado central. No estado interfasico
este nucleo apresenta uma estrutura se-
melhante aquela observada com as formas
intracelulares (6) . O material cromatinico
se dispbe principalmente na periferia po-
dendo no entantc ser encontrado na re-
gido central. O nucléolo ocupa uma po-
sicdo central ou ligeiramente excéntrica
(Fig. 1). O nucleo de uma célula em divi-
sdo, & semelhanca do que ocorre com as
formas esferomastigotas (amastigota, lei-
shmania) observadas em cultura de teci-
dos (6), apresenta um aspecto uniforme,
resultante da dispersao do material cro-
matinico e nucleolar (Fig. 2). Uma carac-
teristica basica destes ntucelos é a existén-
cia de microtiubulos gque se dispdem longi-
tudinalmente no sentido de alongamento
do nicleo No interior do nicleo se obser-
vam algumas estruturas eletrodensas cuja
natureza ainda nio estd esclarecida (Fig.
2). Possivelmente representam fragmen-
tos do nucléolo ou estruturas que corres-
pondam a cromossomos. Estudos autora-
diograficos, citoquimicos e digestdo enazi-
matica poderdo esclarecer melhor a natu-
reza desta estrutura.

Nem todos os perfis de nucleos que
apresenfam um aspecto uniforme (que
utilizamos como critério para identificar
uma célula em divisdo) mostram microti-
bulos intranucleares, devido a localizacao
dos microtibulos na parte central do ni-
cleo. Tal fato torna-se bastante claro
quando se examinam cortes seriados.

Uma outra caracteristica importante
na divisdo do nucleo do T. cruzi é a ausén-
cia de centriolo ou placa eletrodensa nos.
polos do nucleo e a permanéncia da mem-
brana nuclear. O mesmo ocorre com as
formas intracelulares em cultura de teci-
dos (6) bem como em T. rhodesiense e T.
raiae (31).

O cinetroplasto apresenta uma estru-
tura semelhante a descrita para formas
intracelulares (Figs. 1 e 3). O flagelo apre-
senta um axonema tipico e se caracteriza
por apresentar uma estrutura paraflage-
lar constituida por filamentos dispostos
em um arranjo regular, cujo papel funcio-
nal ainda nao esclarecido,

A forma epimastigota apresenta um
ccmplexo de Golgi bastante evidente, sen-
do constituido por saculos e vesiculas que
muitas vezes se dispdem de forma concén-
trica (Fig. 4). Estd localizado ao lado do
cinetoplasto e préoximo a regido da bolsa.
flagelar e do citostomo tal como descrito.
anteriormente (18, 19). G citostomo repre-
senta uma estrutura especializada da su-
perficie em que ocorre uma invaginagio
da membrana celular e dos microtubulos
subpeliculares (Fig. 3). Esta estrutura tem.
sido encontrada abrindo-se na regido da
bolsa flagelar ou antes da curvatura da
membrana celular que da origem & forma-
cdo da bolsa flagelar Em ambos 0s casos
é nitida a sua relagdo topografica com o
complexo de Golgi. Admite-se que o citos-
tomo esteja envolvido no processo de in-
gestdo de material nutritivo. No caso das
formas epimastigotas do T. cruzi as evi-
déncias sao indiretas e se baseiam princi-
palmente no fato de que vesiculas pinoci-
toticas estdo associadas a- esta estrutura.
Um estudo em que se utilizam tracgadores
deve ser realizado com o T. cruzi afim de
esclarecer melhor o papel funcional desta
estrutura. Com as formas intracelulares
em cultura de tecidos demonstrou-se que
o T. cruzi é capaz de ingerir elementos ci-
toplasmaticos da célula hospedeira, como
por exemplo granulos de melanina que sao
estruturas com cerca de 0,7um. Esse fato
sugere que o T. cruzi apresenta um proces-
so de fagotrofia intracelular & semelhanca
do que ocorre com o0s parasitos da malaria,
na fase eritrocitaria (18; 23).

Uma organela circular, delimitada por
membrana e com uma matriz uniforme, é
também encontrada na forma epimastigo-
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ta do T. cruzi. Tal organela apresenta um
didmetro de aproximadamente 0,6 um. Seu
aspecto é semelhante ao descrito em T.
brucei, T. equiperdum, Crithidia fascicula-
ta, Herpertomonas muscarum e Leptomo-
nas pessoai como ‘“‘peroxisome-like orga-
nelle” (1, 2, 4, 10, 20, 29). Estudos citoqui-
micos estdo sendo realizados afim de es-
clarecer melhor a natureza desta estru-
tura.

