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Análise da expressão de proteínas de ligação à heparina em tripomastigotas de 

Trypanosoma cruzi e seu papel como mediadoras da invasão na célula hospedeira 

 

RESUMO 

Amanda Resende Tucci 

 

A diversidade genética do Trypanosoma cruzi influencia diferentes parâmetros biológicos e tem 
sido apontada como fator importante para o desfecho clínico da doença de Chagas. A 
expressão diferencial de genes e proteínas entre as diferentes DTUs do T. cruzi parece 
determinar a virulência do parasito e sua capacidade de subverter a resposta imune e persistir 
no hospedeiro mamífero. Dentre o repertório de moléculas de superfície dos parasitos 
envolvido no reconhecimento celular, destacamos as proteínas de ligação à heparina (PLHs) 
que atuam no ciclo de vida de diferentes patógenos intracelulares, incluindo o T. cruzi. PLHs 
desempenham importante papel na citoaderência e entrada do T. cruzi através do 
reconhecimento de proteoglicanos de heparam sulfato (PGHS) na superfície de células de 
mamíferos. O mecanismo de invasão disparado pela interação PLHs-PGHS, assim como a 
presença de PLHs em T. cruzi de diferentes genótipos (TCI e TCII) ainda não foi elucidado. O 
presente estudo teve como objetivo avaliar a expressão de PLHs e glicoproteínas (GPs), 
gp35/50, gp82 e gp90, envolvidas na invasão de tripomastigotas derivados de cultivo celular 
(TCT), tripomastigotas sanguíneos (BT) e metacíclicos (MT) de T. cruzi da cepa Y (TcII) e 
isolado silvestre SMM36 (isolado de espécimes de Triatoma vitticeps da região de Santa Maria 
Madalena, RJ; Zimodema 3), bem como sua atuação nos eventos de internalização destes 
parasitos. A expressão e localização subcelular de PLHs e GPs em T. cruzi foi determinada 
pela incubação por 1h no gelo de tripomastigotas com 20µg/mL de heparina ou heparam 
sulfato (HS) conjugados à biotina seguido de processamento para citometria de fluxo e 
microscopia de fluorescência. As análises de citometria de fluxo revelaram que tripomastigotas 
(TCT, BT e MT) de diferentes genótipos (cepa Y e isolado SMM36) possuem uma expressão 
diferencial de PLHs e GPs em sua superfície. TCTs e BT (cepa Y) possuem elevada expressão 
de PLHs comparado aos MTs. Cerca de 90% da população de TCTs apresentam marcação 
positiva para PLHs enquanto apenas 10-25% dos MTs possuem esta proteína expressa na 
superfície. Em contraste, MTs apresentam níveis mais elevados de gp35/50, gp82 e gp90 
comparados aos TCTs. A localização subcelular de PLHs em domínios de sinalização do T. 
cruzi é bastante peculiar. Em TCTs e BT (cepa Y), PLHs estão localizadas na membrana 
flagelar enquanto as GPs estão distribuídas ao longo do corpo do parasito (TCT e MT), exceto 
gp90 que é negativa nos TCTs. Ainda, a capacidade invasiva dos parasitos e o papel de 
proteoglicanos sulfatados foi analisada utilizando células de ovário de hamster chinês 
competentes (CHO-K1) e mutantes deficientes em glicosaminoglicanos (CHO-745) como 
modelo experimental de invasão. Os dados quantitativos da infecção revelaram que TCTs 
(cepa Y e isolado SMM36) são mais infectivos que MTs. TCTs alcançaram um perfil de 
infecção entre 52-85% após 2h de interação com CHO-K1, de acordo com a razão parasito-
célula alvo, enquanto MTs atingiram o máximo de 6% de infecção neste tempo de interação. 
Embora o percentual de infecção tenha sido similar entre TCTs dos diferentes genótipos, a 
análise do índice endocítico revelou maior eficiência do isolado SMM36 na invasão, 
apresentando valores cerca de 40% maior de parasitos interiorizados. Ainda, CHO-745 
infectadas com TCT (Y e SMM36) apresentaram redução de aproximadamente 30% nos níveis 
de infecção quando comparadas a CHO-K1. Este fenômeno não foi observado em MTs mesmo 
após 24h de interação, cujo percentual de infecção alcançou 37% na maior relação parasito-
célula alvo (60:1). Este conjunto de dados sugere que a interação PLHs-PGHS possa disparar 
vias de sinalização importantes para entrada de parasitos que expressam elevados níveis de 
PLHs em sua superfície. O mecanismo de invasão mediado pela interação PLHs-PGHS será 
alvo de futura investigação.  
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Analysis of heparin binding proteins expression in Trypanosoma cruzi 
trypomastigotes and their role as mediators of host cell invasion 

 

ABSTRACT 

Amanda Resende Tucci 

 

The genetic diversity of Trypanosoma cruzi influences different biological parameters and has 
been identified as an important factor for the clinical outcome of Chagas’ disease. The 
differential gene and protein expression between different DTUs of T. cruzi seems to determine 
the virulence of the parasite and its capacity to subvert the immune response and persist in the 
mammalian host. Among the surface molecules repertoire of parasites involved in cell 
recognition, we highlight the heparin binding proteins (PLHs) acting in the life cycle of different 
intracellular pathogens, including T. cruzi. PLHs play an important role in cytoadherence and 
entrance of T. cruzi by recognizing heparan sulfate proteoglycan (PGHS) in the mammalian cell 
surface. The mechanism of invasion triggered by PLHs-PGHS interaction, as well as the 
presence of PLHs in different genotypes (TCI and TCII) of T. cruzi has not yet been elucidated. 
This study aimed to evaluate the expression of PLHs and glycoproteins (GPs), GP35/50, gp82 
and gp90, involved in the invasion of cell culture derived trypomastigotes (TCT), bloodstream 
trypomastigotes (BT) and metacyclics (MT) of T. cruzi of Y strain (TCII) and the sylvatic isolate 
SMM36 (isolated from specimens of Triatoma vitticeps from Santa Maria Madalena region, RJ; 
Zymodeme 3), as well as their role in the events of internalization of these parasites. Expression 
and subcellular localization of PLHs and GPs in T. cruzi was determined by incubation for 1 h 
on ice of trypomastigotes with 20µg/mL of biotin-conjugated heparin or heparan sulfate (HS) 
followed by processing for flow cytometry and fluorescence microscopy. The flow cytometry 
analysis showed that trypomastigotes (TCT, BT and MT) of different genotypes (Y strain and 
SMM36 isolate) have differential expression of PLHs and GPs on their surface. TCTs and BT (Y 
strain) have high expression of PLHs compared to MTs. About 90% of TCT population has 
positive labeling to PLHs while only 10-25% of MTs have expressed this protein on the surface. 
In contrast, MTs have higher levels of GP35/50, gp82 and gp90 when compared to TCTs. The 
subcellular localization of PLHs in signaling domains of T. cruzi is quite peculiar. In TCTs and 
BT (Y strain), PLHs are located in the flagellar membrane while GPs are distributed throughout 
the parasite's body (TCT and MT), except that gp90 is negative in TCTs. Also, the invasive 
capacity of the parasites, and the role of sulfated proteoglycans were analyzed using wild-type 
chinese hamster ovary cells (CHO-K1), and its mutant cell line deficient in glycosaminoglycan 
(CHO-745) as experimental model of invasion. The quantitative data of infection revealed that 
TCTs (Y strain and SMM36 isolate) are more infective than MTs. TCTs reached a range of 
infection between 52-85% after 2h of interaction with CHO-K1, according to the parasite- host 
cell ratio, while MTs reached a maximum of 6% infection at this time of interaction. Although the 
percentage of infection was similar between TCTs of different genotypes, the analysis of the 
endocytic index showed higher efficiency of invasion in the SMM36 isolate, showing values 
about 40% more of internalized parasites. Also, CHO-745 infected with TCT (Y strain and 
SMM36 isolate) exhibit approximately 30% decrease in infection levels compared to CHO-K1. 
This phenomenon was not observed in MTs even after 24 hours of interaction, whose 
percentage of infection reached 37% at the highest parasite-target cell ratio (60: 1). These data 
suggest that PGHS-PLHs interaction may trigger signaling pathways important for entry of 
parasites that express high levels of PLHs on its surface. These invasion mechanisms mediated 
by PLHs PGHS-interaction will be the focus of future research. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Doença de Chagas 

 

A doença de Chagas ou tripanossomíase americana, causada pelo 

protozoário flagelado Trypanosoma cruzi, foi primeiramente descrita pelo 

médico sanitarista Carlos Chagas em 1909 no Brasil. Por milhões de anos a 

parasitose existiu nas Américas Central e do Sul como uma enzootia cuja 

participação de insetos vetores garantia a disseminação do parasito entre 

animais silvestres do continente. No entanto, com a chegada dos humanos nas 

Américas e a rápida conversão do habitat natural do vetor decorrente das 

modificações antrópicas, criaram oportunidades para o parasito ser transmitido 

entre animais domésticos e humanos, e tornar-se assim uma antropozoonose 

endêmica. (Bonney 2014; Coura & Viñas, 2010). Dados da literatura reportaram 

que os tripanossomos ancestrais do T. cruzi eram parasitos monoxênicos de 

insetos não hematófagos que sofreram intensas modificações morfológicas em 

decorrência da mudança de hábito do vetor, de modo a se estabelecer nos 

hospedeiros mamíferos. Embora essa infecção tenha sido identificada em 

múmias de 9000 anos de idade (Aufderheide et al., 2004), a intensificação de 

casos de doença de Chagas foi reportada, sobretudo, nos últimos três séculos 

(Aragão, 1983; Coura, 2007). 

Estimativas epidemiológicas recentes indicam que cerca de 6-7 milhões 

de indivíduos encontram-se infectados no mundo e que aproximadamente 25 

milhões de pessoas vivem em áreas de risco de infecção (Hotez et al., 2008; 

WHO, 2015). Diante desse cenário, um índice de 14 mil mortes tem sido 

registrado somente na América Latina e, embora a taxa anual da doença no 

Brasil tenha sofrido drástica redução após a implementação de campanhas 

para o controle vetorial, acredita-se que aproximadamente 4 milhões de 

pessoas estejam infectadas no país (Martins-Melo et al., 2014; Petherick, 

2010).  Essa estimativa pode ser maior devido aos casos assintomáticos 

ocorrentes na doença de Chagas (revisto por Pereira e Navarro, 2013).  

Nas últimas décadas, a doença considerada endêmica na América Latina 

tornou-se globalizada com relatos de casos nos Estados Unidos, Canadá, 

Europa, Japão e Austrália (figura 1) devido ao intenso processo migratório de 

indivíduos infectados para essas áreas (Coura & Viñas, 2010). A infecção 
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nesses países é adquirida principalmente por transfusão sanguínea, 

transmissão vertical e mais raramente por transplantes de órgãos, tornando-a 

um problema de saúde pública global (Bonney, 2014; Gascon et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), a doença de Chagas é 

considerada uma doença tropical negligenciada por afetar primariamente 

populações de baixa renda e assim, comprometer a qualidade de vida e a 

produtividade de trabalhadores, fato esse que reflete na perda econômica de 

aproximadamente 1,2 bilhões de dólares na América Latina anualmente 

(Dumonteil et al., 2012; Lee et al., 2010). Diante do quadro crítico enfrentado 

por esses países, medidas de controle foram iniciadas e, a partir de 1991, a 

extinta Fundação Nacional de Saúde (FUNASA) assumiu o controle de todas 

as doenças endêmicas, e juntamente com o surgimento do programa Iniciativa 

do Cone Sul, controlaram o vetor domiciliar Triatoma infestans e os casos de 

infecção ocasionados por transfusão sanguínea. Assim, os países da América 

do Sul como Brasil, Uruguai e Chile receberam o certificado da Organização 

Pan-Americana da Saúde (OPAS), sendo declarada uma área livre da 

transmissão vetorial pelo T. infestans (Bonney, 2014; revisto por Pereira & 

Navarro, 2013; Schofield et al., 2006). Contudo, estudos recentes indicam o 

importante papel epidemiológico dos vetores secundários nestas áreas, como é 

 
Figura 1: Dispersão da doença de Chagas da América Latina para os países em diferentes 
continentes.  Em vermelho são representados o fluxo migratório e o número total estimado de 
indivíduos infectados pelo Trypanosoma cruzi em áreas não endêmicas da doença. Imagem 
retirada do artigo de Coura & Viñas, 2010. 
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o caso do Triatoma maculata na Colombia (Cantillo-Barraza et al., 2014) e do 

Triatoma vitticeps no Brasil (Souza et al., 2011). 

Surtos de infecção oral pelo T. cruzi nas regiões Amazônica e Sul do 

Brasil tem sido foco de atenção para uma possível reemergência da doença 

nos últimos anos (Yoshida, 2009). O cenário atual de controle da expansão da 

doença envolve iniciativas governamentais e privadas que visam (i) reduzir os 

casos de transmissão oral do T. cruzi através de métodos de identificação e 

prevenção dessa via de contaminação pela inserção de programas de 

educação em saúde pública, (ii) desenvolver testes e tratamentos para 

adolescentes antes da gravidez e mulheres em idade reprodutiva a fim de 

reduzir os casos de transmissão vertical, (iii) facilitar a comercialização de 

testes de alta qualidade para triagem de sangue e órgãos, bem como preparar 

profissionais de saúde para reconhecer potenciais fontes de infecção, (iv) 

acelerar a pesquisa e desenvolvimento de novos fármacos contra doenças 

tropicais (Tarleton et al., 2014). Estas medidas estão sendo desenvolvidas pela 

Fundação Bill e Melinda Gates associada a 13 empresas farmacêuticas, com 

apoio da OMS, um projeto denominado Declaração de Londres que visa 

erradicação de 10 doenças tropicais negligenciadas até 2020, incluindo a 

doença de Chagas.  

A doença de Chagas é caracterizada por duas fases clínicas, uma inicial 

ou aguda, que dura de 1 a 2 meses, caracterizada por replicação intracelular 

do parasito, intensa parasitemia e sintomas clínicos não-específicos como 

febre, lesão inflamatória no local de entrada do T. cruzi (chagoma), 

hepatoesplenomegalia, mialgia, exantema em ambas as pernas, edema de 

rosto e membros inferiores e convulsões (Valente et al., 2008). É relevante 

considerar que ocorre morte em torno de 2-6% dos casos, ocasionada por 

miocardite e meningoencefalite, e também que a mortalidade pode ser 

dependente da cepa do parasito, da dose de inoculação e da imunidade do 

indivíduo (Carabarin-Lima et al., 2013; Sanches et al., 2014). Durante a fase 

aguda da infecção, a resposta imune mostra-se efetiva para o controle da 

carga parasitária no hospedeiro vertebrado, no entanto, ainda pode-se 

identificar sua persistência em diversos tecidos do hospedeiro (Nagajyothi et 

al., 2012; Tarleton, 2001; Zhang & Tarleton 1999). 
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Passado a fase aguda, a maioria dos indivíduos ingressa em uma fase 

crônica indeterminada que se caracteriza por sorologia positiva e ausência de 

sintomas. Contudo, cerca de 30% dos casos indeterminados podem se tornar 

sintomáticos com pacientes apresentando desordens cardíacas e/ou digestivas 

e, menos frequente, neurológicas (Rassi et al., 2000; revisto por Higuchi et al., 

2003). A cardiomiopatia é a principal manifestação crônica consistindo de 

miocardite, destruição tissular, fibrose e resultando em dilatação ventricular. 

Arritmias cardíacas também podem ser ocasionadas devido à fibrose cardíaca, 

e assim os indivíduos que apresentam essa sintomatologia tornam-se mais 

susceptíveis a terem embolia, aumentando a probabilidade dos portadores de 

doença de Chagas desenvolverem isquemia, doença cerebrovascular e 

acidente vascular cerebral (Paixão et al., 2009; Sambiase et al., 2010). A 

incapacidade laboral e mortalidade geradas pela tripanossomíase americana 

se devem, principalmente, a cardiomiopatia chagásica crônica (CCC), sendo 

atualmente a principal causa de insuficiência cardíaca em países da América 

do Sul (Bocchi 2013).   

