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INTRODUCAO

O Trypanosoma cruzi, agente da doenca de Chagas, pos
sui um ciclo de vida que se passa parte no hospedeiro mamifero
e parte no inseto vetor da familia Reduviidae. A fase do ciclo
no hospedeiro mamifero se realiza no interior das células. Es
tas células sao invadidas pelo parasito na forma tripomastigota
que passa a esferomastigota (amastigota) (Meyer & Oliveira,l194§;
Meyer e De Souza, 1976) forma que se multiplica por repetidas
divisoes binarias. Em infecgoes experimentais de células culti-
vadas forma-se um grande numero de parasitos no interior das cé
lulas hospedeiras. Quando estas se encontram inteiramente ocupa
das pelos esferomastigotas comega a retransformacao destes em
tripomastigotas. As células hospedeiras sao sempre destruidas no
fim de cada ciclo, rebentando e liberando os parasitos. Os tri
pomastigotas liberados podem invadir novas células e iniciar no
vo ciclo ou, como acontece no organismo, podem cair na corrente
sangliinea e, incapazes de divisao, reinvadir novas células. No
tubo digestivo do inseto os tripomastigotas ingeridos da corren
te sangliinea do hospedeiro mamifero tornam-se epimastigotas ou
esferomastigotas (Brack, 1968) que se transformam, por- sua vez
em tripomastigotas, os chamados tripanosomas metaciclicos, que
sao infectantes para o hospedeiro mamifero (Chagas, 1909; Dias,
1934; Brack, 1968; Alvarenga, 1974).

Uma das estruturas mais caracteristicas dos Tripano-
somatideos, partilhada com outros flagelados da ordem Kinetoplas
tida (Honigberg, 1964), €& o cinetoplasto, situado proximo do
‘corpusculo basal que da origem ao flagelo. Quando observado ao
microscopio 6tico se apresenta em forma de disco ou em barra ,
conforme a fase em que o parasito se encontra. A forma e o tama
nho do cinetoplasto bem como sua posigao no corpo podem ser uti
lizados como critério para identificacao do estagio evolutivo ,
do género e da espécie a que pertence um determinado tripanoso-
matideo.

Trabalhos feitos em 1916 e 1924 demonstraram que o}
cinetoplasto se cora in vivo com Verde Janus B (Shipley,1916) e
é Feulgen positivo (Breslau & Scremin, 1924). Estes dados indi-

cam que o cinetoplasto & uma estrutura de natureza mitocondrial



que contem DNA.

A natureza mitocondrial do cinetoplasto que foi tam-
bém reconhecida meio século atras pelo protozoologista Alexeieff
(1917) foi plenamente confirmada em anos recentes pelos estudos
de ultra-estrutura dos tripanosomatideos. Sabe-se agora que o}
cinetoplasto se localiza numa parte ligeiramente dilatada da mi
tocondria. Frequentemente cristas mitocondriais tipicas sao en
contradas proximo ao cinetoplasto e em muitas micrografias ve-
se a continuidade desta regiao com o restante da mitocondria
(Meyer et al., 1958, Steinert, 1960).

Sabe-se também hoje que o cinetoplasto & formado por
um feixe eletrondenso de fibrilas contendo DNA em quantidades
muito maiores do que aquelas comumente encontradas em mitocon
drias de outras células.

No Trypanosoma cruzi, durante o seu ciclo evolutivo,
o cinetoplasto muda de uma posigao pré-nuclear para pds-nuclear,
juntamente com o ccrpusculo basal e o flagelo. A razao porque es
tas duas estruturas ficam sempre juntas ainda nao esta esclare-
cida.

No Trypanosoma cruzi a organizagao do cinetoplastc
tem sido estudada extensivamente. Em 1968, Brack descreveu fi
brilas arranjadas na forma de uma espiral numa continua fila 1i
near dobrada em forma de 8 podendo varias filas serem unidas pa
ra formar uma grande unidade.

O cinetoplasto do Trypanosoma cruzi passa por impor-
tantes mudancas no seu ciclo intracelular (Meyer, 1968). Nas
- formas esferomastigotas (amastigotas) e.epimastigotas se apresen
ta com uma eztrutura lamelar eletrondensa. Esta muda, no fim
do ciclo, para uma estrutura mais eletrontransparente de forma
esférica na qual a curta e comprimida forma lamelar & transfor-
mada em longas e irregulares fibras que correm paralelamente e
que estao mais afastadas umas das outras.As vezes, apresenta uma
forma de cesta (Meyer, 1969). Tanto no fim do ciclo intracelular.
como nas formas livres que deixaram a célula, o cinetoplasto a
parece continuo com a mitocondria (Meyer, 1969). A transicao do
cinetoplasto em forma de disco para a volumosa forma esférica
dos tripomastigotas considera-se ser devido a multiplicacgao das

filas de fibrilas e 3 ou 4 filas ordenadas podem estar presentes
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(Brack, 1966, Vickerman, 1976). A figura em 8, visivel em sec
¢oes das fibrilas, pode corresponder a um simples minicirculo en
rolado de modo que nos tripomastigotas a fileira seriada de fi
brilas pode indicar varias camadas de minicirculos empacotados
(Simpson, 1972). Recentemente Padron & De Souza (1978) localiza
ram proteinas basicas na periferia do DNA do cinetoplasto de e
pimastigotas do Trypanosoma cruzi enquanto que nas formas tripo
mastigotas foram localizadas em todas as fibrilas do KDNA.

A unidade cinetoplasto-mitocondria dos tripanosomati
deos tem sido evidenciada tanto pela microscopia em contraste &
fase e microscopia eletronica de cortes seriados como pela cito
quimica. Em 1964, Steinert obteve evidéncia histoquimica com
contraste de fase da natureza mitocondrial da forma epimastigo=
ta do Trypanosoma mega. Massey em 1960, com NADH tetrazolio Re
dutase, mostrou uma continua estrutura ligada com o cinetoplas-
to. Observacoes em Leishmania tarentolae, Crithidia luciliae ,
Crithidia fasciculata (Simpson, 1970) tratados com tampoes hipo
tonicos mostraram que a estrutura semelhante a uma vesicula in
chada e esférica representava a mitocOndria inteira da célula .
Em 1965, em Trypanosoma brucei e em 1969, em Trypanosoma congo-
lense Vickerman demonstrou por meio da atividade NADH tetrazo -
lio redutase idéntica morfologia mitocondrial em formas tripomas
tigotas sanguicolas. Em 1975 e 1977, Paulin em microscopia ele
tronica de alta voltagem, por meio de cortes seriados e analise
estereoscOpica comprovou que todos os tripanosomatideos por ele
estudado apresentam uma Gnica mitocondria.

O condrioma de Crithidia fasciculata (Paulin, 1977
parece ser um reticulo ramificado que corre através do citoplas
ma, Os ramos circunscrevem a bolsa flagelar no apice -anterior e
abracam o cinetoplasto. Pequenos ndédulos sao achados na extensao .
mitocondrial, porém sua porgao ou nlimero nao sao constantes de
célula para célula. Em Blastocrithidia culicis (Paulin, 1975) o
condrioma consiste numa massa posterior com seis ramos tubulares
que estendem para cima terminando no apice anterior. O cineto -
plasto fica suspenso entre duas das extensoes tubulares ou me
nos frequentemente fazendo saliéncia como um nédulo de uma das
extensoes. Na forma epimastigota do Trypansoma cruzi (Paulin

1975) a mitocondria consiste num tubo enrolado de forma.triangu



lar tendo a porcao do cinetoplasto como base enquanto o apice é
dirigido no sentido posterior. A mitocondria se bifurca  atras
da bolsa flagelar, lateralmente ao cinetoplasto, enviando duas
extensOes para o apice anterior.

Num estudo comparativo do KDNA nas formas de sangue,
intracelulares e epimastigotas de cultura de meio acelular,Riou
e Gutteridge (1978) verificaram que as propriedades basicas do
KDNA em todas as 3 formas sao idénticas embora o arranjo do KDNA
varie, sendo as diferencas notadamente quantitativas como ja
descritas anteriormente por outros autores (Brack, 1968, Meyer,
1968, Simpson, 1972).

