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Abreviacoes:

4MT- Quarteto de microtibulos
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DNA- Acido desoxirribonucleico
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FITC- Fluoresceina isotiocianato

GFP- Green fluorescent protein

HRP- Horseradish peroxidase

K-DNA- Acido desoxirribonucleico do cinetoplasto
LDL- Lipoproteina de baixa densidade

LRO- Organelas relacionadas a reservossomos
MAP- Proteinas associadas aos microtubulos
MARP- Proteinas repetitivas associadas aos microtubulos
MET- Microscopia eletrénica de transmisséo
MBCD- Metil beta-ciclodextrina

PFR- estrutura paraflagelar

PHEM- PIPES, HEPES, EGTA e Magnésio

RNA- Acido ribonucléico

SPMT- microtUbulos subpeliculares

Tf-Au — transferrina conjugada a ouro

Tf-FITC- transferrina complexada a fluoresceina isotiocianato



TcHA- Proton ATPase de T.cruzi

SFB- soro fetal bovino
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Observacdo morfoldgica da relacéo entre a via endoc  itica e o citoesqueleto de
epimastigotas de Trypanosoma cruzi

Os tripanosomatideos requerem nutrientes exdgenos e fatores de crescimento essenciais
para sua sobrevivéncia e divisdo. Os epimastigotas de Trypanosoma cruzi sdo capazes de
endocitar macromoléculas através do citdstoma e da bolsa flagelar, ambos localizados na
regido anterior do parasita. Depois de passar pela rede tubulo-vesicular, o material
endocitado é entregue aos reservossomos, organelas relacionadas a lisossomos,
localizadas na regido posterior. Nao existem relatos sobre o papel do citoesqueleto em
orientar e dar suporte aos compartimentos endociticos nesta via longa e polarizada. No
presente estudo, foi realizada uma detalhada analise ultraestrutural sobre a associacdo do
citoesqueleto com a bolsa flagelar, citdstoma-citofaringe e reservossomos utilizando
técnicas de microscopia eletrbnica, western blot, imunofluorescéncia e imunocitoquimica.
Em T. brucei, a bolsa flagelar € o Unico sitio de endocitose e exocitose, estando todos os
compartimentos endociticos posicionados na mesma regido. Recentemente, uma nova
proteina, BILBO-1, foi descrita como um componente do citoesqueleto abaixo da membrana
da bolsa flagelar, que é essencial para a formacao desta estrutura. Utilizamos o anticorpo
policlonal anti-BILBO1 que reconheceu uma proteina de 62 kDa no extrato total de
epimastigotas e por imunofluorescéncia marcou fortemente a bolsa flagelar destas formas. A
bolsa flagelar de tripomastigotas e amastigotas ndo foi reconhecida. O anticorpo também
reconheceu toda a extenséo do flagelo de epimastigotas e tripomastigotas. Estes resultados
foram confirmados por imunocitoquimica. Assim como T. brucei, epimastigotas de T.cruzi
também apresentam em sua bolsa flagelar os quatro microtibulos especializados proximos
ao corpusculo basal e material elétron-denso na regido da saida do flagelo da bolsa flagelar.
A andlise detalhada do citéstoma mostrou filamentos elétron-densos logo abaixo da
membrana que parecem sustentar a abertura desta estrutura. Observamos em muitos
parasitos uma protrusdo na abertura do citdstoma que apresenta glicocalice tipico deste
dominio de membrana e tal protrusdo possui material citoplasmatico. Um grupo de 7-8
microtubulos foi observado ao longo de toda a citofaringe e parece dar suporte a esta
invaginacdo até a sua regido mais profunda. Cortes ultrafinos longitudinais e tomografia
eletrdnica revelaram a presenca de vesiculas alinhadas ao longo da citofaringe com intima
associacdo com a face citoplasméatica da membrana.

O papel do citoesqueleto no direcionamento do material endocitado até os reservossomos
também foi investigado. Foi possivel visualizar vesiculas contendo tracador associadas a
trilhos, além de conexdes entre reservossomos e microtibulos subpeliculares. Experimentos
de lise celular ndo romperam esta associacdo. Um anticorpo monoclonal (mAb 3G4) que foi
produzido contra uma fracdo de citoesqueleto de epimastigotas surpreendentemente
reconheceu somente 0s reservossomos. O epitopo do anticorpo foi mapeado, tal analise
constatou que a [-tubulina é a proteina reconhecida. Através da imunocitoquimica,
mostramos que além dos reservossomos, endossomos e vesiculas préximas também séo
reconhecidas. Estes dados contribuem para o melhor conhecimento da organizacéo
ultraestrutural da bolsa flagelar e do complexo citéstoma-citofaringe e refor¢a a sugestéo de
gue o citoesqueleto tem papel importante na via endocitica de T.cruzi.
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Morphological observation of the relationship betwe en the cytoskeleton and endocytic
pathaway in Trypanosoma cruzi.

Trypanosomatids require essential exogenous nutrients and growth factors in order to
survive and divide. Trypanosoma cruzi epimastigotes are able to acquire exogenous
macromolecules by endocytosis via the cytostome and the flagellar pocket, both localized at
the parasite’s anterior region. After passing through a branched network of tubules and
vesicles, endocytic cargo reaches reservosomes that are lysosomes related organelles
localized at the posterior region. There’s no information about the role of the cytoskeleton in
guiding and supporting endocytic compartments in this long and polarized pathway. In this
study, we performed a detailed ultrastructural analysis of the association of the cytoskeleton
with the flagellar pocket, cytostome and reservosomes by electron microscopy, western
blotting, immunofluorescence and immuno-electron microscopy. In T. brucei the flagellar
pocket is the unique site of endocytosis and exocytosis and all endocytic compartments are
positioned at the same cell region. Recently, a new protein, BILBO1, was described as a
component of the cytoskeletal framework underneath the flagellar pocket membrane that it is
essential to its formation. We have used a polyclonal antibody anti-BILBO1 that recognized a
protein of 62 kDa in whole epimastigote protein extracts and stained strongly the flagellar
pocket of these T. cruzi forms. Surprisingly, trypomastigote and amastigote flagellar pockets
were not recognized. The antibody also bound along all the flagellum length of both
epimastigote and trypomastigote forms. These results were confirmed by
immunocytochemistry. Similar to T. brucei trypomastigotes, T. cruzi epimastigote flagellar
pocket also presents the four special microtubules near the basal body and an electrondense
material at the site where flagellum exits the pocket. A careful examination of the cytostome
showed eletrondense filaments just beneath the plasma membrane of the parasite that
seems to maintain cytostome aperture. In many parasites we have observed a protrusion at
the aperture of the cytostome that presents the glycocalyx typical of this membrane domain
and is filled with citoplasmatic material. A group of 4-5 microtubules was observed along all
the cytopharynx length that seems to sustain it until the deeper portion of its invagination.
Longitudinal ultrathin sections and electron tomograms revealed the presence of vesicles
aligned along the cytopharynx and closely associated to its side membrane.

We investigated the cytoskeleton role in driving endocytic cargo to reservosomes. It was
possible to visualize vesicles with tracer associated with rails besides connections between
reservosomes and subpellicular microtubules. Cell lysis experiments did not disrupt this
association. A monoclonal antiboby (mAb 3G4) that had been produced against an
epimastigote cytoskeleton fraction surprisingly recognized only reservosomes. Antibody
characterization mapped the epitope and found that antibody 3G4 recognized a 3-tubulin.
Using immunoelectron microscopy, we showed here that besides reservosomes, endosomes
and nearby vesicles were recognized too. Taken together, these data contributes to a better
understanding of the ultrastructural organization of both flagellar pocket and cytostome-
cytopharynx complex and reinforces the suggestion that the cytoskeleton plays an important
role in the endocytic pathway of T.cruzi.
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1- Introducgéao
1.1- Doenca de Chagas

Em 1909, ocorreu um marco na histéria da medicina. O pesquisador brasileiro, Carlos
Justiniano Ribeiro das Chagas descreveu uma doenca que levou o seu nome (Doenca de
Chagas), o vetor, o agente etiolégico, a forma de transmissdo e o ciclo de vida do
protozoario causador. O protozoario foi nomeado Trypanosoma cruzi em homenagem a

Oswaldo Cruz.

A doenca de Chagas € uma das patologias de mais larga distribuicdo no continente
americano, 90 milhdes de pessoas estdo expostas a doenca. Estima-se que sejam 15
milhdes de pessoas infectadas (Dias, 2007). Originalmente os casos de doenca de
Chagas se encontravam confinados em areas rurais da América do Norte, Central e
América do Sul. Mais recentemente, o numero de casos se tornou significativo nos
Estados Unidos, Canada, algumas regides da Europa e no oeste do Pacifico devido a
forte imigracdo dos paises originalmente endémicos para estes (Fig.: 1) (Rassi, et al.,
2010)
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Figura 1: Epidemiologia da doenca de Chagas (Adaptado de Rassi, A.J. et al., 2010).