Um aspecto interessante observado durante a infecção crônica da doença 

é a presença de células inflamatórias no miocárdio. Os primeiros estudos 

sugeriam que a patologia poderia ser decorrente da autoimunidade após 

décadas da infecção, uma vez que técnicas histológicas mostravam ausência 

de ninhos de amastigotas no tecido avaliado (Engman & Leon 2002; Fernandes 

e Andrews, 2012; Leon et al., 2001). No entanto, a detecção pela reação em 

cadeia de polimerase (PCR) de antígenos do parasito nos tecidos de animais 

infectados e a reagudização da infecção em pacientes portadores da doença 

crônica imunocomprometidos ou que administram imunossupressores, 

determinam que a persistência do parasito influencia diretamente a progressão 

da patogênese nesses indivíduos (Diazgranados et al., 2009; Gutierrez et al., 

2009; Lattes & Lasala, 2014; Nagajyothi et al., 2012). 

O tratamento terapêutico para doença de Chagas ainda é considerado um 

grande desafio nos dias atuais, estando restrito apenas ao uso de dois 

fármacos, o nifurtimox (Nfx – produzido pela Bayer) e o benzonidazol (BZ- 

produzido pela LAFEPE) que atuam com maior eficiência na fase aguda da 

doença (Coura & Borges-Pereira, 2012; Dias et al., 2014; Rassi et al., 2012). A 

taxa de cura parasitológica para essas drogas mostra-se variável com a fase 
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da doença, dose, idade, origem geográfica e duração de tratamento 

(Santamaria et al., 2014). Dados da literatura demonstraram que o uso 

contínuo de BZ e Nfx atinge cura de 60% de todos os casos agudos de Chagas 

e essa taxa se limita para apenas 10-20% dos indivíduos crônicos sintomáticos 

(Altcheh et al. 2011; Bern, 2011; revisto por Bonney, 2014). Para as crianças, 

além da utilização desses medicamentos ser mais tolerada e efetiva, as taxas 

de cura alcançam cerca de 70% para os casos agudos da doença de Chagas, 

com taxas superiores a 90% para casos de infecção congênita se o tratamento 

for realizado durante os primeiros cinco anos de vida (Altcheh et al., 2005; Bern 

et al., 2007; revisto por Bonney, 2014). Além do efeito limitado, o BZ e o Nfx 

acarretam uma série de efeitos secundários graves que incluem intolerância 

digestiva, hepatite, neuropatia periférica e erupção que faz com que pacientes 

não cheguem ao término do tratamento. Outro fator que compromete sua 

continuidade é o acentuado custo econômico que impede que esses 

medicamentos sejam disponibilizados para os pacientes que vivem nas áreas 

mais pobres que, por sua vez, são as maiores vítimas dessa enfermidade. 

Contudo, é importante considerar que muitos pacientes na fase aguda da 

infecção desconhecem seu quadro clínico o que impossibilita o uso dessas 

drogas em estágios iniciais da doença. Diante do cenário atual, o 

desenvolvimento de vacinas utilizando antígenos, como TSA-1 e Tc-24, e 

novas drogas tripanocidas se fazem necessárias, uma vez que se prioriza 

reduzir os efeitos de toxicidade, expandir o público-alvo (utilização de vacina 

em gestantes, por exemplo) e aumentar a disponibilidade do medicamento, 

para desta forma minimizar, ou até mesmo curar, a patologia em indivíduos 

portadores do T. cruzi em distintos estágios de desenvolvimento da doença 

(Carabarin-Lima et al., 2013; Dumonteil et al., 2012; revisto por Bonney, 2014). 

 

1.2. Agente etiológico, vetor e ciclo biológico 

 

O Trypanosoma cruzi é um protozoário flagelado que pertence ao reino 

Protista, filo Euglenozoa, classe Kinetoplastea, ordem Trypanosomatida, família 

Trypanosomatidae e gênero Trypanosoma (ADL et al., 2012). Assim como os 

demais tripanosomatídeos, esse parasito é caracterizado por apresentar 

mitocôndria única com uma área dilatada onde se concentra o DNA 
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mitocondrial chamada cinetoplasto e cuja localização se dá próximo ao flagelo 

único desse parasito, variando de acordo com o estágio de desenvolvimento 

apresentado no ciclo de vida (De Souza et al., 2002; Rodrigues et al., 2014). O 

T. cruzi é considerado um parasito heteroxênico por necessitar de dois 

hospedeiros, invertebrado e vertebrado, para completar seu ciclo evolutivo. 

Assim, durante a transmissão natural há participação de um inseto vetor, os 

triatomíneos, que durante o repasto sanguíneo expelem juntamente com suas 

fezes e urina, as formas infectivas do parasito (Rodrigues et al., 2014). Ainda, 

relatos de infecção oral foram evidenciados através da ingestão de bebidas e 

alimentos contaminados decorrentes da trituração de triatomíneos e/ou da 

eliminação de formas metacíclicas no excremento desses insetos (Pereira et 

al., 2009). Todavia, outros casos de infecção foram reportados e mostram-se 

independentes da participação de um hospedeiro invertebrado, como é o caso 

da transfusão sanguínea, do transplante de órgãos, da transmissão congênita, 

dos acidentes de laboratório, da ingestão de carnes contaminadas obtidas 

pelas atividades de caça ou pelo contato com a urina de gambás. (Gutierrez et 

al., 2009).  

Os triatomíneos são hemípteros pertencentes à família Reduviidae e 

subfamília Triatominae, popularmente chamados de barbeiros. Dentre as 146 

espécies de triatomíneos descritas, cerca de 70 estão naturalmente infectadas 

pelo T. cruzi, no entanto, apenas sete são considerados os principais vetores 

da doença: Triatoma infestans, T. dimidiata, T. sordida, T. brasiliensis, T. 

pseudomaculata, Panstrongylus megistus e Rhodnius prolixus (Argolo et al, 

2008; Gurgel-Goncalves, et al., 2012).  A dinâmica da população desses 

vetores é fortemente influenciada pela paisagem e ação antrópica e, desta 

forma, os distúrbios gerados no habitat desses insetos podem aumentar 

significativamente a sua abundância e distribuição, permitindo a domiciliação 

de barbeiros, bem como os riscos de transmissão da doença (Gottdenker et al., 

2011; Grijalva et al., 2014). Cabe acrescentar ainda, que a relação entre T. 

cruzi-vetor é muito complexa e envolve a participação de inúmeros 

componentes de superfície do parasito e das células intestinais do inseto, e 

que essa interação medeia o estabelecimento e desenvolvimento de formas 

epimastigotas do T. cruzi no trato gastrointestinal dos triatomíneos (Boulanger 

et al., 2006; Castro et al., 2012; Oliveira-Jr et al., 2012a).  
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Durante o ciclo de vida, o parasito apresenta três estágios evolutivos 

distintos – epimastigota, tripomastigota e amastigota - que podem ser 

identificados de acordo com a posição do cinetoplasto em relação ao núcleo e 

a região de emergência do flagelo (De Souza, 2002; Rodrigues et al., 2014). Os 

epimastigotas são formas flageladas que se replicam no intestino do inseto 

vetor, caracterizadas por apresentar o cinetoplasto em forma de bastão e bolsa 

flagelar posicionados anteriormente ao núcleo. Tripomastigota e amastigota, 

por sua vez, são encontrados nos hospedeiros mamíferos, sendo o primeiro 

também evidenciado no trato intestinal do vetor na sua forma metacíclica, e 

diferem: (i) quanto à capacidade replicativa; (ii) infectividade; e (iii) morfologia. 

Assim, enquanto o primeiro não se replica, é altamente infectivo, possui 

morfologia alongada e cinetoplasto arredondado situado posterior ao núcleo; o 

segundo apresenta morfologia arredondada, menor capacidade infectiva, 

replicação intracelular e possui o cinetoplasto em forma de bastão anterior ao 

núcleo (De Souza, 2008; Dias e Coura, 1997; Ley et al., 1988). 

No ciclo de vida, formas tripomastigotas sanguíneas são ingeridas durante 

o repasto sanguíneo do vetor triatomíneo que se alimentam do hospedeiro 

mamífero infectado. Essas formas não replicativas do T. cruzi se diferenciam em 

epimastigotas e após adesão ao epitélio do trato intestinal do inseto e 

multiplicação por fissão binária, se diferenciam em formas tripomastigotas 

metacíclicas não replicativas, as quais são liberadas durante um novo repasto 

sanguíneo com as fezes e urina do vetor. No hospedeiro vertebrado, essas 

formas infectivas depositadas no sítio de infecção penetram através da área 

lesionada pela picada do barbeiro ou fissuras na pele, gerando assim uma 

inflamação local chamada de Chagoma de inoculação (Romaña & Meyer, 1942). 

Além disso, a penetração pode ocorrer por meio das mucosas, principalmente 

ocular, sendo denominado sinal de Romaña. Uma vez atravessada essa barreira 

inicial, tripomastigotas metacíclicos invadem as células hospedeiras, escapam 

do vacúolo parasitóforo, se diferenciam em amastigotas e após sofrerem 

sucessivas divisões intracelulares, se rediferenciam em tripomastigotas, lisam a 

célula e atingem células adjacentes ou a corrente sanguínea, podendo assim 

infectar distintos tecidos ao longo do corpo humano ou mesmo serem ingeridos 

pelo inseto durante o novo repasto sanguíneo (figura 2). É importante ressaltar 

que todas as células de mamífero podem ser infectadas pelo T. cruzi, sendo 
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reportado um tropismo deste parasito por células musculares, principalmente 

cardíacas (Andrade et al., 2010; Melo & Brener 1978), e ainda invasão de 

células do sistema nervoso central e periférico, células vasculares, células do 

sistema reticuloendotelial e adipócitos, sendo o tecido adiposo considerado um 

relevante sítio de infecção do parasito, bem como de evasão do sistema imune 

do hospedeiro (Andrade & Silva 1995; Ferreira et al., 2011; Machado et al., 

2012). 

 

Figura 2: Etapas do ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. (1) Transmissão do parasito 
através do repasto sanguíneo; (2) Invasão de tripomastigotas metacíclicos na célula de 
mamífero; (3) Formas amastigotas se multiplicam por divisão binária; (4) Após rediferenciação 
do parasito, a célula hospedeira é rompida por tripomastigotas; (5) Na corrente sanguínea as 
formas infectivas do T. cruzi pode ser ingerida por triatomíneos; (6 e 7) Proliferação de 
epimastigotas no trato digestivo do inseto vetor; (8) Formas tripomastigotas metacíclicas são 
liberadas através das fezes e urina do barbeiro. Retirado e adaptado de 
http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html 

 

Além de apresentar diferentes formas de desenvolvimento, o T. cruzi 

possui uma acentuada diversidade genética entre as cepas e isolados 

circulantes na natureza e, diante disso, as populações do parasito foram 

classificadas inicialmente como duas populações filogeneticamente distintas: 

TcI e TcII (Zingales et al., 2009). Posteriormente, uma terceira linhagem foi 
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descrita e nomeada como Zimodema III (Z3), a qual foi caracterizada por 

representar os isolados híbridos do T. cruzi participantes do ciclo silvestre da 

Amazônia (Brandão & Fernandes, 2006).  Passados anos de estudos e 

considerando a heterogeneidade populacional do parasito, uma nova 

classificação foi estabelecida e atualmente, este protozoário está inserido em 

seis unidades discretas de tipagem (DTUs), TcI-TcVI, os quais apresentam 

marcadores moleculares e imunológicos em comum.  Segundo alguns autores, 

o T. cruzi I é a DTU mais difundida na Amazônia brasileira, Venezuela, 

Colômbia, Américas Central e do Norte, sendo assim responsáveis pela 

maioria dos casos cardíacos relatados em pacientes agudo e crônico da 

doença de Chagas (Monteiro et al., 2012; Zingales et al., 2009). Ainda, 

Zingales e colaboradores (2014) abordam que as cepas pertencentes aos 

grupos TcII, TcV e TcVI  têm sido associadas a muitos casos de infecção 

humana na região do Cone Sudeste da América do Sul, incluindo assim as 

regiões Central e Atlântica do Brasil. Cabe ser acrescentado ainda, que o TcIII 

encontra-se principalmente associado ao ciclo silvestre no Brasil e países 

adjacentes, com raros casos de infecção em humanos, mas com evidências de 

transmissão principalmente pela infecção oral; e que o TcIV pode ser 

documentado em infecções humanas na Venezuela (Zingales et al., 2012). 

Considerando que o entendimento da genética e diversidade do parasito atue 

como uma importante ferramenta na compreensão do comportamento biológico 

e evolutivo desse protozoário, tal como na epidemiologia, o estudo taxonômico 

assume um papel de suma importância na busca do diagnóstico e tratamento 

da doença de Chagas (Santana et al., 2014), sendo também importante 

ressaltar que o poliparasitismo por T. cruzi e coinfecção com outros agentes 

patogênicos podem interferir com o fracasso das intervenções terapêuticas 

(Perez et al., 2014). 

 

1.3. Reconhecimento celular e mecanismo de invasão do T. cruzi 

 

1.3.1. Receptores e ligantes de superfície da célula alvo envolvidos na 

invasão  

Para uma infecção bem sucedida, inicialmente é necessário que haja o 

reconhecimento e adesão entre moléculas presentes na superfície do T. cruzi e 



11 

da célula alvo, consistindo em uma etapa crucial no processo de invasão e 

desenvolvimento intracelular do parasito (figura 3). Os componentes de 

superfície celular presentes em células de mamíferos podem atuar como 

receptores e/ou ligantes nessa interação, e são representados por distintas 

classes de moléculas, como por exemplo, carboidratos de glicoconjugados 

contendo resíduos galactosil, manosil e sialil que participam do processo de 

citoaderência do T. cruzi (Barbosa e Meirelles, 1992, 1993). Proteínas do tipo 

lectina, como galectina-3, também se ligam a uma mucina de 45 kDa localizada 

na superfície de tripomastigotas (revisto por Barrias et al., 2013). Cabe 

acrescentar que além dessa função, galectinas também foram identificadas 

mediando à conexão entre laminina e as formas infectivas do parasito, 

facilitando assim sua ligação e internalização em células humanas 

(Kleshchenko et al., 2004; Moody et al., 2000; revisto por Barria et al., 2013).  

 

 

Figura 3. Componentes de superfície da célula de mamíferos envolvidos na 
internalização do T. cruzi. A interação de ligantes do parasito com receptores da célula alvo 
podem disparar distintas vias de sinalização que induzem a liberação de Ca

2+
 intracelular em 

ambas as células. Note que os mecanismos de invasão utilizados podem ser dependentes de 
lisossomos e/ou dependente de citoesqueleto de actina. Além disso, a imagem também retrata 
a participação de lisossomos na constituição do vacúolo parasitóforo. (Lipoproteínas de baixa 
densidade - LDL; Proteoglicanos de heparam sulfato - PGHS). Imagem retirada do artigo de 
Calvet e colaboradores, 2012.  
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Evidências demonstraram a participação de componentes de matriz 

extracelular (MEC) – fibronectina, laminina-1, colágeno e heparam sulfato – no 

reconhecimento e entrada do T. cruzi em células hospedeiras.  Fibronectina, 

uma glicoproteína de alto peso molecular encontrada na superfície de células 

de mamíferos, é reconhecida por receptores de membrana do T. cruzi e o 

bloqueio desta interação receptor-ligante, através de anticorpos anti-

fibronectina, reduzem a internalização do parasito, sugerindo que essa 

molécula desempenha importante papel no sítio de entrada desse patógeno 

(Ouaissi et al., 1984). É importante ressaltar que esta interação é mediada pelo 

domínio RGD (Arg-Gly-Asp) na estrutura da fibronectina, o qual é reconhecido 

pelo parasito disparando sua entrada na célula alvo (Calvet et al., 2004; 

Pierschbacher e Ruoslahti, 1984). A interação de componentes da superfície 

do parasito com laminina e colágeno parece favorecer a passagem por 

barreiras como matriz extracelular e lamina basal (Giordano et al., 1994; 

Ortega-Barria & Pereira 1991; Ulrich et al., 2002). Estudos recentes revelaram 

que a adesão de tripomastigotas à fibronectina e laminina promove 

desfosforilação de proteínas do citoesqueleto do parasito, principalmente α- e 

β-tubulina e proteínas da região paraflagelar, sugerindo que a transdução de 

sinal mediada pela interação de MEC com o flagelo do parasito esteja 

envolvida na entrada do T. cruzi (Mattos et al., 2012, 2014).  