O Trypanosoma brucei (Vickerman, 1976) apresenta gran
de pleomorfismo indo de formas tripomastigotas finas para for
mas curtas e largas que nao se dividem. Nas formas finas a mito
condria & reduzida a um canal periférico quase sem cristas. Os
citocromos estao ausentes e o ciclo de Krebs nao e funcional. A

glicose & incompletamente oxidada a piruvato e o NADH, que ~ &

2
produzido na glic6élise & reoxidado via Sistema Glicerol-3-Fosfa
to que é cianeto insensivel. A transformagao da forma longa pa
ra a forma curta & marcada pelo aumento do canal mitocondrial e
o desenvolvimento de cristas tubulares. Ao mesmo tempo a mito
condria adquire piruvato, 2-oxoglutarato oxidase e atividade de
NADH tetrazolio redutase sugerindo alguma participag¢ao mitocon-
drial no metabolismo. ApSs a ingestao do sangue com tripanosomas
pela mosca tsé-tsé (Glossina palpalis), parecem ser as formas
curtas e largas que estabelecem a infecgao nos insetos e pensa-
se que estas formas sao bem adaptadas para as novas condig¢oes am
bientais no intestino médio, onde a concentragao de glicose e
tensao de CO2 séo‘limitadas e os aminoacidos do sangue digerido
sao abundantes..As formas do intestino médio sdao muitas vezes o
lhadas como morfoldgica e bioquimicamente idénticas as formas
que sao cultivadas in.vitro. Nas formas de cultura hia um marca
do aumento na capacidade oxidativa, a atividade da prolina oxi-
dase & aumentada impressionantemente e a atividade da succino o
xidase & adquirida. A mitocondria se apresenta como uma extensa
e ramificada rede com cristas tipicas. Citocromos sao presentes
e a respiragao & sensivel aocianeto (Vickerman, 1962, Opperdoes,

1977).
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Leishmanias tém ciclos mitocondriais morfologicamen-
te mais simples que o0s tripanosomas salivares. O sistema mitocm
drial dos amastigotas prolifera durante a transformagao para
promastigotas (Simpson, 1972).

Os tripanosamas Stercoraria, parasitos de mamiferos,
parecem ter uma mitocondria normal contendo citocromo com cris
tas presentes durante todo o ciclo de vida. Trypanosoma cruzi e
Trypanosoma lewisi, igualmente mostram cristas tipicas e sensi-
bilidade ao cianeto em todos os estagios de vida (Vickerman ,
1976).

Estudos bioquimicos preliminares com parasitos isola
dos (Gutteridge, 1977) tém mostrado que formas de sangue; intra
celulares e de cultura acelular de Trypanosoma cruzi tem um sis
tema respiratorio que & em parte sensivel ao cianeto (70%).Felix
et al (1978) em estudos em Trypanosoma cruzi de meio acelular a
charam uma respiracao cianeto insensivel e inibida pelo acido =
licilhidroxamico (SHAM) que varia com a idade da cultura. Os au
tores, devido ao efeito aditivo da inibicao do cianetc e do SHMM
nas culturas de 120 horas, sugerem a existéncia de 2 sistemas de
transporte no Trypanosoma cruzi, um insensivel e outro sensivel
ao cianeto.

Métodos citoquimicos associados a microscopia otica
e a microscopia eletrdnica podem contribuir para a identificaca
e localizacao de enzimas. O método citoquimico que utilizamos
baseou-se na redugao de sais de tetrazolio ou na polimerizagao
oxidativa da diaminobenzidina (DAB). Os sais de tetrazolio sao
sO0lidos branco ou amarelo palido soluveis em,égua. Eles mudam de
cor em redugoes fracas e tém sido usados ha muito tempo como mar
cadores quantitativos da atividade das enzimas oxidativas. As
reagoes das enzimas oxidativas envolvem a remdgéo de hidrogeénios
(ou eletrons) de um substrato. Estes hidrogénios podem entao a
tuar como agentes redutores para converter sais do tetrazolio em
precipitados. insoliveis e coloridos chamados de formazanas. Os
sais de tetrazolio sao caracterizados por um anel heterociclico
contendo 1 C e 4 N, sendo que um dos N & quaternario. Existem
dois tipos de sais de tetrazolio: os monotetrazolios com um a
nel heterociclico e os ditetrazolios, com dois andis. Um grande

nimero destes compostos pode ser preparado variando os constitu



13

intes do anel benzénico (Altman, 1972).

Em 1971, Seligman e colaboradores elaboraram dois no
vos tipos destes sais que formam compostos eletrondensos:"Thyo
carbamil NitroBlue Tetrazolium" (TC NBT) e o "Dystyril Nitro-
Blue Tetrazolium" (DS NBT). Este tGltimo sal foi usado no nosso
estudo para a localizag¢ao das enzimas a nivel de microscopia e
letronica. Para a localizagao a nivel Otico usamos o "NitroBlue

Tetrazolium" (NBT).

A técnica da diaminobenzidina se tornou um instrumen
to largamente aceito para a localizagao da atividade da citocro
mo oxidase na mitocondria. A principal propriedade deste compos
to (DAB) & sua habilidade para se polimerizar quando oxidada o
riginando uma molécula amorfa, insolivel em agua e nos lipidios
e que reage rapidamente com o tetroxido de Osmio para formar um
complexo chamado de "osmium black".

O objetivo do nosso estudo é de localizar citoquimi-
camente a atividade de enzimas oxidativas do ciclo de Krebs no
Trypanosoma cruzi crescido em células embrionarias de pinto, re
lacionando-a com os dados bioquimicos j& conhecidos bem como ve
rificar a possibilidade do produto da reagao ser maior em algu-
ma fase de transformagao do parasito localizado no interior da
célula hospedeira ou livre no meio de cultura.

Utilizamos o método de cultura de tecido que vem sen
do usado rotineiramente desde 1942 no Laboratorio de Cultura de
Tecidos do Instituto de Biofisica da U.F.R.J. para o cultivo de
protozoarios intracelulares (Romana, Meyer, 1942, Meyer,Oliveira
1948)

As culturas do misculo cardiaco de embriao de pinto
foram infectadas pela cepa Y do Trypanosoma- cruzi e, utilizadas
para estudos citoquimicos, quando se apresentavam ricas de for
mas tripomastigotas’ livres bem como de formas intracelulares em
varios estagios do ciclo evolutivo do parasito. Usamos este me
todo porque mantem as celulas em condigoes semelhantes as do
organismo. O tecido cardiaco continua pulsando e & possivel ob
servar in vivo e em preparacgoes fixadas e coradas todas as fa

ses do ciclo intracelular do Trypanosoma cruzi.



MATERIAIS E METODOS

Culturas de Tecido:

Utilizamos miocardio de embriao de pinto de 9 dias ,
cortado em fragmentos de 1lmm, deixando os pedagos em contato cam
formas sangtiineas de Trypanosoma cruzi , cepa Y, por uma hora.A
pds a incubacao os fragmentos foram lavados em solucao de Tyrode
e explantados para um coagulo de plasma numa laminula previamen
te colocada num tubo de Leighton. Em cima do coagulo foi adicio
nada uma fase liquida constituida por 7 gotas de Tyrode, 4 de
soro de galo inativado e 1 de extrato embrionario. Mudamos a fa
se liquida duas vezes por semana e esperamos aproximadamente 3
ciclos de parasitismo nestas células, e que corresponde a um
periodo de 10 a 12 dias, apOs esse tempo interrompemos o culti-
vo para a fixacao das células e posteriormente as incubamos de
acordo com técnicas adequadas a localizacao das diversas enzimas
estudadas. A cepa Y vem sendo mantida em nosso laboratdrio por

passagens semanais em camundongo (Silva & Nussenweig, 1953).

Procedimento para Microscopia Otica e Contraste Interferencial

de Nomarski:

Quando as culturas estavam bem parasitadas com celu-
las contendo tanto formas esferomastigotas quantc tripomastigo-
tas e quando haviam muitos tripomastigotas livres no meio,inter
rompemos o cultivo para localizacao do sitio de atividade das
enzimas.

Para microscopia Otica e contraste. interferencial
(Nomarski) as culturas nao foram fixadas previamente. A técnica
adotada foi a seguinte:

1) Lavagem das culturas em Tyrode durante 30 minutos

2) Incubagao em meio preparado segundo as técnicas de Pearse
(1972). Tempo de incubagao de 30 minutos a 1 hora. As cultu-
ras sao cobertas totalmente pelo meio, podendo-se acrescentar
mais meio durante o periodo de incubacgao.