E importante ressaltar que o triatominio, o inseto vetor do T.cruzi, vivia restrito as florestas
silvestres, infectando mamiferos do ambiente natural. Foi o0 homem que invadiu este
ambiente fazendo dele moradia e através do desmatamento acabou por se incluir no ciclo

epidemiologico da doenga de Chagas (Rassi et al., 2010).



A transmissdo pode ocorrer das seguintes formas: através do triatomineo, que ao
fazer o repasto sanguineo, acaba por liberar junto com as fezes as formas infectivas do
protozoario que penetram pelo ferimento da picada; por transfusdo sanguinea;
transplantes de 6rgédos; por acidentes de laboratdrio e mais recentemente descrito, por
transmissdo oral, como o caso de contaminacdo através do acai e da cana-de-acUcar.
(Pereira et al., 2010).

1.2- Trypanosoma cruzi

O T. cruzi € um protozoario flagelado, pertencente a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae (Chagas, 1909). Os tripanosomatideos sdo células eucariotas e como
tal apresentam organelas que sao tipicas de organismos eucariotos como mitocondria,
peroxissomos, lisossomos e reticulo endoplasmatico, enquanto outras sdo peculiares a
esta familia (Fig.: 2).

A superficie de protozoarios intracelulares, como o T.cruzi, precisa interagir
inicialmente com a superficie celular do hospedeiro vertebrado. E também através da
superficie celular que o protozoario interage com as células epiteliais do hospedeiro
invertebrado (De Souza, 2009). Entre as diversas moléculas encontradas na superficie do
T.cruzi estdo: mucinas, transialidases e as glicoproteinas Tc85. Diversos estudos
demostraram que tais moléculas influenciam na viruléncia (revisto por Mendonca-
Previato, et al., 2005, Dias, et al., 2008).

A ordem destes protozoarios foi nomeada Kinetoplastida tendo em vista uma
caracteristica Unica dos tripanosomatideos, a presenca do cinetoplasto, constituido de
DNA mitocondrial. O cinetoplasto esté localizado na por¢cado da mitocéndria mais proxima
a base do flagelo. Visto por microscopia eletronica de transmissédo, apresenta material
elétron-denso, que ja foi descrito como um tipo diferente de DNA, o K-DNA. Outra
caracteristica importante € a mitocondria Unica e ramificada, também presente nos
protozoarios do filo Apicomplexa.

Dois estudos relataram estruturas filamentosas conectando cinetoplasto e o corpusculo
basal do flagelo (Souto-Padron et al. 1984 e Ogbadoiry et al. 2003). Recentemente, uma

proteina (pl166) foi identificada e se mostrou presente entre o cinetoplasto e o flagelo.
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Deste modo, € provavel que esta proteina seja uma das responsaveis pela intima ligacao

destas estruturas. (Zhao et al. 2008).
O acidocalcissomo é uma organela acidica densa e apresenta alta concentracdo de

fésforo, na forma de pirofosfato e polifosfato complexado a calcio e outros elementos.

(Docampo et al. 2005).

Citéstoma

Axonema

Paraflagelar

Vacuolo
Contratil

Bolsa flagelar t —

Cinetoplasto i
Nucleo

Glicossomo
Nucléolo

Mitocéndria

Acidocalcissomos

Reservossomo

Microtubulos
subpeliculares

Figura 2: Esquema dos aspectos morfolégicos gerais das formas epimastigotas. O
esquema mostra organelas comuns aos eucariotos e outras peculiares a familia dos
tripanosomatideos. (Adaptado de Docampo et al., 2005).

1.3- Ciclo biologico

O T. cruzi é um protozoario heteroxénico, pois alterna o seu ciclo biolégico

entre um hospedeiro invertebrado e um vertebrado. A primeira caracterizacdo morfologica



das diferentes formas de desenvolvimento de T.cruzi tinha como base o formato celular
deste protozoario, a localizacéo do cinetoplasto em relacdo ao nucleo e a regido de onde
o flagelo emerge da bolsa flagelar. A forma epimastigota tem formato alongado e
cinetoplasto anterior ao nucleo e em forma de bastdo quando observado em cortes
ultrafinos. Os epimastigotas possuem capacidade replicativa e estdo presentes no
intestino médio do barbeiro. A forma tripomastigota apresenta corpo afilado, é a forma
infectiva que se encontra nas fezes do barbeiro e na corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado. Esta célula possui flagelo que emerge da bolsa flagelar pela lateral do corpo
celular e tem extensa porcao aderida ao corpo pela FAZ (“flagellar attachment zone”, zona
de ades&o flagelo corpo). O cinetoplasto do tripomastigota possui forma arredondada. E
importante ressaltar que os tripomastigotas ndo sao capazes de se dividir. A forma
amastigota é ovalada, possui um flagelo muito curto, que ndo emerge da bolsa flagelar,
por iSso 0 nome “a- mastigota” que significa sem flagelo. No entanto, ap0s observacoes

de cortes ultrafinos, foi demonstrado que o amastigota possui flagelo bem curto.

O ciclo biolégico pode ser acompanhado a partir do momento que o inseto vetor e
hospedeiro invertebrado, conhecido por barbeiro, realiza o repasto sanguineo e ingere
tripomastigotas presentes no sangue do hospedeiro vertebrado infectado. No Iimen do
aparelho digestivo do barbeiro, o0s tripomastigotas sanguineos diferenciam-se em
epimastigotas que se multiplicam por fissdo binaria média do trato digestivo do barbeiro
migrando posteriormente para a porcao final onde se diferenciam em tripomastigotas
metaciclicos. Durante um novo repasto sanguineo, o barbeiro elimina os tripomastigotas
metaciclicos junto as fezes. Estes tripomastigotas chegam ao ambiente intercelular,
estando aptos a infectar uma variada gama de tipos celulares nucleados. Uma vez dentro
da célula, se diferenciam em amastigotas, os responsaveis pela multiplicacdo do parasito
no hospedeiro vertebrado. Os amastigotas escapam do vacuolo parasitéforo e dividem-se
inUmeras vezes e rediferenciam-se em tripomastigotas, devido ao dano, a lise da célula
ocorre e isso possibilita que os tripomastigotas cheguem novamente no espaco
intercelular, podendo infectar novas células ou, ainda, alcancar a corrente sanguinea e
serem ingeridos pelo hospedeiro invertebrado durante um novo repasto sanguineo (Tyler
& Engman,2001)(Fig.:3)



Figura 3: Ciclo bioldgico do T.cruzi. 1- Ao realizar o repasto sanguineo, o inseto
vetor libera as fezes que contém as formas tripomastigotas de T.cruzi. 2- O ato
de cocar a picada, possibilita que o protozoario entre em contato com as ceélulas
do hospedeiro, estando apto a infecta-las. 3 e 4- No interior celular, os
tripomastigotas se diferenciam em amastigotas. Estes sofrem diversas divisdes,
se rediferenciam em tripomastigotas e rompem a célula hospedeira, ganhando a
corrente sanguinea. Estes tripomastigotas sdo capazes de infectar outras
células (5) ou serem captados durante novo repasto sanguineo (6). (Fonte:
WHO TDR Welcome Trust http://apps.who.int/tdr/svc/diseases/chagas acessado
em 1 de setembro de 2010.

1.4- Citoesqueleto peculiar dos tripanosomatideos
1.4.1- Flagelo e a estrutura paraflagelar

Uma estrutura importante nos tripanosomatideos é o flagelo, Unico, que emerge do
corpo a partir de uma invaginacdo da membrana plasmatica denominada bolsa flagelar
(Revisto por Webster & Russell, 1993). A bolsa flagelar € um sitio de endocitose e



exocitose e sera discutida com mais detalhes posteriormente. A extremidade da célula a
partir da qual o flagelo torna-se livre do corpo é considerada a extremidade anterior. O
axonema do flagelo é formado por nove pares de microtubulos periféricos (dubletes) e um
par central (singletes), caracterizando o arranjo 9+2. Os flagelos surgem nos corpusculos
basais, que se constituem de cilindros de nove tripletes de microtubulos presentes no
citoplasma da célula com a funcéo de direcionar a polimerizacdo de tubulina, que € a
unidade béasica formadora de microtibulos. Ao lado do axonema ha uma estrutura em
forma de trelica que tem sido chamada de estrutura paraflagelar (PFR), também referida
como paraxial ou paraxonemal (Vickerman, 1962 e Farina et al., 1986). A PFR é uma
estrutura presente em Euglendides e Cinetoplastideos (Ordem Kinetoplastida, familias
Trypanosomatidae e Bodonidae), exceto naqueles que possuem bactéria endossimbionte
(Freymuller & Camargo, 1981). A estrutura paraflagelar € um arranjo elegante de
filamentos do citoesqueleto composto de duas proteinas majoritarias, PFR1 e PFR2, e
varias minoritarias as quais estao distribuidas ao longo de trés por¢cdes da paraflagelar: a
proximal e a distal sdo compostas de densas placas de filamentos de 7 nm e por
filamentos duplos de 25 nm; a porcdo intermediaria € composta por filamentos de 5 nm
que ligam a porcao proximal a distal (Farina et al., 1986). A PFR € necessaria para plena
mobilidade em cinetoplastideos (Bastin et al.,1998) e serve de suporte para reguladores
metabdlicos mediados por calcio que podem influenciar o batimento flagelar (D’Angelo et
al., 2002). A PFR tem relevancia imunoldégica, ja que suas proteinas sao reconhecidas por
soro chagasico (Piras et al., 1981) e tanto as proteinas PFR nativas (Wrightsman et al.,
1995) como as recombinantes (Luhrs et al., 2003) protegem contra desafio posterior com

tripomastigotas infectivos.