No citoplasma do T. cruzi observa-se
grande numero de vaciliolos, que apresen-
tam dimensdes variadas, sendo encontra-
dos muitos com cerca de 07 pm de diame-
tro. Sao delimitados por membrana e
apresentam no seu interior areas de gran-
de eletrodensidade bem como areas de
de pouca eletrodensidade (Figs. 1 e 5).
Também observamos outras estruturas
com perfil circular, envolvidas por mem-
brana e eletrodensas (Fig. 2, 4 e 5). Estru-
turas semelhantes foram descritas por
Wery & Lasseel (32) como corpos multive-
siculares. No entanto, nessas estruturas
ndo se observou a presenca de fosfatase
acida.

A natureza dessas estruturas ainda nao
estd bem definida. Quando se aplica a
técnica de Thiéry observa-se uma reacic
positiva em todo o sistema superficial de
membranas, o que inclui a membrana que
envolve o corpo, a regido da bolsa flagelar
e 0 flagelo. Tal resultado indica a presen-
¢a de carbohidratos constituintes do “cell
coat” semelhante ao descrito para as for-
mas em cultura de tecidos (7). No entan-

to observamos que a membrana que envol-
ve o0s vacuolos acima referidos também
apresenta uma rea¢do positiva seme-
lhante a observada na membrana celular
(Fig. 6 e 7). Uma reac¢ado positiva foi tam-
bém encontrada nas membranas que cons-
tituem o complexo de Golgi. & possivel gue
0s vaclolos representem uma estrutura
formada por vesiculas pinocitoticas que
se fundem, a fim c¢e formar um “food-va-
cuole” que posteriormente evolua para li-
sossomos. Estudos citoquimicos para de-
teccao de fosfatase acida bem como o uso
de tracadores como ferritina e peroxidase
estdo sendo empregados afim de esclare-
cer a natureza e papel funcional destes
vacuolos na forma epimastigota do T.
cruzi.
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SUMMARY

In this paper the fine structure of the epimastigotes forms of Trypanosoma,
cruzi maintained in an aceliular culture medium, is described,

During division, the nucleus shows a homogenous structure owing to the

dispersion of its chromatin and nucleolar material. Microtubules similar to those
of a mitotic spindle in metazoan cells appear, running from one pole to the
other. During the whole process of division the nuclear membrane remains
intact.

The cytoplam shows many vacuoles. With the cytochemical method of
acid periodic-thiosemicarbazide-silver proteinate, a polysaccharide surface coat
is observed on the whole surface membrane system of T. cruzi. A positive re-
action is also observed in the membranes of some vacuoles in the cytoplasm of
the parasites.
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Fig. 1 — Epimastigota do T. cruzi. Observa-se o ntcleo (N) de uma
forma interfasica, contendo cromatina e o nucléolo (NU).
O cinetoplasto (C), parte do corpusculo basal (CB) bem
como g regifio da bolsa flagelar (BF) s&o observadcs. Junto
a nucleo e cobservaram vacuolos com varios aspectos (V).
Microtibulos séo observados tanto em corte transversal
como longitudinal.
X 10.000






Fig. 2 — Parte de uma célula em divisGo. O nucleo apresenta um
aspecto uniforme. O material cromatinico e nucleclar néo
ce encontra organizado. A membrana nuclear permanece
integra. No interior do nucleo observa-se a presenca de
microtubulos (seta) bem como 4 massas eletrodensas (1-4).
X 45.000






Fig, 3 — Detalre do citostcmo (CT). Corresponde a uma invagina-
cao da membrana celular e dos microtubules subpeliculares
(seta). Também se observa o corpusculo basal (CB) e
parte do cinetoplasto (C).
X 60.000

Fig. 4 — Parte do citoplasma mostrando a regido do complexo de
Golgi (G) que apresenta um aspecto concéntrico. Obser-
vam-se os saculos e vesiculas constituintes desta estrutura.
X 45.000



Fig. 5 — Parte do citoplasma mcstrando o nucleo (N) bem como alguns vacUolés. Estes podem
zer eletrdensos (1) ou de estrutura mais complexa (2).
X 45.000



Fig. 6 — Corte ndo contrastado pelo acetado de uranila ou citrato de chumbo. Submetido ao
método de Thiéry com incubacdo durante 78 hs em tiosemicarbazida.

positiva é observada na mebrans celular (seta) bem ccmo na membrana de determi-
rados vaclolos citoplasmaticos (V).

X 45.000

Uma reacéo



Fig. 7 — Corte néo contrastado pelo acetado de uranila ou citrato de chumbo. Submetido ad
método de Thiéry com incubacfo durante 48 hs em tiosemicarbazida. Uma reagéo

positiva é cbservada na membrana celular (seta) bem com na membrana de detér-

minados vacuolos citoplasmaticos (V). Pequenas vesiculas lccalizadag na superficie
celular (Ve) também reagem positivamente & reacéo.
X 60.000
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