3) Fixacao em formol 15% em salina, durante .15 minutos

4) Lavagem em agua corrente por 2 minutos

5) Lavar bem em agua destilada

6) Desidratagao em etanol (70%, 90%-e absoluto), clarificagao em
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xilol (l:1 e puro) e montagem.

Para microscopia Otica o meio @2 montagem foi Permount
da Fisher Scientific Company. Para contraste interferencial de
Nomarski usamos geléia de glicerina de Roulet como recomendado

por Kaiser (1880).
Técnicas:

Geléia de glicerina: dissolver 15g de gelatina branca em 100ml
de agua destilada e acrescentar 100g de glicerina aquecendo 5
minutos em banho maria. Filtrar a quente através de algodao de
vidro. Para cada 100ml da mistura acrescentar 1 gota de fenol
(Phenol liquefactum B.P., U.S.P.)

Métodos padronizados para enzimas ligadas (segundo Pearse,1970).

As modificag¢Oes introduzidas por nds se relacionaram
somente com o tempo de incubagao que usamos, quase sempre uma
hcra e com a temperatura, pois, todas as técnicas foram realiza
das a 37°c. (Tabelas I, II e III).

Controle das reacgOes a nivel otico:

Omissao do substrato do meio de incubagao ou do sal
de tetrazolio, e fervura da cultura durante 5 minutos para ina

tivagao das enzimas.



TABELA I

Preparo do Substrato (pH ajustado a 7.0)
Solugao Stock

Enzima Substrato Quantidade Vol. H,0 Neutralizagao H,0
requerida (ml) para (ml)
Succinato D DiNaSuccinato 2,5M 6,759 8 0,05ml NHC1 10
Isocitrato D TriNaDLIsocitrato 1,;0M 2,76g 8 0,9ml NHC1 10
aGlicerofos
fato D DiNaglicerol3fosfato 1,0M 3,15g 8 0,7ml NHC1 10
RHidroxibu-
tirato D NaD-3 hidroxibutirato 1,0M 1,27g 8 0,15ml NHC1 10

NADPH D 10mg 8 - 10



TABELA IT

Preparo do Sal de Tetrazolio-NitroBlueTetrazolio

Solugcao Stock

Nitro BT (4mg/ml) 2,5ml
Tampao Tris (pH 7.4) 2,5ml
MgCl, 5mM 1,0ml
Agua destilada 3,0ml

TABELA III

Preparo do Meio de Incubagao

Enzima Vol.Sal de Tetrazolio Vol. do Substrato
SD 0,9%ml 0,1ml
IC 0,9ml 0,1ml
& GDP 0,%ml 0,1ml
g HBD 0,%9ml 0,1ml
NADPHD 0,9ml

Citocromo Oxidase (Seligman et al.,
Diaminobenzidina (DAB) 5mg
Tampao fosfato 0,1M pH 7.4 9ml
Catalase (20 ug/ml) Iml
Citocromo C 10mg

Sacarose 750mg

17

Coenzima

NADP 2mg/ml

‘NAD 2mg/ml
NADPH 2mg/ml

1968)
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Procedimento para Microscopia Eletronica:

1) Lavagem das culturas em Tyrode durante 30 minutos
2) Fixacao num dos seguintes meios:
a) Glutaraldeido 2,5% em Tyrode - 15 ou 30 minutos
b) Paraformolaldeido 4% em Tampao Fosfato 0.1M,
pPH 7.4 - 10 minutos
c) Glutaraldeido 1% - Paraformolaldeido 1% em Tampao
Fosfato 0.1M pH 7.4 Karnovsky (1965) modificado -
10 minutos
d) Fixacao em Glutaraldeido 2,5% em Tampao Fosfato
0.1M pH 7.4 - 30 minutos apds incubagao no meio pa

ra detecgao da enzima.

Em todos os tipos de fixagao foi acrescentado 7% de
sacarose para manutencao da osmolaridade. Em algumas enzimas
foi também usado o Tampao Cacodilato 0.1M pH 7.2.

3) Incubagao no sistema adequado para revelacao da enzima (abai
xo relacionado) a 37°C durante 1 hora.

4) Lavagem 3 vezes durante 5 minutos em Tampao Fosfato 0.1M
PH 7.4 mais sacarose 0.2M

5) POs-fixagao em Tampao fosfato 0.2M e OsO4 0.2M durante 90 mi
nutos (pode ser 60 minutos) a 4°c.

6) Lavagem em Tampao Fosfato 0.1M

7) Desidratacao em acetona (50%, 70%, 90%, Absoluta 2 vezes)

8) Inclusao em Epon (Luft, 1961)

Os cortes ultrafinos foram obtidos num vltramicroto-
mo LKB. Para facilitar a identificacao dos componentes celulares
‘e a focalizagao do material, os cortes foram corados. 2 minutos
em citratc de chumbo (Reynolds, 1963) e observados num microscod
pio eletronico AEI EM6-B operando com 60 KV.

Os meios de incubagao foram preparados segundo
Seligman et al (1971), Brunk & Ericsson (1972) e Spector (1975).



Meios de Incubacgao

Citocromo Oxidase (E.C. 1.9.3.1)
Metodo I

Tampao Cacodilato 0.1M pH 7.2
Diaminobenzidina (DAB)
Herseradish Peroxidase (Type II)

Sacarose

Método II

Tampao Cacodilato 0.1M pH 7.2
DAB

Catalase 20ug/ml

Citocromo C

Sacarose
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(Seligman et al., 1968)

10ml
10mg
5mg
750mg

9ml
5mg
Iml
10mg
750mg

Inibidor: 0.01M Cianeto de Potassio (KCN) adicionado ao meio de

incubacgao

Succinato Desidrogenase SDH (E.C. 1.3.99.1) (Spector, 1975)

Tampao fosfato 0.1M pH 7.4

Succinato de So6dio

Dystyril NitroBlue Tetrazolium (DSNBT)

Dimethyl sulfoxide (DMSO)

Sacarose

9,5ml
80mg
10mg
0,5ml
750mg

Inibidor: 0.05M Malonato adicionado ao meio de incubagao

~

Isocitrato Desidrogenase ICD (E.C.

Tampao fosfato 0.1M pH 7.4

TriNa DL Isocitrato

Nicotinamida AdeninaDinucleotideo
Fosfato (NADP)

Cloreto de Mg (MgCl,) 5mM

DSNBT

DMSO

Sacarose

2

1.

1.

42) Pearse -(1970) modifi
cado.
9ml.
2,769

2 0mg
Iml
10mg
0,5ml
750mg

Controle: Omissao de substrato especifico



d. Glicerofosfato Desidrogenase GDP (E.C. 1.1.2.1) Pearse (1970)mo

Tampio fosfato 0.1M pH 7.4 9,5ml dificado
DiNa glycerol 3 fosfato 3,15g

DSNBT 10mg

Menadione 50mg

DMSO 0,5ml

Sacarose 750mg

Controle: Omissao de substrato especifico.

p Hidroxibutirato Desidrogenase HBD (E.C. 1.1.1.30) Pearse (1970)

modificado
Tampao fosfato 0.1M pH 7.4 8,5ml
Na-D-3hydroxybutyrate 1,279
NAD 20mg
DSNBT 10mg
DiSO 0,5ml
MgC12 5maM 1,0ml
Sacarose 750mg

Controle: Omissao do substrato especifico

NADPH Tetrazolio Redutase NADPH Diaforase (Seligman et al, 1971)

Tampao fosfato 0.1M pH 7.4 10ml
NADPH 20mg
DSNBT 10mg
DMSO 0,5ml
Sacarose 750mg

Controle: Omissao de substrato especifico.



RESULTADOS

Para verificarmos as atividades das enzimas nas célu
las e nos parasitos, foram fixadas culturas ricamente parasitadas
com formas intracelulares e livres.

Preparacoes fixadas pelo método comum, Bouin e Giemsa
(fig. 1) mostram apenas os componentes celulares mais conhecidos,
tais como membrana, citoplasma, nucleo e cinetoplasto mas, nao
mostram mitocondrias. Micrografias obtidas de cortes ultrafinos
e contrastadas pelo acetato de uranila (30 minutos) e citrato de
chumbo (5 minutos) (fig. 2) ou apenas contrastadas pelo citrato
de chumbo (2 minutos) (fig. 3 e 4) nao mostram nas mitocondrias
contraste maior do que o obtido nas outras membranas celulares .