Outro componente de matriz extracelular, os proteoglicanos de heparam 

sulfato (PGHS), proteínas transmembranas (principalmente membros da família 

sindecan) com longas cadeias de polissacarídeos constituídas de unidades 

repetidas do dissacarídeo N-acetilglicosamina e ácido urônico, desempenham 

importante papel no reconhecimento e disparo da invasão do T. cruzi em 

células de mamíferos (Calvet et al., 2003; Ortega-Barria & Pereira, 1991). A 

remoção de PGHS da superfície celular pela atividade de heparinase II ou 

ainda o pré-tratamento de tripomastigotas e amastigotas com heparam sulfato 

(HS) ou heparina solúvel, glicosaminoglicanos (GAGs) estruturalmente 

similares que diferem no grau de sulfatação, inibe a entrada destes parasitos 

em cardiomiócitos (Bambino-Medeiros et al., 2011; Calvet et al., 2003; Oliveira 

Jr. et al., 2008). Além disso, a invasão de tripomastigotas é reduzida em células 

de ovário de hamster (CHO) deficientes em GAGs (CHO-745) quando 

comparada ao perfil de infecção de células CHO competentes (CHO-K1) 



13 

(Ortega-Barria & Pereira 1991). Embora a carga negativa do HS seja 

importante na etapa de aproximação inicial do parasito, ensaios de competição 

com fragmentos da cadeia de HS (N-sulfatado, N-sulfatado/N-acetilado e N-

acetilado) demonstraram o importante papel da região N-acetilada/N-sulfatada 

na entrada do T. cruzi. Ainda, é relevante ressaltar a especificidade do 

reconhecimento HS-ligante da superfície do parasito no disparo da invasão em 

células de mamíferos, uma vez que outras classes de GAGs sulfatados, que 

são polissacarídeos compostos por unidades repetidas de dissacarídeos, 

incluindo condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS) e queratam sulfato 

(QS) ou mesmo, a remoção de CS pela enzima condroitinase ABC não foram 

capazes de inibir a invasão do T. cruzi (Calvet et al., 2003; Oliveira Jr. et al., 

2008). Interessantemente, GAGs como HS e CS também medeiam a adesão 

de epimastigotas às células epiteliais do trato intestinal de Rhodnius prolixus, 

sendo este reconhecimento receptor-ligante importante nos diferentes estágios 

evolutivos do parasito (Oliveira Jr. et al., 2012a). 

O envolvimento de lipídeos também tem sido reportado nos eventos de 

invasão em células hospedeiras. Estudos evidenciaram que microdomínios da 

membrana plasmática enriquecidos em colesterol, esfingolipídios, gangliosídeo 

GM1 e ainda caveolinas, proteínas constituintes de cavéolas, estão implicados 

no processo de invasão do T. cruzi em macrófagos (Barrias et al., 2007), 

células epiteliais (Fernandes et al., 2007) e cardiomiócitos (Hissa et al., 2012). 

Ainda, receptores de LDL e fosfatidilinositol, componentes da membrana 

celular, favorecem a internalização do T. cruzi e a fusão do vacúolo 

parasitóforo com os lisossomos da célula alvo (Nagajyothi et al., 2011). É 

importante considerar que a elevada afinidade apresentada entre lipoproteínas 

e o parasito (Nagajyothi et al., 2011; Prioli et al., 1990) e, a habilidade que 

amastigotas têm de sequestrar LDL e seu receptor (LDLr) desencadeia o 

acúmulo destas moléculas no tecido cardíaco infectado, o que tende a alterar a 

homeostase de lipídeos intracelulares do coração e, consequentemente, 

contribuir com a patogênese da doença de Chagas (Johndrow et al., 2014; 

Nagajyothi et al., 2011). Além disso, estes componentes disparam vias de 

sinalização que induzem o recrutamento de lisossomos para a periferia celular 

(Nagajyothi et al., 2011; Wilkowsky et al., 2001), sendo recentemente reportado 
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que lisossomos presentes na região cortical são preferencialmente recrutados 

neste processo de invasão (Hissa & Andrade 2015). 

Outros componentes da célula hospedeira foram descritos como 

protagonistas nos eventos de invasão do T. cruzi, incluindo integrinas 

(Fernández et al., 1993), os receptores TrKA e TrKC, e a ativação de 

fosfatidilinositol 3-quinase (PI3-K). Estudos prévios têm demonstrado a 

interação do parasito com os receptores tirosina quinases, TrKA e TrKC, de 

neurônios e células gliais, capazes de induzir a internalização do parasito 

nestas células (de Melo-Jorge et al., 2007; Weinkauf et al., 2011). 

Recentemente, esses mesmos receptores foram identificados na superfície de 

cardiomiócitos (Meloni et al., 2010) e fibroblastos cardíacos de camundongos 

neonatos e adultos (Aridgides, 2013), favorecendo assim o acesso deste 

protozoário ao coração. Contudo, Aridgides e colaboradores (2013) reportaram 

que a invasão do tripanossomo nestas células ocorre preferencialmente via 

receptor TrKC e que o seu contato com o fator neurotrófico derivado da 

superfície do parasito (PDNF) favorece a entrada do T. cruzi em células 

musculares cardíacas.  

A ativação de PI3-K na célula hospedeira, mencionado acima na ativação 

de receptores tirosina quinase, foi inicialmente apontada como uma relevante 

ferramenta de invasão utilizada pelo T. cruzi. Estudos sobre a atuação dessa 

enzima na internalização do parasito em macrófagos, onde foi realizado 

tratamento com wortmanina (inibidor da via de PI3-K), revelou uma redução 

dose-dependente na entrada de tripomastigotas nessas células (Todorov et al., 

2000). Além disso, outros estudos com macrófagos demonstraram a presença 

de PI3-K e de filamentos de actina no sítio de internalização do parasito na 

célula alvo (Vieira et al., 2002). Evidências ainda demonstraram que a ativação 

dessa via por tripomastigotas derivados de cultivo celular (TCT) em células não 

fagocíticas desencadeou a entrada do T. cruzi através de mecanismos 

dependentes de lisossomos (revisto por Maeda et al., 2012; Woolsey et al., 

2003). Este conjunto de dados sugere o envolvimento de IP3-K em 

mecanismos de invasão dependente e independente do citoesqueleto. 

A entrada do T. cruzi também é mediada pela ativação da via de 

sinalização do fator de crescimento e transformação beta (TGF-β) (Ming et al., 

1995; revisto por Calvet et al., 2012; Waghabi et al., 2005). Pertencente a uma 



15 

família multifuncional de proteínas, o TGF-β regula diversos processos 

celulares como a proliferação, diferenciação, morfogênese, homeostase e 

regeneração tecidual (revisto por Massagué, 2012), e seus efeitos são 

mediados através da ligação com dois tipos de receptores funcionais - receptor 

de TGF-β tipo 1 e tipo 2 (TGFβRI e TGFβRII, respectivamente) - que são 

componentes transmembranares, do tipo serino/treonina quinase, mediadores 

da transdução de sinais intracelulares (revisto por Zhao & Chen 2014). É 

interessante salientar que esses receptores são responsáveis pela fosforilação 

de moléculas transdutoras, denominadas Smads, as quais atuam como 

intermediárias nesse evento de sinalização. Portanto, para essa via ser ativada, 

o TGF-β latente se liga ao TGFβRII na superfície da célula alvo e, após 

ativação recruta e fosforila TGFβRI que, por sua vez, interage com Smads que 

são translocadas para o núcleo celular, onde se ligam ao DNA, e regulam a 

transcrição de genes específicos (Ramos-Mondragón et al., 2008; revisto por 

Zhao & Chen 2014). Este mecanismo de invasão do T. cruzi ainda não foi 

completamente elucidado, mas a participação PGHS na ativação de vias de 

sinalização de diferentes fatores de crescimento (Matsuo & Kimura-Yoshida 

2013; Nigam & Bush 2014), incluindo sua associação com TGF-β latente (Chen 

et al., 2007; Parsi et al., 2010), sugere que estes componentes de matriz 

extracelular estejam envolvidos neste processo. Inibidores da via de 

sinalização do TGF-β (SB-431542) são capazes de reduzir a infecção pelo T. 

cruzi em cardiomiócitos através do bloqueio da via de sinalização de Smad2 

(Waghabi et al., 2007). A administração oral do inibidor de TGF-β (GW788388) 

inibiu a fibrose no modelo murino de infecção experimental com T. cruzi (de 

Oliveira et al., 2012), sendo esta via atualmente alvo para terapia da doença de 

Chagas (Araújo-Jorge et al., 2012; Saraiva et al., 2013).   

Os receptores de bradicinina (B2R/B1R) também foram reportados 

participando da entrada de tripomastigotas em células hospedeiras (Todorov et 

al., 2003). Neste mecanismo de invasão, a cruzipaína, uma cisteíno protease 

expressa pelo T. cruzi, proteoglicanos de heparam de sulfato (PGHS) e 

cininogênio, atuam em conjunto a fim de promover a liberação de cinina 

(revisto por Calvet et al., 2012). Uma vez secretada, esta protease pode se 

ligar aos receptores B1R (expressos em tecidos lesionados) e/ou B2R 

(expressos em células cardiovasculares) que se encontram acoplados a 
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proteína heterodímera G (Leeb – Lundberg et al., 2005; Scharfstein et al. 2000; 

Villalta et al., 2009). A interação de bradicinina com seus receptores induz a 

mobilização de Ca2+ do retículo endoplasmático, mediado pela atuação de IP3, 

e desencadeia a invasão do T. cruzi. É importante comentar que esses eventos 

de ativação tendem a ser dependentes do tipo celular e cepa do parasito 

estudada (Maeda et al., 2012; revisto por Calvet et al., 2012; Scharfstein et al. 

2000). 

Outros mecanismos de invasão, cujos receptores e ligantes ainda não 

estão completamente elucidados, estão envolvidos na entrada do parasito, 

incluindo os mediados por quinase de adesão focal (FAK), reparo de 

membrana e autofagia (revisto por Barrias et al., 2013). A entrada do T. cruzi 

disparada por reparo de membrana envolve o influxo de Ca2+ no sítio da 

membrana lesionada por força mecânica do parasito associado à exocitose de 

lisossomos com secreção de esfingomielinase, a qual atua sobre 

esfingolipídeos liberando ceramida e restaura a membrana danificada, 

permitindo a penetração do parasito (Fernandes et al., 2011). Ainda, o 

recrutamento de autofagossomos e proteína LC3 autofagossomal foram 

evidenciados durante processo de invasão do T. cruzi, sendo demonstrada a 

presença de LC3 em vacúolos parasitóforos nascentes (Romano et al., 2009). 

Recentemente, nosso grupo reportou um novo mecanismo de invasão 

envolvendo ativação do complexo FAK/Src no processo de invasão. Esta 

proteína tirosina quinase não receptora é ativada nos estágios iniciais da 

infecção e o bloqueio de sua ativação, através de inibidores farmacológicos 

específicos, e seu silenciamento por siRNA inibiram aproximadamente 50% da 

invasão, demonstrando o envolvimento desta via de sinalização na entrada do 

parasito (Melo et al., 2014). 

 

1.3.2. Componentes da superfície do T. cruzi capazes de disparar a invasão  

A expressão de componentes de superfície nos diferentes estágios de 

desenvolvimento do T. cruzi pode estar relacionada aos mecanismos de 

adaptação aos microambientes distintos que ocupam nos hospedeiros 

vertebrados e invertebrados, sendo inúmeras proteínas identificadas 

desempenhando relevante papel nesse processo adaptativo (Alves et al., 2010; 

Parodi-Talice et al., 2007). Abordaremos algumas proteínas do repertório de 
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moléculas de superfície envolvidos na interação T. cruzi-célula de mamífero, 

incluindo proteínas de superfície associadas à mucina, trans-sialidases, 

cruzipaína, proteases, glicoproteínas, proteínas de ligação a heparina, entre 

outras (Figura 4).  

 

 
Figura 4: Desenho esquemático das moléculas de superfície do T. cruzi. Tripomastigotas 
apresentam uma multiplicidade de moléculas envolvidas no processo de interação com células 
de mamíferos, sendo o reconhecimento receptor-ligante essencial para a entrada deste 
patógeno intracelular obrigatório. (Proteoglicanos de heparam sulfato – PGHS; Receptor do 
tipo Toll – TLR; Receptores tirosina quinases – TRK; Glicoinositolfosfolipídeo - GIPL) Imagem 
retirada do artigo de De Souza e colaboradores, 2010. 

 

 Proteínas de superfície associadas à mucina (MASP) foram descritas em 

formas tripomastigotas (Bartholomeu et al., 2009) e epimastigotas do T. cruzi 

(Gonzalez et al., 2013) e compreendem a segunda mais ampla família de 

genes do genoma desse parasito (De Pablos & Osuna, 2012; Serna et al., 

2014). A família MASP se caracteriza por apresentar uma região central 

altamente variável e repetitiva, um domínio rico em resíduos treonina e serina, 

e se ligar a membrana através da âncora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) 

(Previato et al., 2004; Urban et al., 2011). As mucinas, primeiramente 

identificadas em células epiteliais de mamíferos, são funcionalmente essenciais 

para a proteção e evasão do sistema imune do hospedeiro, assim como 

necessárias para a propagação do parasito nos hospedeiros vertebrados 

(Buscaglia et. al., 2006; Gonzalez et al, 2013). Essas proteínas glicosiladas 

atuam como os principais aceptores de resíduos de ácido siálico, os quais são 
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transferidos de glicoconjugados do hospedeiro em uma reação que é 

catalisada pela enzima trans-sialidase codificada pelo T. cruzi (Schenkman & 

Eichinger, 1993). A presença de glicoproteínas semelhantes à mucina, com 

massa molecular de 35 kDa a 50 kDa (gp35/50), foi identificada na superfície 

de tripomastigotas metacíclicos, conferindo-lhes alta resistência à ação 

proteolítica (Mortara et al., 1992). Além disso, a gp35/50 também se relaciona à 

adesão e ao evento de sinalização que envolve ativação de adenilato ciclase e 

liberação de Ca2+ de acidocalciossomos no parasito (Neira et al., 2002; revisto 

por Maeda et al., 2012; Yoshida, 2006) e culmina na internalização do T. cruzi 

através de um mecanismo dependente do citoesqueleto da célula alvo, ou seja, 

mediado por endocitose (Ferreira et al., 2006). 