1.4.2- Microtubulos subpeliculares

s

Na maioria das células eucarioticas € bem estabelecido que microtubulos e
microfilamentos possuem uma associagdo a membrana plasmatica, no entanto, em
nenhum outro tipo celular tal associacdo € tdo forte quanto nos apicomplexa e
tripanosomatideos. O formato celular dos tripanosomatideos é mantido por microtubulos
de 24nm de diametro que formam um arranjo helicoidal ao longo de toda a célula (Fig.
4a), que séo ligados uns aos outros com espaco intermicrotubulos regulares de 18-22 nm

e também a membrana plasmatica, por isso, receberam o nome de microtibulos
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subpeliculares (SPMT). Estruturas filamentosas conectam microtlibulos subpeliculares
entre si (Fig. 4b) e com a membrana plasmatica, formando uma verdadeira rede cortical
(Meyer & De Souza, 1976; Souto-Padron et al., 1984). Esta ligagdo entre os microtibulos
é tdo forte que estes componentes continuam unidos apos lise da célula e isolamento da
fracdo enriquecida em membrana (revisto de De Souza, 2002). Na verdade, considera-se
que a membrana plasmatica e os microtubulos subpeliculares formem uma unidade
estrutural e funcional, o periplasto (Vickerman, 1962). Responsavel pela manutencdo do
formato caracteristico da célula (Fig. 4c) e por todas as atividades que competem a
interface entre o protozoario e o meio externo (Hemphill et al., 1991a). Esta rede cortical
de microtubulos reforca internamente toda a superficie celular exceto na regido da bolsa
flagelar (De Souza, 1984).

A organizacdo aparentemente simples da rede de microtubulos subpeliculares dos
tripanosomatideos contrasta com a complexa rede de microtibulos citoplasméaticos de
células de organismos superiores. De fato, as propriedades dos subpeliculares sao
diferentes daquelas observadas em mamiferos. Os microtubulos subpeliculares sao
resistentes a baixas temperaturas e nao sofrem despolimerizacdo expressiva quando
tratados com potentes desestabilizadores de microtibulos de mamiferos, apesar de nao
serem insensiveis a estas drogas (Ono & Nakabayashi, 1979; Baum et al., 1981; Urményi
et al., 1992; Souto-Padron et al., 1993; Grellier et al., 1999). A estabilidade desta rede
cortical permite que apOs extracdo da membrana com detergentes nao-idnicos, o
citoesqueleto dos tripanosomatideos seja recuperado intacto, mantendo inclusive o

formato.



Figura 4: Microtubulos subpeliculares dos tripanosomatideos. a)
Microscopla eletrénica de vwvarredura de alta resolucao de
Herpetornonas megaseliae  extraida com  detergente. FPodemos
observar que 0s microtibulos subpeliculares sao 0s responsaveis por
manter o formato caracteristico dos tripanosomatideos. (Barra: 3.5 um).
Sant’Anna et al,, 2005) b) Deep-eiching de epimastigota de T cruz)
revelando estruturas ligando microtubulos adjacentes. Barra 100 nm
(Souto-Padron et al. 1984). ¢) Microscopia eletrdnica de transmissac
de corte ultrafino de epimastigota de 7. cruzi. Note que ¢ corte
transversal possibilita a visualizacao de cada microtubulo que compde
os subpeliculares (Meyer & De Souza, 1976} Barra: Tum.






A composicdo dos microtubulos subpeliculares com diferentes isoformas de tubulina
reflete as peculiaridades deste citoesqueleto cortical. Nos tripanosomatideos examinados
até o momento, foi mostrado que o0s microtubulos subpeliculares contém grande
guantidade da isoforma acetilada de a-tubulina, que foi denominada de a3 (Souto-Padron
et al.,, 1993) e também a-tubulina tirosinada (Sherwin & Gull, 1989). Alguns estudos
mostraram que o polo posterior da célula é uma regido de intensa adicdo de monémeros
de tubulina, o que é condizente com o fato de estarem nele localizadas as pontas
positivas dos microtabulos (Sherwin & Gull, 1989; Robinson et al., 1995). Neste contexto,
vale mencionar que os tripanosomatideos possuem [I-tubulina em seu polo anterior, onde

se encontram as pontas negativas dos microtibulos subpeliculares (Scott et al., 1997).

As pontes que conectam o0s microtubulos subpeliculares entre si e com a
membrana plasmatica assemelham-se ultraestruturalmente as MAPs (microtubule
associated proteins) de organismos superiores, cuja funcdo €& predominantemente
estrutural (Souto-Padron et al., 1984). Estas proteinas apresentam alto massa molecular e
apresentam sequéncias de aminoacidos repetidas em seus dominios de ligacdo a
microtubulos, tendo recebido a denominacdo de MARPs (microtubule associated
repetitive proteins). As MARPs de Trypanosoma brucei estdo localizadas na regiao dos
microtubulos subpeliculares que fica voltada para a membrana plasmatica (Hemphill et al.,
1991b), o que indica a sua provavel participacao na ligacdo dos microtubulos & membrana

plasmatica.

1.5- Bolsa flagelar de T.brucei

A bolsa flagelar € formada por uma invaginagdo do corpo do parasita. Apesar de
sua membrana ser continua a do corpo celular, apresenta caracteristicas distintas,
constituindo assim um dos diferentes dominios da membrana plasmatica dos
tripanosomatideos. Duas barreiras definem a bolsa flagelar e permitem a diferenca de
composicdo desta estrutura. Ao redor da zona de transicdo do corpusculo basal existe
uma divisa que define a zona de entrada do axonema na bolsa flagelar. No ponto em que
o flagelo sai da bolsa flagelar existe uma intima ligagcdo entre a membrana deste e a

membrana da bolsa flagelar, denominada colar (Fig: 5a-c). Recentemente um estudo
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muito interessante identificou a proteina BILBO1, que foi localizada através da técnica de
fusdo com GFP, no colar da bolsa flagelar (Fig: 5b); a imunocitoquimica confirmou este
dado (Fig: 5c). Experimentos de RNA de interferéncia revelaram que esta proteina &
crucial na biogénese da bolsa durante a divisdo e deste modo, essencial para que a
atividade endocitica e exocitica de T.brucei ocorra (Bonhivers et al.,2008). O gene da
proteina BILBOL1 foi identificado e pesquisas em bancos gendmicos revelaram que ele
possui ortélogos em outros protozodrios, dentre eles T.cruzi e L.major. Porém, a presenca
de ort6logos representa somente a possibilidade da proteina também ser expressa nestes
protozoarios, deste modo se faz necessario um estudo que revele se tal proteina é

realmente expressa e sua localizacao.
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Figura 5: A bolsa flagelar de T.brucei. e a localizagao da proteina
BILBO1. a) Microscopia eletrdnica de transmissao. A cabeca de seta
ndica a zona de transicdo do axonema e a seta grande o colar da
bolda flagelar A seta indica a regido do colar. {Landfear et af ,2001)
Barra:100nm. b) Bolsa flagelar de Thrucel atravées de tomografia
eletronica. A reconstrugcao mostra axonema (Ax) acompanhado pelo
quarteto de microtubulos. O sitio de constricao do flagelo na saida da
bolsa flagelar, chamado de colar. Note que apos a saida do flagelo da
bolsa flagelar e estrutura paraflagelar surge, assim como a zona de
adesao flagelar (FAZ) (Lacomble et al 2009) ¢) Sobreposicac do
contraste de fase e da fluorescéncia mostrando a localizacao da
proteina Bilbo-1 acoplada & GFP. Barra: 2.5um d) Imunocitoguimica
revelando a localizacao da proteina no colar da bolsa flagelar (Seta).
Asterisco: axonema. Barra 100nm_(Bonhivers etal ., 2008)
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1.6- Portais de endocitose em T.cruzi

A maioria dos tripanosomatideos possui um Unico sitio de entrada de nutrientes, a
bolsa flagelar. Porém, os parasitas do grupo estercoraria, como o T. cruzi, possuem duas
regides especializadas na ingestdo dos nutrientes: a bolsa flagelar e o complexo
citdstoma-citofaringe. E importante ressaltar que o processo endocitico do T.cruzi é
altamente polarizado. O material € endocitado na regiao anterior do parasita e precisa ser
transportado através de endossomos até as organelas finais da via endocitica, 0s

reservossomos que estéo localizados na regido posterior do corpo celular.