Nas preparagoes em que revelamos o sitio de atividade
das enzimas, referidas em Materiais e Métodos, nota-sc uma gran
de diferenca nos resultados obtidos. Utilizamos uma contrastagao
de apenas 2 minutos em citrato de chumbo, para facilitar a foca-
lizagao e identificacao dos componentes celulares no nosso mate-
rial.

No esquema I apresentamos uma visao geral da estrutu
ra das formas esferomastigotas e tripomastigotas do T. cruzi. bem
como a distribuicao da mitocondria ao longo do corpo do parasito.
No esquema IIzapresentamos uma visao geral da cadeia transporta-
dora de eletrons assinalando a participacao das enzimas estudadas
No Esquema IIh apresentamos a localizagao topogrifica das enzimas

estudadas na mitocoOndria.

Citocromo Oxidase (E.C. M.9.3.1)

A reacgao para Citocromo Oxidase revelou-se muito inten
sa, dando um contraste visivel tanto em nivel Otico como ultra-es
trutural, nas células de miocardio parasitadas ou nao pelo Trypa
nosoma cruzi bem como nos parasitas intracelulares e nos libera-
dos no meio de cultura. A técnica usada, descrita em Materiais e
Métodos fez uso da diaminobenzidina (DAB) como doador de hidrogé
nios da reacao e marcador da atividade da enzima. Os melhores re
sultados foram obtidos com a utilizagao de Tampao cacodilato 0.1M

pH 7.2 tanto na fixagao como no meio de incubagao.
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Nivel otico: Pequenos graos de cor marron foram encontrados em
volta do nlGcleo das células ou rodeando os parasitos em todo o
citoplasma disponivel na célula parasitada (fig. 5). No interior
dos parasitos, tanto intracelulares comd nos livres, a reagao se
revela bem mais fraca. Com o cianeto de potdssio a reagao foi

totalmente inibida (fig. 6).

Nivel ultra-estrutural: O produto eletron-denso se localiza in
tensamente nas mitocondrias da célula hospedeira, nas regioes
das cristas e membrana interna (fig. 7). Nas formas esferomasti
gotas e epimastigotas e nas livres no meio a reacao & também mui
to forte localizando-se nas cristas e membrana interna em todas
as regioes da mitocondria do corpo celular do parasito (figs.8-
10).

Controle: Esta reacao foi inibida por 0.01M de Cianeto de Potas

sio (KCN) adicionado ao meio de incubagao.

Succinato Desidrogenase (E.C. 1.3.99.1)

Em células de miocardio parasitadas pelo T. cruzi lo
calizamos esta enzima a nivel 6tico e eletronico. A melhor loca
lizagao do sitio de atividade da enzima foi obtida com a fixacgao
de glutaraldeido a 1% e Paraformolaldeido a 1% em Tampao fosfa-

to 0.1M pH 7.4, a temperatura ambiente.

Localizagao a nivel Otico: As células apresentam intensa reagao
ao redor do nucleo. Nas células parasitadas graos de cor azul fo
ram observados em todo o espago citoplasmatico Gtil (figs.11-12)
Nas formas intracelulares esferomastigotas e epimastigotas a re
acao se apresenta na forma de 5, 6 ou 7 graos azuis (fig. 13) e
nos tripanosomas livres aproximadamente de 8 a 15 graos (figs.

14-17). Uma melhor visualizacgao foi obtida quando utilizamos o
método de contraste de amplitude associado ao contraste interfe
rencial de Nomarski (Allen et al., 1969) tendo-se obtido idénti

co resultado no estudo das demais enzimas.

Localizagao a nivel ultra-estrutural: A nivel ultra-estrutural a
reagao nao foi tao evidente quanto aquela encontrada com a cito-
cromo oxidase. O produto eletrondenso se localiza numa reagao

moderada tanto na célula hospedeira quanto no parasito. Nas ce

lulas hospedeiras a reagao se revela na membrana interna e nas
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cristas mitocondriais. Nos parasitos intracelulares e nos libe-
rados no meio a reacao & observada na membrana interna e nas
cristas em todas as regioes da mitocdondria do corpo celular (figs
18-20).

Controle: Esta reacao foi inibida por 0.05M de Malonato adicio-

nado ao meio de incubacgao.

Isocitrato Desidrogenase (E.C. 1.1.1.42)

A Isocitrato desidrogenase foi facilmente revelada a
nivel 6tico e eletronico porque apresenta uma reagao mitocondri
al intensa. Como melhor método de fixagao utilizamos glutaralde
ido 2,5% em tampao fosfato 0.1M pH 7.4 durante 20 minutos a tem

peratura ambiente.

Nivel dtico: Uma reacao muito forte & encontrada na forma de
graos azuis em células normais ou parasitadas pelo Trypanosoma

cruzi, em volta do ntcleo ou dos parasitos e ocupando o citoplas
ma disponivel da célula parasitada (figs. 21, 23, 26). Nas for
mas intracelulares esferomastigotas e epimastigotas a reacgao se
revela na forma de 5-8 graos (figs. 22-24) e nos tripomastigotas
de cultura, cerca de 8 a 15 graos azuis ao longo do corpo de pa

rasito (fig. 25).

Nivel ultra-estrutural: O produto eletron-denso e localizado na
membrana interna e nas cristas mitocondriais das células normais
ou parasitadas. Nos parasitos intracelulares e nos liberados no
meio a reagao muito intensa & vista nas cristas e na membrana in

terna de toda a mitocondria (figs. 27-29).

Controle: Com a omissao do substratc especifico no . meio de incu

bacao nao se observou reagao.

aGlicernfosfato Desidrogenase (E.C. 1.1.2.1)

A melhor evidenciacgao do sitio de atividade da enzi-
ma foi obtida com a fixagao em glutaraldeido a 1% e paraformol-
aldeido a 1% em tampao fosfato 0.1M pH 7.4 durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Menadione (Vitamina K3) foi acrescentado
ao meio de incubacao agindo como aceptor intermediario dos ele

trons na reacao.
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Nivel otico: Uma reacao moderada ao redor do nucleo das células
parasitadas ou nao pelo Trypanosoma cruzi e em volta dos parasi
tos intracelulares foi observada (figs. 30, 32). No interior das
formas intracelulares sao notados 5-7 graos para as formas esfe

romastigotas (fig. 31).

Nivel ultra-estrutural: O produto eletron-denso se localiza ti-
picamente na membrana interna da mitocondria das células hospe-
deiras e nos parasitos intracelulares bem como nos liberados no
meio. Poucas cristas apresentaram reagao (figs. 33-34). O sitio
de atividade da enzima parece ser mais de superficie externa de

membrana interna mitocondrial e a reagao nao &€ muito intensa.

Controle: Com omissao de substrato especifico no meio de incuba

¢ao nao se observou produto de reacgao.

B-Hidroxibutirato Desidrogenase (E.C. 1.1.30)

Os melhores resultados foram obtidos com a fixagac an
glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0.1M pH 7.4 durante 15 minu
tos a temperatura ambiente e acrescentando 5mM de MgCl2 ao meio

de incubagao.

Nivel Otico: Uma reagao moderada foi observada em volta do nu
cleo das células nao parasitadas, em volta das formas intracelu
lares e em todo o citoplasma util da célula hospedeira. Nos pa
rasitos intracelulares a reagao se revela bem mais fraca. Em
contraste interferencial de Nomarski uma melhor visualizacgao da

reagao foi obtida (fig. 35).

Nivel ultra-estrutural: A reagao mitocondrial se revela fortemen
te na membrana interna. Poucas cristas apresentam reagao. O si
tio ativo desta enzima est& localizado na face mais externa da
membrana mitocondrial interna voltada para a membrana externa da
mitocondria (figs. 36-37). Nas células hospedeiras a reagiao &
moderada e se localiza tanto na membrana interna como nas cris

tas mitocondriais.

Controle: Com a omissao do substrato especifico ao meio de incu

bagao nao se observou reacao.

NADPH Tetrazolio Redutase (NADPH DIAFORASE).