A superfamília gp85/trans-sialidases (TS) é composta por proteínas 

ancoradas à superfície do T. cruzi capazes remover os resíduos de ácido 

siálico da superfície da célula hospedeira, α-2,3 ligados a galactose (Agustí et 

al., 2007), e transferi-los para moléculas aceptoras semelhantes à mucina 

presentes na superfície do parasito (Butler et al., 2013; Colli, 1993; Nardy et al., 

2013). É importante salientar que este protozoário é incapaz de sintetizar ácido 

siálico e que a ação de neuraminidase e trans-sialidases das enzimas dessa 

família é essencial para o processo de invasão do parasito (Mitchell et al., 

2013), uma vez que participam dos eventos de (i) adesão, (ii) reconhecimento 

de múltiplos ligantes da membrana da célula alvo, tais como fibronectina 

(Ouaissi et al., 1988), colágeno (Santana et al., 1997), laminina (Giordano et 

al., 1994), vimentina (Ise et al., 2010) e citoqueratina (Magdesian et al., 2001), 

e (iii) auxiliam o escape de tripomastigotas dos vacúolos parasitóforos (Rubin-

de-Celis et al., 2006). Evidências ainda revelam que a adesão entre o domínio 

FLY da TS e filamentos intermediários da proteína citoqueratina 18 ativam vias 

de sinalização, como ERK1/2, que aumentam a entrada do T. cruzi em células 

de mamíferos (Magdesian et al., 2001; Magdesian et al., 2007; Mattos et al., 

2014). Destacamos ainda, que esse mesmo peptídeo da TS reconhece 

domínios específicos na proteína citoqueratina-18 e vimentina exposta na 

superfície de células endoteliais e cardiomiócitos, e que essa interação pode 

contribuir para o tropismo do parasito a esses tipos celulares (Alcântara Neves 

et al., 2004; Tonelli et al., 2010).  
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Outros membros da família das trans-sialidases, gp82 e gp90 são 

glicoproteínas enzimaticamente inativas que podem estar envolvidas 

diretamente com a adesão, tropismo e invasão de tripomastigotas metacíclicos 

na célula hospedeira (Do Carmo et al., 2002; Yoshida, 2008). A gp82 é uma 

molécula altamente conservada (90% de identidade) entre as diferentes cepas 

do T. cruzi. Estas glicoproteínas apresentam o sítio de ligação à célula 

hospedeira, assim como a sequência de ligação à mucina gástrica de gp82 

localizados no domínio C-terminal da molécula (Cortez et al., 2014). A entrada 

do T. cruzi mediada por gp82 envolve a ativação da proteína tirosina quinase 

(p175) – proteína detectada em tripomastigotas – e de fosfolipase C (PLC) que 

gera PI3, que por sua vez ativa a proteína quinase C (PKC), culminando com a 

liberação de Ca2+ do retículo endoplasmático. Neste processo, a elevação de 

Ca2+ citoplasmático induz a desorganização do citoesqueleto de actina e 

mobilização de lisossomos para o sítio de entrada do parasito (Cortez et al., 

2006; Martins et al., 2011; revisto por Maeda et al., 2012). Assim, compreende-

se que esse evento de internalização é um mecanismo de penetração ativa, ou 

seja, independente do citoesqueleto da célula alvo (Ferreira et al., 2006). Além 

disso, gp82 parece desempenhar um importante papel durante a infecção oral 

em mamíferos devido à ligação seletiva de gp82 à mucina gástrica dos seus 

hospedeiros e sua elevada resistência à ação de enzimas gástricas (Yoshida, 

2009). 

 Em contrapartida, gp90, também expressa nas formas metacíclicas, 

participa como regulador negativo no processo de internalização desse 

protozoário e, logo, a habilidade do T. cruzi de invadir as células hospedeiras 

está inversamente associado à expressão dessa molécula em sua superfície 

celular (Bayer-Santos et al, 2013; Málaga e Yoshida, 2001; revisto por Yoshida 

2006). Ao contrário de gp82, a glicoproteína de 90kDa se liga à célula de 

mamífero sem induzir a ativação de vias de sinalização de Ca2+ (revisto por 

Maeda et al., 2012). Dados da literatura ainda reportam que a interação de 

gp90 com o receptor da célula alvo pode disparar vias inibitórias de sinalização, 

como por exemplo, a via de ativação de tirosinas fosfatases que desfosforilam 

p175 e inibem a entrada do parasito (Manque et al., 2003). Ainda, a modulação 

negativa de gp90 foi corroborada pela redução na expressão desta proteína 

após tratamento de metacíclicos da cepa G com antisenso de 
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oligonucleotídeos, acarretando maior capacidade invasiva desta cepa (Málaga 

& Yoshida 2001). Todavia, estudos têm demonstrado que cepas do parasito 

que apresentam gp90 susceptível à digestão péptica possuem maior 

capacidade de invadir células alvo, o que indica que a gravidade da doença de 

Chagas aguda, relatada em pacientes infectados pela rota oral, pode ser 

resultante da proteólise desta glicoproteína (Cortez et al. 2006; revisto por 

Yoshida 2009). Evidências também revelaram que apesar da expressão de 

gp82 ser similar em cepas altamente virulentas, como CL, e pouco invasivas, 

como G, a expressão diferencial de gp35/50 e gp90, esta última sendo 

expressa em altos níveis na cepa G, define a capacidade infectiva distinta 

apresentada pelas cepas citadas (Ruiz et al.,1998). 

Assim como as moléculas citadas anteriormente, proteases também 

desempenham papel relevante nos processos de invasão parasito-célula 

hospedeira. Embora cinco proteases tenham sido identificadas no T cruzi - 

cisteíno, serino, treonina, aspártico e metalo proteases - (Alvarez et al., 2012), 

apenas cisteíno proteases, como cruzipaína (Cz), e serino proteases, como 

oligopeptidase B (OPB), foram reconhecidas como indutoras nos eventos de 

mobilização de Ca2+ na célula hospedeira (Aparicio et al., 2004; Burleigh et al., 

1997; Santana et al., 1997). Cruzipaína (gp57/51), membro da família papaína, 

é uma glicoproteína encontrada em todas as formas evolutivas do parasito, 

mas que é secretada apenas por tripomastigotas metacíclicos (Duschak et al., 

2006; Yokoyama-Yasunaka et al., 1994). A superexpressão do receptor B2 de 

bradicinina em CHO e células endoteliais de veia umbilical humana associada 

a atividade de Cz dispara a via de sinalização mediado por bradicinina (revisto 

por Maeda et al. 2012; Scharfstein et al., 2000). Além disso, esta enzima 

também promove a adesão do T. cruzi em Rhodnius prolixus, demonstrando 

um importante envolvimento no ciclo biológico deste parasito (Uehara et al., 

2012). É importante destacar que esta cisteíno protease é considerada um 

importante fator de virulência (Souto-Padrón et al., 1990; Uehara et al., 2012), e 

que também é reconhecida como o principal antígeno imunodominante 

encontrado em pacientes crônicos da doença de Chagas (Cazzulo, 2002; 

Morrot et al., 1997). O desenvolvimento de inibidores de cruzipaína, os quais 

bloqueiam o sítio ativo da enzima e inibem o escape da resposta imune e 

inflamatória e ainda, promovem a morte do parasito pelo acúmulo de 
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precursores de cruzipaína no Golgi (McKerrow et al., 2009), tem sido 

considerados importantes agentes terapêuticos e candidatos promissores à 

terapia da doença (Ndao et al., 2014; Nicoll-Griffith, 2012).  

Serino proteases também estão envolvidas no processo de penetração de 

tripomastigotas em células de mamíferos e, dentre estas a peptidase alcalina 

de massa molecular de 120kDa, oligopeptidase B, tem sido considerada um 

relevante fator de virulência do T. cruzi (Coetzer et al., 2008). A atuação da 

OPB mediando o processo de internalização desse patógeno em células não-

fagocíticas (Caler et al., 2000) revela que um fator solúvel denominado 

agonista de Ca2+ é gerado, o qual se liga a receptores da célula alvo e ativa 

PLC culminando com a produção de IP3 e liberação de Ca2+ do retículo 

endoplasmático (Bastos et al., 2013; revisto por Maeda et al., 2012). A ativação 

desta via de sinalização recruta lisossomos para o local de entrada do parasito 

onde se fusionam com a membrana plasmática e dão origem ao vacúolo 

parasitóforo (Kima et al., 2000; Tardieux et al., 1994). No entanto, estudos com 

cardiomiócitos revelaram que a geração do agonista de Ca2+ e a 

desorganização dos filamentos de actina reduziram drasticamente a invasão do 

T. cruzi, demonstrando assim que, dependendo do tipo celular, a ação de OPB 

não induzirá o aumento da entrada de tripomastigotas na célula alvo (revisto 

Maeda et al., 2012). TC-80, outra serino protease secretada pelo parasito, está 

presente nos diferentes estágios evolutivos do T. cruzi, mas possui maior 

atividade em tripomastigotas (Santana et al., 1997). A clonagem e 

sequenciamento do gene de Tc-80 (Bastos et al., 2005), o qual está presente 

em cópia única por genoma haplóide, mostrou que a enzima é uma prolil 

endopeptidase (EC 3.4.21.16), também pertencente à família S9A SP, mas 

distinto do oligopeptidase B. A modelagem estrutural de POP Tc80, com base 

na enzima cristalizada, sugerem que o POP Tc80 é composto por um domínio / 

β-hidrolase α contendo a tríade catalítica Ser548-His667 Asp631- e um domínio 

não catalítico em β-hélice. Esta enzima, localizada em vesículas próxima a 

bolsa flagelar, é capaz de degradar colágeno tipo I e IV, sugerindo sua 

participação na degradação de componentes de matriz extracelular durante 

processo de invasão do parasito. 

Ainda, o T. cruzi apresenta moléculas capazes de reconhecer 

proteoglicanos de heparam sulfato (PGHS) na superfície da célula hospedeira. 
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Essa propriedade se deve à presença de proteínas de ligação à heparina 

(PLHs), nomeadas inicialmente de penetrina (60kDa), nas formas 

tripomastigotas desempenhando importante papel no processo de adesão do 

parasito aos componentes da matriz extracelular:  heparam sulfato e colágeno I 

e IV (Ortega-Barria & Pereira, 1991). Nos últimos anos, nosso grupo tem 

enfocado na caracterização bioquímica e no entendimento da participação 

destas moléculas na interação com células do hospedeiro vertebrado e 

invertebrado. Inicialmente, nossos dados revelaram a presença de PLHs com 

massa molecular de 65.8 kDa e 59 kDa em amastigotas e tripomastigotas do 

clone Dm28c, as quais se ligam a heparam sulfato (HS) presentes nas células 

musculares cardíacas através dos domínios N-acetilado e N-sulfatado da 

cadeia de HS, mediando assim a entrada do parasito nesse tipo celular 

(Oliveira Jr. et al., 2008). Além disso, dados obtidos por ressonância 

plasmônica de superfície envolvendo a utilização de chips sensores revestidos 

com heparina biotinilada, demonstraram que tripomastigotas não submetidos à 

incubação prévia com GAGs (Heparina e HS) se ligaram fortemente a heparina 

imobilizada presente na superfície do chip, corroborando desta forma a elevada 

afinidade e estabilidade de ligação entre PLHs e os glicosaminoglicanos 

estudados (Oliveira Jr. et al., 2012b). Além disso, demonstramos que PLHs 

podem se ligar a outro tipo de GAG, o condroitim sulfato (CS), mas que esta 

interação não desencadeia a invasão em células de mamíferos (Calvet et al., 

2003; Revisto por Calvet et al., 2012). Adicionalmente, reportamos que PLHs 

estão localizadas na superfície de epimastigotas participando da interação com 

os GAGs situados no epitélio do trato intestinal do vetor Rhodnius prolixus 

(Oliveira Jr. et al., 2012a) e que esta proteína encontra-se distribuída na 

membrana flagelar de tripomastigotas, apresentando atividade proteolítica de 

serino protease (Oliveira Jr. et al., 2012b), o que sugere que as PLHs 

desempenhem relevante papel no ciclo biológico do T. cruzi. 

 

1.4. Papel de PLHs na interação patógeno – célula hospedeira 

 

Diferentes patógenos intracelulares interagem com proteoglicanos de 

heparam sulfato durante o processo de invasão (Chen et al., 2008; Smith et al., 

2006). Esta interação é mediada por proteínas com propriedade de ligação à 
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heparina, promovendo a adesão e entrada do microorganismo na célula alvo. A 

proteína p17 no vírus HIV, a qual se caracteriza como importante componente 

de ligação à heparina e HS, é capaz de interagir especificamente com PGHS 

expressos na superfície de células T CD4+ ativadas (Poiesi et al., 2008). Essa 

proteína regulatória viral aumenta a proliferação de linfócitos T ativados e 

acentua a replicação do vírus na célula hospedeira, contribuindo com a 

atividade pro-inflamatória e, consequentemente, a infectividade do HIV (De 

Francesco et al., 1998; Poiesi et al., 2008; Poli & Fauci, 1992). Em Leptospira 

interrogans, bactéria causadora de leptospirose, a imunoglobulina leptospira 

(Ig-like) proteína B (LigB) foi recentemente identificada como uma adesina 

capaz de reconhecer PGHS e promover a infecção de diferentes tecidos, sendo 

o bloqueio da interação LigB-PGHS capaz de reduzir 73% da invasão (Ching et 

al., 2012). Ainda, análises de proteômica revelaram um repertório de adesinas 

envolvidas na interação de Mycobacterium leprae com células epiteliais, 

incluindo hemaglutininas de ligação à heparina (HBBA) que atuam 

potencialmente no reconhecimento de PGHS na superfície destas células, 

favorecendo a infecção de células epiteliais das vias aéreas (Silva et al., 2013). 

As HBBA também foram descritas em Mycobacterium bovis e Mycobacterium 

tuberculosis com papel potencial na interação bactéria-célula epitelial 

(Bermudez e Goodman, 1996; Menozzi, et al. 1996). 

PLHs também foram identificadas em protozoários do filo Apicomplexa, 

incluindo Toxaplasma gondii e Plasmodium falciparum (Zhang et al., 2014). 

Evidências demonstram a presença de componentes nas formas taquizoítas de 

T. gondii – ROP2 e ROP4 da róptria, GRA2 de grânulos densos e SAG1 da 

superfície – capazes de reconhecer GAGs sulfatados (hep e HS) e 

desencadear a invasão do parasito na célula alvo (Azzouz, et al., 2013; 

Friedrich, Santos et al. 2010). Em esporozoítas de P. falciparum, a proteína de 

superfície Circunsporozoíta (CS) interage com GAGs presentes na superfície 

de hepatócitos e desempenha papel relevante nos eventos de aderência e 

invasão nesse tipo celular (Frevert et al., 1993; Rathore e McCutchan, 2000). 

CS foi identificada como uma PLH, uma vez que a interação CS-heparina atua 

como um importante complexo de internalização do P. falciparum e essa 

atividade de ligação foi bloqueada em hepatócitos pré-tratados com heparinase 

(Rathore & McCutchan 2000).  
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A interação de Leishmania spp. com células de mamíferos também 

envolve a participação de PGHS. Estudos prévios indicaram que a presença de 

PLHs na superfície de Leishmania spp. pode garantir o sucesso do parasito 

durante os eventos de adesão, entrada e sinalização em células hospedeiras 

(Mukhopadhyay et al., 1989). Tal como evidenciado em T. cruzi, Leishmania 

(Viannia) braziliensis apresenta PLHs no flagelo de promastigotas, as quais são 

capazes de reconhecer ligantes no intestino do inseto vetor (Lutzomyia 

intermedia e Lutzomyia whitmani) (Azevedo-Pereira et al., 2007) e formar um 

complexo de alta afinidade com heparina (De Castro-Côrtes et al., 2012). As 

PLHs têm se mostrado importante no ciclo biológico destes tripanosomatídeos 

e, portanto, merece atenção quanto ao detalhamento de suas características 

bioquímicas, seu perfil de expressão nas formas infectivas e identificação do(s) 

mecanismo(s) de invasão mediado(s) pela interação PLHs-PGHS que 

contribuem para persistência do parasito no hospedeiro. O presente estudo 

está voltado para a análise da expressão destas proteínas em tripomastigotas 

de origem e genótipos distintos e sua possível associação com a virulência.  
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

Avaliar a expressão de proteínas de ligação à heparina em tripomastigotas de 

diferentes procedências (cultivo celular, sanguíneo e metacíclico) e genótipos 

do T. cruzi e seu papel no disparo da invasão mediante interação com 

proteoglicanos sulfatados na superfície da célula hospedeira. 