1.6.1- Bolsa flagelar

A membrana da bolsa flagelar € uma regido especializada da membrana plasmatica,
pois apresenta elementos que a diferenciam tanto da membrana do corpo celular quanto
da membrana do flagelo (De Souza, 2002). Estudos morfolégicos e citoquimicos
mostraram que a jungdo entre a membrana flagelar e a membrana do corpo na saida da
bolsa flagelar se parece com a junc¢éo do tipo hemi-desmossomo, uma vez que tal jungao
agrega particulas intramembranares, como foi visto por réplicas de criofratura (Souto-
Padron e De Souza, 1979). Os microtubulos subpeliculares estdo ausentes nesta area
(Landfear & Ignatushchenk, 2001), caracteristica esta que permite que esta estrutura seja
um sitio de endocitose e exocitose. Porém, em T.brucei quatro microtibulos
especializados foram identificados 4MT (subflagellar quartet) e estdo associados a
membrana da bolsa flagelar. Tais microtubulos se originam préximo ao corpusculo basal e
correm por toda a bolsa flagelar e se inserem entre os microtibulos subpeliculares
(Gadelha et al., 2009).

A invaginacao que constitui a bolsa flagelar define um pequeno ambiente celular
voltado para o meio extracelular (Fig.: 6a). No ponto onde o flagelo emerge da bolsa
flagelar, a assemelha as juncdes do tipo hemi-desmossomo Esta juncdo daria origem a
um ambiente relativamente fechado e limitaria 0 acesso de moléculas ao limen da bolsa
flagelar (Fig.: 6b).
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Figura 6: Bolsa flagelar do T.cruzi. a) Micrografia eletrénica de
transmissao mostrando a invaginacao da bolsa flagelar Na imagem
tambem é possivel observar o flagelo emergindo e o colar ciliar (seta
branca) (De Souza et af, 1978) b) A imagem revela a intima ligagao
entre a membrana da bolsa flagelar ¢ ¢ flagelo (seta grossa), assim
como a zona da adesao flagelar (FAZ) (seta fina). Asterisco. axonema.
(Rocha et af., 2010). Barras: 100 nm_BF- bolsa flagelar, A-axonema, G-
Golgr, K-cinetoplasto, N-nucleo, M- mitocondria.
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1.6.2- Citéstoma-citofaringe

Somente os membros do subgénero Schizotrypanum da familia Trypanosomatidae
apresentam citostoma, o restante sé possui a bolsa flagelar como sitio para endocitose. A
presenca exclusiva do citéstoma-citofaringe nestes protozoarios € um fato relevante e
pode ser considerado um alvo potencial para quimioterapia, por estar ausente em outros
eucariotos. O complexo citéstoma-citofaringe é encontrado nas formas epimastigotas e
amastigotas do T.cruzi. Como mencionado anteriormente, nesta ultima forma evolutiva
nenhuma atividade endocitica foi demonstrada até entdo. A atividade endocitica de
amastigotas é raramente observada. Utilizando melandcitos infectados com amastigotas,
observou granulos de pigmentos sendo endocitados através do citéstoma. (Meyer & De
Souza,1973)

Por microscopia eletrbnica de transmissado (MET) foi demonstrado que o complexo
citostoma-citofaringe € uma invaginacdo de membrana (Fig.: 7a), que possui morfologia
em formato de funil (Fig.: 7b), no qual a abertura esta localizada na superficie do parasita
(citostoma) e uma invaginacdo de membrana se aprofunda no interior do corpo celular
alcancando a regido perinuclear (citofaringe) (Fig.:7c). Esta invaginagdo € sempre
acompanhada por um conjunto de microtubulos e vesiculas, de funcdo ainda nao
determinada (Milder & Deane, 1969).

A morfologia do citéstoma de formas epimastigotas do T. cruzi foi obtida por
analises de cortes ultrafinos de parasitos, incubados com vermelho de ruténio e através
da criofratura realizados por Martinez-Palomo e colaboradores em 1976. Estes estudos
demonstraram que a regido da membrana do corpo do parasito localizada préximo a
saida da bolsa flagelar possui com revestimento ou glicocalice mais espesso, cerca de
22nm de espessura, do que outras areas de membrana. A marcacdo com vermelho de
ruténio (Fig.:7d) indicou alta concentracdo de mucopolissacarideos acidos e que ligam
especificamente a lectina Concanavalina A detectando desta forma uma grande
quantidade de residuos de manose e glicose. Outros estudos mostraram que receptores
endociticos também estdo presentes neste dominio de membrana (Soares & De Souza,
1991, Porto-Carreiro, et al., 2000; Vataru-Nakamura et al., 2005).
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Duas metodologias distintas de microscopia eletronica foram utilizadas para
determinar o diametro médio da abertura do citéstoma. Através da técnica de criofratura,
Martinez-Palomo e colaboradores (1976), determinaram que o citdstoma apresenta o
diametro de 130nm. No entanto, VataruNakamura e colaboradores (2005) utilizando a
microscopia de varredura de alta resolucdo, onde as células sdo fixadas quimicamente,
desidratadas e secas por ponto critico, mostraram que o citéstoma possui 90 nm de
diametro. Estes resultados sugerem que a diferenca no diametro esta relacionada ao tipo
de metodologia aplicada para a determinagdo desta medida. No entanto, € possivel que
os dois grupos tenham analisado parasitos em diferentes condicfes fisioldgicas que

levem a variacdo do diametro de abertura do citostoma.

Experimentos onde formas epimastigotas foram incubadas na presenca de laranja
de acridina, resultaram na observacao de acumulo deste corante na citofaringe, sugerindo
um possivel carater acido desta organela (Porto-Carreiro et al., 2000). Foi demonstrada a
presenca de uma proton ATPase do tipo P na citofaringe de epimastigotas (Vieira et al.,
2005), reforcando ainda mais um possivel carater acido desta estrutura. Utilizando as
técnicas de contrastacdo negativa (Okuda et al., 1999) e rotina em cortes ultrafinos em
microscopia eletrbnica de transmissédo (Porto-Carreiro et al., 2000) foi mostrado que a
membrana que reveste a regido do citostoma é continua com a membrana da bolsa
flagelar (Fig.:7b). O complexo citostoma-citofaringe esta exclusivamente relacionado ao
processo de captacdo de nutrientes presentes no meio externo sendo este complexo o
sitio majoritario de ingestdo de nutrientes (Porto Carreiro et al, 2000) e nenhuma atividade

exocitica tem sido atribuida a esta estrutura.
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Figura 7: Morfologia de complexo citostoma-citofaringe. a)
Microscopla eletrénica de transmissao da criofratura de epimastigota
de Tcruzi revela a abeura do ctostoma.  SetasParticulas
intramermnbran ares delimitam este dominio de membrana. CB- Corpo
celular. Barras: 05 pm. (De Souza ef &l ,1978) b) Por microscopia
eletronica de transmissao de corte ultrafino, o complexo formado por
citostoma (C) e citofaringe (Cy) apresenta formato de funil. F- flagelo
(Cunha e Silva, et al, 2010). ¢) Por ser uma longa invaginagao pode
ser vista em diferentes planos de cortes, esta micrografia mostra
transferrna complexada a ouro sendo endocitada.. Barras: 0.5 um. d)
Atravées da técnica de vermelho de ruténio podemos observar o rico
glicocalice na superficie e Invaginacao desta estrutura. Seta: material
eletron-denso na abertura do citostoma {(De Souza ef af, 1975). C-
citostorna, Cy-citofaringe, F- flagelo, N- nacleo, M-mitocdndria
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A participacdo da actina em endocitose de células de mamiferos j4 estd bem
estabelecida. O primeiro indicativo de participagdo da actina na endocitose em
epimastigotas do T. cruzi foi resultado de estudos realizados por Bogitsh e colaboradores
(1995), onde, apoés tratamento dos parasitos com citocalasina B, foi observada a inibicdo
de cerca de 40% da endocitose de HRP (Horse Radish Peroxidase). Corréa e
colaboradores (2008) demonstraram que a endocitose € parcialmente ou totalmente
abolida apos tratamento de epimastigotas com MBCD (metil beta ciclodextrina), agente
gue solubiliza colesterol; filipina, droga que desfaz acumulos de esterdis e citocalasina B.

Tais dados destacam a importancia das lipid rafts e actina na endocitose de T.cruzi.

A busca pela deteccdo e localizacdo de actina em tripanosomatideos tem sido
amplamente realizada. Estudos utilizando Leishmania donovani, demonstraram que a
actina presente nestes protozoarios esta localizada em pequenos patches no corpo
celular (Sahasrabuddhe et al., 2004), completamente diferente do padrdo observado em
eucariotos superiores e nado sao reconhecidos por anticorpos produzidos contra seus

ortélogos.

