UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
INSTITUTO DE BIOFISICA CARLOS CHAGAS FILHO

Miria Gomes Pereira

Membranas resistentes a detergente em reservossomos de
epimastigotas de Trypanosoma cruzi

DISSERTACAO DE MESTRADO SUBMETIDA A UNIVERSIDADE
FEDERAL DO RIO DE JANEIRO VISANDO A OBTENCAO DO GRAU
DE MESTRE EM CIENCIAS BIOLOGICAS (BIOFISICA)



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Rio de Janeiro
2007

Trabalho desenvolvido no laboratério de Ultra-estrutura Celular Hertha Meyer, Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob orientacdo da
Dra. Narcisa Leal da Cunha e Silva, com auxilios financeiros do Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) e Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ).



Pereira, Miria Gomes
Membranas resistentes a detergente em reservossomos de
epimastigotasde Trypanosoma cruzi / Miria Gomes Pereira.
Rio de Janeiro, 2007.

xiii, 112fl.

Dissertagéo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas- Biofisica) —
Universidade Federal do Rio de Janeiro,

Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, 2007.

Orientador: Narcisa Leal da Cunha e Silva




1 Dominios resistentes a detergente. 2. Reservossomos
3.Trypanosoma cruzi — Teses. |.Cunha-e-Silva, Narcisa (Orient.)
Il. Universidade Federal do Rio de Janeiro. Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho I11. Titulo.

Aos meus pais, Edilson e Lucia, que proveram tudo que um filho poderia ter,
Aos meus irmaos queridos, Fernanda e Vinicius que sao minha fonte de inspiracéo,



Ao Leo pelo amor e apoio incondicional,
Ao Funf, que eu tanto amo,
E ao meu “irmdo de criacdo” Augustinho, por sua motivacdo constante.

AGRADECIMENTOS

N&o hé& palavras. Sdo vagas ou pouco expressivas num turbilhdo de pensamentos,
numa mistura de sentimentos que s6 o coragdo € capaz de dizer. Sinto-me como que
completamente inebriada numa estrada sem fronteiras em que escolhi para viver. E me
levanto, todos os dias na certeza de que tenho tudo que preciso e tenho todos ao meu redor.
Confortando-me, amparando-me, alguns muito gentis, outros mais calados. E séo eles todos
os dias que preenchem minha vida ndo apenas de alegria, mas invadem meu mundo de
sonhos, resgatando-me do impossivel ou me langando mais e mais.

Vejo-0s todos os dias, estdo por toda parte, ao meu lado, pelos corredores querendo
saber dos minimos detalhes, imprimindo novas ideias, um conselho, ou as vezes, olhando-
me desconfiados para meus olhos tdo expressivos e, deveras, passionais, perguntando bem
baixinho 0 motivo do meu siléncio.

Sinto-me maravilhada. Sinto-me num carrossel de temperamentos, no modo de
fazer ciéncia, na ldgica desse pequeno trecho de minha prépria vida, com suas virtudes e
nos momentos de desalento. E ndo estou s6. E gostaria de poder dizer todos os dias 0 quéo
importantes vocés foram nas poucas palavras ou no discurso para uma vida inteira.

A todos vocés muito obrigada pelos ensinamentos prestados, pelas davidas
esclarecidas, pelos momentos compartilhados.

Ciéncia € viver e ciéncia é feita por pessoas.



A Deus por permitir que eu chegasse até aqui.

A minha familia querida, a minha V6 Luiza e minha tia Edna e ao sogrdo Miguel por
estarem sempre presentes.

Ao Leo, pois sem vocé, amor, eu ndo teria conseguido! Vocé é um exemplo de motivacao e
de profissionalismo para mim.

Ao Bosco, meu primeiro professor aqui no lab, uma pessoa querida e amiga. VVocé é
maravilhoso e um exemplo de profissional. Sou feliz por ter podido compartilhar tantos
anos ao seu lado.

Ao melhor grupo de pesquisa: Narcisa (obrigada por tudo que me ensinou, pela
confianga, pelo carinho e amizade nessa jornada de 7 anos. Eu ndo seria 0 que sou hoje sem
vocé por tras), Celso (vocé é brilhante; sera um excelente orientador, tem entusiasmo e
dedicacdo. Obrigada pela atencéo dispensada e por todas as discussdes cientificas), André
Jeovénio (vocé caiu de para-quedas aqui no lab e mostrou o seu valor. Sou feliz hoje por ser
sua amiga!), Daniela (obrigada pelo apoio nos momentos dificeis e ndo desista nuncal),
Sarah, Mariana Hammes, Juliana (obrigada pelo apoio, especialmente nesses ultimos
meses) Bel e Catarina (minhas primeiras companheiras de lab e que me ensinaram muito).
Vocés fomentam as minhas idéias e impulsionam minha vida.

Prof2. Gedrgia (Instituto de Bioquimica Médica) que foi uma das pegas essenciais para a
realizacdo desse trabalho. Gé&, obrigada por me acolher e me ensinar dia-a-dia como 0s
lipidios sdo maravilhosos!

Aos amigos sempre queridos: André Luiz, Mariana Farias, Mariana Frossard e Priscila.
Cada um de vocés escreveria um inimaginavel livro de historias!!!! Adoro vocés!

A minha super amiga Erica, aquela que sei que posso contar, que sempre me apoiaré e
que carregarei no coragéo por toda vida.

Ao casal mais gente boa da UFRJ: Joana (sabe-tudo) e Leandro (eu quero ser igual a vocé
quando crescer!). Agradego a vocés por serem estarem dispostos a me ajudar.

Juju, vocé é uma 6tima cientista. Confia e segue em frente que seu caminho é longo!

Emile obrigada pelas discussdes cientificas e pela amizade que se desenvolveu entre nos!
Ju, e agora, € raft ou ndo é?! Obrigada pelos papers, pelas conversas e discussoes.

A Marcia, a Cris, a Tecia, a Sonia, a Thais e ao Wanderley de Souza por
compartilharem comigo suas experiéncias cientificas, auxiliando na minha formacao.

Ao Lducio, ao Marcel e ao Rodrigo que sdo os cientistas mais cuca-fresca que eu
conheco!!!! Lucio, ndo ha nada melhor que um bom gato morto no lab para animar o
pessoal, né?! Rsrsrsr

A Rossiane, por sua paciéncia, seus ensinamentos (cientificos e de vida), ensinando-me
todos os dias ao ver o lado bom das coisas.

Ao Gustavo, ao Thiago Manchester, ao Thiago Luiz, ao Julio (obrigada pelos bate-
papos filoséficos), a lamara, ao Allan, ao Paulo, ao Deda (obrigada por tantos quebra-
galhos), ao Kildare, & Karlinha, a Mariana, a Tati, a Gisele, & Loraine, Leticia, a
Renata, a Noémia, a Ana Cristina e a Cazuza.

A Aline, a Nuccia, a Nicole, ao David, ao Felipe, a Livia e aos Allans (Bioquimica): por
terem me recebido com carinho, pelo que tanto me ajudaram e por fazerem com que eu me
sentisse sempre a vontade.



Aos professores José Osvaldo e Lucia Previato por me ajudarem, pacientemente, com 0s
“glicoconjugados”.

Nete, vocé é dez! Musa do biotério! Maezona dos alunos do laboratério!

Ao CEHA: por todos os preciosos valores adquiridos.

RESUMO

PEREIRA, Miria Gomes. Membrnas resistentes a detergente em reservossomos de
Trypanosoma cruzi. Rio de Janeiro, 2007. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas-
Biofisica)- Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2007.

Os reservossomos sd0 organelas presentes nas formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi e em outras espéecies do sub-género Schizotrypanum. A principal
funcdo desta organela é a de armazenar lipidios, proteinas e outras substancias que sao
continuamente endocitadas a partir da bolsa flagelar e do citéstoma. O citéstoma é uma
invaginacdo da membrana plasméatica que possui uma considerdvel quantidade de
glicoproteinas e glicolipidios na sua entrada, constituindo uma regido especializa nos
epimastigotas. Baseado na possibilidade de que a composicao bioquimica da membrana dos
reservossomos seja resultado, em parte, da composicdo da membrana do citdéstoma,
resolvemos investigar a presenca de microdominios resistentes ao tratamento com Triton
X-100 a 4°C e vimos que 0S reservossomos apresentam membranas resistentes ao
tratamento com detergente. Além disso, essas membranas apresentam o aspecto planar,
sendo muito semelhantes as membranas internas observadas in situ e nas organelas isoladas
que foram analisadas em cortes ultrafinos ou por contrastacdo negativa. A anélise dos
lipidios revelou que essas membranas apresentam uma alta concentragdo de ergosterol e
significativas quantidades de diacilglicerol, fosfoinositidios e inositolfosforilceramida, o
que denota um possivel papel nas rotas de sinalizacdo celular. Ademais, tanto as
membranas dos reservossomos como a dos epimastigotas mostraram resultados positivos
para a ligacdo da toxina do colera e, possivelmente, algum glicoconjugado com 0 mesmo
sitio de reconhecimento de GM; estd presente na entrada do citéstoma, alcancando os
reservossomos por endocitose. Por ultimo, resolvemos investigar a presenca de flotilina 2
nessas organelas e vimos que epimastigotas expressam uma proteina que apresenta reacdo
cruzada com o anticorpo para flotilina 2. A marcacdo positiva para flotilina 2 nas
membranas obtidas, mais o fato de que nos reservossomos isolados a ligacdo € observada
nas membranas internas dessas estruturas levanta a hipotese de que as membranas internas
constituem um dominio especializado nessas organelas.



ABSTRACT

PEREIRA, Miria Gomes. Detergent resistent membranes in reservosomes from
Trypanosoma cruzi epimastigotes Rio de Janeiro, 2007. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Biologicas- Biofisica)- Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2007.

Reservosomes are organelles present in epimastigote forms from Trypanosoma
cruzi and other species from Schizotrypanum sub-genus. The main function of this
organelle is storing lipids, proteins and other molecules that are constitutively uptaken from
flagellar pocket and cytostome. The cytostome is a plasma membrane invagination that
presents a considerable amount of glycoproteins and glycolipids at its entrance, creating a
large specialized region in epimastigotes. Based on the possibility that the biochemical
composition of reservosomes membrane is, at least in part, a result of cytostome membrane
composition, we investigated the presence of Triton X-100-resistent microdomains. We
observed that reservosomes present detergent-resistant membranes. Furthermore, these
membranes are flat and akin to internal membranes observed in situ and in isolated
organelles in ultrathin sections or by negative staining. Lipid analysis revealed that these
membranes present high contents of ergosterol and significant quantities of diacylglycerol,
phosphoinositides and inositolphosphorylceramide, which denotes a possible role on
signaling routes. Moreover, both reservosome membranes and epimastigotes showed
positive results to cholera toxin binding and possibly some glycoconjugate with a similar
binding site to GM; are present in cytostome entrance, reaching reservosomes through
endocytosis. Finally, we investigated the presence of flotillin 2 in these organelles and we
observed that epimastigotes present crossing reaction with this antibody. Positive reaction
for flotillin 2 in recovered membranes and the fact that in isolated reservosomes the binding
is observed in internal membranes launch the hypothesis that internal membranes constitute
a specialized domain in these organelles.
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Introducao




I. INTRODUCAO
1. O Trypanosoma cruzi:

O Trypanosoma cruzi ¢ o agente etiolégico da Doenca de Chagas (Chagas, 1909);
enfermidade cuja &rea endémica abrange quase todo o continente americano, desde o sul dos
Estados Unidos até a regido sul da Argentina e do Chile (De Souza, 2000). Na verdade, por ter
sido muito estudado devido sua importancia como agente causador de uma grave doenca, acabou
se tornando um interessante modelo de estudo em biologia celular e molecular.

Taxonomicamente, podemos enquadrar o parasito dentro da classe Kinetoplastidea e
ordem Kinetoplastida, que engloba a familia Trypanosomatidae. Nesse grupo, encontramos, por
exemplo, protozoarios dos géneros Leishmania, Phytomonas, Endotrypanum e o proprio
Trypanosoma. Dentro do género Trypanosoma, podemos ainda destacar o Trypanosoma brucei
gambiense e o Trypanosoma brucei rhodesiense, agentes causadores da doenga do sono, enquanto
que Trypanosoma brucei brucei, Trypanosoma equiperdum e Trypanosoma equinum Sao
responsaveis pelas patologias em animais (De Souza, 2000).

De carater heteroxénico, uma vez que alterna seu ciclo evolutivo entre o hospedeiro
invertebrado (o inseto vetor, popularmente conhecido como barbeiro) e o hospedeiro vertebrado
(mamiferos como o0 homem, cdes, gatos, roedores e marsupiais), o T. cruzi apresenta trés formas
no seu ciclo de vida: amastigota, tripomastigota e epimastigota. A caracterizac¢do dessas formas se
deve a i) forma geral da célula, ii) posicéo relativa do nucleo e do cinetoplasto e iii) ponto do qual
o flagelo emerge (De Souza, 2000). Dessa maneira, as formas intracelulares do hospedeiro
vertebrado ou amastigotas sdo células esféricas, com capacidade de divisdo, cinetoplasto em
formato de bastdo, anterior ao nucleo e um flagelo curto que emerge da bolsa flagelar,
centralmente localizada ao corpo. As formas infectantes, os tripomastigotas, apresentam formato

alongado, ndo se dividem, o cinetoplasto em formato de cesta, posterior ao nucleo e flagelo



saindo lateralmente & bolsa flagelar e ao corpo. Por altimo, as formas presentes no tubo digestivo
do inseto vetor, epimastigotas, com capacidade de divisdo, alta atividade endocitica, apresentam
formato piriforme, cinetoplasto com forma de bastéo posicionado antero-lateralmente ao nucleo, e

flagelo emergindo lateralmente ao corpo celular (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema dos aspectos morfoldgicos gerais das formas epimastigotas (A),

tripomastigotas (B), e amastigotas (C) do Trypanosoma cruzi (De Souza, 2000).



Os tripanossomatideos, em geral, sdo conhecidos por apresentarem um unico flagelo, uma
mitocdndria Unica, ramificada e que concentra parte do seu material genético numa regido
especializada conhecida como cinetoplasto. Além disso, vale ressaltar a presenga dos glicossomos
e acidocalcissomas.

Os glicossomos sdo organelas semelhantes aos peroxissomos de outros tipos celulares,
devido a presenca de enzimas de rotas metabolicas como as da biossintese de éter lipidios (di-
hidroxiacetona fostato aciltransferase, acil-CoA redutase ou ainda a NADP oxidoredutase),
algumas enzimas da -oxidacdo, como a 2-enoil CoA hidratase e o transportador carnitina acetil
transferase. Além disso, os tripanosomatideos concentram quase que 90% das enzimas da via
glicolitica nos glicossomos, dai 0 nome. Todavia, ndo foi detectada a presenca de catalase, o
marcador de peroxissomos nestes organismos, com excecdo da Crithidia luciliae, Phytomonas sp
e Trypanoplasma borelli (Parsons, 2004; Michel et al, 2006).