2.2. Objetivos Específicos 

2.2.1. Avaliar a expressão de proteínas de ligação à heparina (PLHs) em 

tripomastigotas de T. cruzi, provenientes de cultivo celular (TCT), 

tripomastigotas sanguíneos (BT) e metacíclicos (MT) da cepa Y e isolado 

silvestre de Santa Maria Madalena (SMM36), comparando com a expressão de 

glicoproteínas (GPs) como gp82, gp90 e gp35/50; 

2.2.2. Avaliar a distribuição espacial de PLHs e GPs em tripomastigotas de 

diferentes estágios de desenvolvimento (TCT, BT e MT) e genótipos do           

T. cruzi; 

2.2.3. Avaliar o nível de infecção de TCTs e MTs do T. cruzi (cepa Y e isolado 

silvestre SMM36) em células de ovário de hamster chinês (CHO) e a 

participação de proteoglicano de heparam sulfato (PGHS) neste processo. 
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3. MATERIAIS & MÉTODOS 

3.1. Cultivo celular 

Células de rim de macaco verde africano adulto (ATCC CCL-81) foram 

cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma) contendo 10% de soro fetal bovino 

(SFB) e mantidas em estufa a 37 ºC em atmosfera de 5% de CO2. As culturas 

confluentes foram submetidas à dissociação enzimática com PBS contendo 

0,0025% de tripsina e 0,01% de EDTA, pH 7,0 e em seguida, repicadas na 

proporção de 1:2 para frascos de cultura (75 cm2 ou 150 cm2). Após adesão 

celular (30 a 60 min de plaqueamento), o meio nutritivo foi trocado e as células 

mantidas a 37 ºC em estufa de CO2. As culturas foram repicadas 

semanalmente e utilizadas para obtenção de tripomastigotas derivados de 

cultivo celular. Células de ovário de hamster chinês competentes (CHO-K1) e 

deficientes em glicosaminoglicanos (CHO-745) foram mantidas em frascos de 

cultura (75 cm2) em meio F-12 (GIBCO) acrescido de 10% SFB (GIBCO). Ao 

atingir confluência, as culturas foram dissociadas com solução de dissociação 

(0,0025% de tripsina e 0,01% de EDTA em PBS, pH 7,0) e as células isoladas 

foram semeadas na densidade de 1x105 células/poço em placas de 24 poços 

contendo lamínulas de vidro. Apos 24h de cultivo, o meio nutritivo foi trocado e 

as culturas mantidas em estufa a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2.  

 

3.2. Trypanosoma cruzi 

 

A. Tripomastigotas sanguíneos 

Formas tripomastigotas de T. cruzi, cepa Y, foram obtidas de camundongos 

Swiss Webster infectados no pico da parasitemia (Meirelles e cols., 1984). 

Vinte camundongos machos (18 a 20g) foram inoculados pela via 

intraperitoneal com 3x105 formas tripomastigotas e no 7º dia pós-infecção (dpi), 

pico da parasitemia, foi realizado o isolamento e purificação dos parasitos. Os 

camundongos foram submetidos à eutanásia pelo método de CO2 e o sangue 

obtido por punção cardíaca, utilizando-se 0,2 mL de citrato de sódio a 3,8% 

como anticoagulante. Com a finalidade de separar as células sanguíneas e 

obter o plasma sanguíneo enriquecido em formas tripomastigotas de T. cruzi, o 
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sangue total foi centrifugado por 10 minutos a 1.000 rpm (200 g). O plasma 

sanguíneo foi removido e centrifugado por 15 minutos a 3.500 rpm (2500 g) 

para sedimentação dos parasitos. Para remoção das plaquetas, o sedimento, 

contendo os parasitos e plaquetas, foi ressuspenso em meio DMEM 

suplementado com 20% de SFB e mantido por 20 minutos em banho-maria a 

37 ºC. Ao final desse procedimento, o grumo de plaquetas foi removido e os 

parasitos foram centrifugados por 15 minutos a 3.500 rpm (2500 g). O 

sedimento contendo os parasitos foi ressuspenso em 2mL de meio Eagle 

modificado por Dulbecco (DMEM) e número de parasitos/mL determinado pela 

quantificação em câmara de Neubauer (n de parasitos x diluição x 104/mL) ao 

microscópio óptico Zeiss, sob contraste de fase. Todos os procedimentos com 

animais experimentais foram aprovados pela Comissão de ética no uso de 

animais experimentais (CEUA) Fiocruz sob licença LW-37/13. 

 

B. Formas tripomastigotas derivadas de cultivo celular (TCT) 

 

As culturas de células Vero com 24 h de cultivo foram infectadas  com 

formas tripomastigotas sanguíneas de T. cruzi, cepa Y ou com o isolado 

silvestre SMM36, na relação de 10:1 parasito/célula hospedeira. O T. cruzi 

SMM36 foi isolado de Triatoma vitticeps coletados em áreas peridomiciliares, 

na localidade de Triunfo cuja latitude é de 22º 02’ 52º’’S e longitude de 41º 56’, 

32’’ W, onde está situado o Município de Santa Maria Madalena, RJ (Santos-

Mallet et al., 2008). Este isolado silvestre foi gentilmente cedido pela Dra. 

Jacenir Santos Mallet (IOC, Fiocruz). No 4º dpi, os tripomastigotas livres no 

sobrenadante das culturas, liberados pela ruptura das células infectadas, foram 

recolhidos e lavados em DMEM acrescido com 0,5% de albumina de Soro 

Bovino (BSA; Sigma). Após sucessivas lavagens, o sedimento contendo os 

parasitos foi ressuspenso em DMEM (2mL) e o número total de parasitos/mL 

determinado por quantificação em câmara de Neubauer.  Os parasitos isolados 

foram mantidos no gelo e processados de acordo com o ensaio experimental.  
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C. Formas epimastigotas  

 

Formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas em meio LIT (Camargo 

et al. 1964) contendo 10% de SFB e mantidas em estufa incubadora para BOD 

a 28ºC, de acordo com Camargo e colaboradores (1964). As passagens dos 

parasitos de diferentes genótipos (cepa Y e isolado silvestre SMM36) foram 

realizadas semanalmente sob a relação de 1x106 parasitas/mL, determinada 

pela quantificação em câmara de Neubauer. Os parasitos de fase Log, fase 

exponencial de crescimento, foram utilizados na indução de metaciclogênese in 

vitro.  

 

D. Formas tripomastigotas metacíclicas (MT) 

 

Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi, cepa Y ou o isolado silvestre 

SMM36, foram cultivados em meio LIT (Camargo et al., 1964) acrescido com 

10% de hemácia durante 5 dias a 28 ºC. Ao atingir a concentração de 3x107 

parasitos/mL, os parasitos foram transferidos para meio Grace’s (GIBCO) e 

mantidos a 28 °C por 7 dias em estufa incubadora para BOD. Posteriormente, 

os parasitos foram lavados e ressuspensos em tampão PSG (3,8mM de 

KH2PO4, 57,1mM de Na2HPO4, 44,8mM de NaCl, 55,5 mM de C6H12O6) e 

purificados em coluna de DEAE sepharose, previamente equilibrada no mesmo 

tampão. Os tripomastigotas metacíclicos (MTs) eluídos da coluna foram 

centrifugados e ressuspensos em meio nutritivo (DMEM ou F-12) 

suplementado com 0,5% de BSA. O número total de parasitos/mL foi 

determinado por quantificação em câmara de Neubauer. 

 

3.3. Ensaios de microscopia de fluorescência e citometria de fluxo  

 

Para detecção de proteínas de ligação a heparina (PLHs), 2x106 

tripomastigotas metacíclicos (MT) e derivados de cultivo celular (TCT) de 

genótipos distintos, cepa Y (TcII; Zingales et al., 2009) e SMM36 (Zimodema 3; 

Santos-Mallet et al., 2008) foram incubados por 1 h no gelo com 20 µg/mL de 

glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs) conjugados à biotina - heparina (Hep) e 

heparam sulfato (HS) - em DMEM suplementado com 0,5% BSA. Após 
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incubação com GAGs, os parasitos foram fixados por 5 min a 4 °C com 4% de 

paraformaldeído (PFA) em PBS, pH 7,2. Após sucessivas lavagens em PBS, 

os tripomastigotas foram incubados por 1 h a temperatura ambiente com 

estreptavidina conjugada a FITC (1:200). Os GAGs biotinilados utilizados nos 

distintos ensaios experimentais foram gentilmente cedidos pela Dra. Leny 

Toma do Departamento de Bioquímica da Universidade Federal de São Paulo 

(UNIFESP). 

Em ensaios comparativos e independentes, essas formas evolutivas (MT e 

TCT) foram submetidas à incubação por 1h no gelo com anticorpos 

monoclonais anti-gp82 (3F6), anti-gp35/50 (2B10) ou anti-gp90 (1G7). 

Posteriormente, os parasitos fixados em PFA e lavados em tampão de bloqueio 

(PBS contendo 4% BSA, pH 7,0) foram incubados com o anticorpo secundário 

anti-IgG de camundongo-Alexa 546 (1:200). Para detecção do DNA, os 

parasitos foram corados com 10 μg/mL de 4’, 6- diamidino-2-phenilyndole 

(DAPI), e, em seguida, lavados em PBS e aderidos em lamínulas de vidro, 

previamente recobertas com 0,1% de poli-L-lisina (Sigma). As amostras foram 

montadas em 2,5% de 1’4-diazabicyclo-(2.2.2)-octane (DABCO; Sigma) em    

PBS contendo 50% de glicerol e seladas com esmalte. Os controles negativos 

foram preparados na ausência de GAGs biotinilados e anticorpos primários 

específicos para as glicoproteínas anteriormente citadas. Por fim, as amostras 

foram visualizadas por microscopia de fluorescência e as imagens obtidas 

utilizando o microscópio de epifluorescência Zeiss Axio-Imager M1 equipado 

com o software de processamento de imagem digital AxioVision (Zeiss).  

Para análise de citometria de fluxo, os parasitos foram processados como 

descrito acima e analisados utilizando o FACSCalibur, BD Bioscience, USA. As 

análises foram realizadas adquirindo 30.000 eventos totais para cada amostra. 

Inicialmente foi determinada a população de interesse utilizando os parâmetros 

morfológicos (tamanho e granulosidade). Os dados obtidos no citômetro de 

fluxo foram analisados utilizando o programa CellQuest versão 4.2 (Becton & 

Dickinson). 

                        

 

 

 



32 

3.4.  Extração e dosagem de proteínas  

Proteínas totais de formas tripomastigotas (TCT, BT e MT) de T. cruzi foram 

extraídas pelo tampão de lise (Tris 50mM, Nacl 150 mM, Triton X-100 1%, pH 

8,0) contendo inibidores de proteases (Sigma Chemical Co.; AEBSF– [4-(2-

Aminoethyl) benzenesulfonyl fluoridehydrochloride, aprotinina, hidrocloridrato 

de bestatina, E-64–[N-(trans-Epoxysuccinyl)-L-leucine 4-guanidinobutylamide, 

Leupeptin hemisulfate salt, Pepstatin A)  e fosfatases (Sigma Chemical Co.; 

Cantharidin, (–)-p-Bromolevamisole oxalate e Calyculin A). A lise foi 

complementada pela homogeneização do extrato parasitário em vortex a cada 

10 minutos durante 1 h, seguido pela centrifugação por 5 minutos a 10.000 rpm 

(10700 g) sob a temperatura de 4 ºC. Após isso, o sobrenadante foi recolhido e 

as proteínas extraídas foram dosadas segundo o método de Folin (Lowry et al., 

1951). Para esta análise, foi construída uma curva padrão contendo a solução 

de 1 mg/mL de BSA, desta foram retirados diferentes volumes variando de 10 a 

50 L e foi acrescido água tridestilada (MiliQ) para um volume final de 200 L. 

Nas duplicatas, com volume de 5 e 10 L por amostra, foi acrescida água 

tridestilada (MiliQ) para 200 L. Nas citadas soluções, foi acrescentado 1 mL 

de mistura reativa (10mL de solução alcalina (0,1M NaOH e 0,18M Na2CO3), 

100l tartarato de sódio e potássio 2% e 100l sulfato de cobre 1% CuSO4. 

Após 10 minutos de incubação, foi colocado 100 L de Follin Ciocateus (Merck) 

em uma proporção de 1:3 nas soluções, as quais foram deixadas durante 30 

minutos no escuro. A concentração de proteínas foi determinada através de 

leitura em espectrofotômetro no filtro de 617 nm. 

 

3.5. Ensaio de eletroforese e Western blotting 

 

A separação eletroforética ocorreu em gel de poliacrilamida 12%, contendo 

SDS, e as amostras (40 μg) utilizadas nesse procedimento foram previamente 

suplementadas com 5% de β-mercaptoetanol e fervidas por 5 minutos em 

banho seco. Após essa etapa foi realizada a transferência das proteínas do 

parasito para membrana de nitrocelulose e a detecção das glicoproteínas foi 

realizada pela incubação com anticorpos primários específicos, mAb anti-gp82 

(3F6); mAb anti-gp90 (1G7); mAb anti-gp35/50 (2B10), diluídos 1:2000 em 
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TBST+ 1% de BSA. Estes anticorpos foram gentilmente cedidos pela Dra. 

Jacenir Santos-Mallet.  

Após incubação overnight a 4º C do anticorpo primário, a membrana foi 

incubada com anticorpo secundário anti-camundongo 1:10000 diluído em 

solução de bloqueio para posterior revelação por quimioluminescência (Super 

Signal) e exposição em filme de raio-X. Cabe acrescentar que o GAPDH de 

Trypanosoma brucei – adotado como padrão interno da reação – foi revelado 

após incubação da membrana por 1 h a temperatura ambiente com anticorpo 

anti-GAPDH, diluído 1:5000 em TBST+ 5% de leite desnatado, e com anticorpo 

secundário anti-coelho na diluição de 1:10000 nesta mesma solução de 

bloqueio.  

  

3.6. Interação Trypanosoma cruzi – célula hospedeira 

 

    Para avaliar o papel de PLHs presentes na superfície de tripomastigotas de 

diferentes genótipos (Cepa Y e isolado silvestre SMM36) e procedência (MT e 

TCT), no processo de invasão do T. cruzi, células CHO competentes (CHO-K1) 

e deficientes em GAGs (CHO-745) foram infectadas por  2h e 24h com formas 

tripomastigotas metacíclicas (MT) ou por 2h com tripomastigotas derivadas de 

cultivo celular (TCT) na relação de 10:1; 20:1; 30:1 parasitos/célula hospedeira, 

sendo a proporção de 60:1 também utilizada na interação com MT. Após 

incubação, as culturas foram lavadas em meio F-12 simples e fixados em Bouin 

(75 mL de solução de ácido pícrico a 1,2%, 25 mL de formalina (40% 

formaldeído) e 5 mL de ácido acético) por 5 minutos a temperatura ambiente. 

Em seguida, as lamínulas contendo as células foram coradas por 30-40 

minutos a temperatura ambiente com Giemsa (1:10), desidratadas em 

gradientes de concentração da mistura acetona/xilol e montadas em Permount. 

O percentual de infecção e número total de parasitos intracelulares foi 

determinado por quantificação randômica de no mínimo de 200 células por 

microscopia de luz. O índice endocítico foi obtido pelo valor da porcentagem de 

células que endocitaram multiplicado pela média de parasitos intracelulares. Os 

dados estatísticos foram obtidos utilizando o teste t-Student. 
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3.7. Análise estatística 

     O teste t-Student foi utilizado para determinar a significância das diferenças 

entre as médias do ensaio de invasão. Os dados da população de 

tripomastigotas (TcII e Z3) que expressam PLHs e GPs foram analisados 

através da determinação da média ± desvio padrão e foram comparados pela 

análise de variância (ANOVA). O valor p ≤0.05 foi considerado significativo. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Expressão de glicoproteínas na superfície de formas tripomastigotas 

de T. cruzi  

 A expressão de PLHs e glicoproteínas (gp82, gp90 e gp35/50) na superfície 

celular de tripomastigotas de distintas procedências (TCT e MT) e genótipos de 

T. cruzi (cepa Y e isolado silvestre SMM36) foi determinada por citometria de 

fluxo. Os ensaios com tripomastigotas vivos a 4°C permitiram a detecção das 

proteínas de superfície dos parasitos, evitando marcação intracelular e 

eliminação dos glicosaminoglicanos (GAGs) e anticorpos associados à 

superfície por shedding. As análises dos histogramas de intensidade de 

fluorescência revelaram uma expressão diferencial de PLHs e GPs nestes 

parasitos (Figura 5 e 6). Cerca de 90% e 75% da população de TCTs, cepa Y, 

apresentaram proteínas com propriedade de ligar à heparina (Hep) e heparam 

sulfato (HS), respectivamente. MTs, cepa Y, apresentaram baixa expressão de 

PLHs em sua superfície, sendo evidenciado que somente 10% da população é 

capaz de ligar à heparina enquanto 25% da população reconhece heparam 

sulfato (Figura 5). Esta discrepância na expressão de PLHs entre TCTs e MTs 

nos levaram a questionar se tripomastigotas sanguíneos (BT), cepa Y, 

expressam PLHs em sua superfície. Nossos resultados revelaram que a 

expressão de PLHs em BT é intermediária aos TCTs e MTs, sendo evidenciado 

a presença de PLHs em 53% da população destes parasitos (Figura 5). 