Na revelagcao desta enzima os melhores resultados fo



ram obtidos com uma fixagao de glutaraldeido a 2,5% em tampao

fosfato 0.1M, pH 7.4 a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Nivel Otico: Uma reacgao intensa localizada ao redor do nacleo e
dos parasitos intracelulares bem como no citoplasma das células
normais (figs. 38-39). Nas formas esferomastigotas e epimastigo
tas a presenca de 5-7 graos revela a regiao da mitocondria dos
parasitos (figs. 38, 39). E 8 a 15 graos de cor azul foram obser

vados nas formas tripomastigotas (fig. 40).

Nivel ultra-estrutural: O produto eletrondenso foi observado

nas cristas e na membrana interna mitocondriais da célula hos
pedeira indicando uma intensa reagao. Nos parasitos intracelula
res e nos livres no meio a reagao € vista nas cristas e na mem

brana interna de todas as regiodes da mitocdndria (figs. 41-43).

Controle: Com omissao da coenzima reduzida ao meio de incubacgao

nao se observou reagao.
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LEGENDAS

Fig. 1 -
Fig. 2 -
‘Figs.3 e

Células de miocardio com 12 dias de cultivo fixadas em
BOUIN e coradas com GIEMSA. Cultura ricamente parasita
da apresentando formas esferomastigotas em divisao (!).
Niicleo (N).X 1800

Corte fino de uma célula contendo dois parasitos, con
trastada com Acetato de Uranila e Citrato de Chumbo.To
das as estruturas membranosas mostram o0 mesmo contras-
te. X 30000

4 - Parasitos intracelulares, contrastados apenas du
rante dois minutos com citrato de Chumbo para facili-
tar a visualizagao do material. As estruturas nao  se
apresentam contrastadas. Cinetoplasto (C) fig.3; Mito-
condria (M) fig. 4; fig. 3 - X 30000; fig. 4 - X 30000






Fig.

Fig.
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5 - Células de miocardio revelando a atividade da enzima

6

Citocromo Oxidase. No campo, células sem parasitos cam
nicleo (N) e mitocondrias no citoplasma na forma de
graos marrons. A seta indica uma célula parasitada,com

as mitocondrias em volta do parasito. X 1200

A reagao para revelagcao da Citocromo Oxidase foi inibi
da pelo Cianeto de Potassio. As setas indicam células
cheias de parasitos. As mitocdndrias nao sao evidencia

das neste controle. X 1200

Fig 7 - Ultra-estrutura de uma célula de miocardio apresentando

forte reagao na mitocondria na membrana interna e nas

cristas mitocondriais (M). X30000
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Citocromo Oxidase

Fig. 8 - Parasito liberado da célula mostrando o cinetoplasto
(C) e forte reagao na membrana interna e nas cristas

mitocondriais. X 60000

Fig. 9 e 10 - Parasitos intracelulares mostrando o sitio de a
tividade da Citocromo Oxidase numa reacao forte na
mitocondria na membrana interna e nas cristas mitocon
driais (}). fig. 9 X 45000; fig. 10 X 30000
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Fig. 11 e 12 - Cé&lulas de miocardio parasitadas pelo Trypanosoma
cruzi revelam a presenca da Succinato Desidrogenase nas
mitocondrias visiveis na forma de graos azuis em volta
dos parasitos (}) e ocupando todo o citoplasma Gtil da
célula parasitada. fig. 11 X 1500; fig. 12 X 1500

Fig. 13 - Forma de transicao do parasito mostrando reacao da
Succinato Desidrogenase na forma de 5 a 7 graos azuis.
X 1500

Figs. 14 e 16 - Parasitos livres no meio mostrando a presenca da
Succinato Desidrogenase na forma de 8 a 15 graos de
cor azul (¢ ) fig. 14 X 1500; fig. 16 X 1500

Fig. 15 - Trypanoscma cruzi livres no meio. A seta indica a pre-
senca da reacgao da Succinato Desidrogenase na forma de
graos azuis (8 a 15) numa melhor visualizagao com o

contraste Nomarski de Amplitude. X 1500

Fig. 17 - Formas esferomastigotas e tripomastigotas mostram a
presenca da Succinato Desidrogenase. A seta indica um
dos parasitas livres com a reagao em que OS graos azuis

aparecem em relevo. Contraste Nomarski de Amplitude.
X 1500
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Figs. 18 e 19 - Ultra-estrutura de parasitos intracelulares mos
tram a reagao da Succinato Desidrogenase na mitocOn =
dria na membrana interna e nas cristas mitocondriais.
Cinetoplasto (C), mitocondria (M) fig. 18 X 45000
fig. 19 X 60000

.
I

Fig. 20 - Corte de célula de miocardio parasitada vendo-se a
reagao da Succinato Desidrogenase na mitocondria (M )
nas cristas e membrana interna mitocondriais. Nucleo
(N) X 45000






Fig.

Fig. 22 -
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Isocitrato Desidrogenase

21 -~ Contraste de Fase. Célula cheia de parasitos que reve

lam o sitio de atividade da Isocitrato Desidrogenase
numa reagan muito forte na forma de graos azuis. A se
ta indica uma célula onde pode se seguir o trajeto da
mitocondria na forma intracelular esferomastigota.

X 1500

O mesmo parasito aumentado, em campo claro, mostra o
trajeto da mitocondria no corpo celular numa reagao

visivel na forma de 7 a 8 graos. X 2200

Figs. 23 e 24 - Célula parasitada de miocardio mostrando a ati

Fig.

Fig.

25

26

vidade da enzima no citoplasma celular e na forma es
feromastigota do parasito assinalada na seta (fig.23).
A mesma célula & vista em aumento maior (fig. 24).Fig.
23 X 1500; fig. 24 X 2200

Parasitos livres no meio revelam a atividade da enzi-

ma na forma de 8 a 15 graos azuis (.4 ). Contraste

Nomarski de Amplitude X 1800

Uma célula muito parasitada onde se vé o nicleo (N) e
o citoplasma cheio de formas esferomastigotas e forte
reagao nas mitocondrias que ocupam o citoplasma livre

da ceélula. Contraste Nomarski de Amplitude. X :1800
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Isocitrato Desidrogenase

Fig. 27 - Parasito intracelular mostrando forte reacao' na mito-
condria (M) na regiao das cristas e membrana interna
(). X 4500

Figs. 28 e 29 - Parasitos intracelulares sao vistos com reagao
nas cristas e membrana interna mitocondriais. Nuacleo
(N) e Cinetoplasto (C). Fig. 28 X 30000; fig. 29
X 30000
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aGlicerofosfato Desidrogenase

Fig. 30 - Fotografia em campo claro mostrando o sitio de ativi-
dade da enzima. As setas indicam o local das mitocon-
drias que sao vistas como graos azuis em volta dos pa

rasitos. X1500

Figs. 31 e 32 - A reacao & vista em volta dos parasitos, no ci
toplasma disponivel da célula (fig. 32) ou na forma
de 5 a 7 graos azuis nas esferomastigotas ( {). Fig.
31 X 1800; fig. 32 X 1000

Fig. 33 - Localizagao dadGlicerofosfato Desidrogenase numa rea-
cao de membrana interna mitocondrial ( | ). Vé-se a con

tinuidade do cinetoplasto (C) com a mitocondria (M)
X 45000

Fig. 34 - Célula de miocardio com parasitos mostrando num deles
a reagao moderada da enzima na membrana interna da mi
tocondria (M). Cinetoplasto (C), Nacleo (N). As setas
assinalam as mitocondrias da cé&lula hospedeira que

ocupam as espagos entre os parasitos.” X 30000






Fig. 35 -
Fig. 36 -
Fig. 37 -

BHidroxibutirato Desidrogenase

Campo com células parasitadas onde a reagao & vista
em volta dos parasitos intracelulares e no espago ci
toplasmatico livre da cé&lula hospedeira. Contraste
Nomarski de Amplitude. X 1800

Ultra-estrutura de um parasito liberado no meio com
forte reagao na membrana interna da mitocondria (M).
Nicleo (N) e Cinetoplasto (C) X 45000

Parasito liberado no meio mostrando uma reagao de
membrana interna em varias regioes da mitocdndria do
corpo celular (|} ). Cinetoplasto (C) NGcleo (N)

X 30000
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NADPH tetrazolio redutase

Fig. 38 - Campo mostrando parasitos intracelulares com reagao

mitocondrial na forma de graos azuis (| ) X 1500

Fig. 39 - A mesma célula em aumento maior revelando a presencga
da NADPH tetrazolio redutase na forma de 6 graos a

zuis () X 2200

Fig. 40 - Parasitos livres no meio revelam a presenca da enzima

na forma de 8 a 15 graos azuis (| ) X 1800

Figs. 41 e 42 - Parasitos intracelulares com forte reagao de
cristas () e membrana interna mitocondriais. Vé-se
a continuidade do Cinetoplasto (C) com a mitocoOndria
(). Flagelo (F) fig. 41 X 4500; fig. 42 X 45000
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Fig. 43 - Célula de miocardio cheia de parasitos mostram numa
reacao forte a enzima NADPH tetrazolio redutase na
membrana interna e cristas mitocondriais (M). Cineto
plasto (C); Nacleo (N) fig. X 22500






DISCUSSAO

O Trypanosoma cruzi tem um ativo sistema citocromo
durante o seu inteiro ciclo de vida (Hill, 1970). Ha uma associ
acao funcional do transporte de eletrons ao sistema citocromo
mitocondrial e ds reagoes enzimaticas do ciclo do acido tricar-
boxilico (Do Campo et al., 1978).