Os acidocalcissomos, por sua vez, sao organelas acidificadas por duas bombas de protons:
V-H*-PPase e V-H'-ATPase (Scott & Docampo, 1998) localizadas na sua membrana, e
constituem o principal reservatorio de alguns ions importantes no interior da célula, como calcio,
magnesio, sodio e zinco (Docampo et al, 1995), alem de estocarem pirofosfato e polifosfatos
(Urbina et al, 1999). Além disso, os acidocalcissomas apresentam um trocador de Na'/H* e um
Ca®*/H" (Docampo & Moreno, 1999; Scott & Docampo, 2000). Logo, ja foram sugeridas algumas
fungdes para esses compartimentos nas células, como um possivel reservatério de ions, atuando
na homeostase de calcio e do pH intracelular, e na propria osmorregulacdo quando os parasitos

estdo submetidos ao estresse osmotico, por exemplo (Docampo et al, 2005).



Finalmente, uma das estruturas mais interessantes presentes nas formas epimastigotas do
T.cruzi sdo o0s reservossomos. Tais organelas sdo encontradas somente no subgénero
Schizotripanum (Soares & De Souza, 1988).

2. Reservossomos

A primeira descricdo da organela foi realizada por De Souza e colaboradores em 1978, em
ensaios de citoquimica, utilizando HRP (horseradish peroxidase). O grupo observou que as
formas epimastigotas endocitavam altas concentracdes de HRP a partir da bolsa flagelar e do
citdstoma. Préximo ao citéstoma, vesiculas pinociticas, com um didmetro médio de 80 nm,
podiam ser visualizadas apresentando marcagéo positiva para HRP e que se fundiam originando
as estruturas multivesiculares na regido posterior da célula. Além disso, ensaios para a
determinacdo de carboidratos, pela técnica de Thiéry (1967), demonstraram que, além da
superficie celular dos epimastigotas, as estruturas multivesiculares também apresentavam
resultado positivo para o ensaio.

A utilizacdo de tetréxido de 6smio em tampédo imidazol, que aumenta o contraste de
lipidios (Angermuller & Fahimi, 1982), ensaios positivos para proteinas bésicas e a auséncia de
fosfatase &cida demonstraram que tais corpos multivesiculares tambeém eram o sitio de acumulo
de lipidios (ou lipoproteinas), e que as proteinas do limen poderiam representar um material de
reserva nesses organismos (Soares & De Souza, 1988). Ainda nesse trabalho, os autores afirmam
que ndo foi possivel visualizar unidades de membrana envolvendo as inclusdes no interior das
organelas, levando a conclusdo que as inclusdes lipidicas e as proteinas provenientes do processo
de endocitose sdo secretadas diretamente para o interior da organela, o que tornou o termo
multivesicular improprio, e fez surgir o termo reservossomo.

Por estudos estereoldgicos, pOde-se observar que os reservossomos das formas

epimastigotas véo gradativamente desaparecendo, havendo uma reducdo do volume da organela,



durante o processo de metaciclogénese (Soares et al, 1989). Neste trabalho, os autores
propuseram que os parasitos utilizam o material estocado nos reservossomos como fonte de
energia durante a metaciclogénese.

Posteriormente, o binding de LDL e transferrina em experimentos a 4°C e a consequente
internalizacdo dos ligantes a 28°C sugeriram que o T.cruzi apresente receptores para esses
ligantes tanto no citéstoma como na bolsa flagelar, num mecanismo de endocitose mediada por
receptor (Soares & De Souza, 1991). A determinacdo do pH 6 pela técnica de DAMP (Anderson
& Orci, 1988), uma base fraca que se acumula em compartimentos &cidos, a localizagdo da
cisteina protease (cruzipaina) em reservossomos por anticorpos por ensaios de imunocitoquimica
(Souto-Padron et al, 1990), o fato da cruzipaina ndo apresentar residuos de manose fosforilados, o
que sugere que o enderegamento da proteina ndo ocorre através de um receptor para manose-6-
fosfato (M6P), bem como a auséncia de marcadores lisossomais, como LAMP1, LAMP2, Igp 120
ou fosfatase acida, levou a classificacdo dos reservossomos a categoria de compartimentos pré-
lisossomais (Soares et al, 1992), ainda que marcadores tipicos de endossomas tardios ainda ndo
tenham sido identificados nessas organelas.

Recentemente, Santos e colaboradores (2005) demonstraram a presenca do inibidor
natural da cruzipaina, chagasina, uma proteina de, aproximadamente, 12 kDa (Monteiro et al,
2001), que modula a acdo da cisteina protease nesses protozoarios, nNos reservossomos e no
complexo de Golgi de T.cruzi.

Diferentemente dos eucariotos superiores, a acidificacdo dos reservossomos se deve a
acdo da H*-ATPase do tipo P, tipica de membrana plasmatica de plantas e fungos (Vieira et al,
2005). Duas isoformas desta bomba de prétons foram identificadas no T. cruzi: TcHAL e TcHAZ2.
A primeira apresenta localizacdo na membrana plasmatica, citdstoma e vesiculas endossomais,

além de reservossomos, enquanto que a TcCHA2 tem localizag¢do apenas nos reservossomos.



O processo de fusdo de vesiculas originarias da via endocitica ainda é pouco conhecido
nesses protozoarios. Sabe-se apenas que 0s dois principais portais de entrada sdo o citdstoma e a
bolsa flagelar. De |4 vesiculas brotam e se fundem a uma rede tubulo-vesicular, formando uma
estrutura ramificada, que se origina na regido perinuclear se estendendo até a regido posterior da
célula, onde se fundem aos reservossomos (figura 2). Tais estruturas foram caracterizadas por
Porto-Carreiro e colaboradores (2000) através de ensaios de cinética de endocitose com
transferrina ou albumina conjugadas a ouro, utilizando cloreto de amonio, uma base fraca
conhecida por bloquear a fusdo de vesiculas. Nos epimastigotas, a base foi capaz de retardar os
eventos de fusdo, permitindo que o grupo visualizasse a rede tubulo-vesicular desde a regido
anterior até a fusdo com os reservossomos, localizados na regido posterior. Tanto a detec¢do do
pH acido por laranja de acridina quanto a cinética foram importantes para se evidenciar que essas

estruturas podem constituir os endossomas iniciais em epimastigotas.



Figura 2: Desenho esquematico mostrando 0s
endossomas iniciais nos epimastigotas e a fusdo de
vesiculas com 0s reservossomos, proposto por Porto-
Carreiro e colaboradores (2000).

Endossomas
iniciais

Diferentemente das células de mamiferos, as proteinas que participam da maquinaria de
fusdo no T.cruzi ndo foram ainda caracterizadas, embora as seqiiéncias para a transcricdo dos
genes para SNAREs e SNAP ja se encontram anotadas no genoma do T.cruzi (El-Sayed et al,

2005).

3. Aspectos ultra-estruturais da membrana plasmatica do T.cruzi

A membrana plasmatica do T.cruzi pode ser dividida em varias regides distintas. Podemos
separa-las, didaticamente, em quatro regibes de membrana: i) a membrana do corpo celular, ii)
aquela que reveste o flagelo, cuja principal caracteristica é a baixa quantidade de particulas

intramembranosas (exceto pela regido de adesdo do flagelo a bolsa flagelar), iii) a membrana da



bolsa flagelar, constituindo a Unica regido do parasito desprovida dos microtibulos subpeliculares
com um perfil de distribuicdo de particulas intramembranosas diferente da membrana flagelar,
inclusive quanto a composi¢cdo, uma vez que a proteina melhor caracterizada € uma glicoproteina
de 84 kDa, ancorada por uma ancora de GPI (glicosilfosfatidilinositol) (revisto por De Souza,
2000) e, finalmente, por se comportar como uma regido de intenso trafego endocitico tanto no T.
cruzi como em T .brucei e Leishmania sp., onde o processo de exocitose também estd bem
caracterizado (De Souza, 2002). Além destas trés regides, podemos destacar na forma
epimastigota iv) a regido do citéstoma, que é revestida por uma cobertura mais densa (22 nm) de
mucopolissacarideos acidos e que apresentam ligagdo com a lectina concanavalina A, o que
demonstra e existéncia de uma significativa rede de glicoconjugados ricos em manose e glicose
(Martinez—Palomo et al, 1976). Por outro lado, ndo apresenta particulas intramembranosas ou
proteinas integrais de membrana quando analisado pela técnica de criofratura. Mas pela técnica de
fracture-flip, em que € possivel se observar a face da membrana voltada para o0 meio extracelular,
Pimenta e colaboradores (1989) observaram uma regiao de aspecto bem rugoso, que néo era visto

por criofratura, sendo posteriormente sugerido que as proteinas estivessem ancoradas por GPI.

3.1. Os glicoconjugados:

Assim como em outros eucariotos, a membrana plasmatica do T. cruzi apresenta um denso
glicocalix (Buscaglia et al, 2006), constituido especialmente por glicoproteinas semelhantes a
mucinas e GIPLs (glicoinositol fosfolipidios) ancorados por GPl (Manal-2Manal-2Mano.l-
6Manal-4GlcNal-6-myo-inositol-1-PO,") (Previato et al, 1995). As mucinas sdo moléculas
polianidnicas altamente glicosiladas, que respondem por 60% do peso de carboidratos (Serrano et

al, 2001).



A principal diferenca entre as mucinas nos tripanossomatideos daquelas encontradas nos
vertebrados € que as glicanas sdo ligadas a cadeia protéica por N-acetilglicosamina, em vez de N-
acetilgalactosamina (Serrano et al, 2001; Agrellos et al, 2003).

Além disso, a propria composi¢cdo das glicanas das mucinas varia nos diferentes estagios
do ciclo de vida do parasito e entre as cepas tambem. Nos epimastigotas da cepa Y, as
substituicbes podem ocorrer as unidades 2 e 4 da cadeia de manose da GICNac por galactose
piranose. Ja nos epimastigotas da cepa G, essa variacdo se da entre as unidades 3 e 6 (Previato et
al, 1994, 1995). Ou ainda, a substituicdo de GIcNAc por unidades de #Galf (galactofuranose) nas
cepas G e Dm28c e BGalp (galactopiranose) nas cepas Y e CL-Brener (Jones et al, 2004).
Ademais, as mucinas das formas epimastigotas apresentam ainda residuos de acido siélico que sdo
incorporados & cadeia a partir do soro de cultivo devido a presenca de uma trans-sialidase
(Previato et al, 1985; Shenkmann et al, 1991).

Entre os estagios evolutivos, também se verificam modificagdes na cadeia, uma vez que
nos tripomastigotas sanguineos esta pode ser maior, pela adicdo de um ramo de residuos de
galactose (Serrano et al, 2001) e pela transferéncia do acido sialico da célula hospedeira para o
préprio parasito, constituindo uma etapa determinante na adeséo e invasdo da célula (Ferguson,
1999).

A lipopeptidofosfoglicana (LPPG) foi a primeira GIPL de um tripanosomatideo a ser
caracterizado como uma molécula ancorada por GPI (Lederkremer et al, 1976). As GIPLs
possuem variacdes na cadeia também, como a adi¢do de S-Galf lateral ou terminalmente a cadeia
(Dos Reis et al, 2002), a presenga de substituintes fosforilados (AEP- 2-aminoetilfosfato e EtNP-

etanolaminafosfato). Os motivos lipidicos podem ser de ceramida ou alquil-acilglicerol, mas



existem variacdes entre as cepas. As cepas Y e G apresentam ceramida e a CL Brener uma

mistura de ceramida e alquil-acilglicerol (DosReis et al, 2002).

3.2. Composicao lipidica

Nos eucariotos superiores, o principal tipo de lipideo neutro nas membranas celulares € o
colesterol, que representa aproximadamente 65-80% do colesterol ndo esterificado nas células
(Liscum & Munn, 1999; Printz, 2002). Ja nos tripanossomatideos e fungos, o esterol majoritario é
0 ergosterol, que esta presente em todas as formas do ciclo evolutivo destes protozoarios. Esses
parasitos sintetizam ergosterol, mas nao colesterol (Korn et al, 1969). Porém, sdo capazes de
endocitar ésteres de colesterol do meio externo a partir da endocitose de LDL do soro e incorporar
o colesterol nas suas membranas (Soares & De Souza, 1991; Coppens & Courtoy, 2000). Nestes
organismos, o ergosterol desempenha funcgdes similares a do colesterol em outras células como,
por exemplo, a de controlar a fluidez da membrana plasmatica, estando presente em maior
quantidade nesta do que nas membranas internas.

Fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e fosfatidilinositol s@o os principais fosfolipidios
nas formas epimastigotas de T.cruzi (Oliveira et al, 1977; Franco da Silveira & Colli, 1981).
Curiosamente, diferente do que se observa em mamiferos e Plasmodium, os tripanosomatideos,
leveduras e plantas ndo apresentam esfingomielina e sim esfingolipidios de inositol

fosforilceramida (IPC) (Lester & Dickson, 1993).

4. A membrana plasmatica e as lipid rafts

O conceito de fluidez da membrana plasmética vem sendo modificado desde que Singer e
Nicholson propuseram o modelo do mosaico fluido em 1972. Neste modelo, os lipidios s&o vistos



como um mar no qual as proteinas monomeéricas flutuam sem impedimento (revisto por

Engelman, 2005) (Figura 3).

Modelo do Mosaico
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Figura 3: Modelo esquematico de Singer e Nicholson (1972) mostrando as diferentes proteinas
inseridas na membrana plasmatica, composta por fosfolipidios, colesterol, esfingolipidios e

glicoproteinas (Fonte:www.ehu.es.).

Desde entdo, esse modelo tem sido revisto, especialmente porque a idéia de que as
proteinas estdo distribuidas randomicamente ndo é uma regra. A distribuicdo planar é
incompativel com as diferentes energias de interacdo de uma proteina sozinha ou com os lipidios
ou com outras proteinas. Além disso, ja € conhecida a existéncia de verdadeiros complexos
protéicos, em areas lipidicas separadas e em regibes funcionais especializadas das membranas
(Engelman, 2005). Em 1996, Grigorieff e colaboradores mostraram em Halobacterium
salinarium que lipidios podem formar estruturas cristalinas através da formacdo de complexos
especializados com proteinas; e, ainda, distor¢es na espessura da membrana devido a interacfes

lipidio-proteina criariam regides de pressdo nesses complexos.



Além disso, Brown e Rose (1992) revelaram uma nova caracteristica da membrana
plasmética quando demonstraram a existéncia de microdominios na prdpria bicamada lipidica,
insollveis ao tratamento com Triton X-100 1% a 4°C, nos quais ancoras de GPI estavam
presentes. Posteriormente, muitos trabalhos demonstraram que esses dominios eram enriquecidos
de 3 a5 vezes em relacdo a membrana plasmatica total em colesterol e esfingolipidios (Brown &
Rose, 1992; Prinetti et al, 2000). Além disso, de 10-20% da composi¢éo total do dominio é de
glicoesfingolipidios, como cerebrosideos e gangliosideos. Fosfolipidios, por sua vez,
compreendem menos do que 30% da composicao lipidica total (revisto por Pike, 2004).