 O histograma de intensidade de fluorescência revelou ainda que TCTs do 

isolado silvestre SMM36 apresentam maior expressão de PLHs comparados 

aos demais parasitos analisados. A detecção de PLHs com GAGs biotinilados 

revelou aproximadamente 95% e 86% da população positiva após incubação 

com heparina e HS, respectivamente. As análises realizadas com MT do 

isolado SMM36 revelaram que, tal como a cepa Y, a detecção de PLHs foi 

reduzida em tripomastigotas dessa procedência, alcançando uma população 

positiva 3,8X menor do que a identificada em TCT. Apenas 25% e 23% da 

população foi positiva para PLHs revelados por heparina e HS, 

respectivamente (Figura 5).  
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Figura 5. Análise da expressão de proteínas de ligação à heparina (PLHs) em 
tripomastigotas de distintas procedências (TCTs, BTs e MTs) da cepa Y e isolado 

silvestre SMM36. Tripomastigotas incubados com 20g de heparina ou HS biotinilados foram 
processados para citometria de fluxo. O histograma de intensidade de fluorescência demonstra 
elevada expressão de PLHs revelado por heparina (A) e heparam sulfato (B; HS) em 
tripomastigotas derivados de cultivo celular (TCTs) e tripomastigotas sanguíneos (BT) da cepa 
Y comparado aos metacíclicos (MTs) de diferentes genótipos de T. cruzi. Os gráficos 
representam o perfil da população positiva para PLHs, onde 90% e 95% da população de TCTs 
(cepa Y e isolado SMM36) foi revelada por heparina e 75% e 86% da população revelado por 
heparam sulfato, respectivamente. Em contraste,  MTs da cepa Y e isolado SMM36 possuem 
uma população reduzida que expressa PLHs, alcançando 10% - 25%  e  ~25% em ambos 
genótipos quando detectado por heparina e HS, respectivamente. Marcação positiva para 
PLHs foi evidenciada em 53% da população de BTs quando revelados por heparina (A). R1 e 
R2 representam níveis distintos de intensidade de fluorescência. Dados obtidos de 3 ensaios 
experimentais. Teste ANOVA p<0,001 (**). 
 

 

Visando uma análise comparativa entre PLHs e outras proteínas envolvidas 

no processo de invasão do T. cruzi, avaliamos a expressão das glicoproteínas 

gp82, gp90 e/ou gp35/50 nos diferentes genótipos deste parasito (cepa Y e 

isolado silvestre SMM36). Em TCTs da cepa Y e isolado SMM36, a expressão 

de gp35/50, revelada pelo anticorpo 2B10, foi evidenciada em 80% e 88% da 

população, respectivamente, enquanto apenas 11% da população destes 

parasitos foi positiva para gp82 (anticorpo 3F6). Destacamos que gp35/50 é a 

mais expressa das glicoproteínas analisadas em TCTs. Interessantemente, os 

TCTs analisados (cepa Y e isolado SMM36) foram negativos para gp90, 

apresentando um perfil de marcação similar ao controle negativo (Figura 6). Em 
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contraste, MTs da cepa Y e isolado SMM36 apresentam valores ≥95% da 

população positiva para gp82, gp90 e gp35/50 (Figura 6). Entretanto, é 

importante ressaltar que em MTs a expressão de gp82 é maior no isolado 

SMM36 enquanto gp90 é mais expressa na cepa Y.  

 

 
Figura 6. Análise por citometria de fluxo da expressão de gp35/50, gp82 e gp90 em 
tripomastigotas de distintas procedências (TCTs, BTs e MTs) da cepa Y e isolado 
silvestre SMM36.  Tripomastigotas de diferentes genótipos e procedência apresentam 
expressão diferencial destas glicoproteínas (GPs). (A) o perfil de expressão de gp35/50 é 
bastante similar entre os parasitos.  (B) Gp82 foi expressa apenas em 11% da população de 
TCTs de ambos os genótipos enquanto gp90 (C) não foi revelada na superfície deste parasitos. 
Elevada expressão de gp82 e gp90 foi evidenciada em MTs dos diferentes genótipos, sendo 
destacado níveis superiores de gp82 e gp90 em MTs do isolado SMM36 e cepa Y, 
respectivamente. Análise obtida de 3 ensaios experimentais. Teste ANOVA p<0,01 (*); p<0,001 
(**). 
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 Este conjunto de resultados demonstra um perfil de expressão mais 

acentuado de PLHs em TCTs nos diferentes genótipos quando comparados 

com MTs, os quais possuem uma elevada expressão de GPs, com exceção de 

gp35/50 que encontra-se expressa em todos parasitos estudados.  

 Para confirmar os dados obtidos por citometria de fluxo, realizamos o 

método semi-quantitativo de Western blotting a fim de avaliarmos a expressão 

das glicoproteínas gp82, gp90 e gp35/50 em TCT, BT e MT da cepa Y e 

isolado SMM36. Nestes ensaios utilizamos como padrão interno a proteína 

gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) de T. brucei, enzima residente 

no glicossomo e participante da via glicolítica do parasito. A análise de 

densitometria revelou uma elevada expressão de gp82 em MT da cepa Y e 

isolado SMM36 comparado com TCT e BT dos diferentes genótipos de T. cruzi 

estudados. Ainda, nossos resultados demonstram que a expressão deste 

constituinte de superfície celular é 4X superior em MT do isolado silvestre 

SMM36 quando comparados aos TCTs. Esta diferença ainda é mais acentuada 

quando comparamos os parasitos de diferentes procedências da cepa Y, 

alcançando níveis de gp82 em MT de 21X e 10X maiores que TCT e BT, 

respectivamente (Figura 7).  

 

A                             

 

 

 

 
Figura 7. Análise da expressão de gp82 em formas tripomastigotas de T. cruzi por 
Western blotting.  Tripomastigotas metacíclicos (MT, linha 1) do isolado silvestre SMM36 (A) e 
cepa Y (B) possuem níveis protéicos de gp82 superiores ao perfil observado em 
tripomastigotas derivados de cultivo celular (TCT, linha 2) e sanguíneos

1
 (BT, linha 3). Os 

valores de expressão de gp82 foram determinados pela razão entre esta proteína e o padrão 
interno GAPDH de T. brucei.  (

1
) Ensaio realizado apenas com a cepa Y de T. cruzi. Dados 

obtidos de 2 ensaios experimentais. (*) Teste t-student p≤0,03. 
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 Além disso, avaliamos a expressão de gp90 em tripomastigotas da cepa Y e 

isolado SMM36. Nossos resultados corroboram os dados de citometria de 

fluxo, sendo observado elevada expressão de gp90 em MTs de diferentes 

genótipos e ausência desta proteína em TCTs (cepa Y e isolado SMM36) e BT 

(cepa Y) (Figura 8).  Infelizmente, não foi possível avaliar a expressão de 

gp35/50 devido a problemas na detecção destas proteínas com anticorpo 

monoclonal 2B10 por Western blotting. 

 

 

 

 

Figura 8. Expressão de gp90 em tripomastigotas de distintas procedências. A análise por 
Western blotting demonstrou que tripomastigotas metacíclicos (MT) da cepa Y (linha 1) e 
isolado SMM36 (linha 4) apresentam elevada expressão de gp90, contrastando com a 
ausência de marcação para esta glicoproteína em tripomastigotas sanguíneos (BT) da cepa Y 
(linha 3) e derivados de cultivo celular (TCT) da cepa Y (linha 2) e isolado SMM36 (linha 5). Os 
valores de expressão de gp90 foram determinados pela razão entre esta proteína e o padrão 
interno GAPDH de T. brucei. Dados obtidos de 2 ensaios experimentais. 
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4.2. Localização subcelular de PLHs e GPs em formas tripomastigotas de 

T. cruzi 

 

 Uma vez avaliada a expressão de PLHs e GPs na superfície de 

tripomastigotas, direcionamos nossa análise à distribuição espacial destes 

componentes de superfície celular por microscopia de fluorescência. Nossos 

resultados demonstraram que embora PLHs sejam reveladas nos diferentes 

tripomastigotas e genótipos de T. cruzi considerados nesse estudo, o perfil de 

localização desses componentes variam entre as formas TCT, BT e MT do 

parasito. Além disso, a visualização de GPs nas diferentes formas infectivas do 

protozoário também demonstrou que sua distribuição é notavelmente distinta 

daquela observada para PLHs.  TCTs (cepa Y e isolado SMM36) e BT (cepa Y) 

apresentaram intensa marcação fluorescente na membrana flagelar após 

detecção de PLHs com heparina e HS biotinilados e posterior revelação com 

avidina-FITC (Figuras 9 e 10). Em contraste, PLHs foram observadas na 

superfície celular em regiões próximas ao núcleo e bolsa flagelar nos MTs 

(cepa Y e isolado SMM36) (Figuras 9 e 10).  

     Por outro lado, a localização das GPs não se restringe a membrana flagelar 

dos tripomastigotas. MTs revelados com anticorpo anti-gp82 apresentaram 

marcação intensa distribuída homogeneamente por todo o corpo do parasito 

(Figuras 12 e 14). Perfil similar de marcação foi evidenciado para gp90, sendo 

visualizados MTs fortemente marcados (Figuras 12 e 14), enquanto para 

gp35/50 a intensidade de marcação é similar a gp82 e menor que gp90, 

embora também distribuída de forma difusa pelo corpo do parasito (Figuras 12 

e 14). Em contrapartida, TCTs apresentam uma fluorescência reduzida para 

gp82  e ausência de marcação para gp90, mas com sinal positivo para gp35/50 

(Figuras 11 e 13). 



42 

 

Figura 9. Distribuição espacial de proteínas de ligação à heparina (PLHs) em 
tripomastigotas de T. cruzi da cepa Y. A localização subcelular de PLHs foi evidenciada pela 
incubação (1h no gelo) de tripomastigotas vivos com 20 μg/mL de heparina (A, C e E). Note a 
distribuição de PLHs (verde) na membrana flagelar em tripomastigotas derivados de cultivo 
celular (A; TCTs) e tripomastigotas sanguíneos (C; BTs) e ainda, próximo ao núcleo e bolsa 
flagelar de tripomastigotas metacíclicos (E; MTs). DNA foi detectado pela coloração pelo DAPI 
(azul), revelando núcleo e cinetoplasto do parasito (A, C e E). Contraste interferencial 
diferencial de Nomarski (DIC; B, D e F).  Imagem representativa de >5 ensaios experimentais. 
Barra =10μM. 



43 

 
 
 
Figura 10. Localização subcelular de proteínas de ligação à heparina (PLHs) em 
tripomastigotas de T. cruzi do isolado silvestre SMM36. Dupla marcação de PLHs (verde) e 
DNA (azul) com heparina-biotinilada e DAPI. (A) Controle negativo obtido pela omissão de 
GAGs biotinilados e incubação com estreptavidina-FITC. Tripomastigotas vivos foram 
incubados por 1h no gelo com 20 μg/mL de heparina (C e E). (C) Tripomastigotas derivados de 
cultivo celular (TCTs) do isolado silvestre SMM36 apresentam intensa marcação para PLHs ao 
longo da membrana flagelar. (E) Em tripomastigotas metacíclicos (MTs), PLHs foram 
visualizadas na superfície celular próximo a região nuclear. Imagens de contraste interferencial 
diferencial de Nomarski (DIC) do campo microscópico correspondente ( B, D e F). Núcleo e 
cinetoplasto do T. cruzi foram detectados pelo DAPI (azul), corante de DNA (A, C e E). Imagem 
representativa de >5 ensaios experimentais. Barra =10μM. 
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Figura 11. Detecção de gp35/50, gp82 e gp90 em tripomastigotas derivados de cultivo 
celular (TCTs), cepa Y, por imunofluorescencia indireta. TCTs vivos foram incubados por 
1h no gelo com anticorpos anti-2B10, anti-3F6 e anti-1G7 (verde). A análise por microscopia de 
fluorescência revelou a presença de gp35/50 ao longo do corpo do parasito (A), sendo 
observada uma reduzida marcação para gp82 (C) e ausência de gp90 na superfície do parasito 
(E). Imagens de contraste interferencial diferencial de Nomarski (DIC) são visualizadas em B, D 
e F. A coloracao pelo DAPI (azul), corante de DNA, revelou núcleo e cinetoplasto do parasito 
(A, C e E). Imagem representativa de >5 ensaios experimentais. Barra =10μM. 
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Figura 12. Localização subcelular de gp35/50, gp82 e gp90 em tripomastigotas 
metacíclicos (MTs) da cepa Y. A localização destas glicoproteínas (GPs) de superfície foi 
revelada após incubação de MTs vivos (1h no gelo) com anticorpos específicos para estas 
glicoproteínas (verde). Note que gp35/50 (A), gp82 (C) e gp90 (E) encontram-se distribuídas 
homogeneamente ao longo do corpo do parasito. O controle negativo, preparado na ausência 
de anticorpos específicos para GPs, não apresentou sinal positivo (dado não mostrado). A 
coloração do núcleo e cinetoplasto foi obtida por DAPI, corante de DNA (A, C e E). Contraste 
interferencial diferencial de Nomarski (DIC; B, D e F). Imagem representativa de >5 ensaios 
experimentais Barra =10μM. 
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Figura 13. Distribuição espacial de gp35/50, gp82 e gp90 em tripomastigotas derivados 
de cultivo celular (TCTs) do isolado silvestre SMM36. Análise por microscopia de 
fluorescência demonstrou a presença de gp35/50 em toda superfície do parasito (A). Sinal 
fluorescente reduzido foi observado para gp82 (C; anticorpo anti-3F6) e ausência de marcação 
foi evidenciada para gp90 (E; anticorpo anti-1G7). Núcleo e cinetoplasto foram evidenciados 
pelo DAPI (azul) (A, C e E). Contraste interferencial diferencial de Nomarski (DIC) do campo 
microscópico correspondente (B, D e F). Imagem representativa de >5 ensaios experimentais 
Barra =10μM.  
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Figura 14. Visualização de gp35/50, gp82 e gp90 em tripomastigotas metacíclicos (MTs) 
do isolado SMM36. As glicoproteínas de superfície foram reveladas pela incubação (1h no 
gelo) com anticorpos específicos (verde). Note a distribuição difusa de gp35/50 (A), gp82 (C) e 
gp90 (E) evidenciada ao longo de todo corpo do parasito. Imagens de contraste interferencial 
diferencial de Nomarski (DIC) são visualizadas em B, D e F. DAPI (azul) revelou núcleo e 
cinetoplasto do T. cruzi (A, C e E). Imagem representativa de >5 ensaios experimentais Barra 
=10μM. 
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4.3. Reconhecimento celular: atuação de PLH-PGHS no processo de 

invasão do T. cruzi 

 Considerando a expressão diferencial de PLHs entre os tripomastigotas de 

diferentes procedências (MT, TCT e BT) evidenciada neste estudo e a 

participação de proteoglicano de heparam sulfato (PGHS) na invasão do         

T. cruzi (Calvet et al., 2003), nos questionamos se a expressão de PLHs 

poderia ser um fator de virulência destes parasitos, favorecendo sua interação 

com PGHS e disparo da invasão. Para responder esta questão, utilizamos 

como modelo as culturas CHO-K1 e CHO-745, competentes e deficientes em 

glicosaminoglicanos, respectivamente.  Culturas com 80% de confluência foram 

infectadas por 2h a 37ºC com tripomastigotas de distintas procedências (TCT 

e MT) e diferente relação parasito-célula hospedeira (10:1, 20:1 e 30:1), sendo 

o perfil de infecção e índice endocítico (cálculo do percentual de células 

infectadas X número médio de parasitos/célula infectada) determinado por 

microscopia de luz.  

