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RESUMO 

 
Manoel Fonseca Santos Oliveira 

 

PARTICIPAÇÃO DO RECEPTOR PARA PAF E LPC NA BIOLOGIA CELULAR E 

FISIOLOGIA MITOCONDRIAL EM TRYPANOSOMA CRUZI 

 

Orientador: Angela Hampshire de Carvalho Santos Lopes 

 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 
Trypanosoma cruzi é um protozoário parasita heteroxênico e agente etiológico da doença de 

Chagas, considerada uma doença negligenciada, que afeta de 6 a 7 milhões de pessoas no 

mundo todo. Já foi visto que fosfolipídeos, tais como o fator de ativação de plaquetas (PAF) e 

a lisofosfatidilcolina (LPC), apresentam diversas funções em eucariotos, incluindo 

tripanossomatídeos, onde medeiam processos celulares como proliferação, diferenciação 

celular e infectividade. Nosso grupo identificou um receptor putativo para PAF e LPC em T. 

cruzi (TcPAFR) e produziu fenótipos mutantes knockdown (KD) e nocaute (KO) para o gene 

que codifica este receptor. A análise ultraestrutural prévia, feita por microscopia eletrônica de 

transmissão, revelou alterações na morfologia e na ultraestrutura mitocondrial dos parasitos KO 

quando comparadas com as células selvagens (WT). Desta maneira, o objetivo do presente 

trabalho é avaliar a importância desse receptor na biologia celular e em aspectos da fisiologia 

mitocondrial em T. cruzi. Comparando as curvas de crescimento durante 7 dias, os parasitos 

KO revelaram ter uma capacidade proliferativa significativamente inferior, em relação ao WT 

e KD, a partir do 5º dia. Embora tanto WT quanto os mutantes tenham se mostrado viáveis pela 

marcação com iodeto de propídio, observou-se um indicativo de maior taxa de células em 

apoptose-like entre os parasitos KO. Mesmo com as alterações ultraestruturais observadas na 

mitocôndria desses mutantes, não foi observada qualquer alteração no consumo de oxigênio 

quando comparados com o WT e KD. No entanto, os mutantes KO apresentaram redução no 

potencial de membrana (ΔΨm) e elevado teor de ROS. O conjunto desses resultados sugere a 

importância do TcPAFR no ciclo de vida do T. cruzi, e que sua deleção impacta sua 

proliferação. Sugerimos que os parasitos mutantes KO regulam sua fosforilação oxidativa por 

um mecanismo ainda a ser estudado, para sustentar um consumo de oxigênio a níveis normais 

e assim se manterem vivos. Este trabalho sugere a importância do receptor para PAF e LPC em 

mecanismos básicos de sobrevivência do T. cruzi, o que pode ser explorado como um alvo 

potencial para quimioterapia experimental contra a doença de Chagas. 

 

 

Palavras Chaves: Lipídeos bioativos; ROS; morte celular programada; tripanossomatídeos. 
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ABSTRACT 

 
Manoel Fonseca Santos Oliveira 

 

PAF AND LPC RECEPTOR PARTICIPATION IN CELLULAR BIOLOGY AND 

MITOCHONDRIAL PHYSIOLOGY IN TRYPANOSOMA CRUZI 

Orientador: Angela Hampshire de Carvalho Santos Lopes 

 

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 

Trypanosoma cruzi is a heteroxenic parasitic protozoan and etiologic agent of Chagas disease, 

considered a neglected disease, which affects 6 to 7 million people worldwide. It has already 

been shown that phospholipids, such as platelet activating factor (PAF) and 

lysophosphatidylcholine (LPC), have several functions in eukaryotes, including 

trypanosomatids, where they mediate cellular processes such as proliferation, cell 

differentiation and infectivity. Our group identified a putative PAF and LPC receptor in T. cruzi 

(TcPAFR) and produced knockdown (KD) and knockout (KO) mutant phenotypes for the gene 

encoding this receptor. Previous ultrastructural analysis by means of transmission electron 

microscopy, showed changes in the morphology and mitochondrial ultrastructure of the KO 

parasites when compared to wildtype parasites (WT). Thus, the objective of the present work 

is to evaluate the importance of this receptor in cell biology and mitochondrial physiology in T. 

cruzi. Comparing the growth curves for 7 days, the KO parasites have a significantly lower 

proliferative capacity, in relation to the WT and KD parasites, begining at the 5th day. Although 

both WT and the mutants were viable, as shown by the propidium iodide method, we observed 

an indication of a higher rate of apoptosis-like cells among KO parasites. Even with the 

ultrastructural changes observed in the mitochondria of these mutants, no changes in oxygen 

consumption were observed when compared with WT and KD. However, KO mutants showed 

a reduction in membrane potential (ΔΨm) and high ROS contents. We suggest that the KO 

mutant parasites regulate their oxidative phosphorylation by a mechanism yet to be studied to 

sustain oxygen consumption at normal levels in order to stay alive. This set of results suggests 

the importance of PAF and LPC receptor in basic survival mechanisms of T. cruzi, such as 

proliferation and aerobic metabolism, which can be exploited as a potential target for 

experimental chemotherapy against Chagas disease. 

 

Palavras Chaves: Bioactive lipids; ROS; programmed cell death; trypanosomatids. 
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RESUMO PARA PESSOAS LEIGAS 

 

 

Manoel Fonseca Santos Oliveira 

 

 

PARTICIPAÇÃO DO RECEPTOR PARA PAF E LPC NA BIOLOGIA CELULAR E 

FISIOLOGIA MITOCONDRIAL EM TRYPANOSOMA CRUZI 

 

 

Orientador: Angela Hampshire de Carvalho Santos Lopes 

 

 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 

Trypanosoma cruzi é o causador da doença de Chagas, que embora seja uma doença que afeta 

o mundo todo, principalmente os países mais pobres, recebe muito pouco financiamento para 

pesquisa, tratamento e prevenção, por parte dos governos. Nosso grupo de pesquisa tem 

estudado por anos os efeitos de duas moléculas, o fator de ativação de plaquetas (PAF) e a 

lisofosfatidilcolina (LPC), na biologia do T. cruzi e de outros parasitas da mesma família. Com 

nossa pesquisa, temos observado que PAF e LPC são capazes de estimular vários processos 

importantes nesses microrganismos, como sua capacidade de se multiplicar, de mudar de forma 

e de causar infecções, o que significa que estes parasitas dependem dessas moléculas para 

sobreviverem e causarem doenças em humanos e animais. Sabendo que essas duas moléculas 

interagem com T. cruzi através de um receptor presente na sua superfície, nós produzimos 

parasitas da espécie T. cruzi, geneticamente modificados, para não apresentarem mais esse 

receptor. Com isso, observamos que a remoção do receptor desencadeia sérias consequências 

para o parasita. Assim, este trabalho tem como objetivo estudar quais são essas consequências, 

que poderão servir como base para estudos de desenvolvimento de medicamentos para o 

combate mais eficaz à doença de Chagas. 

 

Palavras-chave: Lipídeos bioativos; ROS; morte celular programada; tripanossomatídeos. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1. Tripanossomatídeos 

Os tripanossomatídeos (classe Kinetoplastea, ordem Tripanossomatida, família 

Tripanosomatidae) são protozoários parasitas unicelulares que apresentam características 

morfológicas distintas, ao longo de seu ciclo de vida. Esses diferentes morfotipos, resumidos 

na Figura 1, dizem respeito ao tamanho e forma da célula e à posição do cinetoplasto em relação 

à bolsa flagelar e ao núcleo, mas também às suas características bioquímicas, nutricionais e 

ultraestruturais. Esses protozoários pode ter um ciclo de vida monoxênico ou dixênico (Quadro 

1), isto é, necessitam de um ou dois hospedeiros diferentes para completa-lo respectivamente, 

parasitando uma enorme variedade de invertebrados, vertebrados e plantas (Lopes et al., 2010; 

Maslov et al., 2012; Lukes et al., 2018). 

 

 
Figura 1 – Os morfotipos mais comuns apresentados pelos tripanossomatídeos. A. 

promastigota; B. opistomastigota; C. amastigota; D. epimastigota; E. tripomastigota; F. 

coanomastigota; G. esferomastigota. Obtido de Lopes et al., 2010. 
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Quadro 1 – Gêneros de tripanosomatídeos já descritos. Adaptado de Kaufer et al., 2017. 

 

Monoxênicos Dixênicos 

 

Angomonas 

Blastocrithidia 

Blechomonas 

Crithidia 

Herpetomonas 

Kentomonas 

Leptomonas 

Lotmania 

Novymonas 

Paratrypanosoma 

Sergeia 

Stringomonas 

Wallaceina 

Zelonia 
 

 

 

Endotrypanum 

Leishmania 

Phytomonas 

Porcisia 

Trypanosoma 

 

 
Esses protozoários apresentam microtúbulos subpeliculares logo abaixo da membrana 

plasmática distribuídos por todo o corpo celular, exceto na bolsa flagelar, região na qual emerge 

o flagelo único presente em todos os morfotipos (Teixeira et al., 2011). Como em outros 

membros da classe Kinetoplastea, parte da via glicolítica é compartimentalizada nos 

glicossomos, organelas que tornam a glicólise mais eficiente. Os glicossomos, junto com o 

citoplasma e a mitocôndria, são sítios do metabolismo energético nos tripanossomatídeos. Na 

mitocôndria e próximo à bolsa flagelar se localiza o cinetoplasto, região que abriga o DNA 

mitocondrial (Lopes et al., 2010). Essas e outras estruturas presentes nos tripanossomatídeos se 

encontram resumidas e esquematizadas na Figura 2. 