Isto é um dado interessante, pois Pike e Casey (1996) observaram que, em linhagens de
células A431, nos dominios cavéola havia uma concentragdo maior de fosfoinositidios e liso-
fosfoinositideos, especialmente PIP,. Nesse trabalho, elas sugeriram que as cavéolas pudessem
atuar no transporte de fosfoinositidios desde o reticulo endoplasmatico até a membrana
plasmaética, onde provavelmente eles seriam fosforilados e usados na sinalizacéo.

Né&o é para menos que esses dominios tenham recebido diferentes nomenclaturas, tais como:
I. Membranas resistentes a detergente (DRMs — detergent-resistant membranes);
I1. Membranas enriquecidas com colesterol (CEMs- cholesterol-enriched membranes);
I1l. Membranas enriquecidas em glicoesfingolipidios insollveis a detergente (DI1Gs-detergent-
insoluble, glycosphingolipid-enriched membranes); ou,
IV. Membranas enriquecidas em glicoesfingolipidios (GEMs- glycosphingolipid-enriched

membranes).

Os termos DRM e DIG refletem a propriedade que esses dominios possuem que é a de
ndo se solubilizarem em detergentes ndo idnicos, como o Triton X-100, resultado do estado

altamente empacotado das cadeias acila dos lipidios (revisto por Pike, 2004).



Em 1997, Simons e Ikonem trouxeram uma nova terminologia para esses dominios,
denominando-os como lipid rafts ou jangadas lipidicas, justamente por funcionarem como
verdadeiras plataformas para a ancoragem de proteinas, sejam aquelas ancoradas por GPI (para as
proteinas ancoradas pelo folheto externo), sejam proteinas aciladas via N-miristoilacdo ou S-
palmitoilacdo (proteinas ancoradas pelo folheto interno da membrana) (Moffett et al, 2000;
revisto por Pike, 2004; Thomas et al, 2004), ou ainda porque muitas sdo proteinas transmembrana

envolvidas nos fendmenos de endocitose ou de transdugéo de sinal (Figura 4).

Lipkd Raf

S Figura 4: Desenho
S . “ame " esquematico de uma lipid raft,
| 8 : mostrando as principais
moléculas frequentemente
encontradas, como
glicolipidios, glicoproteinas,
colesterol, esfingolipidios e
proteinas.

(Fonte:
www.publications.nigms.nih.g
ov/.../ch2_lipidraft.jpg)
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O conjunto formado pelo esterol, pelos esfingolipidios, glicoconjugados, pelas proteinas e
acidos graxos interagem mutuamente num estado de fase liquida ordenada (l,). A fase I, é uma
fase intermediaria entre gel e fase fluida, na qual as cadeias aciladas estdo estendidas (ou seja,
ordenadas), mas carecem de um arranjo lateral hexagonal de moléculas e apresentam difusdo
répida (Heerklotz, 2002). Além disso, a fase I, € facilitada pela intercalacdo de uma molécula de
colesterol (ou ergosterol) rigida e achatada entre as cadeias dos fosfolipidios que sdo mais
flexiveis (Lichtenberg et al, 2005). Este arranjo permite que a esfingomielina, provavelmente,
interaja com a hidroxila do colesterol (33-OH) através de uma ligacdo de hidrogénio e este com o

grupamento carbonila da esfingomielina (Veiga et al, 2001). Devido a essas interacdes, nao



encontramos ésteres de colesterol associados a tais dominios, uma vez que as hidroxilas estdo
substituidas.

Os gangliosidios, por exemplo, apresentam vérias unidades de acUcar. A base da
esfingosina € saturada e os esfingolipidios sdo geralmente acilados com acidos graxos saturados.
Um dos aspectos mais relevantes da estrutura dos esfingolipidios € a presenca de duas longas
cadeias saturadas do tipo alquila. E justamente por este fato que as cadeias podem ser
condensadas pela presenca do esterol a fim de se formar a fase liquida ordenada. Isso
aparentemente ganha importancia quando se avalia a estabilidade do gangliosidio GM; acilado
por cadeias saturadas na raft, sendo possivel recuperd-lo nas fracbes resistentes a detergente,
enquanto que aqueles que contém &cidos graxos insaturados ndo particionam nas lipid rafts
(Panasiewicz et al, 2003).

Vale ainda ressaltar que essa interagdo de colesterol e esfingolipidios esta caracterizada no
folheto externo da membrana plasmatica, mas a caracterizacdo do folheto interno ainda se
encontra incompleta. Provavelmente, ele é rico em fosfolipidios com &cidos graxos saturados e
colesterol. Acredita-se que as longas cadeias de acidos graxos dos esfingolipidios no folheto
externo alcancem o citoplasmatico e criem interdigitacGes. Propriedade esta que seria auxiliada
pela presenca de proteinas transmembrana que estabilizariam o dominio (revisto por Simons &
Toomre, 2000).

Além da modulacdo ocasionada pelos lipidios, as lipid rafts sdo afetadas pelo seu
conteudo protéico. Tratando-se de proteinas freqlientemente encontradas nos dominios raft,
podemos destacar as caveolinas e as flotilinas, entre outras, que exercem suas funcées bioldgicas

nesses microdominios de membrana.



4.a. Caveolas e Caveolinas

As caveolinas sdo proteinas que participam da formacao de microdominios especializados,
denominados cavéolas, as quais apresentam uma morfologia singular quando observadas pela
microscopia eletronica (Palade, 1953, Yamada et al, 1955). As cavéolas podem ser vistas como
pequenas cavidades de 50-100 nm na membrana plasmatica da célula (Shin e Abraham, 2001) e
se caracterizam, principalmente, por ndo apresentarem o revestimento de moléculas de clatrina,
de onde podem brotar vesiculas pinociticas (Rothberg et al, 1992), as quais podem se fundir
posteriormente aos endossomos, ou & membrana do lado oposto em uma célula polarizada

(transcitose) (Rothberg et al, 1992) (Figura 5).

Vesicula em
brotamento
recoberta por
clatrinas

Cavéola

0.2 pm
Figura 5: Micrografia eletrénica mostrando cavéolas em fibroblastos;

(A) Corte ultrafino, onde ndo se observa qualquer revestimento citoplasmatico; (B)
Réplica da face citoplasmatica obtida por congelamento répido por alta pressao seguido
de deep-etching, mostrando véarias cavéolas, com seu aspecto rugoso caracteristico, e
ainda uma vesicula em processo de brotamento revestida por clatrinas. (adaptado de
Alberts e colaboradores, 2002).



Até 0 momento foram identificados trés tipos de caveolinas:

i) caveolina 1 _ originalmente conhecida como VIP 21-caveolin (vesicular integral membrane
protein), por constituir o principal componente das vesiculas originadas na rede trans-Golgi
(TNG) e que foram posteriormente isoladas na fracéo resistente a detergente. Presumivelmente, a
caveolina 1 trafega entre o complexo de Golgi e a superficie celular (Dupree et al, 1993). Tem
peso molecular de 21 kDa, e é a principal proteina caveolar (Parton, 1996), pois é a responsavel
pela estrutura da cavéola dada a formacdo de oligdmero de caveolinas. A caveolina polimerizada
apresenta mais afinidade pelas moléculas de colesterol do que a caveolina em monémeros ou em
oligdbmeros pequenos (Murata et al, 1995) e, provavelmente, é esta cobertura de caveolinas que
proporciona o micro-ambiente da lipid raft no qual mais moléculas de colesterol e esfingolipidios
particionam (Bauer & Pelkmans, 2006).

ii) caveolina 2 _ é uma proteina muito similar a caveolina 1, incluindo sua ocorréncia, embora
seja mais abundante no tecido adiposo. Apresenta peso molecular de 20 kDa;

iii) caveolina 3 _ originalmente conhecida como M-caveolina, devido a sua distribuicdo de forma
especifica no tecido muscular. A caveolina 3 parece substituir a caveolina 1 neste tecido (revisto

por Parton, 1996), e apresenta peso molecular de 18 kDa.

Todas as isoformas de caveolina séo integrais. No entanto, ndo atravessam a membrana,
formam uma alga em formato de grampo (hairpin loop) dentro da bicamada, e as regides carboxi
e amino terminais ficam voltadas para o lado citosolico. Além disso, parte da cadeia polipeptidica
pode ser palmitoilada, o que auxilia na sua insercdo na membrana plasmaética, e a caveolina-1
apresenta um dominio conservado de 20 aminoacidos denominado caveolin-scaffolding domain,

cujos residuos sdo os aminoacidos 82-101 (Shin & Abraham, 2001). (Figura 6).



Caveolin-1
Figura 6: Desenho esquematico

mostrando uma bicamada lipidica e a
alca da caveolina 1 inserida
parcialmente na membrana (azul),
enquanto que em verde, observam-se 0S

w'ﬁ;ﬂmgf P132 5168 sitios de palmitoilagéo da proteina. Em
Oligomerizatian destaque (lil&s), podemos ver ainda o
Domain dominio onde a oligomerizagdo ocorre.
(Bauer & Pelkmans, 2006)
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4.b. Aspectos funcionais das cavéolas:

As cavéolas estdo associadas a varios fendmenos bioldgicos, dentre tantos, podemos
destacar: i) a sinalizacdo celular, uma vez que varios elementos de cascata de sinalizacdo celular
estdo concentrados nesses dominios: receptores para varios fatores de crescimento, para
horménios, os quais podemos incluir o fator de crescimento epidermal, o fator de crescimento
derivado de plaquetas e insulina (revisto por Shin & Abraham, 2001). Além disso, vale ressaltar
ii) sua associacdo com os receptores acoplados a proteina G, 0s receptores para tirosina cinases, e
outras cinases e fosfatases assim como isoformas das proteinas cinases C (revisto por Shin &
Abraham, 2001). Dentre outros aspectos interessantes, Anderson (1998) propds que iii) a entrada
de alguns ligantes ocorreria por um fendbmeno chamado de potocitose, no qual as cavéolas se
fechariam temporariamente e ndo se moveriam da membrana, 0 que aconteceria sem 0
envolvimento do sistema endossomal. De la pequenas moléculas e ions do meio extracelular
seriam transportados para o interior da célula, como o mecanismo de captacdo de folato nas
células, que se da através de receptores ancorados a GPI, concentrados nas cavéolas e ausentes

nas vesiculas revestidas com clatrina (Parton, 1996).



4.c. Flotilinas

As flotilinas sdo proteinas descritas ha pouco mais de uma década (Duvic et al, 1994).
Contudo, foram caracterizadas independentemente por trés grupos distintos, recebendo assim,
denominacgdes diferentes. Em 1994, o grupo de Madeleine Duvic, utilizando hibridomas
desenvolvidos contra uma cultura de queratinocitos humanos, obtiveram um anticorpo
monoclonal (mAb), ESC-1, que reagia com uma proteina de superficie de 41,7 kDa obtida a partir
da epiderme do prepucio de neonatos e de uma cultura de queratindcitos nos ensaios de western
blotting. In vitro, o reconhecimento pelo anticorpo ocasionava um destacamento da cultura,
sugerindo um possivel papel do antigeno do ESC-1 na adeséo celular. Além disso, estudos com o
anticorpo anti ESC-1, possibilitou identificar cONA e caracterizar o ligante reconhecido por esse
anticorpo. Esse estudo mostrou que o ligante era 0 ESA (epidermal surface antigen), cujos niveis
de RNA mensageiro eram bastante significativos na epiderme, melanomas e linhagens de células
tumorais, de copia Unica, muito conservado em células de mamifero, mas ausente em anfibios e
insetos.

A andlise da seqliéncia de polipeptideos indicava que a proteina ndo continha um peptideo
sinal, regido transmembrana ou sitios potenciais de glicosilacdo. Mas apresentava potenciais sitios
de reconhecimento para proteinas cinases dependentes de GMPc, sitios de fosforilacdo para
caseina cinase 2, para a fosforilacdo da proteina cinase C e para residuos de tirosina.

Trés anos depois, Bickel e colaboradores, utilizando o sobrenadante obtido a partir da
centrifugacdo em gradiente de sacarose de fibroblastos tratados com Triton X-100 a 1% e 4°C,
descreveram duas novas proteinas integrais de membrana presentes em caveolas: flotilina e ESA.
Flotilina e ESA co-localizam nas mesmas fragdes do gradiente que a caveolina 1, localizada em
células da linhagem 3T3-L1 tratadas ou ndo com detergentes. Caveolina e flotilina apresentavam

a mesma distribuicdo tecidual, com exce¢do do cérebro, em que a flotilina era facilmente



detectavel e caveolina ndo. Sendo assim, a flotilina se tornou um novo marcador de lipid rafts em
cerebro. Além disso, a homologia entre ESA e flotilina e a co-purificagdo com caveolina 1
sugerem que essas duas proteinas sdo membros proximos da mesma familia de genes. Outra coisa
€ que ESA parecia ser um nome inapropriado, uma vez que é expressa em outros tipos celulares e
ndo apenas em queratindcitos, adipocitos e células endoteliais. Os autores propuseram uma nova
terminologia, ou seja, que flotilina viesse a se chamar flotilina-1 e que ESA recebesse o nome de
flotilina-2 (Bickel et al, 1997).

Na tentativa de se caracterizar proteinas envolvidas com o processo de regeneracdo de
axonios, Schulte e colaboradores (1997) descreveram duas novas proteinas: reggie 1 e 2. O nome
vem do termo em inglés “regeneration”. Todavia, a expressdo dessas proteinas também ndo se
limitava a um Unico tipo celular. As reggies também foram identificadas nas células endoteliais
dos vasos sanguineos e na pele.

Por outro lado, o grupo de Stuermer (1998) demonstrou a presenca de reggie 1 e 2 em
microdominios de membrana, diferentes das caveolas, em neurbnios de ratos. Anticorpos anti-
reggie 1 e 2 revelaram pequenos clusters (grumos) na membrana plasmatica e que ocorriam nos
ganglios da raiz dorsal, ganglio da retina, nas células PC-12 (feocromocitoma) e em celulas ndo
neuronais.

Recentemente, Langhorst e seu grupo (2006) demonstraram que as flotillinas formavam
uma plataforma de iniciagdo para a agregagdo de receptores em células T, o que seria essencial
para o processo de apresentacdo de antigenos. Além disso, com o uso da técnica de recuperacéo
da fluorescéncia apos a foto-extincdo (FRAP- fluorescence recovery after photobleaching), foi
possivel demonstrar que essas plataformas eram muito estiveis. Estruturalmente, as flotilinas
pertencem a superfamilia SPFH (Stomatin/Prohibitin/Elotillin/HfIK/C), na qual os membros

compartilham um dominio com seqliéncias similares na regido amino terminal, mas de fungéo



desconhecida (revisto por Langhorst et al, 2005). Ja a regido carboxi terminal das flotilinas é
idéntica, caracterizada por seqliéncias repetidas de acido glutdmico e alanina (Schroeder et
al,1994; Bickel et al, 1997, revisto por Langhorst et al, 2005).