A pesquisa em banco genémico com o objetivo de procurar proteinas ligadoras de
actina revelou que, quando comparados com eucariotos superiores, 0s tripanosomatideos
possuem poucas proteinas ligadoras de actina, mas estas sdo suficientes para a
polimerizacdo e despolimerizagdo de microfilamentos. Tais proteinas sdo totalmente ou
parcialmente conservadas (De Mello, et al. 2008). Ao buscar no BLAST proteinas
relacionadas a inducédo de polimerizacdo, o complexo Arp2/3 foi encontrado. Utilizando
anticorpo monoclonal especifico para TcActina, a localizacdo da actina foi revelada e se
mostrou em forma de patches dispersos no citoplasma, como visto em L. donovani, T.
brucei e S. cerevisiae. A comparacdo do genoma do T.cruzi com o0 dos outros
tripanosomatideos revelou semelhancas e diferencas nos genes que codificam proteinas
relacionadas a actina. A presenca da miosina | € comum entre eles e outros eucariotos.
Surpreendentemente o estudo comparativo apontou a presenca de genes em T.cruzi que
codificam algumas miosinas exclusivas desta espécie. Os préprios autores sugeriram ser
provavel que esta diferenca esteja associada ao complexo citéstoma-citofaringe (El-

Sayed, et al., 2005b), ja que o T.cruzi € o Unico dos tripanosomatideos comparados que
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possui esta estrutura. Este dado pode ser um indicio de que a actina esteja relacionada
com a capacidade do citostoma de acomodar particulas maiores que seu proprio diametro
(Jeovanio-Silva, 2006). Tais constatacbes sdo corroboradas pelos trabalhos que
demonstraram que drogas que afetam microfilamentos diminuem drasticamente a
endocitose. Os resultados obtidos (Bogish et al.,1995, Porto-Carreiro et al., 2004, Corréa,
et al.,, 2008), demonstraram que o tracador de endocitose ficava retido na entrada do
citostoma. Estes dados sdo fortes indicios da presenca e importancia da actina para a

endocitose destes protozoarios.

1.7- Endocitose em T. cruzi

Um aspecto importante para o entendimento da biologia celular do T. cruzi € o
estudo da obtencdo de nutrientes por estas células, pois tal processo constitui um dos
principais desafios encontrados por este parasita durante seu complexo ciclo vida, além
de ser necessério a sua diferenciagdo e desenvolvimento. Tem sido demonstrado que o
processo endocitico no T. cruzi esta exclusivamente relacionado as formas epimastigotas,
sendo ausentes nas formas tripomastigotas e amastigotas (Soares et al., 1989; De
Souza,et al., 2009).

Os primeiros estudos sobre a via endocitica do T. cruzi usaram HRP como tracador
(De Souza et al 1978). Grande parte dos estudos que caracterizaram a via endocitica de
T. cruzi baseou-se no artigo (Soares & De Souza, 1991) que demonstrou que
macromoléculas como transferrina, albumina e LDL conjugadas a ouro podiam ser
utilizadas como tracadores da via endocitica e que se acumulavam nos reservossomos.
Soares e colaboradores (1991) demonstraram que 0s mesmos compartimentos que eram
positivos para cruzipaina possuiam também tracadores de endocitose. Este mesmo
estudo demonstrou, através de imunocitoquimica, que estes compartimentos tem pH 6,
nao possuem fosfatase acida, por isso seriam compartimentos pré-lisossomais. Anos
depois, Vieira e colaboradores (2005) descreveram as ATPases do tipo P como as
responsaveis pelo pH acido dos reservossomos. A partir de entéo, varios estudos foram
feitos; dentre eles, um que demonstrou que vesiculas que brotam da bolsa flagelar e do

complexo citéstoma-citofaringe fundem-se com o primeiro compartimento da via
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endocitica das formas epimastigotas, a rede tubulo-vesicular que se estende da regiao
perinuclear até a parte posterior do protozoario (Porto-Carreiro et al. 2000) (Fig:8a). Por
possuirem carater acido, foram caracterizadas como endossomos iniciais das formas
epimastigotas. Ainda néo foi descrito nenhum marcador molecular para esta organela.
Uma proteina candidata é a TcRab5, homéloga a GTPase marcadora de endossomos
iniciais em ceélulas de mamifero, cujo gene foi clonado e seqlienciado e a expressao
desta foi encontrada nas trés formas evolutivas do T. cruzi (Araripe et al., 2005), mas a

localizagao ainda nao foi determinada.

No final do processo endocitico, as vesiculas que brotam dos endossomos fundem-
se com as organelas finais da via endocitica de epimastigotas, os reservossomos (Porto-
Carreiro et al., 2000), que séo localizados na regido posterior do corpo celular (Fig.: 8b).
As analises de cortes ultrafinos de epimastigotas e de reservossomos isolados
demonstraram a presenca de perfis laminares de membranas internas dispersos pelo
limen dos reservossomos. Estes perfis de membranas internas possuem a estrutura
similar & das membranas que circundam a organela. Também, no lumen de alguns
reservossomos foram observadas vesiculas internas envoltas por unidade de membrana

(Fig.: 8c) e grandes bastdes elétron-lucentes (Fig.: 8d).
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Figura 8: Organelas da via endocitica. a) Rede de endossomas leva
material endocitado da regido anterior até a regiao posterior do
protozoario Barra 05 pm (Porto-Carreiro, et al,2000). b) Na regiao
posterior, estac localizados 05 reservossomos ultimas organelas da via
endocitica (Sant'Anna, et &f, 2008b). Barras 05 um. ¢} Os
reseryossomos podem apresentar vesiculas internas e d) membranas
planares (cabecgas de seta) e inclusdes lipidicas (asteriscos). (Cunha e
Silva, et al, 2006). Barras: 05 um.
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Nos reservossomos € acumulada a cruzipaina, uma cisteina protease, a hidrolase
lisossomal de maior atividade proteolitica no T. cruzi (Souto-Padron et al.,1990; Soares et
al., 1992; Engel et al., 1998; 2000). A cisteina protease do T. cruzi ndo apresenta residuos
de manose 6-fosfato (Cazzulo et al., 1990), que destina algumas enzimas provenientes do
complexo de Golgi para os endossomos tardios de células de mamifero. Engel e
colaboradores (1999) demonstraram que a regiao pro da enzima é responsavel pelo seu
enderecamento para os reservossomos. A presenca de chagasina, um inibidor natural da
cruzipaina, foi demonstrada e se encontra acumulada nos reservossomos, possivelmente
fazendo a modulacdo da atividade da cruzipaina (Santos et al., 2005). Além disso, foi
descrita a glicoproteina serino carboxipeptidase, uma hidrolase lisossomal que pertence
ao grupo C das serino carboxipeptidases, dentro da familia da serino peptidase S10,
também localizada nos reservossomos (Parussini et al.,, 2003, Sant’Anna et al. 2008b).
Portanto, os reservossomos, assim como 0s lisossomos em células de mamiferos, sé&o
um sitio de acumulo e atividade de hidrolases lisossomais.

Estudos estereoldgicos sugeriram que estas organelas estocam nutrientes
(proteinas e lipideos) (Soares & De Souza, 1988) que serdo degradados durante a
metaciclogénese (Soares et al., 1989), processo pelo qual os epimastigotas, replicativos e
nao infectivos diferenciam-se em tripomastigotas infectivos e que n&do possuem

capacidade de replicacao (Figueiredo et al. 1994).

Em 2008 nosso grupo caracterizou organelas nas formas tripomastigota e
amastigota de T.cruzi que, assim como 0S reservossomos de epimastigotas, foram
classificadas como organelas relacionadas a lisossomos (LRO). As analises de
imunofluorescéncia e imunocitoquimica demonstraram que estas organelas, distintas dos

reservossomos por nao conterem material endocitado, eram positivas para cruzipaina,

chagasina, para serino carboxipeptidase, assim como para H+-ATPase do tipo P. As
LROs tinham matriz menos elétron-densa que aquelas observadas nos reservossomos de
epimastigotas e apresentam inclusfes lipidicas e vesiculas internas, assim como 0s
reservossomos dos epimastigotas (Sant’Anna, et al., 2008a). No entanto, amastigotas e
tripomastigotas ndo possuem capacidade endocitica, por isso estas organelas ndo podem
ser denominadas reservossomos, pois este nome s6 € utilizado para organelas de

estocagem de material endocitado e diferem dos lisossomos por n&o estarem
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relacionadas a degradacdo de material exdgeno. A existéncia de organelas relacionadas
aos reservossomos nas formas infectivas do T. cruzi abre uma nova possibilidade dos

proprios reservossomos serem considerados potenciais alvos para quimioterapia.

Cunha-e-Silva e colaboradores (2002) adicionaram ao estudo de reservossomos
técnicas de fracionamento subcelular e técnicas bioquimicas. Além de estabelecer um
protocolo para a purificacdo da organela, este trabalho demonstrou que a cruzipaina
localizada nos reservossomos esta ativa. Em 2009, foi feita a analise protebmica a partir

de uma fracdo purificada de reservossomos. Foram identificadas 709 proteinas na

+
organela. Os mais altos hits correspondem as proteinas: H -ATPase do tipo P e a

glicoproteina p67 (Sant’Anna,et al., 2009), que por isso foram sugeridas como provaveis

marcadores moleculares para estas organelas. Trés isoformas da H+-ATPase do tipo P
foram identificadas no T. cruzi: TcHAL, TcHA2 e TcHA3 (Luo et al., 2002) . A primeira esta
localizada na membrana plasmatica, citostoma e vesiculas endossomais, enquanto que a
TcHA2 tem localizagdo exclusiva nos reservossomos (Vieira et al., 2005) . A isoforma
TcHAS3, que foi identificada pela analise protedbmica da fragdo isolada da organela esta
ausente tanto em mamiferos como em fungos; devido a isto, esta bomba podera ser

utilizada com alvo para quimioterapia (Sant"’Anna et al, 2009).

