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E feito um estudo da ultra-estrutura da form a epism astigota do Trypano- 
soma cruzi m antida em meio de cultivo acelular.

O núcleo das form as em divisão apresenta um  aspecto homogêneo. Micro- 
túbulos intranucleares são observados durante a divisão. No entanto, a m em ­
brana nuclear perm anece íntegra.

O citoplasm a apresenta-se com vacúolos de dimensões e aspectos variados.
Com o m étodo do ácido periódico-tiosem icarbazida-proteinato de prata, po- 

lissacaríáeos e/ou glicoproteínas foram localizados na m em brana celular e na 
membrana que delim ita certos vacúolos citoplasmáticos.

INTRODUÇÃO

A ultra-estrutura do Trypanosoma cru­
zi tem sido objeto de estudo por vários 
pesquisadores (3, 6, 7, 9, 11, 12, 13-19, 21, 
24-28, 32). No entanto várias dúvidas ain­
da não foram completamente dissipadas 
quanto às características morfológicas e 
funcionais das várias estruturas celulares 
existentes neste protozoário .

A fcrma epimastigota do T. cruzi repre­
senta até o momento a única forma facil­
mente cultivável em meios acelulares o 
que permite a obtenção de grandes quan­
tidades de parasitos facilitando a realiza­
ção de estudos bioquímicos. Por este m oti­
vo escolhemos esta forma para realizar­
mos uma série de estudos citoquímicos 
com microscopia eletrônica, cujos resulta­

dos poderão ser correlacionados com dados 
de natureza bioquímica.

Neste trabalho descrevemos aspectos 
gerais da ultra-estrutura do T. cruzi cres­
cendo em meio LIT, dando ênfase especial 
aos vacúolos citoplasmáticos.

MATERIAL E MÉTODOS

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

Foram estudadas células de culturas 
com 3,5 e 7 dias de cultivo. As células fo­
ram fixadas em glutaraldeido 2.,5% em 
tampão cacodilato ou fosfato 0,1 M pH 7,4 
durante 1-2 horas a 4°C ou a temperatura 
ambiente. Após fixação as células eram la­
vadas em tampão, pós-fixadas em 0s04 1%
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em tampão fosfato 0,1 M pH 7,4 durante 1 
hora a 4°C, desidratadas em etanol ou 
acetona e incluídas em epon. Cortes ultra- 
finos foram obtidos com ultramicrótomo 
LKB Ultratome III e contrastados em ci- 
trato de chumbo e acetona de uranila. Pa­
ra estudo citoquímico os cortes foram co­
letados 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 microscópio ele­
trônico AEI, EM6-B.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

As características básicas apresentadas 
pela forma epimastigota do T. cruzi m an­
tido em meio LIT são sem elhantes às des­
crita anteriormente em outros estágios 
evolutivos deste protozoário (3, 6, 7, 9, 11, 
12, 13-19, 21, 24-28, 32).

Apresenta um núcleo que se localiza 
na região central. No estado interfásico 
este núcleo apresenta uma estrutura se­
melhante àquela observada com as formas 
intracelulares (6) . O material cromatínico 
se dispõe principalmente na periferia po­
dendo no entanto ser encontrado na re­
gião central. O nucléolo ocupa uma po­
sição central ou ligeiramente excêntrica 
(Fig. 1). O núcleo de uma célula em divi­
são, à semelhança do que ocorre com as 
formas esferomastigotas (amastigota, lei- 
shmania) observadas em cultura de teci­
dos (6), apresenta um aspecto uniforme, 
resultante da dispersão do material cro­
matínico e nucleolar (Fig. 2). Uma carac­
terística básica destes núcelos é a existên­
cia de microtúbulos que se dispõem longi­
tudinalmente no sentido de alongamento 
do núcleo No interior do núcleo se obser­
vam algumas estruturas eletrodensas cuja 
natureza ainda não está esclarecida (Fig. 
2). Possivelmente representam fragm en­
tos do nucléolo ou estruturas que corres­
pondam a cromossomos. Estudos autora- 
diográficos, citoquímicos e digestão enzi- 
mática poderão esclarecer melhor a natu­
reza desta estrutura.