Assim como as caveolinas, as flotilinas ndo apresentam um dominio transmembrana.
Tanto as regides C e N terminais estdo voltadas para o lado citossolico. Suas regides hidrofobicas
aparentemente interagem com a membrana, mas ndo a atravessam (revisto por Langhorst et al,
2005). Flotilina 1 (reggie-2) é palmitoilada (Morrow et al, 2002), enquanto que flotilina 2 (reggie
1) é miristoilada e palmitoilada (Neumann-Giesen et al, 2004; Bauer & Pelkmans, 2006), o que as

torna, dessa maneira, associadas a membrana (Figura 7).

Reggie-1

E Myristoylation

; Palmitoylation

I Phosphorylation

Figura 7: Desenho esquematico mostrando uma bicamada lipidica e as algas da
flotilina 2 (reggie-1) inseridas parcialmente na membrana (azul
escuro), enquanto que em verde, observam-se 0s sitios de
palmitoilacdo da proteina, e em azul claro os de miristoilagdo. Em
vermelho, podemos ver ainda os sitios de fosforilagdo.(Bauer &
Pelkmans, 2006).

5. Metodologias empregadas no estudo das Lipid Rafts:
5.1 Gradientes: A primeira metodologia desenvolvida para o estudo das lipid rafts é

proveniente do tratamento com detergentes ndo iénicos (Brown & Rose, 1992), como o

Triton X-100, NP-40, Lubrol, Brij 58, Brij 98, a 4 °C (Schuck et al, 2003). Neste método,



as rafts flutuam em baixa densidade num gradiente de sacarose ou OptiPrep (Chmelar &
Nathanson, 2006). Apresenta a vantagem ser de fécil execucdo e constituiu o método mais
comum. Contudo, ndo utiliza células vivas, o que permite a ocorréncia de artefatos. Além
disso, associacOes fracas de proteinas, lipidios ou outras moléculas com rafts sdo mais
dificeis de detectar Por ultimo, mudancas no tipo de detergente empregado e a
concentracdo micelar critica podem levar a resultados distintos (revisto por Simons &
Toomre, 2000);

5.2.Fluorescéncia: Outra metodologia que auxilia na identificacdo das rafts é a
imunofluorescéncia resultante do patching de anticorpos contra proteinas presentes nesses
dominios. Sdo melhores na deteccdo de interacdes fracas com as rafts e apenas trazem a
informacdo de identificar provaveis associacdes com rafts (revisto por Simons & Toomre,
2000). Por outro lado, fluordforos utilizados por Schutz e colaboradores (2000)
possibilitaram o monitoramento da difusdo e da dindmica de proteinas e lipidios nas rafts
e fazem uso de células vivas. Tal metodologia pode ser aplicada, uma vez que tais
dominios |, sdo sensiveis ao uso de sondas lipidicas que apresentam caudas aciladas
saturadas. Além disso, o grupo demonstrou que as propriedades observadas com tal
metodologia sdo compativeis com as observadas nas membranas resistentes a detergentes
(DRMs). Ja a toxina do coOlera, tradicional marcador para lipid rafts, se liga ao
gangliosidio GM; ancorado a face externa da membrana (Cuatrecasas, 1973). Apresenta a
desvantagem de marcar apenas os dominios que contém os sitios de ligacdo de GM;;

5.3.Desestabilizantes de rafts: Moléculas desestabilizadoras de rafts sdo bastante uteis na
deteccdo de regides altamente enriquecidas em colesterol, como é o caso do antibiotico
filipina, que se liga irreversivelmente a esterdis, levando a formacdo de pequenas

ondulagBes na membrana, visiveis ao microscdpio eletrdnico; ou o uso de surfactantes



como a metil B-ciclodextrina, que extrai o colesterol nas membranas (revisto por Simons
& Toomre, 2000). Como resultado, eventos endociticos e processos de sinalizagao celular
dependentes da integridade dos dominios raft podem ser avaliados dentro de uma faixa
especifica de acdo do surfactante;

5.4.Imunocitoquimica: A imunocitoquimica em microscopia eletrdnica, por sua vez, permite
localizar os perfis de membrana das células que apresentam dominios raft. (revisto por
Simons & Toomre, 2000);

5.5.Inibidores enziméticos: Os inibidores metabdlicos também constituem boas ferramentas
no estudo das lipid rafts. Por exemplo, podemos citar aqueles envolvidos com a
biossintese de esfingolipidios, de ceramidas e glicoesfingolipidios. A ISP-1
(miriocina/termozimocidina) € extraida do fungo Isalia sinclairii é um seletivo inibidor da
SPT (serina palmitoil transferase), que atua na condensagdo da serina e do palmitoil CoA,
contituindo a primeira etapa na sintese de esfingolipidios. Além da ISP-1, a sulfamisterina
(extraida do fungo Pycnidiella sp) vem apresentando excelentes resultados na inibigdo de
esfingolipidios em células CHO (Chinese Hamster Ovary) e em leveduras. Ambos séo
anélogos da esfingosina. Além disso, 0 p-PDMP (p- treo-1-fenil-2-decanoilamino-3-
morfolino-1-propanol) é um conhecido inibidor da UDP-glicose:ceramida
glicosiltransferase, que participa do primeiro passo da via de formagdo de
glicoesfingolipidios (revisto por Kobayashi et al, 2006).

5.6.Microscopia de forga fotdnica: permite determinar a difusdo continua, o tamanho e a
dindmica de rafts individuais. Uma micro-esfera ligada a proteina de interesse fica
confinada numa armadilha de laser e as flutuacGes das posi¢cdes termais da esfera podem

ser rastreadas numa resolucéo de subnanémetros e microsegundos (Pralle et al, 2000). A



presenca de proteinas transmembrana e ancoradas por GPI ocasiona uma difusdo mais
lenta do que o resto da bicamada ndo raft. Além disso, a deplecdo de colesterol leva a um
aumento da difusdo. Tem como vantagem o uso de células vivas; porém, requer elevado

conhecimento da técnica e tempo de analise (revisto por Simons & Toomre, 2000);

6. Ocorréncia das lipid rafts nos tripanossomatideos:

No Trypanosoma cruzi, ainda ndo foi demonstrada a ocorréncia de lipid rafts, mas os
estudos acerca dessas estruturas ja se encontram adiantados em outros membros da familia. No
T.brucei, por exemplo, o isolamento de dominios resistentes a detergentes (DRMs)levou a
caracterizacdo de uma proteina de superficie rica em residuos de alanina, denominada BARP
(bloodstream stage alanine-rich protein), ancorada por GPI. Curiosamente, o principal
glicoconjugado nestes organismos, a VSG (variant surface glycoprotein) ndo particionou nos
DRMs, mostrando-se distribuida homogeneamente na superficie da célula, (Nolan et al, 2000).
Contudo, diferentemente da VSG, que esta envolvida no processo de viruléncia do protozoario, a
funcéo da BARP ainda néo foi elucidada.

Por outro lado, em protozoarios do género Leishmania, Denny e colaboradores (2001)
mostraram que em L. major, dominios enriquecidos com inositolfosforilceramida e esterois
estavam presentes nas fragdes resistentes a detergente, enquanto que a maior parte das GIPLs
solubilizaram frente ao tratamento com detergente. Além disso, as principais glicoproteinas
ancoradas por GPl em Leishmania, a metaloprotease GP63 (ou leishmanolisina) e a LPG
(lipofosfoglicana) foram extraidas nos DRMs. Fisiologicamente, tais glicoconjugados estdo
envolvidos com o0s eventos de patogenia, uma vez que a GP63 hidrolisa enzimas presentes no
trato digestivo do inseto vetor e aquelas presentes no sangue do hospedeiro vertebrado (revisto

por Alexander et al, 1999). A LPG mostra-se igualmente importante no estagio intracelular do



parasito, ou seja, no processo de invasdo e sobrevivéncia no interior do vactolo parasitéforo em

macrofagos (Rasmusson & Descoteaux, 2004).

7. Por que os reservossomos teriam lipid rafts?

Embora a caracterizagdo dessas organelas tenha comegado ha quase duas décadas, poucos
trabalhos nesses anos contribuiram para uma melhor elucidacdo do papel que essas estruturas
desempenham nos epimastigotas. A auséncia de marcadores endossomais conhecidos em células
de mamifero que o caracterizariam como compartimentos pré-lisossomais e a presenca de um
marcador de compartimentos de reciclagem apenas ressaltam a importancia que essas estruturas
desempenham no parasito. A ultra-estrutura da organela levanta muitos outros questionamentos.
Os reservossomos acumulam uma grande quantidade de lipidios, que provavelmente sdo
decorrentes, em sua maioria ou completamente, do processo endocitico. Tais corpos lipidicos
podem ser visualizados como estruturas elétron-lucentes (claras) ap6s o processamento do
material para microscopia eletronica de transmisséo e se apresentam com o aspecto retangular ou
amorfo. Além disso, uma excepcional quantidade de membranas internas aparentemente planares
com um perfil de distribuicdo aleatorio muito freqliente. E mais, vesiculas internas sdo pouco
perceptiveis (Figuras 8a e 8b). Os trabalhos anteriores de Soares e De Souza e de Porto-Carreiro e
colaboradores (vide secdo 1.2) demonstraram claramente o papel que o reservossomo possui:
receber e armazenar o material proveniente do processo endocitico.

O material endocitado precisa e € processado dentro ou em parte nos reservossomos.
Tanto a acidificacdo por uma bomba de prétons que mantém o pH ideal para a atuacdo das
enzimas da organela quanto a grande quantidade de cisteina protease (cruzipaina) corroboram
esse fato. Mas como? E o resto? Quais seriam as seqiiéncias de eventos que controlariam 0s

processos bioquimicos no interior dos reservossomos? Como a sinalizacdo celular estaria



integrada? Por que lipid rafts estariam presentes? Ja é sabido que as lipid rafts estdo envolvidas
nessa rede de eventos, seja modulando processos de endocitose, seja no trafego intracelular e, em
especial, nos eventos de sinalizacdo que coordenam esses fen6menos em células de mamiferos
(Brown, 2006). Um processo bastante explorado nestes tipos celulares, mas insipiente nos
protozoarios. A literatura corrente sustenta esses fatos, como € o caso da internalizacdo da toxina
do colera por cavéolas e o seu acimulo em endossomais iniciais, num processo independente do
revestimento por clatrinas (revisto por Parton & Richards, 2003) (figura 8c). Além disso,
glicoesfingolipidios sdo internalizados a partir da membrana plasmatica por um processo
independente de clatrinas e depois transportados para 0s endossomas iniciais. De 14, duas rotas
podem ser tomadas: ou eles s&o direcionados para 0 Golgi passando pelos endossomas tardios ou
sdo reciclados novamente para a membrana (revisto por Helms & Zurzolo, 2004). Ou ainda,
podemos relacionar os casos das proteinas ancoradas por GPI, que utilizam a plataforma formada
pelas caveolinas, e de la sdo entregues tanto aos endossomas iniciais quanto aos endossomas de
reciclagem e a superficie celular (revisto por Parton & Richards, 2004). A existéncia de dominios
enriquecidos com esterois e esfingolipidios encontra-se atualmente atrelada a duas situacdes: i)
sindrome de Niemann Pick, no qual nos tipos A e B, ha um acimulo de esfingolipidios, enquanto
que no C, eleva-se a concentracdo de colesterol (Simons & Gruenberg, 2000) e ii) nas membranas
internas dos corpos multivesiculares (revisto por Helms & Zurzolo, 2004).

Em linfécitos B humanos da linhagem RN existe um verdadeiro gradiente de colesterol ao
longo do sistema endossomal. Mais de 60% do colesterol se encontra concentrado nos corpos
multivesiculares, participando de dominios de membrana na via endocitica (Mdbius et al, 2003).

As flotilinas, por sua vez, também estdo envolvidas em dominios além daqueles presentes
na membrana plasmatica. Elas podem ser encontradas na regido pericentrossomal, em lisossomos

e também em corpos multivesiculares (Gagescu et al, 2000; Solomon et al, 2002). Em exossomos



de reticulécitos, GMy, Lyn, flotilina 1 e moléculas de MHC- 11 co-localizaram na fracéo resistente
ao tratamento com Triton X-100, sugerindo uma possivel participagdo desses dominios na
resposta imune (de Gassart et al, 2003). Ainda assim, pouco se sabe a respeito de flotilinas no
trafego vesicular. Elas ainda ndo foram localizadas em endossomos iniciais (revisto por Langhorst
et al, 2005) e sabe-se apenas que sdo co-purificadas com outras moléculas, em especial as que
atuam na sinalizacdo celular, estomatina, proteinas G, entre outras (Foster et al, 2003).

A presencga de dominios enriquecidos em esterois e esfingolipidios nos reservossomos ndo
elucidaria completamente 0s eventos bioquimicos que a organela estaria envolvida. Mas,
certamente, contribuiria sobremaneira para a caracterizacdo desses tipos de dominios em
organelas da via endocitica, em especial, nos compartimentos de protozoarios. Ademais,
esclareceria que estas organelas exercem um papel muito mais dinamico e integrado na biologia
celular dos epimastigotas do que simples organelas de estoque e degradacdo do material

endocitado.



Figura 8:

(A) Corte longitudinal de epimastigota de T.cruzi mostrando na regido posterior
reservossomos (R) e suas inclusdes lipidicas (elétron-lucentes). A seta aponta para
um corpo lipidico retangular. Nucleo (N); (B) Reservossomo isolado apresentando
varios perfis de membrana (setas grandes), um corpo lipidico retangular (CL) e duas
vesiculas (setas pequenas); (C) Endossoma inicial de fibroblastos mostrando a co-
localizagdo de EEA+ (early endosome antigen) com caveolina, marcados com
anticorpos conjugados a particulas de ouro coloidal de 14 e 10 nm, respectivamente.
Extraido de Parton & Richards, 2003. Barras: 200 nm.






Il. OBJETIVOS
1. Objetivo geral:

Avaliar a presenca de microdominios de membrana nos reservossomos das formas

epimastigotas de T.cruzi.

2. Objetivos especificos:
- Averiguar se 0s reservossomos apresentam membranas resistentes a detergente;

- ldentificar quais perfis de membrana na organela, as internas ou a membrana que delimita o

compartimento, sdo as resistentes a detergente;
- Avaliar a composicéo lipidica das membranas resistentes a detergente;

- Avaliar a presenca de glicoconjugados nas fracoes resistentes a detergente.



Material e Metodos




I1l. MATERIAL E METODOS
1. Cultivo dos parasitos

Epimastigotas da cepa Y foram cultivados em meio LIT (Liver Infusion Tryptose)
(Camargo, 1964), suplementado com SFB (soro fetal bovino) a 10% por 4 a 5 dias a 28°C para 0s
ensaios de fluorescéncia ou para se obter, aproximadamente, 3,0 x 10 células em 3L de meio de
cultivo necessario para o ensaio de isolamento dos reservossomos.

Coanomastigotas de Crithidia deanei foram cultivados em meio Warren (1960)

suplementado com SFB 5% por 2 dias a 28°C.