 

 
Figura 2 - Principais estruturas e organelas encontradas na forma epimastigota de Trypanosoma 

cruzi. Obtido de Teixeira et al., 2011. 
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1.1.1. Trypanosoma cruzi e doença de Chagas 

 Trypanosoma cruzi é um protozoário heteroxênico que apresenta três morfotipos 

(Figura 3) ao longo de seu ciclo de vida, sendo eles amastigota, tripomastigota e epimastigota. 

É o causador da doença de Chagas, ou tripanossomíase americana, uma doença negligenciada 

endêmica em 21 países da América Latina. Tradicionalmente a doença se confinava à zona rural, 

mas a urbanização e migração interna a tornaram também periurbana e urbana. Graças à 

diversidade dos meios de transmissão e a globalização das rotas de imigração, estima-se que de 

6 a 7 milhões de pessoas estejam infectadas em todo o mundo (Perez, Lymberly e Thompson, 

2015; WHO, 2020). 

 

 
Figura 3 - Morfotipos apresentados por Trypanosoma cruzi durante seu ciclo de vida. A. 

tripomastigota; B. amastigota; C. epimastigota. Adaptado de Teixeira et al., 2011. 

 
O protozoário é transmitido principalmente via vetorial pelas fezes de três gêneros 

principais de triatomíneos, amplamente distribuídos na América Latina: Triatoma, 

Panstrongylus e Rhodnius (Pérez-Molina e Molina, 2018). Esses insetos, que possuem hábitos 

hematófagos e noturnos, depositam suas fezes contaminadas com o T. cruzi próximas ao local 

da picada, permitindo a inoculação deste protozoário na corrente sanguínea. Além disso, 

ocasionalemente há a transmissão oral pela ingestão de sumos de frutas ou de cana de açúcar 

contendo fezes contaminadas de triatomíneos. Em contrapartida, outras rotas de transmissão 

têm maior importância em regiões não endêmicas, apesar de ocorrerem muito raramente em 

regiões endêmicas, como a transmissão vertical durante o parto e a transmissão via transfusão 

de sangue, transplante de órgãos ou acidentes de laboratório (Pérez-Molina e Molina, 2018; 

WHO, 2020). 
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O ciclo de vida do T. cruzi (Figura 4) é complexo. Quando a transmissão é vetorial, 

formas tripomastigotas metacíclicas são depositadas junto às fezes, próximo ao local da picada 

feita pelo vetor triatomíneo durante o repasto sanguíneo. No hospedeiro vertebrado, T. cruzi 

infecta as células no sítio de entrada, onde se diferencia para a forma amastigota, escapa do 

complexo vacúolo parasitóforo-lisossomo para o citoplasma, onde se replica por fissão binária, 

e depois torna a se diferenciar em tripomastigota. Estes tripomastigotas rompem a célula e são 

liberados na corrente sanguínea, sendo chamados, portanto, de tripomastigotas sanguíneos, e 

são capazes de infectar uma grande diversidade de células do hospedeiro. Dentro dessas células, 

podem voltar a se diferenciar em amastigotas e dar continuidade à replicação. O hospedeiro 

invertebrado (vetor) se contamina quando ingere o sangue contendo as formas tripomastigotas 

sanguíneas de um hospedeiro infectado. Em seu intestino médio, se diferenciam em 

epimastigotas, que se replicam e, já no intestino posterior, se diferenciam em tripomastigotas 

metacíclicos, que serão eliminados nas fezes (CDC, 2020). 

A doença de Chagas se manifesta em duas fases. A fase aguda se inicia de 1 a 2 semanas 

após a exposição ao T. cruzi e pode ser assintomática ou apresentar sinais e sintomas leves e 

inespecíficos, incluindo febre, dor de cabeça, inflamação no local da picada (chagoma de 

inoculação), linfadenopatia, dores musculares, dificuldade de respirar, sudorese e desconforto 

abdominal e torácico. Também pode estar presente na fase aguda o sinal de Romaña (edema 

palpebral unilateral), que pode direcionar o diagnóstico da doença. Embora esses sintomas se 

resolvam espontaneamente em 90% dos casos, a pessoa permanece cronicamente infectada se 

não fizer uso de drogas tripanocidas. A maior parte dessas pessoas permanecerá com a chamada 

forma indeterminada da doença, caracterizada por soropositividade para T. cruzi e ausência de 

sinais clínicos, manifestações cardíacas ou digestivas. Apenas 30 a 40% delas irá evoluir para 

a fase crônica sintomática de 10 a 30 anos depois. Esta fase é caracterizada por cardiomiopatia 

ou megaesôfago e/ou megacólon, além de possíveis manifestações neurológicas (Figura 4) 

(Rassi, Rassi e Marin-Neto, 2010; Bombeiro et al., 2010, 2012; Perez-Molina e Molina, 2018; 

WHO, 2020). 
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Figura 4 - Ciclo de vida do Trypanossoma cruzi e algumas das manifestações clínicas da 

doença de Chagas. Adaptado de Pérez-Molina e Molina, 2018. 

 
As únicas duas drogas utilizadas para o tratamento da doença de Chagas são o 

benzonidazol e o nifurtimox, que possuem uma alta eficácia se administradas nos estágios mais 

iniciais da doença, auxiliando a retardar ou prevenir sua progressão. Entretanto, ambas 

apresentam efeitos colaterais e têm sua eficácia reduzida em pacientes crônicos e/ou com idade 
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avançada. No Brasil, apenas o benzonidazol é licenciado. O uso desses medicamentos é feito 

preferencialmente em pacientes em fase aguda ou indeterminada, quando a doença for 

congênita ou reativada pelo uso de imunossupressores e em pacientes menores de 18 anos em 

fase crônica. Entretanto, por falta de outros medicamentos, frequentemente os outros pacientes 

são tratados com essas drogas, com resultados variáveis. Para as manifestações cardíacas e 

gastrointestinais é feito o controle dos sintomas, já que não há um tratamento específico (Pérez-

Molina e Molina, 2018; WHO, 2020). 

 

1.2. Mitocôndria e Espécies Reativas de Oxigênio 

 A mitocôndria tem por função ser sítio da descarboxilação do piruvato, do ciclo do ácido 

cítrico e da cadeia transportadora de elétrons, sendo responsável pela produção de quase todo 

o ATP que será utilizado como energia pela célula. Outros processos, tais como a β-oxidação, 

degradação e síntese de aminoácidos, homeostase de cálcio, regulação da morte celular 

programada e outros, também são desempenhados pela mitocôndria (Nagajyothi e Weiss, 2019). 

Os tripanossomatídeos possuem uma única mitocôndria tubular, alongada e ramificada 

que se estende pelo corpo celular abaixo dos microtúbulos subpeliculares (Figura 2). A 

mitocôndria desses protozoários também tem por característica uma matriz mais densa e 

diferenças no número e no formato das cristas mitocondriais. Seu volume e atividade variam 

não somente quanto à espécie, mas também quanto à forma evolutiva em que o 

tripanossomatídeo se apresenta, refletindo as condições nutricionais encontradas a cada novo 

hospedeiro (Lopes et al., 2010; Fidalgo e Gille, 2011). 

 Na matriz mitocondrial se encontra o cinetoplasto, uma região geralmente em formato 

de disco achatado e perpendicular ao eixo do flagelo, que abriga o DNA mitocondrial (kDNA, 

DNA do cinetoplasto) (Lopes et al., 2010; Teixeira et al., 2011). O kDNA é composto por uma 

densa rede de círculos concatenados de dois tipos que se apresentam de forma topologicamente 

relaxada: os maxicírculos são maiores, menos abundantes e codificam subunidades de 

complexos respiratórios e proteínas ribossomais; já os minicírculos, menores e muito mais 

abundantes, são transcritos em RNA guias que são necessários para a edição dos transcritos 

gerados pelos maxicírculos. Uma parte muito pequena das proteínas mitocondriais são 

sintetizadas na mitocôndria e, neste caso, requerem que tRNAs sejam importados porque o 

genoma mitocondrial dos tripanossomatídeos não os codifica. A maior parte das proteínas 

mitocondriais é sintetizada no citoplasma e depois importada (Lopes et al., 2010; Tomás e 

Castro, 2013). 
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Embora a mitocôndria única dos tripanossomatídeos apresente diferenças em relação 

aos outros eucariotos, ela também está sujeita a alterações de sua forma e função como resposta 

ao ambiente do hospedeio, de forma que alterações em seu metabolismo energético afetem sua 

morfologia (Menna-Barreto e De Castro, 2014). Ao contrário da corrente sanguínea do 

hospedeiro vertebrado, o intestino médio do triatomíneo é um ambiente pobre em glicose e rico 

em aminoácidos, principalmente histidina, graças à intensa atividade de degradação de 

proteínas do plasma (Atwood et al., 2005; Bringaud, Rivière e Coustou, 2006). As formas 

epimastigotas de T. cruzi são altamente capazes de metabolizar histidina até glutamato, e 

posteriormente em succinato, tornando-as muito mais dependentes da cadeia transportadora de 

elétrons e apresentando elevada respiração e potencial de membrana mitocondrial em 

comparação com os altamente glicolíticos tripomastigotas (Atwood et al., 2005; Gonçalves et 

al., 2011; Barisón et al., 2016).  