Dados recentes demonstraram que drogas que afetam microtubulos interferem na
endocitose de tragadores endociticos (Dantas et al., 2003, Porto-Carreiro et al.,2000,
Corréa, et al., 2008). Dantas e colaboradores (2003) relataram que a localizacdo dos
reservossomos é afetada pela agédo do taxol (droga estabilizadora de microtibulos). Tais
estudos sugerem que ha participacédo de microtubulos durante a endocitose e também na
localizacdo dos reservossomos. Nosso grupo em 2004 realizou um estudo sobre a
participacdo do citoesqueleto na endocitose de epimastigotas de T.cruzi. Este estudo
flagrou imagens dos reservossomos muito proximos aos microtubulos subpeliculares,
inclusive possibilitou a visualizacdo de estruturas intermediando esta ligacao (Fig.: 9 a, b)

(Isabel Porto-Carreiro,Tese de doutorado 2004).
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Figura 9: Ligagao entre reservossomo e microtubulos
subpeliculares. a e b} Em cortes ultrafinos de preparacoes fixadas
com glutaraldeido e acido tanico, reservossomos contendo tracador
endocitico sao vistos ligados aos microtubulos subpeliculares (setas).
Barras S0 nm (lsabel Porto-Carreiro, Tese de doutorado 2004)
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Com o intuito de identificar proteinas relacionadas com o citoesqueleto de T.cruzi,
pesquisadores produziram anticorpos monoclonais usando preparacdes de citoesqueleto
de epimastigotas. Dentre os anticorpos, o 3G4 foi 0 mais surpreendente, pois a
imunofluoréscencia localizou organelas arredondadas na por¢ao posterior do T.cruzi (Fig.:
10a) e devido a co-localizagdo com cruzipaina (Fig.: 10b) confirmou-se que as organelas
eram o0s reservossomos (Cornejo et al., submetido). A imunoprecipitacdo seguida de
espectrometria de massas resultou na identificacdo do epitopo como uma porcao de [3-
tubulina; tal por¢do é conservada na maioria dos eucariotos. Porém este anticorpo ndo
reconhecia os microtubulos subpeliculares, tampouco o flagelo. O T. brucei possui cerca
de 80% do seu citoesqueleto poli-glutamilado (Schneider, et al., 1997). Por isso, 0s
autores sugeriram que o anticorpo 3G4 pode estar reconhecendo somente o epitopo nao
glutamilado de algum microtubulo proximo aos reservossomos. A poli-glutamilagédo parece
estar relacionada a estabilidade dos microttbulos; logo, o microtibulo reconhecido seria
mais dinamico, fato muito condizente, ja que o reconhecimento é visto em organelas da
via endocitica. Deste modo, tal anticorpo reconheceria 0 epitopo que sé seria exposto no
momento do trafego vesicular. Devido ao intrigante reconhecimento do anticorpo 3G4 a
um epitopo de B-tubulina, tal anticorpo é uma 6tima ferramenta para o estudo da

influéncia dos microtlbulos na endocitose de T. cruzi.
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Figura 10. Imunofluorescéncia do anticorpo 3G4 em epimastigotas
de T.cruzi. a) Marcacao de DAP| evidenciando nucleo (N) e
cinetoplasto (K). b) Organelas na regiao posterior sendo reconhecidas
pelo anticorpo monoclonal 2G4, ¢} Cruzipaina tambem e localizada
nestas organelas como podemos confirmar na sobreposicao das
marcacdesemd. Barra 2um.
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Cruzipaina
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Justificativa

Como foi exposto até aqui, 0s epimastigotas de T. cruzi possuem estruturas de
citoesqueleto caracteristicas, como por exemplo os microtubulos subpeliculares, que sao
estaveis e por isso, parecem ndo desempenhar papel direto no transporte de organelas
citoplasmaticas. Comparando com as fun¢des dos microtubulos em outros tipos celulares,
€ pouco provavel que nado existam microtubulos citoplasmaticos responsaveis pelo
transporte de vesiculas e organelas da via endocitica de T. cruzi. A distribuicdo polarizada
das organelas da via endocitica, com os sitios de entrada na regido anterior e 0s
reservossomos, que sdo as ultimas organelas desta via, localizados na por¢do posterior,
torna este organismo um modelo interessante para investigar a influéncia do citoesqueleto

no trafego endocitico.
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2- Objetivo geral:

Observar interagcbes de citoesqueleto com o0s elementos da via endocitica de

Trypanosoma cruzi.

Objetivos especificos:

- Identificar a proteina reconhecida pelo anticorpo anti Bilbo-1 em T.cruzi por western blot

e localiza-la por, imunofluorescéncia e imunocitoquimica;
- Analisar a ultraestrutura da bolsa flagelar por microscopia eletrénica de transmissao;

- Estudar a morfologia do complexo citéstoma-citofaringe utilizando diferentes

processamentos para microscopia eletronica de transmissao;

- Analisar possiveis interagcbes entre microtubulos subpeliculares e reservossomos

utilizando diferentes processamentos para microscopia eletrbnica de transmissao;

- Elucidar a localizacdo do antigeno do anticorpo 3G4 western blot, imunofluorescéncia e

imunocitoquimica.
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3- Material e Métodos:

3.1- Parasitas:

Formas epimastigotas da cepa Y foram cultivados em meio LIT (Difco) (Liver
infusion tryptose: NaCl 68 mM, KCI 5mM, Glicose 11 mM, Infusdo de figado 5g/L,
NaH,PO, 46 mM) (Camargo et al. 1964) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB, Vitrocel, Campinas, SP) por 5 dias a 28 T.

3.2- Ensaios de endocitose:
3.2.1-Transferrina-ouro e transferrina-FITC:

Formas epimastigotas da cepa Y foram lavadas em PBS (NaCl 150mM em tampéao
fosfato de sodio 10mM, pH 7,3) e ressuspensas em meio LIT sem soro contendo
transferrina conjugada a ouro coloidal (TF-Au) na diluicdo de 1:20 ou contendo
transferrina complexada a molécula fluorescente FITC (Tf-FITC), na mesma diluicdo
utilizada para Tf-Au. Os dois ensaios de endocitose sao feitos a 28C por 30 minutos. Os
epimastigotas foram ent&o lavados em PBS para retirada da transferrina ndo endocitada e
entdo fixadas para microscopia o6tica no caso da Tf-FITC e para microscopia eletrénica de

transmissao, no caso da Tf-Au.

Foram feitos ensaios de endocitose com Tf-FITC em diferentes dias de cultivo com
intuito de analisar a taxa de endocitose. Os epimastigotas do terceiro, quarto e quinto dia
de cultivo foram submetidos a endocitose de Tf-FITC por 30 minutos, lavadas com PBS e
colocadas em pocos de placa de 96 pocos. Cada poco da placa foi analisado pela
passagem de um feixe de luz que mediu a fluorescéncia das células. As placas foram

lidas a 450nm. Os valores arbitrarios foram plotados em grafico.

3.2.2- Peroxidase:
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Formas epimastigotas da cepa Y foram lavadas duas vezes em PBS (50mM NacCl
em 10mM tampao fosfato de sédio, pH 7,3) e ressuspensas em meio LIT sem soro
contendo 1 mg/ml de HRP (Sigma-Aldrich) e incubadas a 28°C (tempos de 57, 157, 45").
Apds os tempos de incubagéo, os protozodrios foram lavados em PBS a 4T com o intuito
de parar a atividade endocitica e fixados com glutaraldeido 2,5% em tampéao cacodilato
de sédio 0,1M pH 7,2 por 1h. As células fixadas foram lavadas trés vezes em tampao
cacodilato de sodio 0,1M pH 7,2. No escuro, 0s epimastigotas foram expostos por 15
minutos uma solugéo reveladora (0,5 mg/ml de diaminobenzidina (DAB da Sigma-Aldrich)
em Tampéao Tris-HCI 0,1M pH 7,6) e depois adicionamos peréxido de hidrogénio 0,03%
(Perdrogen, Merck) e incubamos por mais 15 minutos. Apos a revelacdo lavamos o0s
epimastigotas com tampao cacodilato de sédio 0,1M pH 7,2 e prosseguimos com a pos-

fixacdo e processamento de rotina para microscopia eletronica de transmissao.

3.3- Ensaio de lise por congelamento

ApoOs a endocitose de transferrina-ouro, os epimastigotas foram lavados em PBS e
ressuspensos no mesmo tampao em tubos eppendorfs. Congelamos as células através
do contato do eppendorf com o nitrogénio liquido. Uma vez congelado, o tubo eppendorf
era colocado em banho-maria a 28C até descongelar completamente. Repetimos este
procedimento por 3 vezes e entdo fixamos a amostra para microscopia eletrbnica de

transmissao.