2. Isolamento dos reservossomos

Reservossomos foram purificados através do protocolo desenvolvido por nds (Cunha e
Silva et al., 2002). Resumidamente, os parasitos foram lavados 1 vez em tamp&o TMS (Tris-HCI
20 mM pH 7,3 + MgCl, 2 mM + sacarose 250 mM), ressuspensos no mesmo tampé&o e sonicados
a 10% da amplitude total no ultra-sonicador (Ultrasonic sonicator) para se romper as células. O
homogeneizado obtido foi, entdo, centrifugado a 2450 xg e o sobrenadante pos-nuclear foi
recolhido e misturado na propor¢do de 1:1 com uma solucéo de sacarose 2,3 M em tampé&o Tris-
HCI 20 mM pH 7,3 + MgCl, 2 mM, de forma que a concentracdo final fosse de 1,27 M. A
amostra foi colocada no fundo de um gradiente de sacarose, cujas concentragdes sdo 1,2 M, 1,0 M
e 0,8 M. O conjunto foi centrifugado a 97.000 xg por 2 h 30 min no rotor SW28 e na centrifuga

Beckman (L8-70M Ultracentrifuge), como mostrado no esquema 1.



Esquema 1:
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3. Isolamento das membranas resistentes a detergente dos reservossomos:

A fracdo de reservossomos isolados foi avolumada para 1mL com tampao TNE (Tris-HCI
25mM pH 7,3 + NaCl 150mM + EDTA (&cido etilenodiaminotetracético) 5mM e sonicada 10%
da amplitude total do aparelho (Branson Sonifier 250) por 3 ciclos de 10s e intervalo de 3s. Ao
término, o material foi tratado com Triton X-100 1% em tamp&o TNE por 20 minutos a 4°C.
Finalizado o tratamento, a amostra foi misturada com um tampéo de sacarose 80% (2,3 M) em
TNE na proporcdo de 1:1, de forma que a concentracdo resultante da amostra fosse de 40 %.
Assim como no gradiente anterior, a amostra também foi depositada no fundo de um gradiente de
sacarose, cujas concentragdes finais foram de 30% (0,88 M) e 5% (0,15 M), e centrifugadas por
20-22 h a 300.000 xg no rotor SW40Ti na centrifuga Beckman (Optima LE-80K Ultracentrifuge),
como mostrado no esquema 2. Ao téermino, 14 aliquotas de 1 mL foram recolhidas do topo para o
fundo do gradiente, diluidas em tampdo TNE e centrifugadas por 20 h a 182.000 xg no rotor
SW40Ti na centrifuga Beckman (Optima LE-80K Ultracentrifuge) para a dilui¢do da sacarose e

remocao do material.



Esquema 2:

Sacarose 5%

} Sacarose 30%

' } Amostra em sacarose

4. Microscopia Eletronica de Transmissdo (M.E.T.)

Epimastigotas inteiros, reservossomos isolados e das fragdes do gradiente de sacarose
foram fixados em glutaraldeido 2,5% em tampd&o fosfato de sédio 0,1 M por 1h a temperatura
ambiente, lavados 3 vezes em tampdo cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,2, p6s-fixados em tampao
cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.2 acrescido de tetréxido de ésmio 1% + ferrocianeto de potéssio
0.8% + cloreto de sodio 5 mM por 45 min no escuro. As amostras foram lavadas mais 3 vezes em
tampdo cacodilato de sodio, desidratadas em série crescente de acetona (50, 70, 90 e 100%) por
10 min cada e incluidas em resina Epon: acetona (1:1) por 16h. Em seguida, as amostras foram
incluidas em resina pura por 6h a temperatura ambiente e colocadas para polimerizar por 48h a
60°C. Seccg0es ultrafinas foram obtidas do material e contrastadas com acetato de uranila 5% em
agua por 45 min, citrato chumbo por 5 min e examinadas ao microscopio eletrénico JEOL 1200

operando a 80 kV.



5. Deteccao de glicoconjugados:

A literatura corrente associa, freqlentemente, a presenca de glicoconjugados, como o
gangliosideo GM; e aqueles ancorados por GPI aos dominios do tipo lipid raft. Desta maneira,
resolvemos utilizar a toxina do cdlera subunidade B (CT-B) conjugada a FITC (fluorescein
isothiocyanate) ou a HRP (horseradish peroxidase) para a deteccdo de glicoconjugados

semelhantes GM;.

5.1. Dot blot das fracdes do gradiente de sacarose

Aliquotas do gradiente de sacarose foram aplicadas diretamente sobre uma membrana de
nitrocelulose, bloqueadas com TBS-Tween-BSA (Tris-HCI 25 mM pH 7.5, NaCl 150 mM,
Tween 0,05% e BSA 3%) por 1h a temperatura ambiente. Em seguida, CT-B conjugada a
peroxidase (1: 20.000) diluida no mesmo tampdo foi adicionada por 3h a temperatura ambiente.
Ao término, a toxina foi removida e a membrana foi lavada 5 vezes de 5min em TBS. O sistema

foi revelado pelo Kit ECL da Amershan segundo as especificagdes do fabricante.

5.2. Fluorescéncia de parasitos inteiros

A presenca de dominios lipidicos semelhantes a “lipid rafts” presentes em epimastigotas
vivos e nas formas coanomastigotas de Crithidia deanei foi detectada utilizando toxina do colera
subunidade B (CT-B) conjugada a FITC. Para tanto, as células previamente resfriadas em meio
RPMI por 15 min a 4°C foram incubadas com a toxina (100 pg/mL) em meio RPMI a 4°C, donde
uma aliquota foi retirada e fixada em formaldeido 4% em PBS para observagdo no microscopio.
O restante foi lavado em PBS para se remover o excesso do marcador ndo ligado incubado por 30
min a 28°C, de forma a propiciar que o contetdo que se ligou a membrana plasmatica pudesse ter

alcancado os reservossomos. Finalmente, as células foram lavadas 2 vezes em PBS e fixadas para



observacdo no microscépio, montadas em laminulas revestidas com poli-lisina L 0,1%, cobertas
com n-propil galato 0,2 M em glicerol:PBS (9:1) e observadas no microscépio Axioplan (Zeiss)
acoplado a uma camera digital Hamamatsu color chilled 3000 (C5810).

6. Imunomarcacéo para flotilina 2:

6.1. Dot blot das fracdes do gradiente:

Assim como no ensaio para deteccdo de glicoconjugados, as fracdes do gradiente foram
aplicadas diretamente na membrana de nitrocelulose, bloqueadas com tampdo TBS + Tween +
leite desnatado (Tris-HCI 25 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, Tween 0,05% + leite desnatado 5%) e
incubadas com o anticorpo anti flotilina 2 (Santa Cruz Biotechnology (sc-16645)) por 1h a
temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi lavada em tampao de bloqueio (5 lavagens de
5 min) e incubada com o anticorpo secundario (anti-goat 1gG) conjugado a peroxidase. O

conjunto foi revelado pelo Kit ECL da Amershan de acordo com as especificagdes do fabricante.

6.2. Contrastacdo Negativa
Reservossomos isolados foram depositados sobre uma grade de niquel revestida com
Formvar/carbono por 25 min. Em seguida, o material foi fixado por inversdo sobre uma gota de
formaldeido 2% em PBS por 30 min a temperatura ambiente e depois lavado duas vezes em PBS
por 3 min. O material foi, entdo, incubado em PBS + glicina 100 mM para que houvesse o
blogueio dos grupamentos aldeidos ndo especificos por quatro vezes de 3 min. Ao término, 0
conjunto foi bloqueado com BSA 3% em PBS por 10 min e permeabilizado, posteriormente, com
BSA 1% + saponina 0,1% em PBS por 20 min.
O material foi incubado com o anticorpo anti-flotilina 2 (anticorpo priméario) (Santa Cruz
Biotechnology (sc-16645) na dilui¢do de 1:10 no mesmo tampé&o de permeabilizagdo por 30 min a

temperatura ambiente. A lavagem do material foi realizada em BSA 0,2% + saponina 0,1% em



PBS por seis vezes de 3 min. Posteriormente, um anticorpo secundario anti-goat (1:200 em BSA
0,2% + saponina 0,1% em PBS) foi incubado por 25 min, tendo como objetivo funcionar como
ponte para a posterior marcagdo com a proteina A ligada a ouro coloidal. O material foi lavado
em BSA 0,2% + saponina 0,1% em PBS por seis vezes de 3 min. e incubado com proteina A
ligada a ouro coloidal de 10 nm na diluicdo de 1:50 em BSA 1% + saponina 0,1% em PBS por 20
min. O material foi lavado oito vezes em PBS por 2 min e fixado em glutaraldeido 1% em PBS
por 5 min e lavado mais oito vezes em agua por 2 min.

A contrastacdo do material foi realizada com uranila 2% em &gua pH 4/PVA (acido
polivinilico) (1:9) em gelo por 10 min. Ao término, as grades foram secas com papel de filtro e
examinadas ao microscoépio eletronico JEOL 1200 operando a 80 kV.

O controle negativo foi realizado sem a adi¢do do anticorpo primario.

6.3. Imunofluorescéncia

Epimastigotas foram lavados em meio LIT sem soro duas vezes, fixados em formaldeido
4% em PBS e aderidos em laminulas revestidas com poli L-lisina 0,1% por 20 min a temperatura
ambiente. Os parasitos ndo aderidos foram removidos por uma lavagem em PBS. Os parasitos
foram incubados em 50 mM de cloreto de amdnio em PBS por 30 min, a fim de bloquear os
grupamentos aldeidicos livres. As células foram permeabilizadas com NP-40 0,5% em PBS por 5
minutos e lavadas novamente com PBS. Os parasitos foram posteriormente incubados com o
tampdo de bloqueio BSA 3% em PBS por 30 min e o anticorpo policlonal flotilina 2 (Santa Cruz
Biotechnology (sc-16645) (1:25) diluido no mesmo tampéao de bloqueio foi adicionado por 1h.
Ao termino, 5 lavagens de 5 min em tamp&o de bloqueio foram realizadas para a remogéo do
anticorpo primario. O anticorpo secundario anti-goat IgG Alexa 488 (Molecular Probes-

Invitrogen) foi utilizado na diluicdo de 1:800 em tamp&o de blogueio e incubado por mais 1h. A



remogdo do anticorpo secundario foi realizada em 6 lavagens de 5 min. com PBS. Todo 0 ensaio

foi realizado & temperatura ambiente.

7. Dosagem de Proteinas:
Das fracOes recolhidas no gradiente, 50 pL foram retirados e a concentragdo de proteinas foi
determinada pelo método de Lowry et al (1951), utilizando BSA (fracdo V) como padrdo para

analise da concentracdo protéica.

8. Andlise Lipidica

8.1. Extracdo Lipidica

As fracGes do gradiente recolhidas foram submetidas a extracao lipidica de acordo com o
método de Bligh e Dyer (1959) em cloroférmio/metanol/agua 2:1:0,8 (v/v), cujo volume final era
de 1 mL, sob agitacdo de 5 em 5 min por 1h, centrifugados por 20 min em centrifuga clinica a
1500 xg. O sobrenadante foi separado do pellet protéico e este submetido mais uma vez a
extracdo lipidica sob as mesmas condic¢des. Ao término, os sobrenadantes foram combinados e
novamente submetidos ao tratamento com cloroférmio/agua (2:1) (v/v), no volume final de 1 mL,
homogeneizados e centrifugados por 30 min a 1500 xg. A fase organica (inferior) apresentando os

lipidios foi seca em vapores de nitrogénio gasoso.

8.2. Dosagem de Esterol:
Lipidios extraidos das fracOes do gradiente de sacarose, como descrito no item 8.1, foram
quantificados quanto ao seu conteddo de esterol pelo método de Zlatkis e colaboradores (1953).
As amostras foram ressuspensas em 750 pL de acido acético glacial e, em seguida, foram

adicionados 500 pL da solugédo de FeCl; 0,2% em H3PO4 85% e H,SO,4 concentrado. As amostras



foram lidas a 550 nm no espectrofotdmetro Ultrospec 1000 UV/Visible Spectrophotometer
(Amershan Pharmacia Biotech), utilizando colesterol (Sigma Chemical Co, St Luis, MO) como

padrdo para a analise da concentracdo de esterol.

8.3. Cromatografia de Camada Fina (TLC)

Extraidos os lipidios como descrito na secdo 8.1, partimos para a analise da composicao
lipidica das fracOes resistentes ao detergente e aquelas presentes em outras fragdes do gradiente.
Os lipidios secos por nitrogénio gasoso foram ressuspensos num volume de cloroférmio
apropriado e aplicados numa placa de silica (60F254, Merck). Para a TLC de lipidios neutros,
utilizamos o sistema de solventes hexano: éter etilico: &cido acético 60:40:1 (v/v/v); (Kawooya &
Law, 1988), por aproximadamente 40 min de corrida.

Para a analise de fosfolipidios, utilizamos o sistema de solventes cloroférmio: acetona:
metanol: acido acético: dgua (40:15:13:12:8) (v/v) (Ruiz & Choa, 1997) por aproximadamente 2h
e 30 min. O sistema foi revelado utilizando reagente de charring (CuSO,4 10% em H3PO,4 8%) por
10 minutos a 100°C (Bitman & Wood, 1982) ou com iodo sublimado (1,).

Os spots obtidos foram submetidos a anélise densitométrica utilizando o programa Image

Master Total Lab verséo 1.11 da Amershan-Pharmacia Biotechnology.
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IV. RESULTADOS

1. Aspectos ultraestruturais dos reservossomos

As micrografias eletronicas dos reservossomos isolados e in situ revelam perfis de membrana
muito singulares. Alguns parecem se posicionar perpendicularmente a membrana que delimita a
organela, enquanto que outros aparentemente se encontram dispersos randomicamente no interior da
mesma, ou com o aspecto de “soltos” no interior da organela (figuras 9A-B e 10C). Além disso, €
comum se observar a presencga de corpos lipidicos retangulares, elétron-lucentes, delimitados por
uma unidade de membrana. Ja nos epimastigotas, detectamos o possivel momento de internalizagdo
de vesiculas nos reservossomos (figuras 10A e 10B), como também a presenca de vesiculas no

interior dos mesmos (figuralOC).

2. Perfil do gradiente de sacarose obtido ap6s a centrifugacdo do material tratado com detergente:

Apos a centrifugacdo dos reservossomos tratados com o detergente ndo idnico a 1% pudemos
observar que, na altura da interface de 5-30% do gradiente de sacarose, a presenca de um material
branco-leitoso em suspensdo, posicionado verticalmente, era visualizado algumas vezes. Além disso,
nas concentracOes de sacarose mais densas, um material mais escuro em relacdo as demais fragGes se

formou, seguido do pellet (figura 11):
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Figura 11: Resultado do gradiente de sacarose, mostrado a direita da figura. Evidencia-se o
material branco-leitoso flutuando na interface das sacaroses 5-30%. Em verde, o material mais

denso, posicionado acima do pellet (marrom). A esquerda do tubo estdo indicadas as fragdes

recolhidas.

Deste gradiente, treze aliquotas de 1mL mais o pellet foram recolhidas e analisadas, como podera

ser visto nos resultados a seguir.