Com a finalidade de obter dados para a compreensao do
sistema de transporte de eletrons nas formas epimastigotas do
Trypanosoma cruzi e posterior comparagao com o sistema de trans
porte de eletrons das outras formas (esferomastigotas e tripomas
tigotas) Figueiredo (1973) estudou o efeito de varios inibidores
respiratOrios na presenca de glicose e succinato. Na presenca de
glicose a respiracao foi inibida por KCN, azida sdodica, Antimi-
cina A e Rotenona. Em presenca de succinato sO Rotenona nao mos
trou efeito respiratdorio indicando que a Succinato Desidrogena-
se esta ligada a uma flavoproteina da mesma forma que em outros
sistemas bioldgicos.

Gutteridge et al. (1978) mostraram em estudos biogui

micos preliminares que formas intracelulares, de sangue e d

0]

cultura acelular tem um sistema respiratdorio que &, em parte
sensivel ao cianeto e que em todas as formas sintetizam acidos
nucleicos e proteinas quando incubados in vitro. O consumo de
O2 das formas intracelulares e de sangue mostraram-se semelhan-
tes as formas de cultura acelular o que sugere que diferencgas
na respiracao entre as diferentes formas nao sao tao extremas
quanto as dos Tripanosomas do subgrupo Trypanosoma brucei des

critas por Vickerman, 1962.

Citocromo Oxidase (E.C. 1.9.3.1)

A atividade de citocromo oxidase tem sido demonstra-
da em cortes de tecidos tanto a nivel otico (Seligman et al.
1958) como ultra-estrutural (Seligman et al., 1964) com NaDi re
agentes (i naphtol dimethyl-p-phenylenediamina) em masculo car
diaco, sendo sempre encontrado na mitocondria. Com a introdugao
recente de analogos de bis-orthophenylenediamina, 3'3 diaminoben
zidina (DAB), ocorreu um significante avanco na citoquimica

(Seligman et al., 1975). Os achados citoquimicos corroboraram



com a extensiva evidéncia bioquimica que as enzimas da cadeia
respiratoria residem nas cristas bem como na membrana interna

da mitocondria (Lehninger, 1964, Seligman et al., 1968). Cito-
cromo Oxidase & um polimero complexo formado de varias sub-uni
dades que incluem Citocromo ¢, a, e aj e dois elementos de co
bre.

A reacgao mitocondrial que & confinada a membrana in
terna e crista mitocondrial e & inibida pelo cianeto de potas-
sio (KCN) e azida s&ilica & atribuida a reagao do citocromo a,
az e O2 com o citocrcmo ¢ que & o recipiente dos eletrons rea
gentes (Seligman et al., 1975). O produto da reagao "osmium
black" revela o segmento terminal ou triplete da cadeia respi-
ratoria transportadora de eletrons.

O Trypanosoma cruzi pertence ao grupo dos tripanoso
mas que contém o Sistema Citocromo sendo que os dados bioquimi
cos existentes se referem a formas epimastigotas de cultura e
formas sangliicolas (Von Brand & Johnson, 1946, Fulton & Spooner,
1959). E justificavel supor que todos os tripanosomatideos de
insetos e formas de intestino cianeto sensiveis tem um sistema
citocromo localizado na mitocondria sendo.que este sistema tam
bém esta presente em formas de sangue do T. cruzi e do T.lewisi
e espécies de Leishmania (Hill, 1970).

Cosgrove (1966) localizou citoquimicamente citocromo
oxidase no cinetoplasto de varias espécies de Crithidia incluin
do Crithidia fasciculata e outros tripanosomatideos de insetos
como Leptomonas collosoma e Blastocrithidia culicis a nivel de
microscopia otica. A nivel ultra-estrutural, o mesmo autor 1lo
calizou éitocromo oxidase em Crithidié fasciculata com a técni
ca da diaminobenzidina (Seligman et al., 1968). Também com a
técnica da diaminobenzidina, Barber & Ward (1972) localizaram
esta enzima no Trypanosoma brucei e De Souza et al. (1977) de-
tectaram citocromo oxidase em Herpetomonas samuelpessoai.

No Trypanosoma cruzi a presenga da Citocromo Oxida-
se a nivel de microscopia 6tica foi primeiro revelada por
Kallinikova (1968) em todos os estagios do ciclo de vida: amas
tigota, epimastigota, formas metaciclicas de cultura bem como
Tripomastigotas e amastigotas de camundongos infectados. O au

tor utilizou a reacao de Moog baseada na deposicao de graos a
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zuis de indophenol nos locais de atividade da enzima, mostrando
uma alta atividade em todos os estagios de vida deste kinetoplas
tida.

Recentemente, Warton (1977) no Congresso de Protozoo
logia em Nova York comunicou em breve nota ter localizado cito-
quimicamente a nivel de microscopia otica e eletronica a ativi-
dade da Citocromo Oxidase em T. cruzi. A nivel &tico usou d naph
tol e dimethyloparaphenylodiamine e a nivel ultra-estrutural re
velou a atividade enzimatica pelo método de DAB.

No nosso trabalho localizamos a citocromo oxidase tan
to a nivel otico (Seligman et al., 1968) como a nivel ultra-es-
trutural (Anderson et al., 1975) pela técnica da diaminobenzidi
na, numa reagao que se revelou muito intensa tanto nas mitocon-
drias da célula hospedeira como nos parasitas intracelulares ou

livres no meio.

Succinato Desidrogenase (E.C. 1.3.99.1)
Segundo Baerpnstein (1955) o succinato &, sem duvida

um dos principais produtos finais do T. cruzi em cultura acelu-

lar. A succinato desidrogenase é uma flavoproteina ligada a
mitocondria,descrita por Thumberg (1909) e que catalisa a rea.’
cao:

Succinato + aceptor —= Fumarato + aceptor reduzido

Seligman e colaboradores (1971) localizaram esta en-
ma nas cristas mitocondriais e no compartimento externo de célu
las musculares cardiacas e esqueléticas. Resultados semelhantes
foram observados na mitocondria das células pilosas da coclea
(Spector, 1975).

A presencga da succinato desidrogenase em T. cruzi foi
assinalada por Seaman (1953) e Agosin & Von Brand (1955) em ho-
mogenizados e fracoes .celulares utilizados nos estudos bioquimi
cos. Estes Ultimos autores mediram a atividade da enzima bem
como sua inibic¢ao pelo malonato.

Segundo Spector (1975) a succinato desidrogenase
uma enzima facilmente inibida num tempo minimo de 3 minutos ou
.mais de fixacao em glutaraldeido e paraformolaldeido. Andersen

& Hoyer (1973) propoem como recurso de preservagao da atividade
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nativa da enzima, uma fixacao de apenas 5 minutos com glutaral-
deido e paraformolaldeido.

O dimethyl sulfoxido (DMSO) utilizado no meio de in
cubacao facilita a penetragao do succinato e das duplas cargas
positivas de sal Dystyril NitroBlue Tetrazolium (DSNBT) (Spector,
1975) através das membranas celulares preservando as estruturas.
Para Andersen e Hoyer (1973) o DMSO tem o possivel efeito de fa
cilitar o transporte de eletrons do grupo Tiol das desidrogena-
ses para os aceptores de Tetrazolio.