A funcionalidade do complexo I em tripanossomatídeos é muito debatida, já que 

apresenta uma atividade de NADH desidrogenase muito baixa e é incapaz de bombear prótons 

pela membrana mitocondrial para contribuir com o gradiente de prótons, embora apresente 

todas as subunidades necessárias para transferir os elétrons para a ubiquinona. Ele possui baixa 

sensibilidade à rotenona, um inibidor de complexo I em quase todos os organismos (Carranza 

et al., 2009; Opperdoes e Michels, 2008; Tomás e Castro, 2013). Também já foi detectada a 

presença de uma NADH desidrogenase do tipo II (DHII) incapaz de realizar bombeamento de 

prótons, insensível à rotenona e com flavina como cofator, sendo um potencial ponto de entrada 

de elétrons na cadeia respiratória na forma procíclica de Trypanosoma brucei, com presença de 

sequências ortólogas no genoma de T. cruzi e de Leishmania sp. (Fang e Beattie, 2003). 

Também está presente em tripanossomatídeos uma glicerol-3-fosfato desidrogenase (G3PDH), 

que oxida glicerol-3-fosfato proveniente da glicólise, utilizando NAD como cofator e 

alimentando a cadeia transportadora de elétrons (Opperdoes et al., 1997). 

A presença de um transporte de elétrons do complexo II ao IV já foi demonstrada em 

tripanossomatídeos. Nesses organismos, o produto final predominante do metabolismo 

glicolítico é o succinato, que vai servir como o principal ponto de entrada de elétrons na cadeia 

respiratória a partir do complexo II (Carranza et al., 2009). Os elétrons do complexo II, e 

potencialmente aqueles provenientes do complexo I, da DHII e da G3PDH, são transportados 

pela ubiquinona para o complexo III, onde serão transferidos para o citocromo c e 

posteriormente para o complexo IV (Tomás e Castro, 2013). 

Em T. brucei existe uma segunda oxidase terminal, além do complexo IV, chamada de 

oxidase alternativa de tripanossomas (TAO), que recebe diretamente os elétrons da ubiquinona 
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e, por isso, é independente de citocromos. A forma sanguínea deste protozoário tem uma 

produção de energia principalmente via glicólise e muitas atividades mitocondriais são 

suprimidas, o que se reflete na falta de citocromos e consequente respiração exclusiva via TAO 

(Lopes et al., 2010; Tomás e Castro, 2013). 

Esses componentes e características da cadeia transportadora de elétrons dos 

tripanossomatídeos se encontram resumidas na Figura 5. 

 

 
Figura 5 – Resumo do fluxo de elétrons ao longo da cadeia transportadora de elétrons (CTE) 

em tripanossomatídeos. G3PDH, glicerol-3-fosfato desidrogenase; DHAP, dihidroxiacetona 

fosfato; G3P, glicerol-3-fosfato; DHII, NADH desidrogenase do tipo II; I-VI, complexos I a IV; 

V, ATP sintase; UBQ, ubiquinona; cit c, citocromo c; TAO, oxidase alternativa de 

tripanossomas; mFR, fumarato redutase mitocondrial. As setas pontilhadas esquematizam o 

fluxo normal de elétrons ao longo da CTE e a seta tracejada mostra o fluxo inverso. Esquema 

feito utilizando a plataforma online BioRender. Adaptado de Tomás e Castro, 2013. 

 

Na maioria dos eucariotos, a respiração mitocondrial é a principal fonte de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) da célula. Elas são principalmente produzidas quando os elétrons 

transferidos pela cadeia respiratória escapam e acabam transformando o oxigênio em 

superóxido, que é posteriormente dismutado em H2O2 pela superóxido dismutase ou por 

redução espontânea (Boveris e Chance, 1973; Loschen et al., 1974). Esse fenômeno ocorre mais 

facilmente de acordo com o estado redox da cadeia transportadora de elétrons já que com um 

alto potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) seus componentes ficam mais reduzidos, 

facilitando o vazamento de elétrons (Korshunov, Skulachev e Starkov, 1997). Entretanto, em 
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muitas outras enzimas mitocondriais já foi reportada a produção de ROS por escape de elétrons 

(Addabbo, Montagnani, e Goligorsky, 2009). Em tripanossomatídeos, a produção mitocondrial 

de ROS já foi anteriormente reportada mediante vários estímulos (Alzate et al., 2007; Piacenza 

et al., 2007; Carvalho et al., 2010). Apesar das diferenças em sua cadeia transportadora de 

elétrons em relação aos outros eucariotos, tal qual comentado anteriormente, ela pode funcionar 

como fonte de ROS para esses organismos (Addabbo, Montagnani, e Goligorsky, 2009).  

Embora apresentem efeitos tóxicos para a célula quando em níveis não controlados, as 

ROS também desempenham um papel importante em cascatas de sinalização dependentes do 

equilíbrio redox. Já foi descrito que o peróxido de hidrogênio e outros radicais livres atuam 

como sinalizadores no controle do ciclo celular, resposta ao estresse, metabolismo energético e 

equilíbrio redox (Dröge, 2002; Addabbo, Montagnani e Goligorsky, 2009; Brigelius-Flohé e 

Flohé, 2011). Em T. cruzi, já foi demonstrado que a produção de ROS induzida por heme 

potencializa a proliferação do protozoário ao ativar uma calmodulina cinase II-like e modulando 

sua bioenergética (Nogueira et al., 2011, 2017). 

Por outro lado, quando fora de controle, as ROS podem causar danos oxidativos às 

estruturas celulares, levando à morte da célula. A título de exemplo, as ROS podem reagir com 

ácidos graxos poli-insaturados, gerando lipídeos peroxidados altamente eletrofílicos e capazes 

de interagir com proteínas e ácidos nucleicos. A oxidação das cadeias insaturadas da 

cardiolipina, um fosfolipídeo aniônico em que uma das funções é fixar o citocromo c na 

membrana interna mitocondrial, leva à liberação do citocromo c. Esses eventos são capazes de 

ativar a cascata de apoptose, levando à morte celular (Ott, Zhivotovsky e Orrenius, 2007; Sano 

e Fukuda, 2008). Em tripanossomatídeos, fenótipos de morte celular programada também já 

foram associados à produção de ROS (Alzate et al., 2007; Piacenza et al., 2007; Bombaça et 

al., 2018 ). 

 

1.3. Morte Celular Programada 

A morte celular é caracterizada pelo colapso dos processos metabólicos, desencadeada 

por algum estímulo (Menna-Barreto, 2019). Organismos multicelulares utilizam a morte celular 

de maneira organizada para regular o balanço entre a geração de novas células pela divisão 

celular e a eliminação de células que não são mais necessárias ou defeituosas. Dessa maneira, 

esse processo, quando programado e em homeostase, é fisiológico e promove a manutenção 

tecidual (D’Arcy, 2019).  

A morte celular programada em tripanosomatídeos patogênicos tem sido descrita como 

um fator limitante à sua proliferação, virulência e patogenicidade, funcionando como um 
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mecanismo de controle da densidade celular, que garante o sucesso de sua transmissão ao 

hospedeiro seguinte (Debrabant et al., 2003; Proto, Coombs e Mottram, 2012). A forma 

promastigota metacíclica de Leishmania sp. entra em estado de senescência e morte celular se 

não transmitida a um hospedeiro vertebrado, limitando a quantidade de parasitos que pode ser 

nociva ao vetor (Proto, Coombs e Mottram, 2012). Além disso, já foi demonstrado que o 

inóculo infeccioso de Leishmania major no hospedeiro vertebrado contém protozoários viáveis 

e mortos e que as células mortas estimulam o silenciamento de macrófagos, aumentando a 

sobrevivência das células viáveis (Van Zandbergen et al., 2006). Embora estudos experimentais 

in vivo sejam necessários, já foi proposto que a prostaglandina D2 liberada pela forma stumpy 

de T. brucei induz uma apoptose-like, que impede o crescimento populacional desenfreado e 

consequentemente aumenta a sobrevivência do hospedeiro (Figarella et al., 2006). 

 

1.3.1. Apoptose 

A apoptose é um processo fisiológico essencial para a renovação tecidual e eliminação 

de células não funcionais sem o desencadeamento de uma resposta inflamatória, 

desempenhando também um papel importante na defesa do organismo contra patógenos 

intracelulares e contra o desenvolvimento de câncer (Menna-Barreto, 2019). 

 Em organismos multicelulares, a maquinaria de apoptose é ativada por vias intrínsecas 

ou extrínsecas (Figura 6). A via extrínseca é ativada a partir da ligação de fatores pró-

apoptóticos externos, liberados por células imunes, a seus respectivos receptores. Já a via 

intrínseca é ativada quando a célula detecta um dano através de seus sensores intracelulares e, 

neste caso, pode envolver a participação da mitocôndria ou do retículo endoplasmático. A 

regulação dos eventos que ocorrem após o estímulo de ativação da apoptose é complexa e 

envolve um balanço entre os sinais promovidos por diferentes moléculas pró- e anti-apoptóticas, 

principalmente os membros da família Bcl-2 (D’Arcy, 2019; Menna-Barreto, 2019). 