3.4- Anticorpos primarios

Os seguintes anticorpos foram usados neste trabalho: a) anticorpo policlonal anti-
BILBO1 (diluicdo 1:250) gentiimente cedido pelo professor Dr. Derrick Robinson, da
Universidade de Bordeaux, Franca, como parte de um projeto de cooperacao; b) anticorpo
monoclonal 3G4 (diluicdo 1:250) gentiimente cedido pelo professor Dr. Sérgio
Schenkman, da UNIFESP, como parte de um projeto de cooperacdo; c) anticorpo
monoclonal anti-tubulina clone B-5-12 da Sigma-Aldrich, utilizamos a concentracao

sugerida pelo fabricante (1mg/ml).

36



3.5- Microscopia Optica- Imunofluorescéncia indiret a

Os parasitos foram centrifugados a 5.000 rpm por 10 minutos e lavados em PBS e
fixados em formaldeido nascente 4% em PBS por 15 minutos. Apos fixacdo, os parasitos
foram lavados e colocados para aderir em laminulas previamente revestidas com poli-L-
lisina (Sigma) 0,1% em PBS. Os parasitos que nao aderidos foram retirados por
sucessivas lavagens com PBS e entdo a amostra foi incubada com cloreto de aménio 50
mM em PBS por 30 minutos, com o intuito de bloquear os aldeidos livres. A membrana do
protozoario foi extraida com Triton-X-100 1% em PBS por 5 minutos. Apos esta etapa, a
amostra foi incubada com tampéao de bloqueio (PBS, pH 8,0 suplementado com albumina
bovina 3%, gelatina de peixe 0,5%) por 1 hora. O anticorpo primario foi utilizado na
diluicdo descrita acima em tampao de bloqueio por 1 hora. As laminulas contendo os
parasitos foram entdo lavadas com tampdo de bloqueio e a solugcdo de anticorpo
secundario em tampéo de bloqueio foi adicionada para uma incubacdo de 1 hora em
temperatura ambiente. As laminulas foram lavadas novamente e entdo incubadas com
DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) 5ug/ml por 5 minutos. O DAPI é um intercalante de
nucleotideos, logo, irda corar nucleo e cinetoplasto. Apos o tempo de incubacado, as
laminulas foram lavadas e montadas com n-propilgalacto 0,2M em glicerol:PBS (9:1) e
posteriormente observadas no microscépio de fluorescéncia Zeiss Axioplan acoplado a
uma camera Olympus Axiocam MR.

3.6- Imunocitoquimica

3.6.1-Em contrastagao negativa:

Os epimastigotas foram lavados e aderidos por 20 minutos em grades de niquel
previamente revestidas com formvar/carbono. As membranas dos protozoarios foram
extraidas com a adicdo de uma solucéo de 2% de Triton-X-100 a 4<C. Esta solucéo deve
ficar em contato com as células por 10 minutos. Para aumentar a eficiéncia da extracao,
trocavamos a gota apds 5 minutos de incubacdo. E importante ressaltar que para a
retirada das solu¢des, encostavamos um papel de filtro embaixo da grade, deste modo o

liquido era absorvido e as células continuavam depositadas sobre o filme de formvar.
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Apés a extragdo da membrana, lavamos as grades que foram fixadas com 4% de
formaldeido em PBS por 10 minutos. Lavamos as grades com PBS e seguimos para o
bloqueio de 1 hora, realizado com PBS pH 8 suplementado com 3% de BSA (albumina
bovina da Sigma), 0,5% de gelatina de peixe e 0,02% de Tween20. Os parasitas foram
entdo incubados com o anticorpo primério por 1 hora, na diluicdo 1:250. Apés lavagens
com tampéo de bloqueio as grades foram incubadas também por 1 hora com anticorpo
secundario complexado a ouro coloidal de 10nm da Molecular Probes. Lavamos
sucessivas vezes com PBS e contrastamos com molibdato de amdnio 2% pH 6,8 por 30
segundos, secamos as grades com papel de filtro e esperamos secar para s6 entédo

observarmos em microscopio eletrénico de transmissdao JEOL 1200.

3.6.2- Em cortes ultrafinos de resinas hidrofilicas

Parasitos foram coletados através da centrifugacdo de 5.000 rpm por 10 minutos,
lavados em PBS e fixados em glutaraldeido tipo | 0,2%, formaldeido 4%, acido picrico 1%,
sacarose 3,5% em tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,2 em temperatura ambiente por 1
hora. Apés a fixacdo, os parasitas foram lavados em PBS, desidratados em série de
etanol a 4° C e infiltrados em resina LRWhite Medium (Sigma) a -20° C. A polimerizacao
da resina hidrofilica foi realizada a temperatura ambiente. Secc¢fes ultrafinas de parasitos
incluidas em LRWhite, foram coletadas em grades de niquel e incubadas em 50 mM de
cloreto de aménio em PBS por 30 minutos, a fim de bloquear os aldeidos livres.
Posteriormente, as grades foram transferidas para PBS suplementado com Tween 20
0,02%, albumina bovina 3%, gelatina de peixe 0.5%, pH 7,4 (tampé&o de bloqueio) por 1

hora a temperatura ambiente.

As grades contendo as amostras foram incubadas por 1 hora com o anticorpo
primario (diluido em tamp&o de bloqueio). Depois de lavadas em tampao de bloqueio as
grades foram incubadas com anticorpos secundarios complexados a particulas de ouro
coloidal de 10 nm. As secc¢bes foram lavadas em PBS e agua e entdo, coradas em
acetato de uranila e citrato de chumbo e observadas no microscopio eletrénico de
transmissdo JEOL 1200.

3.6.3- Imunocitoquimica pré- embbeding do anticorpo 3G4:
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Os epimastigotas foram lavados em PBS e fixados em solucdo de formaldeido
nascente 4% em PBS por 10 minutos em suspensao. Apos este tempo, o tubo eppendorf
foi centrifugado a 3.000 rpm por 5 minutos e uma solugdo de Triton-X-100 a 1% foi
adicionada e incubada por 5 minutos. Os epimastigotas foram entéo lavados e incubados,
ainda em tubo eppendorf, em tampéo de bloqueio por 1 hora. O tubo eppendorf era
novamente centrifugado e os epimastigotas eram ressuspensos em solucéo de anticorpo
primario 3G4 (na diluicdo citada acima), apos 1 hora de incubacédo, separavamos duas
aliquotas. Uma delas seguia para imunofluorescéncia, logo, os epimastigotas foram
colocados para aderir em laminulas revestidas com poli-L-lisina e incubados com
anticorpo secundario conjugado a fluorocromo. A outra aliquota continuou sendo incubada
em suspensao com anticorpo secundario complexado a ouro e entdo, processado como

descrito abaixo, para microscopia eletronica de transmissao.

3.7 - Microscopia eletronica de transmisséao:

Os parasitas foram fixados em glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1M pH 7,2,
apos uma hora de fixagdo, as células foram lavadas e pés-fixadas em tetroxido de ésmio
1% e ferrocianeto de potassio 0,8%, cloreto de célcio 5mM em tampdéo cacodilato de
sédio 0,1M, pH 7,2 por 1 hora, lavados trés vezes em tampéao cacodilato de sddio. Apods a
altima lavagem as amostras foram desidratadas em séries crescentes de acetona (Merck)
por 10 minutos cada série (30%, 50%, 70%, 90% e 100%). A ultima etapa de desidratacdo
foi repetida trés vezes e em seguida, as células foram incluidas em resina epoéxi (Polybed
812) a partir de uma mistura contendo uma proporcéo de 1:1 de acetona absoluta e resina
epoxi por doze horas. ApoOs este periodo, a mistura foi trocada por uma solucdo de epon
puro, apo0s 6 horas os protozoéarios foram incluidos em resina epon e colocados para
polimerizar em estufa de 60°C por 48 horas até total polimerizacéo.

Alternativamente, as células foram fixadas de acordo com Dallai e Afzelius (1990), este
protocolo utiliza acido tanico 0,1% juntamente com glutaraldeido 2,5% suplementado com
sacarose 1,8% em tampéao fosfato de sodio, deste modo, as proteinas sdo evidenciadas.
Este tipo de fixacdo ndo requer pos-fixacao. Apds 5 dias no fixador a 4C as células séo

desidratadas em acetona, infiltradas e incluidas, como de costume, em resina epoxi.
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Os blocos polimerizados de resina epon foram piramidados e cortados em ultramicrétomo
Reichert na espessura de 70 nm para microscopia eletrénica de transmissao convencional

e 200 nm para tomografia eletronica.