Nem todos os perfis de núcleos que 
apresentam um aspecto uniforme (que 
utilizamos como critério para identificar 
uma célula em divisão) mostram microtú­
bulos intranucleares, devido a localização 
dos microtúbulos na parte central do nú­
cleo. Tal fato torna-se bastante claro 
quando se examinam cortes seriados.

Uma outra característica importante 
na divisão do núcleo do T. cruzi é a ausên­
cia de centríolo ou placa eletrodensa nos 
polos do núcleo e a permanência 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 à descrita para formas 
intracelulares (Figs. 1 e 3). O flagelo apre­
senta um axonema típico e se caracteriza 
por apresentar uma estrutura paraflage- 
lar constituída por filamentos dispostos 
em um arranjo regular, cujo papel funcio­
nal ainda não esclarecido.

A forma epimastigota apresenta um 
complexo de Golgi bastante evidente, sen­
do constituído por sáculos e vesículas que 
muitas vezes se dispõem de forma concên­
trica (Fig. 4). Está localizado ao lado do 
cinetoplasto e próximo a região da bolsa 
flagelar e do citostomo tal como descrito 
anteriormente (18, 19). O citostomo repre­
senta uma estrutura especializada da su­
perfície em que ocorre uma invaginação 
da membrana celular e dos microtúbulos 
subpeliculares (Fig. 3) ■ Esta estrutura tem 
sido encontrada abrindo-se na região da 
bolsa flagelar ou antes da curvatura da 
membrana celular que dá origem à forma­
ção da bolsa flagelar .Em ambos os casos 
é nítida a sua relação topográfica com o 
complexo de Golgi. Admite-se que o citos­
tomo esteja envolvido no processo de in­
gestão de material nutritivo. No caso das 
formas epimastigotas do T. cruzi as evi­
dências são indiretas e se baseiam princi­
palmente no fato de que vesículas pinoci- 
tóticas estão associadas a esta estrutura. 
Um estudo em que se utilizam traçadores 
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- 
toplasmáticos da célula hospedeira, como 
por exemplo grânulos de melanina que são 
estruturas com cerca de 0,7 um. Esse fato 
sugere que o T. cruzi apresenta um proces­
so de fagotrofia intracelular à semelhança 
do que ocorre com os parasitos da malária, 
na fase eritrocitária (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 
diâmetro 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 citoquí- 
micos estão sendo realizados afim  de es­
clarecer melhor a natureza desta estru­
tura.

No citoplasma do T. cruzi observa-se 
grande número de vacúolos, que apresen­
tam dimensões variadas, sendo encontra­
dos muitos com cerca de 07 fim de diâme­
tro. São delimitados por membrana e 
apresentam no seu interior áreas de gran­
de eletrodensidade bem como áreas 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 
não se observou a presença de fosfatase 
ácida.

A natureza dessas estruturas ainda não 
está bem definida. Quando se aplica a 
técnica de Thiéry observa-se uma reação 
positiva em todo o sistema superficial de 
membranas, o que inclui a membrana que 
envolve o corpo, a região da bolsa flagelar 
e o flagelo. Tal resultado indica a presen­
ça 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 os vacúolos acima referidos também 
apresenta uma reação positiva seme­
lhante à observada na membrana celular 
(Fig. 6 e 7). Uma reação positiva foi tam ­
bém encontrada nas membranas que cons­
tituem o complexo de Golgi. É possível \jae 
os vacúolos representem uma estrutura 
formada por vesículas pinocitóticas que 
se fundem, a fim de formar um “food-va- 
cuole” que posteriormente evolua para li- 
sossomos. Estudos citoquímicos para de­
tecção de fosfatase ácida bem como o uso 
de traçadores como ferritina e peroxidase 
estão sendo empregados afim de esclare­
cer a natureza e papel funcional destes 
vacúolos na forma epimastigota do T. 
cruzi.
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SUMMARY

In this paper the fine structure of the epim astigotes form s of Trypanosoma 
cruzi m aintained in an acellular culture meáium, is described .