Diferentes cascatas de eventos orquestradas pela ativação de proteases conhecidas como 

caspases ocorrem dependendo de qual via de apoptose foi ativada, culminando em marcadores 

típicos, como: condensação e fragmentação da cromatina; formação de poros na membrana 

externa mitocondrial, que ocasionam perda de potencial e liberação de proteínas do espaço 

intermembranar para o citoplasma; flip-flop da fosfatidilserina para face externa da membrana 

plasmática; destruição de proteínas nucleares e do citoesqueleto; expressão de ligantes para 

células fagocíticas; encolhimento celular, entre outros. Todos esses eventos levarão à 

fragmentação da célula em corpos apoptóticos que, revestidos de ligantes para células 

fagocíticas, são rapidamente fagocitados. Como não há estímulo para a indução de uma resposta 
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inflamatória, o risco de dano colateral às células vizinhas é minimizado (Proto, Coombs e 

Mottram, 2012; D’Arcy, 2019). 

 

 
Figura 6 – Resumo da via intrínseca e extrínseca e dos principais eventos que levam à morte 

celular apoptótica em organismos pluricelulares. Adaptado de D’Arcy, 2019. 

 

Vários autores já descreveram marcadores de apoptose de eucariotos superiores em 

tripanossomatídeos quando estes são submetidos a condições de estresse como choque térmico, 

ROS e drogas (Das, Mukherjee e Shaha, 2001; Debrabant et al., 2003; Duszenko et al., 2006; 
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Figarella et al., 2006; Dos Anjos et al., 2016). No entanto, vários reguladores importantes da 

apoptose ou moléculas com atividade similar ainda não foram descritos (Duszenko et al., 2006; 

Menna-Barreto, 2019). Por causa disso, a existência ou não da apoptose em protozoários e 

através de quais mecanismos moleculares ela ocorreria ainda é muito debatido, por isso 

convém-se chamar esse processo de apoptose-like. Nesses organismos, a identificação da 

apoptose-like se restringe à fragmentação do DNA, flip-flop da fosfatididilserina, perda do ΔΨm 

e liberação do citocromo c (Menna-Barreto, 2019). 

A apoptose-like independente de caspases já foi proposta (Mukherjee et al., 2002; 

BoseDasgupta et al., 2008). Embora as caspases não estejam presentes em tripanossomatídeos, 

as estruturalmente similares metacaspases já foram descritas nesses protozoários, embora até 

então sem qualquer evidência de atividade caspase-like (Menna-Barreto, 2019). Além disso, 

por apresentarem diversas outras funções já reportadas, ainda não há consenso se metacaspases 

e caspases são correlatas e se deveriam pertencer ao mesmo clã de proteínas (Meslin et al., 

2011).  

A superexpressão da metacaspase de L. major aumenta sua sensibilidade ao estresse 

oxidativo, conforme medido pelo aumento da exposição da fosfatidilserina e alterações no 

potencial da membrana mitocondrial (Zalila et al., 2011), embora também já tenha sido descrita 

como tendo um papel importante na progressão do ciclo celular deste protozoário (Ambit et al., 

2007). A metacaspase de L. major pode substituir a metacaspase com atividade de caspase-like 

de Saccharomyces cerevisiae mantendo sua função e induzindo a apoptose dessa levedura 

(González et al., 2007). As duas metacaspases de T. cruzi são translocadas do citoplasma para 

o núcleo quando os epimastigotas são tratados com soro humano fresco, apresentando um 

fenótipo de apoptose-like que se reflete na perda da morfologia e motilidade, condensação da 

cromatina e fragmentação do DNA (Kosec et al., 2006). O triplo silenciamento das três 

metacaspases da forma sanguínea de T. brucei não impacta a morte celular desse protozoário e 

sim sua progressão do ciclo celular (Helms et al., 2006). 

 

1.4. Fator de Ativação de Plaquetas e Lisofosfatidilcolina 

O fator de ativação de plaquetas (1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina; PAF) é 

um fosfolipídeo derivado da fosfatidilcolina produzido por uma grande variedade de células. 

Sua concentração e regulação enzimática determinam seus efeitos, que podem ser fisiológicos 

(agregação de plaquetas, diferenciação celular, angiogênese, manutenção do tônus vascular, 

apoptose, inflamação, entre outros) ou patológicos, que levam a condições ou doenças 

inflamatórias como alergia, asma, aterosclerose e diabetes, para citar algumas 
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(Papakonstantinou et al., 2017). O PAF atua via um receptor de PAF (PAFR) já bem 

caracterizado e pertencente à família dos receptores acoplados à proteína G (GPCR), 

apresentando sete domínios transmembrana e estando presente na membrana plasmática de 

células que respondem a ele, incluindo plaquetas, macrófagos, leucócitos, células do músculo 

liso, células endoteliais, entre outras. Sua interação com este receptor leva à ativação de várias 

cascatas de sinalização dentro da célula, que culminam na ativação de fatores de transcrição 

associados a diversas funções celulares (Snyder, 1995; Honda, Ishii e Shimizu, 2002; 

Papakonstantinou et al., 2017). Também foi descrita a presença do PAFR e outros GPCRs na 

membrana nuclear de células endoteliais (Marrache et al., 2002, 2005; Zhu et al., 2006; Bhosle 

et al., 2016). 

Nosso grupo já identificou o PAF como uma molécula capaz de modular diversos 

processos celulares em tripanossomatídeos. Ele é capaz de potencializar a diferenciação celular 

de Herpetomonas muscarum muscarum (Lopes et al., 1997) e Trypanosoma cruzi (Rodrigues 

et al., 1996), através da modulação da atividade de uma ectofosfatase nestes protozoários (Dutra 

et al., 1998; Rodrigues et al., 1999). O PAF também aumenta a atividade da caseína cinase 2 

(CK2) em H. m. muscarum (Silva-Neto et al., 2002) e em Leishmania tropica (Dutra et al., 

2009), além de aumentar a infecção de Leishmania amazonensis em macrófagos peritoneais de 

camundongo (Rosa et al., 2001). Também foi visto que este fosfolipídeo aumenta o índice de 

associação de T. cruzi a macrófagos peritoneais de camundongo (Gomes et al., 2006) e ao inseto 

vetor Rhodnius prolixus (Zimmermann et al., 2010). 

Em 2006, nosso grupo identificou um fosfolipídeo com atividade PAF-like, isolado de 

T. cruzi, capaz de promover agregação plaquetária e de aumentar diferenciação celular do 

parasito e sua infecção em macrófagos peritoneais de camundongo, a partir de uma sinalização 

autócrina (Gomes et al., 2006). Em 2014, essa molécula foi caracterizada como uma 

lisofosfatidilcolina da espécie C18:1 (1-oleoil-2-hidroxil-sn-glicero-3-fosfocolina), 

estruturalmente semelhante à molécula de PAF e capaz de se ligar e ativar o receptor de PAF 

humano (Figura 7) (Gazos-Lopes et al., 2014). 
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Figura 7 – Similaridades entre as moléculas de PAF e LPC C18:1. À esquerda, comparação 

das estruturas moleculares. À direita, PAF (ciano) e LPC (verde) se ligam de forma similar ao 

receptor de PAF humano (cinza). Adaptado de Gazos-Lopes et al., 2014.  

 

Lisofosfatidilcolina (LPC) é uma classe de fosfolipídeos envolvida na indução da 

proliferação, diferenciação, inflamação, apoptose e estresse oxidativo em mamíferos, além de 

estar associada a diversas doenças inflamatórias crônicas (Liu et al., 2020). As LPCs podem 

ser produzidas a partir da clivagem da fosfatidilcolina (PC) pela fosfolipase A2 ou transferência 

de ácidos graxos para um colesterol livre, pela lecitina-colesterol aciltransferase, gerando LPCs 

saturadas. LPCs insaturadas são geradas a partir da clivagem do HDL-PC pelas lipases 

endotelial e hepática (Chiurchiù, Leuti e Maccarrone, 2018; Law et al., 2019; Liu et al., 2020). 

Muitos receptores podem ser ativados por LPC, incluindo vários GPCRs, como G2A (Yang et 

al., 2004) e GPR4 (Qiao et al., 2006), receptor de prostaciclina e receptor de tromboxano A2 

(Rao et al., 2013) e o próprio receptor de PAF (Huang et al., 1999), além de receptores do tipo 

Toll, como TLR2 e TLR4 (Carneiro et al., 2013). 

A presença da LPC já foi descrita na saliva de um dos vetores da doença de Chagas, 

Rhodnius prolixus, onde atua como molécula anti-hemostática e imunomoduladora. Neste 

contexto, a LPC não só atua como um quimiotático, atraindo células imunes que poderão ser 

infectadas pelo protozoário, mas também interfere em sua resposta imune, aumentando a 

concentração intracelular de cálcio e inibindo a produção de óxido nítrico por macrófagos 

infectados, contribuindo para o sucesso da infecção inicial do T. cruzi no local da picada 

(Golodne et al., 2003; Mesquita et al., 2008; Silva-Neto, Lopes e Atella, 2016).  Além disso, T. 

cruzi (Gazos-Lopes et al., 2014), Leishmania sp. (Ramos et al., 2008; Zheng et al., 2010) e T. 

brucei (Werbovetz e Englund, 1996) são capazes de sintetizar PC e LPC e mais de 50% do 
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conteúdo lipídico secretado por T. cruzi no meio de cultura é composto por estes lipídeos 

(Agusti et al., 2000). Recentemente, nosso grupo evidenciou que a LPC é capaz de aumentar a 

diferenciação celular de Herpetomonas samuelpessoai, modulando a via da CK2 (Dutra et al., 

2019). Também já foi demonstrado que a LPC aumenta a proliferação e a diferenciação de T. 

cruzi (Chagas-Lima et al., 2019). 