 Nossos resultados revelaram um perfil de infecção similar entre TCTs da 

cepa Y e SMM36 em CHO-K1, variando entre 52% - 85% de acordo com a 

relação parasito-célula alvo. Na razão de 10:1, obtivemos 52% e 57% de 

infecção para a cepa Y e SMM36, respectivamente, enquanto em proporções 

maiores, estes valores atingiram 74% e 82% ou 78% e 85% nas relações de 

20:1 e 30:1 das cepas Y e SMM36, respectivamente (Figura 15). É importante 

ressaltar que embora ocorra uma pequena diferença no perfil de infecção das 

culturas CHO-K1, a capacidade invasiva entre os parasitos destas DTUs foi 

distinta. A determinação do índice endocítico revelou que as culturas infectadas 

com TCTs do isolado SMM36 apresentaram maior número de parasitos 

internalizados (143 - 558/100 células) do que as culturas submetidas à infecção 

com a cepa Y (102 - 449/100 células), sendo os índices relacionados à razão 

parasito:célula alvo retratados na tabela 01.  

 Ao analisarmos o perfil de infecção de CHO-745 evidenciamos uma redução 

significativa no percentual de células infectadas e também no índice endocítico, 

comparado aos valores encontrados em CHO-K1 (Figuras 16 e 17; Tabela 1). 

Na proporção de 10:1 parasito-célula alvo observamos que a invasão alcançou 

38% para ambos os genótipos de T. cruzi (cepa Y e isolado SMM36). Contudo, 

as demais relações foram caracterizadas por apresentar perfis de infecção 
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muito próximos, sendo a proporção 20:1 representada por 47% e 51% e de 

30:1 por 57% e 59% mediante infecção com a cepa Y e SMM36, 

respectivamente (Figura 15). Estes valores alcançam em média uma inibição 

da invasão em CHO-745 de aproximadamente 30% comparado a CHO-K1. 

Esse percentual de inibição é ainda mais elevado se considerarmos o IE, onde 

obtivemos uma redução da internalização ≥50% em CHO-745 (Tabela 1). Além 

disso, destacamos que o índice endocítico de culturas CHO-K1 infectadas com 

TCTs do isolado SMM36 foi superior (≤ 40%) à infecção pela cepa Y (Tabela 

1).   

 

A      B 

 

Figura 15. Participação de proteoglicanos sulfatados da célula hospedeira nos eventos 
de internalização de tripomastigotas derivados de cultivo celular (TCTs) em células de 
ovário de hamster competentes (CHO-K1) e deficientes em glicosaminoglicanos (CHO-
745). (A e B) Determinação do percentual de infecção de TCTs da cepa Y (A) e isolado SMM36 
(B) após 2h de interação com CHO-K1 e CHO-745 em diferentes proporções parasito-célula 
hospedeira.  Note que o percentual de infecção aumenta proporcionalmente a relação parasito-
célula alvo, atingindo o máximo de 80% em CHO-K1 na proporção 30:1 em ambos os 
genótipos de T.cruzi. Inibição de aproximadamente 30% na entrada do parasito foi evidenciada 
em CHO-745 nos distintos genótipos. Dados obtidos de 3 ensaios experimentais (*)Teste t-
student p≤0,05.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 

 

 
 
Figura 16. Aspecto geral de culturas de células de ovário de hamster competentes (CHO-
K1) e deficientes em glicosaminoglicanos (CHO-745) infectadas por tripomastigotas 
derivados de cultivo celular (TCTs) da cepa Y. Culturas de CHO-K1 (A, C e E) e CHO-745 
(B, D e F) foram incubadas por 2h com TCTs da cepa Y com diferentes relações parasito-célula 
hospedeira 10:1 (A e B), 20:1 (C e D), 30:1 (E e F). Note a presença de parasitos intracelulares 
(seta) e redução do perfil de infecção em células mutantes. Imagem representativa de 3 
ensaios experimentais. Barra: 20μM. 
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Figura 17. Interação de tripomastigotas derivados de cultivo celular (TCTs) do isolado 
SMM36 com células CHO-K1 e CHO-745. Culturas CHO-K1 (A, C e E) e CHO-745 (B, D e F) 
foram incubadas por 2h com TCTs do isolado silvestre SMM36 na razão de 10:1 (A e B), 20:1 
(C e D) e 30:1 (E e F) parasito-célula alvo. O número de parasitos intracelulares (setas) em 
CHO-K1 aumenta proporcionalmente a razão parasito-célula alvo comparado com CHO-745. 
Este evento é claramente visualizado na proporção 20:1 (C) e 30:1 (E). Imagem representativa 
de 3 ensaios experimentais. Barra: 20μM. 
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 A capacidade invasiva de formas metacíclicas do T. cruzi também foi 

avaliada através da sua interação com a linhagem celular CHO-K1 e CHO-745, 

enfocando a participação de GAGs neste processo. Os ensaios de infecção 

(2h) com MT (cepa Y e isolado SMM36) foram realizados nas mesmas 

proporções parasito-célula alvo (10:1, 20:1 e 30:1). Contudo, nossos resultados 

demonstraram um perfil máximo de infecção de 6%. Desta forma, incluímos a 

relação 60:1 parasito-célula hospedeira como estratégia de alcance de níveis 

de infecção mais expressivos. Curiosamente, a aplicação do dobro da relação 

parasito-célula alvo não induziu a elevação do percentual de infecção, 

permanecendo valores ≤ 8% para os diferentes genótipos de T. cruzi (Figura 

18). Destacamos que não houve alteração no perfil de infecção e IE entre as 

células competentes e deficientes em GAGs (Figuras 19 e 20; Tabela 1).  

   

    A       B 

 
 
Figura 18. Papel de proteoglicanos sulfatados da célula hospedeira no processo de 
invasão de tripomastigotas metacíclicos (MTs) em células CHO-K1 e CHO-745. (A e B) A 
interação de formas metacíclicas (cepa Y e isolado SMM36) com células competentes (CHO-
K1) e deficientes em GAGs (CHO-745) por 2h resultou em baixos níveis de infecção 
independente da proporção parasito-célula alvo (10:1, 20:1 e 30:1) e genótipo de T. cruzi (cepa 
Y e isolado SMM36). Resultados obtidos de 3 ensaios experimentais. 
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Figura 19. Imagens de microscopia de luz de células CHO-K1 e CHO-745 após interação 
com tripomastigotas metacíclicos (MTs) da cepa Y. Culturas de CHO-K1 (A, C, E e G) e 
CHO-745 (B, D, F e H) foram infectadas por 2h a 37ºC com MTs da cepa Y em diferentes 
proporções parasito-célula alvo. Note a presença de parasitos intracelulares (seta) e perfil de 
infecção similar entre as células CHO-K1 e CHO-745 na relação parasito-célula alvo de 10:1 (A 
e B), 20:1 (C e D), 30:1 (E e F) e 60:1 (G e H). Imagem representativa de 3 ensaios 
experimentais Barra: 20μM. 
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Figura 20. Interação de tripomastigotas metacíclicos (MTs) do isolado silvestre SMM36 
com células CHO-K1 e CHO-745. Ensaios de 2h de infecção de CHO-K1 (A, C, E e G) e 
CHO-745 (B, D, F e H) com MTs de SMM36 apresentaram perfil de infecção similar entre 
células competentes (CHO-K1) e deficientes em GAGs (CHO-745). Observe o reduzido número 
de parasitos intracelulares (seta) nas culturas infectadas com diferentes proporções parasito-
célula alvo, incluindo 10:1 (A e B), 20:1 (C e D), 30:1 (E e F) e 60:1 (G e H). Imagem 
representativa de 3 ensaios experimentais. Barra: 20μM. 
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 Em virtude dos baixos índices de infecção, ampliamos o tempo de interação 

para 24 h visando avaliar se a taxa de infecção permaneceria reduzida ou 

atingiria valores próximos daqueles obtidos nos ensaios com TCTs (2h) dos 

distintos genótipos. Nossos resultados revelaram elevação do nível de infecção 

neste tempo de interação, mas com perfil similar entre as células controles e 

mutantes.  Em culturas CHO-K1, o percentual de infecção atingiu 14% e 11% 

na relação de 10:1, 21% e 17% na razão 20:1 e na maior proporção (60:1) 

cerca de 34% e 37%, mediante a infecção com MT da cepa Y e SMM36, 

respectivamente (Figura 21). Todavia, na relação 30:1, a média de 29% foi 

alcançada para ambos os genótipos do T. cruzi. Os dados de quantificação da 

infecção das culturas CHO-745 revelaram que o número de células infectadas 

alcançou valores próximos a 15% (cepa Y e isolado SMM36) na menor 

proporção parasito-célula hospedeira (10:1). Além disso, evidenciamos níveis 

máximos de infecção de 24%,  27% e 37% nas razões de 20:1, 30:1 e 60:1, 

respectivamente, sendo estes valores aproximadamente 2X inferiores aos 

níveis de infecção observados nos TCTs (2h) (Figura 21). Ainda, ressaltamos 

que não houve alteração significativa no número de parasitos interiorizados 

entre os genótipos e tipos celulares analisados (Figuras 22 e 23; Tabela 1).  

 

 A      B 

 

 
Figura 21. Perfil de infecção de células CHO-K1 e CHO-745 após interação com 
tripomastigotas metacíclicos (MTs) da cepa Y e isolado SMM36. Ensaios de 24h de 
interação com MTs da cepa Y (A) e isolado SMM36 (B) revelaram uma infecção proporcional à 
razão parasito-célula alvo, alcançando o máximo de infecção de 37% na relação de 60:1. Não 
foi observado diferenças no percentual de infecção entre células competentes (CHO-K1) e 
deficientes em GAGs (CHO-745) nos diferentes genótipos de T. cruzi. Dados obtidos de 3 
ensaios experimentais. 
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Figura 22. Aspecto geral da interação de culturas CHO-K1 e CHO-745 com 
tripomastigotas metacíclicos (MTs) da cepa Y. Culturas de células competentes (CHO-K1; 
A, C, E e G) e deficientes em GAGs (CHO-745; B, D, F e H) foram incubadas por 24h com MTs 
da cepa Y. O perfil de infecção foi similar em células CHO-K1 e CHO-745 e proporcional a 
relação parasito-célula alvo. Parasito intracelular (seta). Relação parasito-célula hospedeira de 
10:1 (A e B), 20:1 (C e D), 30:1 (E e F) e 60:1 (G e H). Imagem representativa de 3 ensaios 
experimentais. Barra: 20μM. 

CHO-K1 CHO-745 

10:1 

20:1 

30:1 

60:1 
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Figura 23. Micrografia de microscopia de luz da interação de tripomastigotas 
metacíclicos (MTs) do isolado silvestre SMM36 com células CHO-K1 e CHO-745.  Ensaios 
de 24h de infecção de CHO-K1 (A, C, E e G) e CHO-745 (B, D, F e H) com MTs do isolado 
SMM36. Note a presença de parasitos intracelulares (seta) e perfil similar de infecção entre as 
células competentes e mutantes nas diferentes proporções parasito-célula alvo. Razão 10:1 (A 
e B), 20:1 (C e D), 30:1 (E e F) e 60:1 (G e H). Imagem representativa de 3 ensaios 
experimentais. Barra: 20μM. 
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60:1 

30:1 
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Tabela 1: Índice endocítico (IE) de CHO-K1 e CHO-745 infectadas com tripomastigotas de 
distintas procedências. Ensaios de 2h de infecção de culturas CHO-K1 e CHO-745 com 
TCTs da cepa Y e isolado SMM36 demonstraram redução significativa do IE em células 
deficientes em GAGs (*). O valor de IE em culturas infectadas com MTs é inferior aos TCTs 
mesmo após 24h de infecção. O valor de IE de células CHO-K1 infectadas com TCTs do 
isolado SMM36 (

ϯ
) é significativamente superior ao TCTs da cepa Y. No entanto, células 

infectadas com MTs de ambos os genótipos (2h e 24h) apresentaram níveis similares de 
internalização do parasito na célula alvo. Resultados obtidos de 3 ensaios experimentais. Teste 
t-student (*) p≤0,05 e (

ϯ
) p≤0,01. 
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5. DISCUSSÃO 

Patógenos intracelulares desenvolveram estratégias distintas para 

subverter a resposta imune e estabelecer a infecção e persistência em 

hospedeiros mamíferos, permitindo a propagação de sua espécie (Deretic & 

Levine, 2009). O reconhecimento entre ligantes e receptores presentes na 

superfície do parasito e célula alvo é identificado como evento primordial e pré-

requisito para uma infecção bem sucedida. A adesão inicial recorrente desse 

processo pode levar a ativação de vias de sinalização específicas que 

culminam na entrada do parasito (Barrias et al., 2013; Dawn et al., 2014; Popoff 

et al., 2014). Dentre o repertório de moléculas de superfície dos parasitos 

envolvido no reconhecimento celular, destacamos as proteínas de ligação à 

heparina (PLHs) que atuam no ciclo de vida de diferentes patógenos como 

Plasmodium sp (Mathias et al., 2013; Armistead et al., 2011; Kobayashi et al., 

2010), Leishmania sp (de Castro Côrtes et al., 2012a,b) e T. cruzi (Calvet et al., 

2003; Oliveira-Jr et al., 2008, 2012a,b), favorecendo o reconhecimento entre 

células de mamíferos e do inseto vetor. Desta forma, PLHs têm sido apontadas 

como candidatas promissoras para terapia de algumas doenças infecciosas. 

Nosso grupo tem investido no entendimento da interação entre PLHs e 

proteoglicanos de heparam sulfato (PGHS) no processo de invasão do T. cruzi. 

Dados prévios demonstraram a participação efetiva do PGHS mediando o 

reconhecimento e invasão de tripomastigotas e amastigotas em cardiomiócitos 

(Calvet et al., 2003; Oliveira-Jr et al., 2008; Bambino-Medeiros et al., 2012) e 

ainda, com células do epitélio do trato intestinal de Rhodnius prolixus (Oliveira-

Jr et al., 2012a), demonstrando a importância destes ligantes no ciclo biológico 

do T. cruzi. Recentemente, a caracterização bioquímica de PLHs do T. cruzi 

revelou sua atividade proteolítica de serino protease (Oliveira-Jr et al., 2012b), 

sugerindo um complexo cenário de interações biomoleculares na entrada do 

parasito. Apesar dos avanços no conhecimento sobre as PLHs, questões 

relacionadas à expressão diferencial destas proteínas nos genótipos do T. cruzi 

e seu papel na virulência do parasito não foram ainda elucidados.  

A diversidade genética do parasita é, sem dúvida, um fator importante que 

influencia vários parâmetros biológicos (revisto por Zingales et al., 2012), e tem 

sido sugerido que pode ser parcialmente responsável pelos diferentes 
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desfechos clínicos da doença de Chagas (Macedo et al., 2004). O mapeamento 

filogenético associado às análises proteômicas apontam para expressão 

diferencial de proteínas entre as diferentes DTUs, demonstrando que 29 de 261 

proteínas foram superexpressas em estoques de T. cruzi pertencentes à 

mesma DTU (Telleria et al., 2010). Ainda, a capacidade invasiva do T. cruzi e o 

mecanismo disparado na entrada do parasito também parecem ser modulados 

pela expressão diferencial de componentes de superfície nos distintos 

genótipos e estágios de desenvolvimento do T. cruzi (Ruiz et al.,1998; Risso 

MG et al., 2004; Ferreira et al., 2006).  

Nossos dados de expressão de PLHs não revelaram diferenças entre os 

dois genótipos de T. cruzi analisados (TcII e Z3), mas o perfil de expressão 

desta proteína foi claramente distinto entre os tripomastigotas de diferentes 

procedências. A maior expressão de PLHs em populações de TCTs da cepa Y 

(TcII) e SMM36 (Z3) e ainda BT (cepa Y, TcII) comparado aos MTs destas 

mesmas DTUs aponta para o relevante papel de PLHs na entrada de formas 

TCTs e BTs do T. cruzi. Assim, considerando que o mecanismo de invasão de 

MTs é modulado pela expressão das glicoproteínas de superfície gp82, 

gp35/50 e gp90 (Do Carmo et al., 2002; Ferreira et al., 2006; revisto por Maeda 

et al., 2012; Yoshida, 2008), avaliamos se estas proteínas poderiam ser 

também preferencialmente expressas em TCTs e BT dos diferentes genótipos. 