Pearse (1972) refere que, na pratica, a investigacgao
desta enzima & comumente realizada pela técnica padrao da redu-
gao de sais de tetrazolio mas a acurada interpretagao do nivel
da atividade da enzima nao pode ser feita sem o conhecimento do
nivel de CoQ na mitocondria das células estudadas desde que es
ta coenzima supostamente conecta parte da flavoproteina do com
plexo succinooxidase com o sistema citocromo e age similarmente
como transportadora entre a flavoproteina desidrogenase e o sal
de tetrazolio no método histoquimico.

Cosgrove (1966) localizou com sais de tetrazolio a
succinato desidrogenase em Crithidia fasciculata.

Chacravarty et al. (1962) demonstraram histoquimica-
mente a presenca desta enzima em culturas acelulares e em tri-
pomastigotas sangliicolas de T.cruzi, com o sal NBT em presenca
de brilhante cresyl, na forma de graos azul escuro localizados
no citoplasma e no interior do flagelo nas formas de
cultura e, sO no citoplasma, nas formas sangliicolas. A presencga
de grandes graos azuis no citoplasma, & para os autores, consis
tente com a sua localizagao mitocondrial.

Lehmann & Claflin (1965) localizaram esta enzima nu
ma cepa de T. cruzi mantida em meio acelular utilizando a técni
ca de Barka e Anderson, que usaram sais de tetrazolio. A reacgao,
sem localizag¢ao particular,apresentou-se como graos situados por
todo o citoplasma do flagelado.

Neste trabalho testamos para localizagao ultra-estru
tural, 4 métodos de fixagao, descritos em Material e Métodos
sendo os melhores resultados obtidos fixando-se com 1% de gluta
raldeido e 1% paraformolaldeido em tampao fosfato 0.1M pH 7.4 a

crescido de 7% de sacarose durante 10 minutos a temperatura am
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biente.

Como aceptores de hidrogénios da reagao utilizamos e
sal de tetrazolio NBT para nivel Otico e DSNBT para nivel ultra-
estrutural. A reagao se revelou moderada localizando-se tanto nas

células como nos parasitos.

Isocitrato Desidrogenase (E.C. 1.1.1.42)
Duas desidrogenases isocitricas ligadas a coenzima I

(NAD) e a coenzima II (NADP) catalisam reacoes de descarboxilacao

LS Isocitrato + NADP <~— 2 oxoglutarato + NADPH + H+ + CO2

A importancia da isocitrato desidrogenase vem de seu
papel no ciclo de Krebs.

Em 1956, Agosin & Weinbach trabalhando com homogeniza
dos e fragoes celulares do Trypanosoma cruzi conseguiram uma pu
rificagao de 50 vezes, de uma desidrogenase isocitrica NAD liga-
da que era inibida fortemente por p-cloremercuribenzoato e menos
marcadamente pelo sulfato de cobre. As evidéncias da presencga da
enzima, para os autores, foi a obtengao do acido 2 oxoglutirico
como produto de reagao e a redugao do NAD na presenga do DL aci-
do isocitrico.

Estudos bioquimicos de Hill & White (1968) localizaram
isocitrato desidrogenase entre as proteinas mitocondriais de Cri
thidia fasciculata. Marr & Weber (1969) estudaram a inibigao des
‘ta enzima pela agao de nucleosideos trifosfatados em Crithidia
fasciculata.

Tentativas de localizacao desta enzima foram feitas
por Lehman & Claflin (1965) em formas de cultura acelular do Try
panosoma cruzi, fixadas ou nao, com tempos de incubagao de 1 ho-
ra utilizando sais de tetrazolio, sem que, no entanto, fossem
bem sucedidas.

Cosgrove (1966) localizou citoquimicamente isocitra-
to desidrogenase no condrioma de Crithidia fasciculata a nivel
de microscopia 6tica usando sais de tetrazolio.

A demonstragao desta enzima no Trypanosoma. cruzi pre
ve evidéncia adicional da realizacao do ciclo de acido.tricarbo-

xilico neste parasito.



Os resultados da nossa investigagao foram possiveis
com a enzima NADP ligada. A isocitrato desidrogenase pode ser
revelada tanto pela coenzima I como pela coenzima II. Os melho-
res resultados histogquimicos por nos obtidos foram com a coenzi
ma II (NADPH). A atividade da enzima & muito intensa tanto nas

células hospedeiras como nos parasitos.

e¢Glicerofosfato Desidrogenase (E.C. 1.1.2.1)
Existem duas enzimas GDP nos tecidos animais, uma
NAD ligada e outra mitocondrial entrando na cadeia respiratoria

pelo FAD. A flavoproteina ligada a mitocondria oxida a reagao:

L glicerol 3 fosfato + aceptor —= Dihidroxiacetona fosfato +

aceptor reduzido

Esta enzima foi primeiro estuda por Green em 1936,que
mostrou ser esta enzima uma desidrogenase citocromo redutora. Es
tudos posteriores de Ringler & Singer (1959) em mitocondrias de
cérebro de porco, mostraram que existe uma competigao entre a
succinato desidrogenase e asglicerofosfato desidrogenase na ca
deia respiratéria que pode ser demonstrada tendo como aceptor
terminal de eletrons o 02 ou citocromo e, sendo as duas enzimas
estruturalmente e funcionalmente interligadas. Antes, em 1955,Wu
& Tsou ja haviam concluido que uma cadeia respiratOria comum ser
via as duas enzimas.

A demonstragao histoquimica da{GDP mitocondrial foi
possivel com a descoberta de Wattemberg e Leong (1960) que Ména
dione (vitamina K3) podia efetivamente transferir eletrons da
enzima flavoproteiha reduzida. para o sal de tetrazolio. Para
Lehninger (1970) adAGDP mitocondrial & uma enzima fortemente 1i
gada a membrana interna da mitocondria.

Ndo encontramos evidéncias bioquimicas e citoquimicas
da presencga desta enzima no Trypanosoma cruzi. Nossos estudos
fornecem dados da presenga da flavoproteina na mitocondria tan
té nas céelulas de miocardio de embriao de pinto como no Trypano

soma cruzi que as parasita.

‘8 Hidroxibutirato Desidrogenase (E.C. 1.1.30).

Esta enzima faz parte do metabolismo dos lipidios e



entra na cadeia transportadora de eletrons pelo NAD catalisando
a reagao:

D3 hidroxibutirato + NAD —— Acetoacetato + NADH+H+

Em 1960, Lehninger demonstrou que a enzima BHBD NAD
ligada era localizada na mitocondria de tecidos animais. Em tra
balho posterior, em 1962, Wise e Lehninger, na mitocondria de
figado de rato, tiveram evidéncias da especifica relagao entre

BHBD e a cadeia respiratdria sendo sua estabilidade relaciona-
da com a interacao da cadeia e o Succinato, NAD e ATP.

Nao encontramos referéncias de investigagao biogquimi
ca ou citoquimica desta enzima no Trypanosoma cruzi . Nesses es
tudos revelam a presenca desta enzima tanto nas celulas embrio-

narias de coracgao de pinto como nos parasitos.

NADPH Tetrazolio Redutase (NADPH diaforase)

As coenzimas especificas agem como transportadoras na
passagem de eletrons e hidrogénios do substrato original para o
oxigénio molecular.

A localizagao histoquimica das NADH e NADPH diafora-
ses foi realizada primeiro por Farber et al. (1956). Para a Co
enzima I (NAD) usaram uma desidrogenase exdgena junto com o
substrato e oxidaram NAD com o fim de gerar NADH como substrato
para a diaforase intrinseca dos tecidos. Para a Coenzima II (NADP)
conseguiram demonstra-la sem o auxilio da desidrogenase exdgena
fornecendo contudo um substrato para a desidrogenase enddgena .
Em 1958, Nachlas, Walker & Seligman em cortes de rim e estOmago
de rato apresentaram seus resultados obtidos com um novo sal
NitroBluetetrazolio (NBT) na demonstracao da NADH diaforase. Em
bora obtivessem uma melhor. localizag¢ao da diaforase este método
nao demonstrou todos os sitios de atividade da enzima a menos
gque uma desidrogenase exdgena fosse acrescentada. Scarpelli, Hess
& Pearse (1958) localizaram citoquimicamente com sais de tetra-
zolio tanto a NADH como a NADPE nas mitocondrias de glandulas
salivares, estOmago e figado de rato. Os autores acharam que a
Otima reducgao dos sais de tetrazolio ocorre quando a coenzima
tem a mesma concentracao do substrato (0.1M) embora bons resul-
tados sejam obtidos usando 1/10 dessa quantidade (0.01M). A co-

enzima reduzida pode ser considerada substrato para a diaforase:
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X i
NADPH + Tetrawzolio <—— NADLP + Formazana

Em alguns tripanosomatideos a morfologia mitocondri-
al foi demonstrada com a NADH tetrazolio redutase. Massey (1960)
em formas epimastigotas de cultura do Trypanosoma mega e
Vickerman (1965, 1969) em formas tripomastigotas sangliicolas de
Trypanosoma brucei e Trypanosoma congolense demonstraram O mes
mo sitio de atividade desta enzima.