 

1.4.1. Receptor de PAF e LPC em Trypanosoma cruzi 

Mesmo sabendo que em mamíferos PAF e LPC atuam em receptores de membrana, 

dentre eles os GPCRs, não há relatos sobre a presença da proteína G em tripanossomatídeos 

(El-Sayed et al., 2005). Ainda assim, nosso grupo observou, ao longo dos anos, que o uso do 

antagonista do receptor de PAF, WEB 2086, é capaz de promover a reversão dos efeitos 

desencadeados por PAF e LPC nesses protozoários, o que foi um forte indicativo da presença 

de um receptor de PAF nesses microrganismos. De fato, em 2006, ensaios de 

imunofluorescência utilizando um anticorpo comercial para o PAFR de mamífero revelou a 

presença deste receptor, ou de similar, na membrana plasmática e dentro da célula de 

epimastigotas de T. cruzi (Gomes et al., 2006). Como já foi dito, LPC C18:1 se liga e ativa o 

receptor de PAF humano (Gazos-Lopes et al., 2014), o que nos faz acreditar que tanto PAF 

quanto LPC atuam sobre T. cruzi via PAFR presente neste protozoário. Por causa disso, nosso 

grupo iniciou uma busca de um potencial candidato a receptor de PAF em T. cruzi. 

Kawano e colaboradores já haviam sugerido a presença de 62 candidatos para o 

TcPAFR (Kawano et al., 2011). A partir desses resultados, nosso grupo realizou uma busca por 

aqueles que continham sete regiões transmembrana e resíduos de ligação ao PAF, mas não 

interagissem com a proteína G. Também foi identificada a presença de genes ortólogos em 

Leishmania sp., gênero em que já havíamos descrito como responsivo à molécula de PAF (Rosa 

et al., 2001; Dutra et al., 2009). Alguns dos candidatos analisados se destacaram por possuírem 

também o domínio hemolisina-like, cujo homólogo em leveduras está envolvido no 

metabolismo lipídico e de fosfato. Ao final da seleção, apenas um candidato proteico satisfazia 

todos esses requisitos e seus genes codificantes foram nocauteados, originando dois fenótipos 

mutantes de TcPAFR putativo: knockdown (KD), que apresenta expressão reduzida deste 

receptor, e nocaute (KO), que não expressa o TcPAFR (Oliveira, 2014; Coelho, 2018).  

Em 2018, Coelho observou que o perfil de diferenciação e de infecção em macrófagos 

peritoneais de camundongo entre os parasitos selvagens (wild type, WT) e KD era bem similar, 

mas somente os parasitos WT tinham sua diferenciação e infecção potencializada de maneira 

significativa, quando tratados com PAF ou LPC, um efeito que é revertido mediante tratamento 
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prévio com o WEB 2086. Para prosseguir com a caracterização do TcPAFR putativo, foi feita 

uma modelagem molecular deste receptor, o que indicou se tratar de um homólogo da 

superfamília de receptores de progesterona e adiponectina (PAQR), e que foi capaz de 

acomodar as moléculas de PAF, LPC e WEB 2086 (Coelho, 2018). 

Em mamíferos, a superfamília dos PAQRs é composta por 11 membros, dentre os quais 

os PAQR1 e 2 são receptores de adiponectina, os PAQR5, 7 e 8 são receptores de progesterona 

e os demais apresentam funções ainda pouco conhecidas. Sua classificação é baseada na 

presença de sete domínios transmembrana, flanqueados por três alças com motivos de 

aminoácidos específicos. Apesar de possuírem sete domínios transmembrana, assim como os 

GPCRs, os PAQRs não interagem com a proteína G e possuem topologia invertida, com a 

região N-terminal voltada para o meio intracelular e a C-terminal para o extracelular (Heiker, 

Kosel e Beck-Stinger, 2010). É sugerido que os PAQRs estejam presentes em uma ampla 

variedade de organismos. Sabe-se que PAQRs procarióticos se assemelham às proteínas do tipo 

hemolisina III e que o homólogo dos PAQR1 e 2 em leveduras, YOL002c, está envolvido na 

regulação do metabolismo lipídico e de fosfato (Tang et al., 2005).  

Uma análise de distância p, feita posteriormente por Coelho, revelou que o TcPAFR é 

mais próximo do PAQR4. De fato, quando a estrutura do TcPAFR é sobreposta à estrutura do 

PAQR4 humano, é possível observar um alto índice de similaridade entre os dois receptores 

(Figura 8) (Coelho, 2018). O PAQR4, assim como seu homólogo PAQR3, têm sido descritos 

nos últimos anos como envolvidos em diversos tipos de câncer. O PAQR3 tem sido tratado 

como um supressor de tumor, apresentando baixa expressão em células tumorais. O PAQR3 é 

o regulador espacial da Raf-1, sequestrando essa proteína para o complexo de Golgi e 

bloqueando a cascata de sinalização Ras/Raf/MEK/ERK, que tem um importante papel de 

regulação da proliferação celular, apoptose, diferenciação, motilidade e metabolismo em 

células de diversos tumores humanos (Feng et al., 2007; Fan et al., 2008; Chappell et al., 2011; 

Yu et al., 2015). De maneira oposta, o PAQR4 é altamente expresso em tecidos e linhagens 

celulares de câncer. A redução da expressão de PAQR4 mediante o knockdown do gene 

promove queda significativa da proliferação, migração, apoptose e invasão celular no câncer de 

estômago (Feng et al., 2018). Além disso, o aumento da expressão deste receptor parece estar 

relacionado à queda da taxa de sobrevivência ao câncer de mama (Pedersen et al., 2020) e à 

quimiorresistência no câncer de pulmão (Xu et al., 2020). 
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Figura 8 - Sobreposição das estruturas do TcPAFR (verde) e do PAQR4 humano (ciano). 

Obtido de Coelho, 2018. 

 

2. JUSTIFICATIVA 

 
 Por anos, nosso grupo tem demonstrado como PAF e LPC potencializam diversos 

aspectos da biologia dos tripanossomatídeos, seja diferenciação celular (Rodrigues et al., 1996; 

Dutra et al., 2019), interação com o inseto vetor (Zimmermann et al., 2010) ou infecção de 

células in vitro (Rosa et al., 2001; Gomes et al., 2006). A descoberta de um receptor para estas 

moléculas lipídicas em T. cruzi nos dá mais uma peça do quebra-cabeça, ao mesmo tempo em 

que desdobra muitas outras perguntas a serem respondidas.  

O nocaute desse receptor teve consequências interessantes para o protozoário. Nós 

observamos uma lentificação de seu crescimento em cultura, quando comparado com o mutante 

KD e a célula selvagem. Além disso, não conseguimos obter formas diferenciadas dos 
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protozoários KO após a infecção em cultura de células LLC-MK2 como comumente fazemos 

com WT e KD. De forma surpreendente, o mutante KO mas não o KD apresentou alterações 

em sua ultraestrutura, com uma morfologia celular alterada e uma mitocôndria que mostra 

indícios de fragmentação, perdendo suas características clássicas de ser alongada e tubular e 

percorrendo todo o corpo celular, além de apresentarem maior abundância de gotas lipídicas no 

citoplasma (Figura 9). 

 

 
Figura 9 – Microscopia eletrônica de transmissão dos parasitos selvagens (A) e KD (B) e KO 

(C) para o TcPAFR. Asteriscos marcam inclusões lipídicas e setas alterações na ultraestrutura 

mitocondrial. N: núcleo, C: cinetoplasto. 

 
Essas alterações intrigantes nos fizeram questionar se o receptor dessas moléculas 

lipídicas poderia estar envolvido em processos celulares fundamentais em T. cruzi, e este 

trabalho é o passo inicial para elucidar isso. A investigação dessas características 

ultraestruturais e das consequências fisiológicas da deleção do TcPAFR podem fornecer uma 

base para outros estudos, que possam levar a novas quimioterapias experimentais para a doença 

de Chagas. 
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3. OBJETIVOS 

 

Tendo em vista a já anteriormente indicada influência das moléculas de PAF e LPC em 

T. cruzi, bem como as alterações mitocondriais observadas com a deleção do receptor de 

PAF/LPC neste protozoário, o presente trabalho busca avaliar a participação do receptor de 

PAF/LPC na biologia celular e na fisiologia mitocondrial da cepa Dm28c de T. cruzi, na forma 

epimastigota. Para isto, foram traçados os seguintes objetivos específicos: 

 

1. Identificar possíveis alterações na capacidade proliferativa dos parasitos nocaute para o 

TcPAFR de T. cruzi. 