Surpreendentemente, PLHs se revelaram como proteínas majoritárias em 

TCTs e BT quando comparadas a gp82 e gp90. As análises de Western 

blotting confirmaram a reduzida expressão de gp82 e ausência de gp90 em 

TCTs de ambos os genótipos e BT da cepa Y. Por outro lado, o perfil de 

expressão destas proteínas foi inversamente proporcional em MTs, onde os 

níveis de expressão de gp82 e gp90 foram consideravelmente superiores a 

PLHs, corroborando dados da literatura que reportam a expressão de gp82 e 

gp90 em MTs (Cortez et al., 2014; Málaga & Yoshida, 2001; revisto por Maeda 

et al., 2012;). Ressaltamos, porém, expressão similar de gp35/50 em TCTs e 

MTs dos diferentes genótipos evidenciado pela análise de citometria de fluxo.  

A expressão diferencial de glicoproteínas como gp82, gp35/50 e gp90 foi 

previamente reportada em T. cruzi de diferentes genótipos (Ruiz et al., 1998). 

Embora cepas G (TCI) e CL (TcVI) expressem um perfil similar de gp82, os 

níveis de gp90 e gp35/50 são distintos entre as duas cepas, modulando a 
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capacidade invasiva através do disparo de mecanismos distintos de invasão 

(Yoshida 2006). A presença de elevados níveis de gp35/50 e gp90 na cepa G, 

modulando negativamente gp82 e favorecendo o reconhecimento por gp35/50, 

libera Ca2+ de acidocalciossomo e dispara um mecanismo de invasão 

dependente de citoesqueleto (Ferreira et al., 2006; revisto por Maeda et al. 

2012). Em contraste, a elevada expressão de gp82, ausência de gp90 e 

reduzida expressão de gp35/50 na cepa CL foram os principais responsáveis 

por definir a elevada capacidade infectiva deste parasito. A interação de gp82 

com a superfície da célula alvo, que libera Ca2+ do retículo endoplasmático em 

ambos o parasito e célula hospedeira, dispara um mecanismo de invasão 

dependente de lisossomos (Martins et al., 2011). Portanto, a expressão de 

PLHs e gp35/50 em TCTs da cepa Y e isolado SMM36 sugere o disparo de 

mecanismos alternativos de invasão, independente de lisossomos. 

A presença de gp90 no T. cruzi cepa Y é conflitante com os dados 

reportados por Ruiz e colaboradores (1998) que demonstraram a ausência 

desta glicoproteína na superfície destes parasitos. Curiosamente, dados 

recentes do grupo revelaram a expressão diferencial de gp82 em duas 

amostras de T. cruzi denominadas como cepa Y (Cortez et al., 2012). As 

linhagens derivadas da cepa Y, identificadas como Y30 (TcII) e Y82 (TcVI), 

reagem com anticorpo anti-3F6, que reconhece a proteína estágio específico 

gp82 e liga a uma proteína relacionada de 30 kDa no isolado Y30. No entanto, 

embora Y30 dispare um mecanismo de invasão dependente de lisossomos, 

este parasito apresenta baixa propriedade infectiva no epitélio gástrico, 

provavelmente em virtude de mudanças na sequência peptídica 

correspondente ao sítio de ligação à mucina gástrica. A infecção de células 

HeLa por Y30 também foi inferior ao isolado Y82, mesmo em proporções 

parasito-célula hospedeira superiores, demonstrando a ineficiência de invasão 

deste parasito. Este conjunto de dados sugere a presença de subpopulações 

em cepas que podem apresentar perfil distinto de expressão de proteínas de 

superfície e, portanto, podem determinar maior ou menor virulência de 

parasitos dentro da mesma cepa. Em nosso estudo, TCT e BT da cepa Y 

tiveram níveis de expressão de PLHs distintos, sendo evidenciado uma 

redução de 41% da população positiva para PLHs em BT, mas foram negativos 

para gp90 e apresentaram baixa expressão de gp82. Este fato pode estar 
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relacionado com a seleção de populações que melhor se adaptaram ao 

microambiente. Portanto, é possível que a infecção cíclica de TCTs em células 

de mamíferos, que expressam HS abundantemente na superfície celular, 

selecione populações do parasito que expressam elevados níveis de PLHs.  

Por outro lado, BT, que interage com diferentes mediadores sanguíneos e 

necessita invadir rapidamente diferentes tecidos para escapar do sistema 

imune, pode apresentar múltiplos ligantes como estratégia de invasão, 

incluindo PLHs. No entanto, é importante ressaltar que não houve reatividade 

com proteínas de massa molecular de 30 kDa. 

Curiosamente, as proteínas da família das trans-sialidases (TS), envolvidas 

no processo de invasão, também são diferencialmente expressas nas 

diferentes DTUs do T. cruzi. Cepas de T. cruzi TcII (isolados  RA, Q501/3, Br e 

Cvd) expressam e secretam níveis de TS superiores ao TcI (isolados CA-I, K-

98, Hc e Ac). Este perfil distinto de TS conferiu elevada virulência das cepas 

TcII em modelo experimental animal, identificando TS como importante fator de 

virulência em BTs (Risso et al., 2004). Recentemente, a análise da expressão 

de genes de TS em diferentes DTUs do T. cruzi revelou a ausência de genes 

TS inativo (iTS) em TcI, TcIII e TcIV, juntamente com a presença de aTS/iTS 

nas cepas TcII e TcVI (virulentas), sugerindo uma correlação entre a ausência 

de iTS com a menor virulência do parasito (Burgos et al., 2013). Ainda, a 

ligação de TS em células cardíacas in vivo parece desempenhar um papel 

importante na patogênese da doença de Chagas, aumentando o parasitismo 

tissular e inflamação do miocárdio devido aos mecanismos imune efetores 

específicos contra antígenos do parasito (Alcântara-Neves et al., 2004; Trocoli 

Torrecilhas et al., 2009). Neste contexto, a microvasculopatia induzida pelo T. 

cruzi e sua associação com a ativação do sistema cinina por cruzipaína, onde o 

receptor de bradicinina-1 (BK1R) sustenta a resposta inflamatória e BK2R, 

juntamente com endotelina-1, orquestra o derrame de plasma no tecido 

cardíaco, favorece a invasão de células cardiovasculares, inflamação e 

remodelamento cardíaco (Scharfstein et al., 2013). Interessantemente, estudos 

apontam para a participação de PLHs, secretada por neutrófilos, em derrame 

vascular e formação de edema inflamatório através de associação com 

receptores endotelina-1 em pacientes sépticos (Persson et al., 2014). Este 

conjunto de dados nos leva a questionar se as PLHs do T. cruzi poderiam, tal 
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como cruzipaína, participar de outros eventos biológicos envolvidos na 

patogênese da doença de Chagas.  

Outra abordagem deste estudo refere-se à localização subcelular de PLHs 

e GPs em tripomastigotas de diferentes procedências e DTUs. Relatamos que 

a localização de gp82, gp90 e gp35/50 encontra-se dispersa em toda superfície 

celular das formas tripomastigotas (TCT e MT) da cepa Y e SMM36, com 

exceção de gp82 e gp90 que é pouco expressa ou ausente em TCTs, 

respectivamente. Estes achados corroboram dados previamente publicados 

que demonstram a localização de GPs (gp35/50, gp82 e gp90) e trans-

sialidases distribuídas por todo o corpo de MTs (Bayer-Santos et al., 2013; 

Buschiazzo  et al., 2012; Cordero et al., 2008). Por outro lado, as análises de 

microscopia de fluorescência revelaram a presença de PLHs apenas na 

membrana flagelar de TCTs (cepa Y e SMM36) e BT da cepa Y. Em contraste, 

um número reduzido de tripomastigotas metacíclicos dos diferentes genótipos 

apresentou PLHs localizada em regiões da membrana próxima ao núcleo do 

parasito. Nossos resultados reforçam dados prévios do grupo que 

demonstraram a localização específica de PLHs na membrana flagelar em 

TCTs do clone Dm28c (Oliveira Jr et al., 2012b) e promastigotas de Leishmania 

(Viannia) braziliensis (De Castro-Côrtes et al, 2012a). A membrana flagelar do 

T. cruzi é enriquecida em microdomínios lipídicos de membrana (lipid rafts) que 

estão associados a intensa sinalização (Maric et al., 2010), sendo demonstrado 

que determinadas proteínas são localizadas exclusivamente ou concentradas 

na membrana flagelar, como ocorre com as proteínas de ligação à Ca2+ (Maric 

et al., 2011). Recentemente, estudos demonstraram que a interação de gp85, 

membros da superfamília de trans-sialidase, com componentes de matriz 

extracelular disparam a fosforilação de proteínas do domínio paraflagelar e 

alfa-tubulina desencadeando a entrada do parasito (Mattos et al., 2012), 

demonstrando que proteínas estruturais do flagelo cooperam no disparo de 

vias de sinalização. Portanto, é possível que a localização de PLHs neste sítio 

dinâmico de sinalização favoreça sua interação com seu receptor e coordene 

os mecanismos envolvidos na entrada do parasito.  

Neste contexto, avaliamos a participação de PLHs no processo de invasão 

de tripomastigotas das DTUs estudadas (TcII e Zimodema 3) a fim de 

determinar o papel da interação PLHs-PGHS na invasão dos diferentes 
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tripomastigotas e genótipos de T. cruzi. Como estratégia experimental, 

realizamos ensaios de infecção em células de ovário de hamster chinês 

competentes (CHO-K1) e deficientes em glicosaminoglicanos (CHO-745). 

Evidenciamos que TCTs da cepa Y e isolado SMM36 apresentam menor 

capacidade invasiva em CHO-745 quando comparadas com as células 

competentes. A deficiência em GAGs na superfície celular acarretou uma 

redução de aproximadamente 30% da entrada do parasito independente das 

proporções parasito-célula alvo adotadas. Embora não tenha sido observado 

diferenças no percentual de infecção entre TCTs da cepa Y e isolado SMM36 

em CHO-K1, os valores de índice endocítico foram significativamente 

superiores na infecção com SMM36, sugerindo uma maior avidez destes 

parasitos no disparo da invasão.  

A discrepância da capacidade invasiva entre TCTs e MTs é bastante 

relevante, sendo evidenciado uma notável redução de 54% na entrada de MTs 

mesmo após tempos longos de interação (24h) e proporção parasito-célula alvo 

2X superior (razão 60:1). Por outro lado, apenas a invasão de TCTs foi 

significativamente reduzida na interação com células CHO-745, demonstrando 

claramente o papel da interação PLHs-GAGs neste processo. É fato que os 

resultados de interação com MTs excluiu a participação de PLHs na entrada 

destes parasitos, mas aponta sua ineficiência de invadir esta célula de origem 

epitelial. Estes dados são conflitantes com os achados de infecção oral, onde 

MTs são capazes de invadir o epitélio gástrico mediado por um mecanismo 

dependente de gp82 (Yoshida 2009). No entanto, a elevada expressão de gp90 

em MTs das diferentes DTUs estudadas (TcII e Z3) pode ser um fator 

determinante neste processo, uma vez que esta proteína foi descrita como 

reguladora negativa de gp82 (Cortez et al., 2006). Por outro lado, a baixa 

infecção de MTs tem sido reportada em modelos de infecção animal (Dias et 

al., 2013; Vieira et al., 2009), exceto por infecção via oral onde BT raramente 

inicia a infecção de mucosas (Hoft 1996). Ainda, estudos realizados em modelo 

murino e canino inoculados com MT ou BT demonstraram perfil distinto de 

infecção. A infecção por BT acarreta elevado parasitismo tissular e maior 

expressão de quimiocinas e citocinas próinflamatórias na fase aguda de 

infecção enquanto MT apresentou parasitemia subpatente com expressão de 

IL-10, sugerindo que a infecção natural ou via transfusional podem 
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desencadear interações parasito-hospedeiro distintas durante a fase aguda e 

influenciar aspectos imunopatológicos da doença de Chagas (de Souza et al., 

2014; Vieira et al., 2012).    

Em conjunto, os dados de expressão de PLHs e GPs associados ao 

perfil de infecção em TCTs apontam para um mecanismo de infecção mediado 

por PGHS e modulado por citoesqueleto, uma vez que TCTs expressam níveis 

elevados de PLHs e gp35/50. Embora o mecanismo de invasão dependente de 

lisossomos tenha sido descrito como única via de entrada por décadas, 

múltiplos mecanismos de invasão são atualmente reconhecidos como 

estratégia de interiorização e persistência do T. cruzi (Fernandes e Andrews 

2012; Ferreira et al., 2006; Romano et al. 2009, 2012; Rosestolato et al., 2002; 

Todorov et al, 2000). Nosso estudo contribui para um melhor entendimento da 

relação entre proteínas de superfície, com enfoque em PLHs e GPs, genótipo e 

forma evolutiva do T. cruzi no processo de invasão. Recentemente, reportamos 

um novo mecanismo de invasão do T. cruzi mediado por quinase de adesão 

focal (FAK) (Melo et al., 2014), que modula citoesqueleto em diferentes eventos 

biológicos (Parsons, 2003). Considerando que a ativação de FAK seja regulada 

por agregação de integrinas e/ou PGHS (Bass et al., 2002; Hall et al., 2011; 

Schaller et al., 2010), nossa hipótese é pautada no disparo da ativação de FAK 

mediado pela interação PLHs-PGHS na superfície celular, levando a agregação 

de PGHS e autofosforilação de FAK, modulando positivamente a entrada do 

parasito. A via de sinalização de TGF-beta é outra via ativada na entrada do T. 

cruzi (Ming et al., 1995; Waghabi et al., 2005) que pode ser orquestrada pela 

interação PGHS e PLHs. Evidências demonstram a associação de HS e TGF-

beta latente na superfície celular e a participação de PGHS como 

apresentadores de TGF-beta ativo ao receptor tipo II desta via de sinalização 

(Chen et al., 2007; Parsi et al., 2010). Portanto, TGF-beta latente poderia ser 

ativado na superfície celular pela atividade proteolítica de PLHs durante sua 

interação com PGHS, desencadeando a fosforilação de Smads e ativação de 

diferentes vias envolvidas com a modulação do citoesqueleto (Maddala et al., 

2003; Moustakas & Heldin et al., 2008). Os dados deste estudo juntamente 

com resultados prévios do grupo fornecem fortes evidências da participação de 

PLHs e PGHS na entrada do T. cruzi. O esclarecimento dos mecanismos 
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disparados pela interação PLHs-PGHS é, sem dúvida, de grande interesse e 

será foco de futura investigação. 
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6.  CONCLUSÕES 

1. Tripomastigotas de genótipos e procedência distintas apresentam expressão 

diferencial de proteínas de ligação à heparina (PLHs) e glicoproteínas (GPs) 

como gp35/50, gp82 e gp90 em sua superfície. TCTs apresentam maior 

expressão de PLHs e gp35/50 enquanto MTs possuem elevados níveis de 

gp82, gp35/50 e gp90. 

2. PLHs apresentam distribuição espacial distinta nos tripomastigotas de 

diferentes procedências, estando localizadas na membrana flagelar de TCTs e 

próximo ao domínio nuclear em MTs. GPs estão distribuídas por todo o corpo 

do parasito, exceto gp90 que é negativa em TCTs.   

3. TCTs apresentam elevado perfil de infecção em células de ovário de 

hamster chinês (CHO-K1), sendo a capacidade invasiva de SMM36, 

determinada pelo índice endocítico, relacionada com a maior expressão de 

PLHs.  

4. PLHs não desempenham papel importante na invasão de tripomastigotas 

metacíclicos (cepa Y e isolado SMM36) onde a deficiência em 

glicosaminoglicanos (GAGs) em células mutantes não alterou o perfil de 

infecção. 

5. A inibição da interação PLHs-GAGs no modelo CHO-745 induz redução na 

entrada de TCTs de ambos os genótipos do T. cruzi.  

 

Conclusão geral 

PLHs são expressas diferencialmente na superfície de tripomastigotas de 

distintas procedências e genótipos do T. cruzi e modulam a interação com 

PGHS como estratégia de invasão do parasito. 
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