Em 1968, Fallinikova demonstrou a presenca de NADH e
NADPH em todos os estagios de vida do Trypanosoma cruzi por meio
de sais de tetrazolio. Tanto wmas formas de cultura acelular co
mo nos tripomastigotas e esferomastigotas de Orgaos de camundon
gos infectados o produto de reagéo aparecia na forma de graos
irregulares sobretudo para a NADPH tetrazolio redutase.

No nosso estudo, a reagao citoquimica se revelou mui
to intensa tanto nas células hospedeiras como nos parasitos in
tracelulares e livres no meio, numa localizacao a nivel Otico e

ultra~estrutural.



CONCLUSAO

Nossos achados citoquimicos confirmam os resultados
das investigacoes de Lehninger (1970) gue demonstraram que as
enzimas do ciclo de Krebs se encontram na membrana interna e

na matriz mitocondriais e nos permitem concluir:

1. Mostraram localizagao semelhante, embora com va-
riagOes na intensidade da reagao, as seguintes enzimas: Citocro
mo Oxidase, Succinato e Isocitrato Desidrogenase e NADPH tetra-
zolio Redutase. A reacao citogquimica foi evidenciada na membra-
na interna e cristas mitocondriais do Trypanosoma cruzi intrace
lular e do liberado no meio e também nas mitocondrias das célu-
las hospedeiras. Com a Succinato Desidrogenase foi visto uma re
acao moderada enquanto que com Isocitrato Desidrogenase, MNADPH
tetrazolio Redutase e Citocromo Oxidase observou-se uma reagao

muito forte.

2. As enzimas da via dos lipidios aGlicerofosfato e
B Hidroxihutirato Desidrogenases, que entram na cadeia transpor
tadora de eletrons a primeira pelo FAD e a segunda pelo NAD,mos
traram o mesmo sitio de atividade apresentando uma reagao de
membrana interna mitocondrial. Raras cristas sao vistas com re
agao. A intensidade da reac¢ao variou nas duas enzimas sendo for
te com a B Hidroxibutirato e moderada com a a Glicerofosfato De

sidrogenase.

3. Os dados obtidos de nossa investigagao permitem
concluir que nao existem acentuadas diferencas no metabolismo
respiratorio do Trypanosoma cruzi, nas diferentes fases evoluti
vas por que passa nas células de miocardio de embriao de pinto

ou nas formas encontradas livres no meio.



LOCALIZAGCAO HISTOENZIMOLOGICA
REACAO MITOCONDRIAL

Trypanosoma cruzi Célula
o, Dentro da ce  Fora da ce Hospedeira
& lula lula
M.T. C.M. M.I. C.M. M.I. C.M.
SDH D 2 2 2 2 2 2
ciclo IC D 3 3 3 3 3 3
de
NADPH 3 3 3 3 3 3
Krebs
Cit.Oxi. 3 3 3 3 3 3
_ [ HBD
Via (NAD) 2 0 3 0 1 1
dos
Lipidios o cop 1-2 0 2 0 1
(FAD)
As reacgoes foram aferidas subjetivamente segundo o)

seguinte critério:

0 - Reacao Negativa
- Reagao Fraca
2 - Reag¢ao Moderada

Reacao Intensa

Nomenclatura:
M.I. - Membrana Interna

C.M. - Crista Mitocondrial



SUMARIO

Um estudo citoquimico a nivel de microscopia otica e
eletronica foi feito para localizar enzimas mitocondriais do
Trypanosoma cruzi em culturas de tecido usando miocardio de em
briac de pinto infectado pela cepa Y. As seguintes desidrogena-
ses foram reveladas pelo uso de sais de tetrazolio como acepto-
res de hidrogénio da reacgao: Succinato Desidrogenase (E.C.1.3.
99.1), Isocitrato Desidrogenase (E.C. 1.1.42), o Glicerofosfato
Desidrogenase (E.C. 1.1.2.1), B Hidroxibutirato Desidrogenase (E.
C. 1.1.1.30) e NADPH tetrazolio Redutase (NADPH diaforase). A
nivel 6tico a reagao se revela intensa na forma de graos de cor
azul (sal NBT) localizados'no citoplasma das células, em volta
do nGcleo e em todo o espago citoplasmatico 1util nas células
parasitadas.

Nas formas intracelulares esferomastigotas (amastigo
tas) e epimastigotas a reagao se revela na forma de 5 a 7 graos
e nas formas livres de 8 a 15 graos para as enzimas Isocitrato
e Succinato Desidrogenases e NADPH tetrazolio Redutase.

A nivel ultra-estrutural o preduto eletrondenso (sal
DS NBT) se localiza nas mitocondrias da célula hospedeira ra
regiao das cristas e membrana interna mitocondriais. Nas formas
intracelulares também a reagao € de cristas e membrana interna
em todas as regices da mitocondria do corpo celular.

Para as enzimas da via dos lipidios aGlicerofosfato
e BHidroxibutirato Desidrogenases a reagao se revelou de membra
na interna mitocondrial. Raras cristas sao vistas com reacao.

‘A atividade da Citocromo.Qxidase (E.C. 1.9.3.1) foi-
melhor revelada utilizando-se Diaminobenzidina ({(DAB) como doador
de hidrogénio da reagao. A localizagao desta enzima na forma de
graos marrons no citoplasma celular e num produto eletron-denso
nas cristas e membrana interna das mitocdndrias das células e
parasitos intracelulares se revelou semelhante as das enzimas
descritas acima: Isocitrato e Succinato Desidrogenases e NADPH

tetrazolio Redutase.
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SUMMARY

In order to locate the activity of mitochondrial
enzymes in Trypanosoma cruzi in tissue cultures a cytochemical
study at light and electron microscopic levels was performed
using chick embryo heart muscle cultures infected by the Y
strain of the parasite.

Tetrazolium salts were used as hidrogen aceptors of
the reaction to locace Succinate Dehydrogenase (E.C. 1.3.99.1),
Isocitrate Dehydrogenase (E.C. 1.1.42), oGlycerophosphate
Dehydrogenase (E.C. 1.1.2.1), BHydroxybutyrate Dehydrogenase
(E.C. 1.1.1.30) and NADPH Tetrazolium Redutase. Light microscopy
showed an intense reaction. Blue granules (NBT salt) were seen
within the cytoplasm of the cells in the region of the nucleus.
In parasitized cells they were seen throughout the cytoplasm
not occupied by parasites. Isocitrate Dehydrogenase, Succinate
Dehydrogenase and NADPH Tetrazolium Redutase activity was
revealed as 5 to 7 granules in the spheromastigotes {amastigote)
and epimastigotes and as 8 to 15 granules in the trypomastigotes.

At the ultrastructural level the electrondense product
( DS NBT salt) was concentrated in the host cell mitochondria
at the region of the cristas and inner membrane. In the
intracellular forms of the parasite the reaction also occurs
at the cristae and inner membrane in all regions of the
mitochondria.

For the lipid pathway enzymes o Glycerophosphate
Dehydrogenase and P Hydroxybutyrate Dehydrogenase the reaction
was mainly located at the inner membrane of tle mitochondria.’
Few cristae were seen with the reaction.

Cytochrome Oxidase (E.C. 1.9.31.1) activity was best
revealed with the use of diaminobenzidine (DAB) as hydrogen
donor and sodium cacodylate (0.1M, pH 7.2) as buffer. At the
host cells and intracellular parasites the activity was observed
in the form of brown granules in the cytoplasm and as an electron

dense product at the cristae and inner membrane of the mitochondria.
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