 

2. Comparar a viabilidade celular entre os parasitos selvagem e com nocaute para o TcPAFR. 

 

3. Estudar a fisiologia mitocondrial dos parasitos nocaute para o TcPAFR de T. cruzi, em busca 

de alterações em sua capacidade respiratória, ΔΨm e produção de ROS que possam estar 

associadas com as alterações mitocondriais, observadas em microscopia eletrônica de 

transmissão, após a deleção do receptor. 

 

4. Examinar se os parasitos em questão estão entrando em morte celular programada, como 

apoptose, como possível consequência da deleção deste receptor. 

 

4. METODOLOGIA 

 

4.1. Meios e Tampões 

Infusão de Fígado e Triptose 

Liver Infusion Triptose (LIT) 

75.3 mM NaCl 

5.4 mM KCl 

10 mM glicose 

56.4 mM Na2HPO4 

0.5% bacto-triptose 

0.5% infusão de fígado 

0.0025% hemina 

pH 7.2 

 

Solução Balanceada de Sais de Hank 

Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) 

8.0 g/l NaCl 

0.4 g/l KCl 

0.14 g/l CaCl2 

0.14 g/l MgSO4 . 7 H2O 

0.10 g/l MgCL2 . 6 H2O 

0.10 g/l KH2PO4 

1 g/l glicose 

0.10 g/l Na2HPO4 . 7 H2O 

0.35 g/l NaHCO3 

2 mL/l vermelho de fenol 1% 
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Tampão Fosfato Salino 

Phosphate-Buffered Saline (PBS) 

137 mM NaCl 

2.7 mM KCl 

8.0 mM Na2HPO4 

1.5 mM NaH2PO4 

2.0 mM KH2PO4 

pH 7.4 

 

 

4.2. Cultivo dos parasitos 

Células selvagens e mutantes foram mantidas em meio LIT suplementado com 10% de 

soro fetal bovino (SFB) e repicadas a cada 4 dias. Os mutantes também foram periodicamente 

repicados em LIT suplementado com 10% de soro fetal bovino na presença de 400 μg/ml de 

G418 (para KD) e 400 μg/ml de G418 + 250 μg/ml de Higromicina B (para KO) para que 

ocorresse a seleção dos parasitos mutantes. 

 

4.3. Ensaio de proliferação 

 Epimastigotas WT, KD e KO foram lavados com PBS e ressuspensos, em duplicata, em 

tubos de ensaio contendo meio LIT suplementado com 10% de SFB a uma concentração de 

5.105 células/ml. Os parasitos foram incubados durante 7 dias a 28ºC e a cada 24 horas foram 

coletadas alíquotas de cada duplicata e posteriormente fixadas com formaldeído 2% e contadas 

em câmara de Neubauer para a confecção de curvas de crescimento. 

 

4.4. Viabilidade celular 

Para a determinação da viabilidade celular, aproximadamente 107 epimastigotas/ml de 

WT, KD e KO em fase log foram incubados com iodeto de propídio (IP) (Sigma) na 

concentração de 15 μg/ml durante 15 minutos, a 28ºC, em ausência de luz e em tubos de 

citometria. O IP é um intercalante de DNA, fluorescente, que é incapaz de atravessar a 

membrana plasmática, exceto quando as células estão lisadas (Riccardi et al., 2006). Para o 

controle positivo do WT, KD e KO, as células foram tratadas previamente por 30 minutos com 

uma solução de permeabilização (5% SFB, 0.1% saponina, 1% BSA, PBS) e depois com PI nas 

mesmas condições anteriormente citadas. Com o término da incubação, as células foram 

analisadas imediatamente em citômetro de fluxo FACScalibur (Bencton Dickinson, Franklin 

Lakes, NJ, EUA), equipado com o software Cell Quest (Joseph Trotter, Scripps Research 

Institute, San Diego, CA, EUA). Foram coletados 10.000 eventos em região previamente 

estabelecida correspondente às populações parasitárias. A fluorescência do IP foi captada em 
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escala logarítmica pelo canal FL-2. A análise dos dados obtidos foi feita utilizando o programa 

Windows Multiple Document Interface Flow Citometry Application (WinMDI).  

 

4.5. Ensaio de apoptose 

Cerca de 5x107 epimastigotas/ml de WT, KD e KO em fase log foram lavados duas 

vezes com PBS e posteriormente fixados com paraformaldeído a 4% por 15 minutos no gelo. 

O ensaio de apoptose foi feito utilizando o kit de ensaio APO-BrdU™ TUNEL (Invitrogen) 

seguindo as recomendações do fabricante.  O ensaio se baseia na detecção de fragmentação do 

DNA rica em terminais 3’-hidroxila. Esses terminais servem como base para a adição, por parte 

da enzima deoxinucleotidil transferase terminal (TdT) presente no kit, dos análogos de 

deoxitimidinas 5-bromo-2’-deoxiuridina 5’-trifosfato (BrdUTP), que serão posteriormente 

detectados pelo anticorpo anti-BrdU do kit.  Como controle positivo, os protozoários foram 

previamente tratados com DNAse a 1 μg/ml por 30 minutos (De Souza et al., 2010). Com o 

término da incubação, as células foram analisadas imediatamente em citômetro de fluxo 

FACScalibur (Bencton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA), equipado com o software Cell 

Quest (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, San Diego, CA, EUA). Foram coletados 

10.000 eventos em região previamente estabelecida correspondente às populações parasitárias. 

A fluorescência foi captada em escala logarítmica pelo canal FL-3 acima de 670 nm. A análise 

dos dados obtidos será feita utilizando o programa Windows Multiple Document Interface Flow 

Citometry Application (WinMDI). 

 

4.6. Espécies reativas de oxigênio 

Cerca de 107 epimastigotas/ml de WT, KD e KO em fase exponencial e em meio LIT 

suplementado com 10% de SFB foram lavados e ressuspendidos em PBS, com posterior 

incubação, durante 20 minutos e ao abrigo da luz, com 5 μM de MitoSOX Red (Molecular 

Probes) em uma placa preta de 96 poços com fundo chato (100 μl de volume final). MitoSOX 

Red é um corante fluorescente específico para a mitocôndria de células vivas que, quando 

oxidado, emite fluorescência vermelha. Poços adicionais foram confeccionados contendo 

apenas PBS e PBS + 5 μM de MitoSOX Red, para controle de reação. A placa foi lida 

imediatamente após o tempo de incubação no espectrofluorômetro SpectraMax M2/M2e 

(molecular Devices) a 510/580 nm de excitação/emissão. 
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4.7. Potencial de membrana mitocondrial 

Um total de 107 epimastigotas/ml de WT, KD e KO em fase log e em meio LIT 

suplementado com 10% de SFB foram transferidos para tubos de citometria e incubados com 

12 μg/ml de Rodamina 123 (Rh 123)(Sigma) por 15 minutos. A Rh 123 é uma sonda 

fluorescente específica para mitocôndrias que perde fluorescência conforme o potencial de 

membrana mitocondrial aumenta. Com o término da incubação, as células foram analisadas 

imediatamente em citômetro de fluxo FACScalibur (Bencton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, 

EUA), equipado com o software Cell Quest (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, San 

Diego, CA, EUA). Foram coletados 10.000 eventos em região previamente estabelecida 

correspondente às populações parasitárias. A fluorescência da Rh 123 foi captada em escala 

logarítmica pelo canal FL-1. A análise dos dados obtidos foi feita utilizando o programa 

Windows Multiple Document Interface Flow Citometry Application (WinMDI). 

 

4.8. Respirometria de alta resolução 

Culturas em fase exponencial de epimastigotas selvagens e mutantes foram 

centrifugadas a 3500 rpm, por 7 minutos, a 4ºC, e 107 células foram ressuspendidas em 2 ml de 

solução de Hanks (HBSS) e aplicadas nas câmaras do respirômetro de alta resolução 

(Oxygraph-2k; OROBOROS Instruments, Innsbruck, Áustria). Primeiro, foi medida a 

respiração basal, isto é, a taxa de consumo de oxigênio da célula sem adição de qualquer 

modulador da respiração. Em seguida, foram medidos diferentes parâmetros respiratórios 

através de moduladores específicos. Cada modulador é adicionado consecutivamente após a 

estabilização do consumo de oxigênio referente à adição do modulador anterior a ele, como 

ilustrado na Figura 10. Os cálculos de consumo de oxigênio referentes a cada parâmetro são 

realizados após o término do experimento. As concentrações de oxigênio foram registradas 

usando o programa DatLab (Oxygraph-2K; OROBOROS Instruments, Innsbruck, Austria). 

O consumo de oxigênio ligado à produção de ATP e o ligado ao vazamento de prótons 

foram obtidos por meio de titulações crescentes (2,5 – 10 μl) de oligomicina, um conhecido 

inibidor da ATP sintase, que bloqueia a passagem de prótons de volta à matriz mitocondrial e, 

com isso, a síntese de ATP. A diferença entre a respiração basal da célula e após a adição da 

oligomicina é o consumo de oxigênio ligado à produção de ATP (ATP-linked). Além da ATP 

sintase, os prótons podem retornar à matriz, passando diretamente pela membrana mitocondrial 

interna e gerando calor, num processo conhecido como vazamento de prótons (leak). O 

consumo de oxigênio durante esse processo foi calculado pela diferença entre o consumo de 
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oxigênio ligado à produção de ATP, obtido após a adição da oligomicina, e o após a adição da 

antimicina A, feito no decorrer do experimento. 