During division th e nucleus shows a homogenous structure owing to  the  
dispersion of its  chrom atin and nucleólar m aterial. Microtubules sim ilar to  those 
of a m itotic spindle in m etazoan cells appear, running frorn one pole to the  
other. During the whole process of division th e nuclear merribrane remains 
intact.

The cytoplam  shows m any vacuoles. W ith the cytochem ical m ethod of 
acid periodic-thiosem icarbazide-silver proteinate, a polysaccharide surface coat 
is observed on the whole surface m em brane 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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F ig . 1 — E p im astig o ta  do T. cruzi. O bserva-se o núcleo  (N) de um a 
fo rm a irrterfásica, co n ten d o  c ro m atin a  e o nucléolo  (NU) . 
O c in e to p las to  (C ), p a rte  do corpúscu lo  b asa l (CB) bem  
com o a região da bolsa flagelar (BF) são observadcs. Ju n to  
a  núcleo  e observaram  vacúolos com vários aspectos (V ) . 
M icro túbulos são observados ta n to  em corte transversa l 
como lo n g itu d in a l.
X 10.000





F ig . 2 — P arte  de u m a  célu la  em  div isão . O núcleo  a p re se n ta  um  
aspecto  u n ifo rm e . O m a te ria l c rom atín ico  e n u c lec la r  não 
se e n c o n tra  o rg an izad o . A m em b ran a  n.uclear perm anece 
ín te g ra . No in te r io r  do núcleo  observa-se a presença de 
m icro tú b u lo s (se ta) bem  com o 4 m assas e le trodensas (1-4). 
X 45.000
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Fig . 3 — D eta lre  do citostom o (CT) . C orresponde a um a invag ina- 
ção da m em b ran a  ce lu lar e dos m icro túbu los subpelicu lares 
(se ta ) . T am bém  se observa o corpúsculo  basal (CB) e 
p a rte  do c in e to p las to  (C) .
X 60.000

F ig . 4 — P a r te  do citop lasm a m o stran d o  a região do com plexo de 
Golgi (G) que a p re se n ta  um  aspecto  co n cên trico . O bser­
vam -se os sáculos e vesículas c o n s titu in te s  des ta  e s tru tu ra . 
X 45.000



Fiy. 5 — P a rte  do citop lasm a m c s tran d o  o núcleo  (N) bem  como a lguns vacúólós. Estes pódem 
ser ele trdensos (1) ou de e s tru tu ra  m ais com plexa (2) .
X 45.000



ig. 6 — C orte não co n trastad o  pelo acetado  de u ra n ila  ou c itra to  de chum bo. S ubm etido  ao 
m étodo  de T hié ry  com incu b ação  d u ra n te  78 hs em tiosiem icarbazida. Um a reação 
positiva é observada n a  m eb ran a  ce lu la r (seta) bem  ccm o n a  m em b ran a  de d e te rm i­
nados vacúolos c itop lasm áticos (V ).
X 45.000



Fig. 7 — C orte não  co n trastad o  pelo acetado de u ra n ila  ou c itra to  de chum bo. Subm etido  ao 
m étodo  de T h ié ry  com incubação  d u ra n te  48 h s  em tio sem ica rb az id a . Um a reação 
positiva  é cbservada n a  m em b ran a  ce lu la r  (seta) bem  com n a  m em b ran a  de detér- 
min.ados vacúolos c itop lasm áticos (V ). P eq u en as vesículas lccalizadas n a  superfície 
ce lu la r (Ve) tam b ém  reagem  p ositivam en te  à reação.
X  60.000
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