3. Reservossomos acumulam glicoconjugados semelhantes a GM; em dominios de membrana
determinados
3.a) Os glicoconjugados néo estao presentes em todas as fracdes do gradiente
A analise dos gliconjungados detectados pela toxina do colera nas fracGes do gradiente pela

técnica de dot blot revelou que sua presenca ndo & homogénea em todas as fragdes do gradiente

(Figura 12).
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Figura 12: FracOes do gradiente de sacarose de reservossomos submetidos ao dot blot com a
subunidade B da toxina do colera conjugada a HRP, mostrando uma intensidade maior nas regides
menos densas do gradiente, desde a primeira fracdo até a oitava, decaindo a partir da nona,
tornando-se quase que nula nas demais. Em evidéncia na caixa estdo as fragdes 5, 6 e 7, nas quais

o material flutuante se encontrava.

Esse resultado aponta para a provavel existéncia de dominios distintos nas membranas dos
reservossomos enriquecidos com glicoconjugados semelhantes a GM; que apresentam 0 mesmo sitio

de ligacdo para a subunidade B da toxina do colera.

3.b) Glicoconjugados da superficie celular sé@o internalizados e acumulados nos

reservossomos

A presenca de glicoconjugados semelhantes a GM; em algumas fraces do gradiente nos
motivou a analisar 0s epimastigotas inteiros. A primeira alternativa foi a realizacdo de um
experimento de ligagcdo nos epimastigotas a 4°C, de forma a permitir que a toxina somente se ligasse

aos seus sitios de interacdo, sem que ocorresse qualquer tipo de internalizacdo da toxina. Em



seguida, realizamos 0 mesmo experimento, porém as células foram lavadas para que ocorresse a
remocgdo da toxina ndo ligada, colocamos as células a 28°C permitindo assim que ocorresse a

endocitose dos glicoconjugados marcados com a toxina do colera.

Quando observamos a ligacdo desses glicoconjugados nos epimastigotas inteiros,
evidenciamos uma marcacdo homogénea por toda a superficie do parasito, incluindo o flagelo,
quando as células foram incubadas a 4 °C (figuras 13A e 13B). Ao colocarmos as células na
temperatura ideal para o seu crescimento, e deixarmos que 0s eventos de trafego se normalizassem,
fomos capazes de evidenciar uma marcacdo mais fraca na regido posterior do protozoario,

justamente onde os reservossomos se localizam (figuras 13C e 13D).

Quando este ensaio foi repetido em coanomastigotas de C. deanei e em epimastigotas de
T.cruzi, além de obtermos o mesmo resultado visto no ensaio anterior para 0s epimastigotas,
pudemos ver uma intensa marcac¢do no citdstoma e nos reservossomos do parasito nessas células.
Mas ndo obtivemos o mesmo resultado quando tratamos as formas coanomastigotas de C. deanei

nem na temperatura de 4°C nem na temperatura de crescimento natural das células (figuras 14 e 15).

O ensaio com C. deanei, em conjunto com epimastigotas de T. cruzi, nos foi util, pois as
formas coanomastigotas nos serviram como controle negativo para a presencga de acido sialico, que

pode ser o residuo responsavel pela ligacdo com toxina do cdlera.



4. A marcacdo com o anticorpo anti flotilina 2 corrobora a presenca de dominios de membrana
NOS reservossomos

4.a. Reservossomos tratados com detergente

O dot blot para a deteccdo de flotilina 2 mostrou que, ao longo do gradiente, existem
dominios distintos, visto que ndo evidenciamos marcagdo nas quatro primeiras fracdes e, em
seguida, vimos um sinal nas fragdes 5, 6 e 7 do gradiente. A partir da oitava, a intensidade dos spots
revelados decai, aumentando nas fracdes 13 e 14 (pellet). O curioso é que essa marcacao se sobrepde
aquela encontrada para glicoconjugados semelhantes a GM;. Além disso, a quinta, sexta e sétima
fragOes sdo justamente aquelas em que o material branco leitoso se situava. Isso demonstrou que ha
diferencas na composicdo protéica das membranas dos reservossomos, que Se expressa mais

claramente em dominios de membrana com composicao lipidica especial (figura 16).
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Figura 16: Dot blot para flotilina 2 nas fracGes do gradiente de sacarose. Em destaque, as fragdes 5,

6 e 7 que co-localizam com a marcac¢do obtida com a toxina do cdlera.

4.b. Epimastigotas

Quando a imunofluorescéncia para flotilina 2 foi realizada nos epimastigotas inteiros,
permeabilizados, ndo apenas foi possivel se visualizar o sinal obtido nos reservossomos como
também na regido anterior da célula, possivelmente no complexo de Golgi e/ou bolsa flagelar (figura

17).



4.c. Reservossomos isolados

A imunocitoquimica na técnica de contrastacdo negativa em reservossomos isolados revelou-
se umas das ferramentas mais Uteis na determinacdo de quais perfis de membrana apresentavam
resultado positivo para o anticorpo anti-flotilina.

Como apresentado nas figuras 18A e 18B podemos ver claramente que ocorre uma
predominéncia de marcacdo nas membranas internas dos reservossomos. O perfil dessas membranas
parece ser o de uma distribuicdo completamente irregular e se voltarmos as figuras 9 e 8B (vide
Introducdo, secéo 7) veremos que semelhante ao observado na contrastacdo negativa, reservossomos
isolados e in situ apresentam perfis de membrana aparentemente planares (de distribuicao irregular)

e algumas vesiculas em seu interior.

5. Aspectos ultra-estruturais das fragdes resistentes a detergente:

As membranas obtidas apds o tratamento com detergente foram separadas em grupos de
acordo com os resultados obtidos tanto para a marcacdo de flotilina 2 quanto para o glicoconjugado.
Separamos as fragdes 5, 6 e 7 do gradiente das quatro primeiras fragbes, uma vez que estas
apresentaram resultado negativo para flotilina 2 e positivo para o glicoconjugado, e dividimos as
demais em grupos de trés, deixando o pellet separado dos demais. Decidimos excluir a fracdo 8 do
grupo 5, 6 e 7, ainda que tenha apresentado resultado positivo para a toxina do cOlera e uma
marcacao fraca para flotilina. Justamente essa fracdo ja se localizava na regido do gradiente de
concentracdo mais densa e escura, provavelmente apresentando o material resultante da endocitose e
de degradacdo da célula. Dessa maneira, obtivemos cinco grupos (figuras 19):

Fracodes 1,2,3,4 - Grupo A

FracOes 5,6 e 7 - Grupo B



Fracdes 8,9 e 10 - Grupo C
Fragdes 11, 12 e 13 - Grupo D
Pellet - Grupo E

Podemos notar que a fracdo B (figura 19A) apresenta uma alta concentracdo de membranas,
especialmente planares, e de tamanho curto. Além disso, foi necessario fazer cortes ainda mais finos
(25 nm) que os de rotina para que as membranas pudessem ser melhor visualizadas.

As membranas da fragdo C possuem aspecto vesicular, algumas formando estruturas
concéntricas, outras de aspecto planar e a ocorréncia de material amorfo e estruturas pouco elétron-
densas, semelhantes as inclusdes lipidicas encontradas na organela intacta (figuras 19B e inset). Ja
no grupo seguinte (grupo D), é possivel observar que existe uma significativa diminuicdo do
material membranar, dando lugar a ocorréncia de estruturas semelhantes aos corpos lipidicos
observados nos reservossomos intactos, alguns perfis de membranas planares isolados e uma grande
quantidade de material granular (figura 19C).

Por ultimo, o pellet do gradiente apresentando perfis de membrana mais raros e de aspecto

planar, enquanto o material granular constituia a maioria (figura 19D).

6. Determinacdo da concentracgdo de proteinas nas fragdes recolhidas do gradiente de sacarose:
Do conteudo das amostras recolhidas do gradiente de sacarose, podemos observar que a
quantidade de proteinas nas fraces vai aumentando gradativamente ao longo do gradiente (figura

20).

7. Determinacéo do contetido de esterois nas fragdes do gradiente de sacarose:

A determinacdo do contetido de ester6is nas fragdes do gradiente de sacarose constitui uma

das metodologias mais importantes na determinacdo dos dominios rafts, pois é sabido que estes



dominios sdo particularmente enriquecidos com esterdis. Diferentemente do esperado, as fraces
mais ricas em esterol sdo justamente aquelas mais densas do gradiente (fragfes 9-13), enquanto que
as fracbes 5, 6 e 7 ndo apresentavam mais do que 60 pg/mL de esterol. Ademais, ndo existem

diferencas estatisticas significativas entre essas fracoes, e entre as 10, 11 e 12 como esquematizado

na figura 21.
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Figura 20: Dosagem de proteinas das fraces do gradiente pelo método de Lowry e cols. (1951).
Assim como pode ser visto nas micrografias das fragdes (se¢do 4), o conteddo protéico é maior nas
Gltimas, ainda que as fragBes tenham sido separadas em grupos. Em destaque, as fracbes 5, 6 e 7 que
aparecem, nas micrografias eletronicas enriquecidas em membranas. Cada fragdo representa a média
e 0 desvio padrao de 2 experimentos diferentes feitos em duplicata.
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Figura 21: Dosagem de esterois totais. As fracbes pelletadas apds o gradiente de sacarose tiveram
seu conteudo lipidico avaliado ap6s a extracdo lipidica de acordo com Bligh & Dyer (1959). As
fragbes mais enriquecidas com esterol sdo as mais densas do gradiente (9-13) e ndo aquelas que
apresentaram marcacdo para glicoconjugados semelhantes a GM; ou para flotilina 2. Cada fracéo
representa a média e o desvio padrdo de 2 experimentos diferentes.

8. Analise dos Lipidios Neutros

A caracterizacdo da natureza dos lipidios neutros nas fragfes do gradiente de sacarose foi
realizada para todos os grupos determinados e veio explicar o motivo pelo qual observamos uma alta

concentracdo de esterois nas ultimas frac@es pelo ensaio realizado no item 6 (figura 22)
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1 experimento. CHOE- éster de colesterol;, DAG-
diacilglicerol; ERG- ergosterol; ND- ndo determinado.

Pela anélise dos lipidios neutros, observamos que em todas as fracdes do gradiente, ésteres de
colesterol representam o tipo de lipidio mais abundante, chegando a atingir propor¢des de 50% nos
grupos A e E.

Ergosterol, o esterol sintetizado pelos tripanossomatideos, encontra-se em maior proporcao
no grupo B. Esse resultado corrobora as micrografias eletronicas obtidas para as fracbes 5, 6 e 7, em
que o perfil de membranas planares encontra-se evidente. Além disso, ainda nessas fragdes uma
concentracdo significativa de ésteres de colesterol foi encontrada (~25%), seguida de DAG, com
quase 12% e um lipidio de natureza ainda ndo determinada (ND), representando 27% do total.

Nas fracbes 1-4 existe uma predominancia de ésteres de colesterol, contabilizando
aproximadamente 50%, enquanto que as demais espécies, como o préprio ergosterol, ndo atingem
nem 20% dos lipidios neutros. 1sso denota a baixa concentracdo de membranas nessas fracdes, que
pode ser ainda interpretada pela baixa concentracao de esterois, como visto pela dosagem.

O grupo C apresenta como principal lipidio neutro o ester de colesterol, aproximadamente 37%
do mesmo, o0 que d& 1,5x mais do que no grupo B. Analogamente, o grupo D, com 0s corpos
lipidicos retangulares observados nas micrografias, apresenta aproximadamente 33% de ésteres de
colesterol. Ademais, no grupo C, o ergosterol atinge quase que 30% do total de lipidios neutros e,
como visto nas micrografias eletronicas, ainda existe uma boa quantidade de perfis de membrana.
Mas esta proporcdo diminui no grupo D, que junto com o grupo E, deve apresentar a menor
quantidade relativa de membranas.

O interessante é que, com excecdo do grupo E, os grupos apresentam um lipidio de natureza

desconhecida (ND) com uma proporcéo significativa nesses grupos, em média 25,5%.



Por ultimo, o grupo E, pellet do gradiente apresentando um perfil nitidamente enriquecido em
ésteres de colesterol (~50%) de um total de 25ug/mL de esterol total, seguido de ergosterol e

1,2DAG com 25 % cada um.

9. Andlise de Fosfolipidios

A andlise dos fosfolipidios foi determinada apenas no grupo B (fracBes 5, 6 € 7) e 0s

resultados estéo reunidos na figura 25.
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Figura 23: Percentagem de fosfolipidios do grupo B determinada a partir da analise densitométrica
dos spots obtidos na TLC. Resultado de 1 experimento. PA- 4&cido fosfatidico; PE-
fosfatidiletanolamina; PC-fosfatidilcolina- PI-fosfatidilinositol-1PC-inositolfosforilceramida.
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Como pode ser visto no grafico acima, o principal fosfolipidio nas membranas resistentes a
detergente é o fosfatidilinositol, com 31%; seguido de fosfatidiletanolamina (20%),
inositolfosforilceramida (20%) e &cido fosfatidico (19%). Fosfatidilcolina, um dos principais

fosfolipidios de membrana plasmatica, contabiliza menos que 10% da fracao total.






5. DISCUSSAO
HETEROGENEIDADE DE DOMINIOS

Por um longo tempo, a simples flotacdo em um gradiente de sacarose ap0s 0
tratamento com um detergente ndo idnico foi o suficiente para que muitos grupos
considerassem as membranas recolhidas como lipid rafts. N&do foram poucos os trabalhos
que apontaram para a existéncia desses dominios em modelos variados, como em células de
mamifero (linfocitos, neurdnios e fibroblastos), mas também em vegetais, protozoéarios e
fungos (Denny & Smith, 2004; Borner et al, 2005, Wachtler & Balasubramanian, 2006).
Todos tinham algo em comum: o enriquecimento de esterois e esfingolipidios nas fracGes de
membrana menos densas do gradiente e a baixa concentragdo de proteinas. Ou seja, a
insolubilidade dos lipidios e proteinas frente ao tratamento com detergente os definia como
um dominio especializado. Isso parecia bastante satisfatorio especialmente para as cavéolas,
uma vez que a utilizagdo de um lisado celular e o tratamento com Triton X-100 % a 4°C
produzia uma fracdo de membrana enriquecida com caveolinas, proteinas ancoradas por GPI
e glicoconjugados, que flutuava num gradiente de sacarose entre 5-30% (Brown & Rose,
1992). A “certeza” de que a insolubilidade era um pré-requisito para a formagdo de uma
lipid raft veio ainda a ser corroborada com o fato de que um dominio cavéola é
relativamente facil de identificar em cortes ultrafinos, devido ao seu formato caracteristico,
como também por técnicas de imunocitoquimica que mostram a co-localizagdo de
caveolinas com outras proteinas co-purificadas.