Após a adição da oligomicina, foram feitas titulações (0,1 – 0,5 μl) de BAM15, um 

protonóforo desacoplador que medeia o retorno de prótons de volta à matriz mitocondrial 

rapidamente, desfazendo o gradiente de prótons e, com isso, acelerando ao máximo a 

transferência de elétrons através da cadeia transportadora elétrons. Por causa disso, o consumo 

de oxigênio pela célula atinge seu potencial máximo, e ele foi calculado pela diferença entre o 

consumo de oxigênio após a adição do BAM15 e o após a adição da antimicina A. 

Finalmente, o experimento terminou com a adição de 2,5 μl de antimicina A, um 

inibidor do complexo III que interrompe o fluxo de elétrons pela cadeia transportadora de 

elétrons e, assim, cessa o consumo de oxigênio pela cadeia respiratória. 

 

 
Figura 10 – Esquema ilustrativo do consumo de oxigênio frente aos moduladores respiratórios 

no decorrer do experimento. Olg, oligomicina; AA, antimicina A. A linha vermelha (eixo y, 

direita) representa o consumo de oxigênio pelas células enquanto que a linha azul (eixo y, 

esquerda) representa a concentração de oxigênio disponível no meio. Cada valor de consumo 

de oxigênio referente a cada modulador é obtido após a estabilização da linha vermelha e o 

modulador seguinte só é adicionado após essa estabilização. 

 

4.9. Análise Estatítica 

A análise estatística referente aos experimentos deste trabalho foi realizada utilizando o 

programa GraphPad Prism 8, sendo feitos os testes one-way ou two-way ANOVA. 

 

5. RESULTADOS 

 
5.1. Proliferação, Viabilidade Celular e Apoptose 

 Tendo em vista as alterações observadas na morfologia celular dos protozoários KO, 

primeiro foi analisado de forma comparativa a capacidade proliferativa das células selvagens e 

mutantes. A curva de crescimento construída a partir de contagem direta revelou que o mutante 
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KO possui sua proliferação impactada de forma significativa a partir do 5º dia de crescimento 

após a deleção do receptor de PAF e LPC em T. cruzi. O mesmo não ocorreu para o mutante 

KD, que teve sua proliferação similar ao protozoário selvagem (figura 11). 

 

 
Figura 11 – Curva de crescimento dos protozoários mutantes (KO e KD) e selvagem (WT) 

durante 7 dias. (****) P valor <0.0001 (n=4) de acordo com o teste two-way ANOVA. 

 

Para melhor investigar essa queda na proliferação do mutante KO, foi avaliada nessas 

células sua viabilidade bem como a fragmentação do DNA, que já foi descrita como um 

marcador de apoptose-like em tripanossomatídeos (Menna-Barreto, 2019). Apesar das 

alterações observadas na microscopia e na queda da proliferação para esse mutante, não houve 

perda significativa da viabilidade celular de acordo com a técnica utilizada, mostrando que a 

membrana plasmática se mantém íntegra nesses protozoários (Figura 12A). Em resultado 

preliminar, o mutante KO apresentou quase o dobro (9.61%) de células positivas para 

fragmentação do DNA quando comparado com o mutante KD (4.05%) e o WT (4.9%), 

indicando um fenótipo de apoptose-like como decorrência da remoção total deste receptor 

(Figura 12B).  
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Figura 12 – Viabilidade celular e Apoptose. (A) Viabilidade celular inferida através da 

integridade da membrana plasmática utilizando IP (n=4). Significância de acordo com o teste 

one-way ANOVA. (B) Ensaio de TUNEL para inferir a fragmentação do DNA, um dos 

marcadores de apoptose (n=1). Saponina e DNAse representam os controles positivos de cada 

experimento.  

 

 
5.2. Potencial de Membrana Mitocondrial, ROS e Consumo de Oxigênio 

Com o objetivo de avaliar mais a fundo os efeitos da deleção do TcPAFR no parasito 

selvagem e nos mutantes em decorrência das alterações na ultraestrutura mitocondrial, a 

fisiologia mitocondrial foi analisada quanto ao potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm), 

teor de ROS e consumo de oxigênio. 

O mutante KO apresentou um elevado teor de ROS mitocondrial (Figura 13A) quando 

em comparação com o mutante KD e o WT. Além disso, este mutante também mostrou  uma 

despolarização no ΔΨm (Figura 13B) que não foi observada nas outras células. Com esses 

resultados se esperava uma alteração em sua atividade respiratória. No entanto, curiosamente 

todas as células apresentaram taxas de consumo de oxigênio semelhantes entre si em todos os 

parâmetros analisados (consumo de oxigênio basal, ligado à produção de ATP e ao vazamento 

de prótons, e o consumo de oxigênio máximo alcançado pela célula) (Figura 14). 
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Figura 13 – Teor de ROS mitocondrial (A) e potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) (B) 

entre as células WT, KD e KO. (*) P valor <0.0117 (n=2), (**) P valor <0.0181 (n=2), (ns) não 

significativo, de acordo com o teste one-way ANOVA. 

 

 

 
Figura 14 – Consumo de oxigênio basal, ligado à produção de ATP (ATP) e ao vazamento de 

prótons (Leak) e consumo de oxigênio máximo (Máx.). (n=3). Significância de acordo com o 

teste one-way ANOVA. 
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6. DISCUSSÃO 

  

PAF e LPC são ambos fosfolipídeos bioativos que atuam em suas células-alvo mediante 

receptores transmembranares, desencadeando uma grande variedade de transdução de sinais 

que culminam em diferentes respostas celulares, sejam estas fisiológicas ou patológicas. Nosso 

grupo e outros demonstraram que em tripanossomatídeos essas moléculas também influenciam 

fortemente seu ciclo de vida, atuando em processos de proliferação, diferenciação, infecção e 

modulação de vias de sinalização. 

O presente trabalho evidencia que o nocaute do receptor de PAF e LPC em T. cruzi 

impacta a proliferação das epimastigotas a partir do 5º dia (figura 11). Já foi reportado que a 

LPC C18:1 é capaz de modular de forma positiva a proliferação deste protozoário no mesmo 

morfotipo do 5º ao 7º dia de crescimento (Chagas-Lima et al., 2019), o que coincide com os 

dados apresentados aqui. 

Já foi visto que a LPC pode ser sintetizada por T. cruzi (Gazos-Lopes et al., 2014) e que 

50% do conteúdo lipídico secretado por este protozoário no meio de cultura é constituído de 

PC e LPC (Agusti et al., 2000). Coelho também identificou em análise in silico que duas das 

diversas vias de síntese de LPC estão presentes em T. cruzi, e foi ainda capaz de amplificar 8 

das 10 enzimas envolvidas nessas vias neste protozoário (Coelho, 2014). Além disso, PAF e 

LPC oriundos do hospedeiro vertebrado estariam biodisponíveis no intestino do inseto vetor 

após o repasto sanguíneo. Isso porque estas duas moléculas estão envolvidas na resposta 

inflamatória do hospedeiro (Papakonstantinou et al., 2017; Liu et al., 2020) e a LPC também 

está presente na saliva do inseto vetor, onde atua como molécula antihemostática e 

imunomoduladora (Golodne et al., 2003; Mesquita et al., 2008). Qualquer que seja a origem 

dessas moléculas, endógena ou exógena, elas seriam importantes para a manutenção da 

replicação dos epimastigotas no intestino médio do vetor através da interação com o TcPAFR, 

o que explicaria porque a remoção deste receptor diminuiu sua proliferação. No intestino 

posterior, onde sua disponibilidade é reduzida após a digestão, seria possível que T. cruzi 

sintetizaria LPC e a secretaria para que, por sinalização autócrina, isso estimulasse sua 

metaciclogênese. 

Coelho evidenciou que o TcPAFR é homólogo à família dos PAQRs, com maior 

similaridade ao PAQR4 (figura 8) (Coelho, 2018), que vem sido descrito nos últimos anos como 

envolvido em diversos tipos de tumores (Feng et al., 2018; Pedersen et al., 2020; Xu et al., 

2020). Já foi demonstrado que, em células de câncer de estômago, o PAQR4 é altamente 

expresso e que o knockdown de seu gene reduz a taxa de proliferação, migração, apoptose e 



28 

 

 

invasão do tumor (Feng et al., 2018). No presente trabalho, embora o  mutante KO tenha 

apresentado uma redução significativa em sua proliferação, o mutante KD teve sua proliferação 

inalterada (figura 11). Embora não se possa desconsiderar o fato de serem modelos celulares 

bem distintos e apresentarem mecanismos de silenciamento diferentes, o que poderia explicar 

essa diferença, isto também poderia indicar que mesmo com a redução da expessão desse 

receptor ele ainda é capaz de desempenhar suas funções neste protozoário. Coelho observou 

que o mesmo perfil ocorre para a metaciclogênese destes mutantes (Coelho, 2018). Como T. 

cruzi apresenta ao longo do seu ciclo outros estágios de diferenciação, incluindo diferenciações 

que acontecem dentro da célula hospedeira, são necessários mais estudos para aprofundar a 

função que o receptor apresenta nestes outras etapas. Esse perfil também corrobora com o fato 

de que a ultraestrutura do mutante KD permanece inalterada em relação ao WT e que apenas o 

KO apresente alterações (Figura 9). Nesse sentido, é possível que uma melhor caracterização 

das funções do PAQR4 e as vias de sinalização as quais ele está envolvido possam nos dar mais 

pistas sobre o homólogo presente em T. cruzi. 

Com base nas alterações observadas na ultraestrutura mitocondrial por parte dos 

parasitos KO para o TcPAFR, esperava-se que a fisiologia mitocondrial desses parasitos 

estivesse comprometida e, de fato, foi evidenciada uma redução da magnitude do ΔΨm e um 

aumento no teor de ROS mitocondrial para o mutante KO (Figura 13). No entanto, com a queda 

no ΔΨm, esperava-se que o KO estivesse apresentando uma respiração inferior ao WT, mas a 

taxa de consumo de oxigênio para essas células se mantiveram inalteradas (Figura 14). 

É sabido que os tripanossomatídeos são capazes de adaptar seu metabolismo de acordo 

com a disponibilidade de diferentes nutrientes no ambiente, no entanto ainda é desconhecido 

como os tripanossomas regulam a fosforilação oxidativa (Bringaud, Rivière e Coustou, 2006). 

As formas epimastigotas de T. cruzi são mais dependentes da fosforilação oxidativa tendo em 

vista que o ambiente em que se encontram – o intestino do vetor – é pobre em glicose e rico em 

aminoácidos, sobretudo histidina (Gonçalves et al., 2011). T. cruzi possui anotado genes 

putativos para a via de degradação histidina-glutamato (Atwood et al., 2005),  sendo capaz de 

oxidá-la completamente até CO2 (Barisón et al., 2016). Já foi demonstrado que este protozoário 

é capaz de incorporar histidina no meio, utilizando este aminoácido como substrato para 

fornecer elétrons para a cadeia transportadora mantendo o ΔΨm, o consumo de oxigênio e a 

produção de ATP, sendo capaz de restaurar sua viabilidade após um longo período de estresse 

nutricional (Barisón et al., 2016). Além disso, sabe-se que as formas epimastigotas dependem 

da respiração para sua proliferação (Stoppani et al., 1980). 



29 

 

 

Por causa disso, é possível que esteja ocorrendo um mecanismo compensatório que 

ainda precisa ser investigado com adaptações para contornar as alterações morfológicas e 

funcionais que a ausência do TcPAFR desencadeia. Isso poderia indicar que este receptor tem 

grande importância para a manutenção de seu ciclo de vida a ponto de sua remoção debilitar a 

célula, embora ela ainda consiga sobreviver. 

Essas adaptações poderiam ser, por exemplo, a modulação da atividade dos complexos 

respiratórios para acelerar a respiração. A principal fonte de elétrons para a cadeia 

transportadora nesse protozoário é o succinato via complexo II (Fidalgo e Gille, 2011), que é 

incapaz de bombear prótons para o espaço intermembranas e consequentemente contribuir com 

o ΔΨm (Tomás e Castro, 2013). Além disso, sabe-se que alterações na atividade do complexo 

IV desencadeiam um aumento no estado reduzido dos complexos anteriores a ele na cadeia 

transportadora, impactando a taxa respiratória e a fosforilação oxidativa (Zuckerbraun et al., 

2007). O aumento na atividade desses dois complexos poderia estar relacionado com o aumento 

do consumo de oxigênio para sustentar a respiração e, dessa forma, atenuar as consequências 

que a deleção do TcPAFR causa na célula. A atividade dos complexo respiratórios bem como 

uma análise mais cuidadosa da bioenergética desses protozoários pode nos ajudar a elucidar de 

que forma esse mecanismo compensatório esteja ocorrendo. Essas e outras análises serão 

realizadas e melhor investigadas no futuro. 

As ROS podem causar uma série de danos às estruturas celulares, incluindo proteínas, 

lipídeos e ácidos nucleicos. Se esse estresse oxidativo supera as defesas antioxidantes da célula, 

ela pode ter como consequência a morte celular. É sabido que a principal fonte de ROS nos 

eucariotos é a mitocôndria, através do vazamento de elétrons que ocorre quando a 

disponibilidade de elétrons é grande e a energia potencial para sua transferência é baixa. Enzima 

mitocondriais conhecidas por gerarem ROS desta forma são os complexos respiratórios I, II e 

III; as enzimas do ciclo de Krebs aconitase 2 e α-cetoglutarato desidrogenase; piruvato 

desidrogenase e glicerol-3-fosfato desidrogenase; entre outras (Addabbo, Montagnani, e 

Goligorsky, 2009). Apesar de existirem muitas evidências de produção de ROS pela 

mitocôndria de tripanossomatídeos, o sítio exato para sua produção não é tão bem investigado 

quanto em outros sistemas (Tomás e Castro, 2013).  

No presente trabalho, fica evidenciado que a deleção do receptor de PAF e LPC aumenta 

a produção mitocondrial de ROS (Figura 13A). O dano oxidativo provocado por essas 

moléculas já foi descrito, inclusive em tripanossomatídeos, como indutores de morte celular 

programada (Menna-Barreto, 2019). Dois indicativos do fenótipo de apoptose-like em 

tripanossomatídeos foram reportador aqui como consequência da deleção do TcPAFR: 
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fragmentação do DNA e perda do ΔΨm. Ainda se discute se a perda do ΔΨm é uma condição 

que induza a apoptose ou se é uma consequência deste processo (Ly, Grubb e Lawen, 2003). 

No entanto, sabe-se que a fragmentação do DNA é capaz de ativar a cascata de apoptose em 

eucariotos superiores (D’Arcy, 2019). 

A fragmentação do DNA é um dos marcadores de apoptose-like em tripanossomatídeos 

(Menna-Barreto, 2019). Uma pequena porcentagem (9.61%) das células KO apresentaram 

indicativo de fragmentação do DNA em comparação a WT (4.9%) e KD (4.05%) (Figura 12B), 

embora não se tenha observado perda na viabilidade celular conforma obsevado pela marcação 

com IP (Figura 12A). O iodeto de propídio é um intercalante de DNA que é incapaz de 

atravessar membranas e, portanto, um resultado negativo indica que a membrana plasmática da 

célula esteja íntegra. É sabido que durante a apoptose, embora ocorra a formação de blebbling 

e posteriormente a célula se desfaça em corpos apoptóticos, a membrana plasmática se mantém 

íntegra para evitar a liberação do conteúdo celular e consequente formação de uma resposta 

inflamatória (Zhang et al., 2017; D’arcy, 2019). Portanto é necessário investigar a viabilidade 

celular por outros mecanismos além do IP. 

A fragmentação no DNA corrobora com o elevado teor de ROS observado nos mutantes 

KO. As bases de DNA costumam ser bem suscetíveis a ROS, principalmente a guanina, que 

possui um baixo potencial redox. O principal produto da oxidação da guanina é a 7,8-dihidro-

8-oxoguanina (8-oxoG) (David, O’Shea e Kundu, 2007). A 8-oxoG mimetiza uma timidina e é 

capaz de parear com adenina durante da replicação, causando quebras das fitas duplas e 

consequente fragmentação do DNA, levando a mutações (Neeley e Essigmann, 2006; 

Nakabeppu et al., 2004). Já foi demonstrado que quando a 8-oxoguanina DNA glicosilase 

humana, responsável por remover a 8-oxoG do DNA, é superexpressa em fibroblastos humanos 

e células de carcinoma de pulmão, a apoptose induzida por H2O2 é inibida (Youn et al., 2007). 

Aguiar e colaboradores também demonstraram que a inserção de enzimas bacterianas 

envolvidas na eliminação e reparo do pareamento incorreto da 8-oxoG com adenina em T. cruzi 

aumenta sua viabilidade e resistência ao H2O2 e diminui os danos ao DNA (Aguiar et al., 2013).  

 

7. CONCLUSÃO 

 

O presente trabalho apresenta evidências de que o TcPAFR é importante para o ciclo de 

vida do Trypanosoma cruzi. A deleção do TcPAFR apresenta consequências apenas quando ele 

é totalmente removido da célula, já que o mutante KD apresenta uma fisiologia muito parecida 

com o WT. Assim, a deleção desse receptor compromete a ultraestrutura celular e da 
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mitocôndria, reduzindo o potencial de membrana mitocondrial e aumentando a produção de 

ROS. Esse aumento no teor de ROS estaria associado à fragmentação do DNA que, junto com 

a diminuição da magnitude do potencial de membrana, levariam ao fenótipo de apoptose-like 

apresentado por este mutante, reduzindo sua proliferação a partir do 5º dia. Possivelmente, esse 

mutante também sofreu alguma alteração em seu metabolismo respiratório para sustentar um 

nível normal de consumo de oxigênio como um mecanismo ainda a ser melhor estudado para 

contornar as consequências da deleção do TcPAFR e se manter vivo. Estes eventos se 

encontram esquematizados na Figura 15. 

 

 
Figura 15 – Resumo dos eventos observados após a deleção do TcPAFR. O nocaute do receptor 

desencadeia um aumento no teor de ROS mitocondrial e isso se relaciona à fragmentação no 

DNA que, junto com a redução do potencial de membrana mitocondrial, indica que os 

protozoários estão entrando mais em apoptose-like, reduzindo sua proliferação. A deleção do 

receptor também culmina em alterações na fisiologia respiratória aumentando o consumo de 

oxigênio e o equiparando ao das células selvagens. 
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