Por outro lado, 0 mesmo néo se pode dizer de um dominio planar. E por qué? Porque
no primeiro caso, as cavéolas sdo formadas pelas proteinas caveolinas que apresentam a
caracteristica de formar oligdbmeros (vide Introducéo, secdo I.4a). Os oligdbmeros formados

possivelmente selecionam os lipidios para sua proximidade por apresentarem sitios de



ligacdo, criando e estabilizando as fases liquidas ordenadas (l,) nas membranas (Helms &
Zurzolo, 2004). Tais fases |, apresentam uma difuséo lateral tdo répida como uma fase
liquida cristalina (lIg) (ou fase desordenada) e desta maneira, as rafts planares foram
encaradas como pequenas entidades mdveis na membrana. Por isso, quando a extragdo se
da num dominio planar existe uma maior heterogeneidade a respeito das proteinas,
glicoconjugados e lipidios. A exemplo, podemos citar a grande quantidade de trabalhos em
células T e B, os trabalhos envolvendo proteinas que participam em processos de
sinalizacdo celular, como as proteinas G, fosfatases, PIP, etc (revisto por Brown, 2006;
revisto por Shaw, 2006). Estes e outros trabalhos levaram a um sério questionamento sobre
0 uso de detergentes na extracdo e determinacdo de uma lipid raft. De fato, variando o
detergente utilizado, foi possivel mostrar que as rafts de células MDCK e de Jurkat obtidas
ap6s o tratamento com Triton X-100 e com CHAPS sdo mais enriquecidas com
esfingolipidios e colesterol quando comparadas @ membrana total, mas a extracdo com
Tween 20, Brij 58 ou Lubrol WX apresentava-se menos enriquecidas nesses lipidios
(Schuck et al, 2003). Baseado nesses resultados, ndo seria ilégico pensar que os detergentes
pudessem selecionar um determinado subgrupo de proteinas e/ou lipidios de acordo com
suas propriedades fisico-quimicas intrinsecas. 1sso colocaria em prova a fidedignidade da
composicdo original da raft e da fracio DRM obtida. Dai, varios estudos se iniciaram, na
tentativa de se comparar a composi¢do lipidica das rafts obtidas ap6s um tratamento com
detergente com aquelas recolhidas por métodos como sonicacgéo, seguido de flotagdo num
gradiente de sacarose. Neste ultimo, vé-se que existe um enriquecimento de glicerolipidios
que ndo é comum nas fracdes obtidas pelo método do detergente. Desta maneira, supde-se
que os dominios obtidos pelo tratamento sem detergente apresentem uma composicao mais

préxima ao sistema in vivo do que com este (revisto por Pike, 2004).



Isso foi crucial para se colocar em prova a diferenca entre uma lipid raft e um DRM.
E ai, surge a seguinte pergunta: de que maneira essa informacdes afetariam os resultados
obtidos pelo nosso grupo na atual dissertacao?

Na verdade, embora o Triton X-100 apresente indicios de alterar as propriedades
fisico-quimicas da membrana, criando ou selecionando dominios, a existéncia de um
dominio naturalmente resistente a detergente ndo sera alterado a primeira vista. J& uma lipid
raft € uma entidade na célula, com proteinas e lipidios especificos que participam de uma
determinada funcéo.

Pike (2004) ja alertou sobre a possibilidade de haver rafts heterogéneas nas células.
Tipos celulares diferentes apresentam composicdo de rafts diferentes também. De mais a
mais, ndo é completamente absurdo haver rafts distintas numa mesma célula. Caso
contrario, a existéncia de uma lipid raft estaria atrelada a uma funcédo Unica e universal em
todos os tipos celulares. Isso responderia a muitos questionamentos, como a propria
obtencdo de DRMs de composi¢des distintas, assim como de se isolar DRMs mais ou

menos susceptiveis ao tratamento com outros detergentes diferentes do Triton.



UM MOSAICO DE MEMBRANAS

Se formos analisar cuidadosamente as micrografias obtidas dos reservossomos
isolados, veremos, primeiramente, que 0s reservossomos apresentam um perfil de
membranas internas muito pouco comum. Isto é, sdo varias membranas “soltas’no seu
interior, de aspecto, a primeira vista, planar. Outras se posicionam perpendicularmente a
membrana da organela e em perfis mais discretos. Também evidenciamos algumas que
parecem sobrepostas uma a outra (figs. 1B e 1C, secdo 1V).

Quando observamos os reservossomos nos epimastigostas fomos capazes ainda de
flagrar uma membrana planar e trés vesiculas aparentemente adentrando a organela. E mais,
ao procurarmos em outras células, vimos ainda um reservossomo em contato com outra
organela e apresentando algumas vesiculas (figura 10c) no seu interior, 0 que sugere que,
tal como um endossoma tardio, o reservossomo apresente membranas internas. De fato, a
visualizacdo das vesiculas endociticas em micrografias eletrénicas de transmissdo de
T.cruzi ¢ menos evidente do que nas células dos eucariotos superiores. Isso pode ser devido
ao fato de que os reservossomos apresentam uma alta densidade de particulas decorrentes
do processo endocitico ou das vesiculas provenientes do complexo de Golgi, que tornam as
vesiculas observadas menos visiveis. Além disso, ndo podemos deixar de considerar que
talvez ndo consigamos ver estas vesiculas porque a sua quantidade no interior dos
reservossomos seja pequena. Dai, uma seccdo da organela ndo mostraria facilmente sua
ultra-estrutura. Apenas uma analise morfologica mais acurada dessas vesiculas, de forma a
estabelecer informacdes a respeito do didmetro, espessura e nimero médio por organela nos

forneceria dados mais precisos sobre essas estruturas.



O mais interessante é o fato de que as membranas obtidas apds o tratamento com
detergente no grupo B (fracGes 5, 6 e 7) apresentavam um perfil planar, o que ndo é visto
com enriquecimento nos demais grupos do gradiente. Possivelmente, as membranas obtidas
em B sdo as mesmas visualizadas nos reservossomos inteiros que se apresentam
aparentemente planares também. Contudo, apenas ensaios de imunocitoquimica nas fraces
de membrana de reservossomos obtidas apds o gradiente de sacarose, nos reservossomos
isolados e/ou nos epimastigotas intactos nos confirmariam ou ndo essa suposi¢cdo. Ao
contrério, no grupo C, observa-se um perfil essencialmente vesicular, o que pode refletir
diferencas na composicdo fosfolipidica entre os grupos B e C. Isso porque a estrutura
molecular dos lipidios determina as propriedades fisicas da membrana. O formato da
membrana dependera do tamanho relativo das cabecas polares e das caudas apolares. Dessa
maneira, membranas enriquecidas em fosfatidilcolina e fosfatidilserina tendem a ser menos
curvilineas. Lipidios como fosfatiletanolamina e liso-fosfatidilcolina apresentam formato
de cone, e as porcGes da membrana enriquecidas nesses dois fosfolipidios apresentam-se
mais curvilineas. 1sso se mostra importante no papel fisiolégico desempenhado pelos
lipidios no processo de brotamento de vesiculas e durante a fusdo membranar (Sprong et al,
2001).

No grupo D a predominancia é de estruturas muito semelhantes aos corpos lipidicos
retangulares observados nos reservossomos intactos. Ja em E, raros perfis de membrana séo
vistos. Na realidade, perfis de membrana estdo presentes em todas as fracGes do gradiente,
estando mais enriquecidos nos grupos B e C.

Estes resultados ganham mais importancia quando analisamos ndo apenas a
concentracdo protéica e a quantidade de esterdis nas fragdes como também investigamos a

natureza dos lipidios nas fracGes (tabela 1).



Grupos A B C D E
Proteinas 80-110 90-135 200-900 980-1200 1240
(ug/mL)

Esterdis totais | 20-35 40-60 90-270 120-260 30
(ug/mL)
Ester de 50 25 37 33 50
colesterol (%)
Ergosterol (%) 18 36 27 22 25
Aspectos Membranas | Membranas | Raros perfis de | Raros perfis de
ultra- planares. curvilinease | membranas, membrana,
estruturais corpos corpos material
lipidicos. lipidicos granular.
retangulares.

Tabela 1: Compilagdo comparativa das analises bioquimicas e morfologicas das fracGes de
membrana dos reservossomos. As dosagens de proteina e de esterdis totais
mostram a variagdo da concentracao nas fracOes agrupadas.

A determinacdo da concentracdo de proteinas nos informa que ndo mais que 140
ug/mL estdo presentes no grupo B. A literatura aponta para resultados variados. Em
dominios insollveis a detergente de extratos de mielina bovina (Arvanitis et al, 2005), as
fracdes resistentes a detergente apresentavam quase que 300 ug/mL de proteina. Por outro
lado, em células leucémicas basofilicas de rato (linhagem RBL-2H3), a quantidade de
proteinas nos extratos tratados com Triton X-100 ndo ultrapassava 20 ug/mL (Radeva &
Sharom, 2004). O que demonstra que, de fato, existe uma diferenca significativa da
composicao protéica desses dominios em diferentes tipos celulares.

Nos demais grupos do gradiente, a quantidade de proteina é extremamente alta,
chegando a atingir 1,2 mg/mL nas ultimas fracGes. Possivelmente, a maior parte desse
contetdo deve ser resultado da endocitose. Vale ainda ressaltar que as fracbes de maior
conteudo protéico estdo localizadas na regido mais densa do gradiente e mais escura
também, como discorrido na se¢do 1V. 2. Além disso, conforme a concentracdo protéica

aumenta menos membranas temos nessas fracfes. 1sso parece ser contraditorio com o




resultado da concentracdo de esterol nessas Ultimas fragdes. Ou seja, pela dosagem obtida,
vé-se que nas ultimas fracdes chega-se a, aproximadamente, 275 ug/mL de esterol (vide
secdo V). Desta maneira, € importante ressaltar que o método utilizado por Zlatkis e
colaborados (1953) foi desenvolvido para a anélise de colesterol total do sangue e, desta
forma, ndo discrimina os esteres de colesterol da forma livre (Kenny, 1952). Além disso,
devido a grande semelhanca estrutural do colesterol com o ergosterol, este método acabou
sendo importante para quantificar o ergosterol, que € o principal esterol nos
tripanossomatideos, mas ndo excluiu os ésteres de colesterol que sdo captados do meio pela
endocitose de LDL (Soares & De Souza, 1991). Nas fracGes 5, 6 e 7 (grupo B) existe uma
significativa quantidade de ésteres de colesterol (~25%), como pode ser visto no resultado
obtido da TLC (vide se¢do IV.7). Tais estruturas originaram os corpos lipidicos observados
nas micrografias eletronicas dos reservossomos que se apresentam mais enriquecidos nas
altimas fracdes do gradiente. Por outro lado, é justamente no grupo B que mais ergosterol
esta presente, 36% do total.

Como visto nos resultados da TLC para lipidios neutros, os ésteres de colesterol
representam, aproximadamente, 37% do total no grupo C e 33% no grupo D. Com relagéo a
proporcdo de ergosterol nestes dois grupos, no grupo C temos 27% e no D 21%,
respectivamente. Ainda que a fracdo B seja a fracdo com maior enriquecimento de
membrana, ndo ha davidas que em todas as fracGes existam perfis de membrana também,
que podem ser vistas nas micrografias e pela detecgdo de ergosterol a partir da TLC, pois
ndo evidenciamos ésteres de ergosterol em grupo algum. Cabe ainda aqui comentar que na
primeira caracterizacdo bioguimica dos reservossomos observamos uma excepcional

quantidade de ésteres de colesterol na organela intacta, somando quase que 55% do total de



lipidios neutros, enquanto que ergosterol ndo ultrapassava 25% (Cunha-e-Silva et al, 2002).
Esse dado provavelmente explica o motivo pelo qual temos uma alta concentragdo de
esterol, em especial, ésteres de colesterol, nas fragdes mais densas do gradiente.

Por ultimo, temos os grupos A e E do gradiente. S0 0s que apresentam a menor
quantidade de esterol na dosagem; ndo mais que 30 pg/mL, em média, e encontram-se
enriquecidos, especialmente, em esteres de colesterol (~50% do contetdo total de lipidios
neutros). Ndo fomos capazes de conseguir um pellet do material do grupo A,
possivelmente, devido a pouca quantidade da amostra. O grupo E, por sua vez, sendo o
pellet do gradiente, foi diretamente fixado e preparado para microscopia eletronica e para as
anélises bioquimicas, dai ter sido possivel realizar os demais ensaios. O grupo E
apresentava raros perfis de membrana (vide figura 20D), mas uma quantidade elevada de
proteinas (~1,2 mg/mL).

E importante ressaltar que as analises bioquimicas resultam de poucos experimentos
e necessitam que sejam repetidos para confirmacéo dos dados.

A presencga de ésteres de colesterol ao longo de um gradiente de sacarose ja foi
avaliada em outros tipos celulares, como de endossomas tardios de fibroblatos e células do
ovario de hamster chinés (CHO) (Lusa et al, 2001). Na tentativa de avaliar o papel da
proteina NPC (Niemann-Pick disease type C), que estd envolvida no controle da quantidade
de colesterol em endossomos tardios, 0 grupo observou que as fragOes resistentes a
detergente sdo as que menos apresentavam colesterol livre e ésteres de colesterol. Ao
contrario, eram as fracbes mais densas do gradiente que apresentavam as maiores
quantidades dos esterodis. Além disso, nas celulas deficientes em NPC, havia um aumento

da quantidade de colesterol nas fracbes DRMs, em paralelo com o seqiestro de



glicoesfingolipidios e a formacdo de endossomas tardios multilamelares, que sdo
semelhantes as membranas de aspecto lamelar observadas nos reservossomos intactos (vide
figura 19).

Outro aspecto interessante na andlise lipidica foi a presenca de fosfatidilinositol (PI) e
inositolfosfoceramida (IPC) e diacilglicerol nas fragbes 5, 6 e 7. 1sso porque Pl e IPC, em
conjunto com fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina, sdo as principais classes de lipidios
presentes na membrana plasmatica de epimastigotas e sdo precursores do motivo lipidico
das ancoras de GPI de glicoproteinas (Bertello et al, 1995), como o antigeno Ssp4 de
amastigotas ou a trans- sialidadase de tripomastigotas (Salto et al, 2003). O Unico GIPL
com ceramida é a LPPG de epimastigotas (De Lederkremer et al, 1993). Além disso, IPC
estd presente em Sacharomyces cerevisiea, Dictiostelium discoideum e em Leishmania,
mas ausentes em mamiferos (Bertello et al, 2004), constituindo bons alvos para a
quimioterapia. Alias, a presenca de IPC e ergosterol nas fracdes resistentes a detergente de
L.major j& foram estudadas por Denny e colaboradores (2001).

A acdo da IPC sintase sobre o PI faz com que o fosfato do inositol seja transferido
para a ceramida, originando IPC (Figueiredo et al, 2005). Tanto o PI quanto o IPC sdo alvo
para a acao da fosfolipipase C (PI-PLC), o que sugere tal como em células de mamifero,
que esfingolipidios atuem na formacdo de mensageiros secundarios, € no processo de
diferenciagdo de tripomastigotas para amastigotas (Salto et al, 2002, 2003).

A acdo da PI-PLC sobre o PIP; (fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato) leva a formacao de
IP; (1,4,5-trifosfato de inositol) e DAG. O IP; atua na liberacdo intracelular de célcio,
enquanto que o DAG ativa a PKC (proteina cinase C) (revisto por Ghosh et al, 1997).

A proteina cinase C é um membro da familia de serina/treonina fosfotransferases

envolvida na fosforilacdo de uma variedade de proteinas, como aquelas que participam da



proliferacdo, diferenciacdo, apoptose, adesdo, migracdo ou secre¢do de ions, ativando-as ou
ndo e desta forma, modulando a resposta celular (revisto por Corbalan-Garcia & Gomez-
Fernandez, 2006). Isso pode vir a ser interessante numa organela da via endocitica do
epimastigota, que, certamente, deve apresentar um rigido controle de fusdo e sinalizag&o.
Se os esfingolipidios exercem um papel na sinalizagdo celular em reservossomos ou
se 0 conteldo membranar do citéstoma encontra-se em vias de reciclagem é um tema que

merece ser explorado.

FORMANDO DOMINIOS

A determinacdo de um dominio de membrana requer, além da analise lipidica de uma
fracdo, a identificacdo de proteinas especificas, glicoproteinas e/ou glicolipidios, que em
conjunto venham a desempenhar uma fungdo especifica numa célula ou num
compartimento.

Com o objetivo de avaliar a possivel existéncia de uma lipid raft em epimastigotas de
T.cruzi, enriquecida em glicoconjugados e proteinas marcadoras desses dominios,
iniciamos dois ensaios de dot-blot nas fracGes coletadas do gradiente. Desses resultados,
concluimos que as fragdes 5, 6 e 7 sdo Unicas que apresentam co-localizacdo tanto para a
marcagdo com a toxina do colera como para o anticorpo anti-flotilina 2.

A toxina do coélera é uma toxina liberada pelo Vibrio cholera formada por uma
subunidade A (catalitica) e cinco subunidades B que sdo a responsaveis pelo
reconhecimento e ligagdo a celula-alvo. A subunidade B reconhece o motivo
pentassacarideo do gangliosideo GM; e como mencionado anteriormente (secdo 1.6), a
presenca de GM; tem sido largamente utilizada para a identificacdo especifica desse

gangliosidio de nas lipid rafts de células de mamiferos. Contudo, ndo existem relatos na



literatura acerca da presenga de GMj nos tripanossomatideos. Dessa maneira como explicar
a nitida marcacdo observada tanto no dot blot quanto nos ensaios de fluorescéncia? Na
verdade, ndo existe uma especificidade pelo GM; e sim uma afinidade maior, visto que
Kuziemko e colaboradores (1996) demonstraram que a toxina também é capaz de se ligar a
outros gangliosidios, na seguinte ordem de afinidade: GM; > GM; > GD;p > GM3 > GTi
> GD;g > asialo-GM;. Além disso, a ligacdo da subunidade B esta alocada nos residuos de
acido sialico (43% das interacdes), de galactose (39%) e N-acetilgalactosamida (17%)
(Merritt et al, 1994), e a maioria das interacGes € realizada por ligacdes de hidrogénio
estabelecidas pelos grupamentos hidroxila dos aclcares. 1sso se mostrou importante para
explicar o mimetismo molecular realizado pela Campylobacter jejuni (cepa HS:19), a
bactéria responsavel pela sindrome de Guillain-Barré (neuropatia autoimune) que apresenta
na sua superficie lipossacarideos como principais fatores de viruléncia. O lipo-
oligosacarideo (LOS) de C. jejuni apresenta residuos de &cido sidlico (NANA- acido N-
acetil neuranimico) ligados terminal ou lateralmente a residuos de galactose do motivo
oligossacarideo, que o torna muito semelhante aos gangliosidios humanos, tal como 0 GM;
(Xiang et al, 2006).

Epimastigotas de T. cruzi, por sua vez, apresentam glicoproteinas semelhantes a
mucinas (TcMUC) na sua superficie contendo residuos de acido sialico, como por exemplo
GP24, GP31 e GP37 de 43 kDa e aqueles com 38/43 kDa (revisto por Serrano et al, 2001).
E provavel que a marcacdo observada seja conseqiiéncia da ligacdo da subunidade B da
toxina do colera aos &cidos sialicos das mucinas. Foi por esse motivo que realizamos um
ensaio de fluorescéncia em células de C. deanei, pois este modelo ndo apresenta residuos de

acido sialico na sua superficie.



Embora esses resultados ndo nos confirmem que as mucinas sejam, de fato,
responsaveis pela marcacdo observada tanto nas fragdes resistentes a detergente (com 36%
de ergosterol), quanto nos ensaios de fluorescéncia, o interessante foi o fato de podermos
observar nos epimastigotas a internalizacdo dos glicoconjugados e seu consequente
acumulo nos reservossomos.

As mucinas sdo glicoproteinas ancoradas por GPl. Desta forma, encontram-se
inseridas & membrana plasmatica pelo seu folheto externo. Se a marcacgdo da fluorescéncia
com a toxina pdde ser vista em toda superficie do parasito, como poderiamos aferir que
existiria um dominio in vivo? O epimastigota apresenta um glicocélix que reveste todo o
corpo do parasito, isso ndo exclui a possibilidade de haver dominios, especialmente porque
existe uma regido especializada em que esse glicocalix encontra-se mais denso e repleto de
proteinas ancoradas por GPI, a entrada do citéstoma (Martinez—Palomo et al, 1976).
Levando-se em consideracdo que as caudas do fosfolipidio da GPI, na face externa da
membrana interagem com os enfingolipidios e ergosterol e que o citéstoma é o principal
sitio de entrada de moléculas nas formas epimastigotas (Porto-Carreiro et al, 2000) ndo é
impossivel que a dindmica da membrana plasmética do epimastigota favoreca a selecéo de
algumas proteinas e/ou lipidios para esse dominio.

Esse resultado aponta para o fato de que a composi¢do bioquimica da membrana do
reservossomo é gerada tanto pelo material endocitado a partir da superficie do epimastigota
quanto pelas vesiculas que brotam do complexo de Golgi, como j& sugerido por Sant’Anna
e colaboradores (2004).

Certamente, uma maneira de averiguar se as proteinas ancoradas por GPI e o proprio
dominio lipidico da membrana do citéstoma chegam ainda organizados aos reservossomos

ou se este dominio por si s6 € importante para a caracterizacdo da organela, pode ser



determinada pela caracterizacdo bioquimica do citéstoma e a comparacdo entre 0s dois
sistemas. Ademais, se a origem for endocitica, as rafts estariam nas rotas de degradacgéo ou
reciclagem e seus componentes nao seriam desarranjados na membrana plasmética ou nos
endossomas iniciais; ao contrario, chegariam intactos aos reservossomos. Por outro lado, se
residentes, seriam organizados nos reservossomos ou em compartimentos anteriores da via
biossintética, como o Reticulo Endoplasméatico e o Golgi? Precisariam passar pela
membrana plasmatica? Quais as funcbes que se atribuiriam a esses dominios nesses
compartimentos?

O uso de marcadores e precursores radioativos e/ou fluorescentes auxiliaria bastante
nessas questdes, ainda mais quando se conjuga a possibilidade de identificagdo do
glicoconjugado que se acumula nas membranas dos reservossomos e a realizacdo de uma
imunocitoquimica de forma a localizar em quais membranas esses glicoconjugados se
acumulam; ou se co-localizam com as membranas (internas) marcadas com anticorpo anti-
flotilina-2.

Por outro lado, nem a caveolina nem a flotilina 2 (reggie 1) estdo anotadas no
genoma do T. cruzi. Na verdade, a procura da proteina com o epitopo para anticorpo anti-
flotilina 2 revelou a presenca de uma proteina hipotética com baixa taxa de conservagao e
similaridade; fato incomum entre as proteinas da familia, que apresentam cerca de 64% de
homologia entre mosca e homem, por exemplo (revisto por Langhorst, 2005). Além disso,
embora as flotilinas tenham sido inicialmente caracterizadas nos eucariotos superiores,
recentemente foi demonstrada a presenca de uma proteina com alto grau de homologia a
flotilina 1 de humanos, AtFlotl, com 50% de similaridade com a flotilina 1 em Arabidopsis
thaliana (Borner et al, 2005). Esses estudos levaram a procura de proteinas semelhantes as

flotilinas e aquelas com dominio semelhante ao SPFH em eucariotos inferiores, procariotos



e fungos através de estudos filogenéticos (Rivera-Milla et al, 2006). A ampla distribuicdo
evolutiva dessas proteinas semelhantes as reggies, presentes no urocordado Ciona
intestinalis, no equinodermo Strongylocentrotrus purpuratus, em mosquitos, abelhas (todos
com alta similaridade) e aléem do reino animal, como também em fungos e vegetais
superiores (< 22% de similaridade), indicam que existem proteinas com funcdes similares
as reggies ja descritas.

Ademais, proteinas que sdo membros da superfamilia SPFH, como a proibitina e a
estomatina, j& foram descritas em muitos outros organismos, como no nematddio
Caenorhabditis elegans e identificadas no genoma do proprio T. cruzi sugerindo um
ancestral comum e uma homologia de funcéo de todas as proteinas com o dominio SPFH
(El-Sayed et al, 2005; Rivera-Milla et al, 2006).

Devido aos estudos filogenéticos terem excluido nosso modelo de estudo (T.cruzi),
ndo sabemos se a marcacdo observada tanto na regido posterior (reservossomos) dos
epimastigotas quanto na anterior (bolsa flagelar ou complexo de Golgi), nas fragdes do
gradiente e nos reservossomos isolados sejam apenas uma reacao inespecifica ou se, de
fato, o anticorpo foi capaz de reconhecer um conjunto de aminoacidos conservados,
indicando uma proteina semelhante a flotilina. Apenas a caracterizacdo dessa proteina
isolada nos proveria informagGes mais consistentes acerca desses resultados.

Em conjunto, tais fatores sugerem que 0S reservossomos possam constituir nao
apenas um sitio de acimulo de nutrientes, cuja hidrolise possa ser modulada de acordo com
as necessidades metabdlicas da célula ou no processo de metaciclogénese, em que tais
lipidios e proteinas servem de esqueletos energéticos. Mas certamente, podem ainda
exercer um papel na reciclagem ou degradacdo de receptores. Dessa forma, ndo é de se

surpreender que a existéncia de algumas proteinas, glicoconjugados e lipidios (ergosterol e



IPC) da superficie celular formando dominios possam se apresentar nos reservossomos,
seja como resultado da endocitose, seja porque se encontram em processo de reciclagem na

célula ou de degradacdo.






VIl. CONCLUSOES

1.

Foram observados perfis de membrana no interior dos reservossomos apés a analise por
M.E.T.;

Reservossomos apresentam membranas resistentes a detergente;

As membranas resistentes a detergentes do gradiente de sacarose apresentam um perfil
planar (fracdes 5, 6 e 7) ou um perfil curvilineo (fragdes 8, 9 e 10);

As fracOes positivas para marcadores de lipid rafts apresentam em sua maioria perfis de
membrana planares, como 0s observados no interior da organela;

As fracOes positivas para marcadores de lipid rafts apresentam alta concentracdo de
ergosterol, fosfatidilinositol e inositolfosforilceramida, indicando a possibilidade da

presenca de microdominios de membrana nos reservossomos.
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Figura 9:

(A) Epimastigota de T.cruzi mostrando na regido posterior um
reservossomo (R), nucleo (N) e cinetoplasto (K)com aspecto e localizacao
tipicos; (B) Fracdo de reservossomos isolados com corpos lipidicos (CL) e
perfis de membrana (seta). (C) Reservossomo isolado apresentando perfis
de membrana pouco comuns, posicionadas perpendicularmente a
membrana da organela (setas) e corpos lipidicos retangulares (CL). Barras:
220 nm.






Figura 10: (A) Corte longitudinal de epimastigota de T. cruzi mostrando nucleo (N) e
cinetoplasto (K); na regido posterior reservossomos (R). (B) Em maior
aumento, reservossomo e trés possiveis vesiculas intimamente associadas
(cabecas de seta). (C) Reservossomo in situ apresentando vesiculas no
seu interior (cabecas de seta), uma membrana planar (seta pequena) e em

contato com outro compartimento (seta grande). Barras: 150 nm.






Figura 13: Microscopia Otica de fluorescéncia de epimastigotas incubados na presenca
de toxina do cdlera subunidade B conjugada a FITC. (A) Marcacdo
observada por toda superficie do parasito a 4°C. (B) Contraste diferencial
interferencial dos epimastigotas tratados a 4°C. (C) Reservossomos positivos
para a marcacdo com a toxina do colera (setas) quando colocados para

endocitar a 28°C. (D) Contraste diferencial interferencial dos epimastigotas

tratados a 28°C. Barras: 10 um.
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Figura 14: Microscopia Otica de fluorescéncia de epimastigotas e coanomastigotas de
C. deanei incubados na presenca de toxina do colera subunidade B
conjugada a FITC a 28°C. (A) Observe a marcagao nos reservossomos e ao
longo do citéstoma (seta). A fluorescéncia da imagem foi artificialmente
intensificada de forma a mostrar a marcagdo do citostoma. (B) Contraste
diferencial interferencial dos epimastigotas tratados. (C) As formas
coanomastigotas também apresentaram resultado negativo para este ensaio,
mostrando que ndo sdo capazes de endocitar a toxina solavel. (D)
Contraste diferencial interferencial dos coanomastigotas tratados. Barras: 5

pm.
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Figura 15: Microscopia Otica de fluorescéncia de epimastigotas e coanomastigotas de C.
deanei incubados na presenca de toxina do colera subunidade B conjugada a
FITC a 4°C. (A) Marcacdo por toda superficie do epimastigota. (B)
Contraste diferencial interferencial dos epimastigotas tratados. (C) As
formas coanomastigotas apresentaram resultado negativo para o ensaio. (D)
Contraste diferencial interferencial dos coanomastigotas tratados. Barras: 5

pm.
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Figura 17: Imunofluorescéncia de epimastigotas com anticorpo anti-flotilina 2.
(A) Foram observadas duas regides positivas para o ensaio na célula. Uma
é a regido posterior, onde 0s reservossomos se localizam (seta grande) e
outra é a regido anterior da célula, possivelmente bolsa flagelar ou Golgi

(seta pequena). (B) Contraste diferencial interferencial dos epimastigotas

tratados. Barra: 5 um.






Figura 18: Imunocitoquimica por contrastacdo negativa em reservossomos isolados.
(A) e (B) mostram dois reservossomos e a ligacdo do anticorpo nas
membranas internas dos reservossomos (setas). Barras: 200 nm.






Figura 19: Micrografias eletrénicas das fracdes recolhidas do gradiente de sacarose.
(A) Grupo B mostrando perfis de membrana planares enriquecidos. (B)
Grupo C cujas membranas adotam um perfil curvilineo longo (seta). Inset:
duas inclusdes lipidicas (asterisco). (C) Grupo D enriquecido com material
granular e apresentando corpos lipidicos retangulares (setas pequenas) e
alguns perfis de membrana associados (seta pequena). (D) Grupo E
apresentando perfis de membrana planares e material granular.

Barras: 100 nm.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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