Nestes trés tipos de processamento para microscopia eletrénica de transmisséao, os cortes
foram coletados com grades de cobre e grades de niquel para as resinas hidrofilicas,
deste modo evitando a oxidacdo das grades apés as incubagfes da imunocitoquimica. As
secdes foram contrastadas com acetato de uranila 5% em agua por 40 minutos e citrato
de chumbo por 5 minutos e lavados com agua destilada (REYNOLDS, 1963). As amostras
foram observadas em microscépio eletrénico de transmissao JEOL 1200, operando em 60
KV. No caso da tomografia eletrénica, os cortes obtidos no ultramicrotomo eram de
200nm, apos a contrastacao, adicionavamos uma solucdo de ouro em agua destilada na
diluicdo de 1:1 em ambos os lados da grade. O ouro servira como ponto fiducial, uma
espécie de referéncia que auxilia o alinhamento das séries. As grades serdao observadas
no microscopio 200Kv TECNAI, durante a operacédo utilizamos inclinagdes de 65 angulos
positivos e 65 angulos negativos no eixo X. As séries obtidas serdo alinhadas no software

Inspect 3D e segmentadas e reconstruidas no Amira.

3.8- Isolamento de reservossomos:

As fracdes de reservossomos foram obtidas através do protocolo desenvolvido pelo
nosso grupo (Cunha e Silva et al., 2002). Os parasitos cultivados em meio LIT
suplementado com SFB a 10% foram lavados em tampé&o TMS (Tris-HCI 20 mM pH 7,3 +
MgCl, 2 mM + sacarose 250 mM) e ressuspensos no mesmo tampao. Com o intuito de
romper as células, as sonicamos a 10% da amplitude no sonicador (Modelo GEX 600,
Sigma). O homogeneizado obtido foi centrifugado a 2.450 xg e o sobrenadante pos-
nuclear foi recolhido e misturado na proporcdo de 1:1 com uma solucdo de sacarose 2,3
M em tampéao Tris-HCIl 20 mM pH 7,3 + MgCl, 2 mM, de forma que a concentracao final
fosse de 1,27 M. A amostra foi colocada no fundo de um gradiente de sacarose, cujas

concentracdes foram 1,2 M, 1,0 M e 0,8 M. Os tubos dos gradientes foram centrifugados a
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97.000 xg por 2 h 30 min no rotor SW28 e na centrifuga Beckman (L8-70M

Ultracentrifuge).

3.9- Obtencao do extrato protéico e dosagem de prot  eina (Método DC BioRad):

As formas epimastigotas foram lavadas duas vezes em PBS pH 7,2, ressuspensas
no mesmo tampao onde adicionamos o coquetel inibidor de proteases (Sigma-Aldrich) e
congelamos. Dosamos as proteinas pelo método DC BioRad (Lowry et al.,1951), de

acordo com as instrugdes do fabricante.

3.10- SDS-PAGE e Western Blot:

Os epimastigotas ou a fracdo de reservossomos foram ressuspensos em tampao
100 mM Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS (v/v), 10% 2-B-mercaptoetanol (v/v), 0.012% glicerol
(w/v), azul de bromofenol, pH 7,2 e fervidos por 5 minutos e aplicados (30 ug de proteina)
sobre um mini-gel de SDS-PAGE 7,5% (Laemmli, 1971). Depois de separadas
eletroforeticamente, as amostras foram transferidas para membrana de nitrocelulose em
cuba semi-seca Bio Rad Trans-blot Cell. A membrana era molhada em tampé&o Tris-glicina
e 20% metanol, e a transferéncia foi realizada a 15V por 15 minutos. Posteriormente as
membranas foram bloqueadas com leite em p6 desnatado (Molico) 5% em TBS (Tris-HCI
20mM pH 7,2 e NaCl 150mM) suplementado com Tween 20 a 0.05% e incubadas por 1
hora a temperatura ambiente com os anticorpos citados anteriormente. As membranas
foram lavadas sucessivas vezes e incubadas com o anticorpo secundario conjugado a
peroxidase ou a fosfatase alcalina. As membranas incubadas com anticorpo secundario
conjugado a peroxidase foram revelada utilizando o kit ECL Plus da GE conforme as
instrucdes do fabricante. As membranas incubadas com anticorpo secundario conjugado
a fosfatase alcalina foram reveladas utilizando o método de BCIP/NBT da Bio Rad, de

acordo com as instrugdes do fabricante.
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4- Resultados:
Portais de endocitose:

A atividade endocitica da maioria dos eucariotos ocorre na superficie celular. Por
outro lado, os protozoarios da familia Trypanosomatidae possuem atividade endocitica

altamente polarizada e ocorre exclusivamente pela bolsa flagellar e pelo citéstoma.
4.1-Bolsa flagelar:
4.1.1- Proteina Bilbo-1:

Recentemente, a proteina Bilbo-1 foi caracterizada e localizada no colar da bolsa
flagelar de T. brucei. Através da técnica de RNA interferencial foi possivel elucidar que
esta proteina € essencial na biogénese da bolsa flagelar e que deste modo, influencia
diretamente a endocitose. Como ja foi citado, o gene desta proteina possui dois ortdlogos
em T. cruzi, porém a proteina resultante deste gene so foi estudada em T. brucei. Com o
intuito de analisar se o gene ortdlogo é expresso, realizamos Western blot,
imunofluorescéncia e imunocitoquimica com o anticorpo policlonal anti-Bilbol. A analise
por Western blot contra a proteina de interesse revelou a marcacdo de uma Unica banda

com massa molecular de aproximadamente 62 kDa (Fig.: 11).

A presenca da proteina ja havia sido comprovada pelo western blot, porém
desconheciamos a localizacdo da proteina Bilbo-1 em T.cruzi, por isso, realizamos
imunofluorescéncia em epimastigotas. Neste experimento a bolsa flagelar dos
epimastigotas de T.cruzi foram reconhecidas, como esperado (Fig.: 12a,b). Porém uma
marcacao adicional foi observada, toda a extensdo do flagelo foi reconhecida pelo
anticorpo anti-BILBO-1 (Fig.: 12a,b). Realizamos também a imunofluorescéncia em
amastigotas e tripomastigotas. Surpreendentemente n&o visualizamos nenhuma
marcacdo nos amastigotas. Os tripomastigotas de cultura apresentaram marcacao
somente no flagelo (Fig.: 12). Para analisar o reconhecimento observado em
epimastigotas mais detalhadamente, realizamos a imunocitoquimica em contrastacdo
negativa. Os epimastigotas foram extraidos com detergentes e postos para aderir em

grades de niquel revestidas com formvar. Neste experimento, visualizamos por
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microscopia eletrdnica de transmissdo que as células haviam sido lisadas, restando
somente a bolsa flagelar e o flagelo. Mesmo assim, a marcacao pode ser observada, e se
mostrou similar a imunofluorescéncia, reconhecendo o corpusculo basal e o flagelo (Fig.:
13b). Com intuito de confirmar e de visualizar a marcagédo mais pontualmente, realizamos
a imunocitoquimica com cortes de epimastigotas fixados com solu¢do que favorece a
preservacao dos antigenos e incluidos em resina hidrofilica. Registramos a localizacéo do
anticorpo na bolsa flagelar e também no flagelo (Fig.: 13c e d). Fato este que confirma os
dados obtidos através de imunofluoréscencia e imunocitoquimica por contrastacdo

negativa.
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Figura 11: Western Blot do anticorpo policlonal Bilbo-1 As
membranas sao de extrato total de epimastigotas. 1 Padrao de peso
molecular 2 Extrato total de epimastigotas. A banda reconhecida tem

62 kDa.
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Figura 12: Imunofluorescéncia de epimastigotas e tripomastigotas
de T.cruzi com anticorpo policlonal Bilbo-1.

a e b} Visao geral mostrando reconhecimento homogéneo das celulas .
Barras 0.5 um, ¢) Sobreposicao do DIC e marcacao da proteina Bilbo-1
com anticorpo secundario anti-rabbit Alexa 488  Barra: 1um. d)
Sobreposicao do DAPlI e marcacao da proteina com  anticorpo
secundario Alexa 546t Barra 1um. e) DIC da forma tripomastigota, f)
Sobreposicao do DAPlI & da marcacao da proteina Bilbo-1 com
anticorpo secundario Alexa488. Barra: 1um
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Figura 13: Imunocitoquimica de epimastigotas de T.cruzi com
anticorpo policlonal Bilbo-1. a) Imunocdtoquimica em contrastagao
negativa. Os epimastigotas se mostraram lisados, mas a marcacao
pode ser observada. Setas pretas. Reconhecimento do corpusculo
basal Seta branca; Citdstorna se manteve associado ao flagelo, e nao
apresentou marcacao. b) Imunodtoquimica em cortes de resina
hidrofilica. Note o reconhecimento na superficie da bolsa flagelar{seta
preta) e tambem do axonema (setas brancas). Barras: 100nm
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4.1.2- Quatro microtubulos da bolsa flagelar:

Como ja foi citado, T.brucei possui quatro microtubulos na altura do colar da bolsa
flagelar. Estes quatro microtabulos (4MT) estdo relacionados com a atividade endocitica,
visto que tracadores endociticos sdo acumulados preferencialmente proximos aos 4MT
em experimentos feitos a 4C (temperatura que inibe a endocitose) (Gadelha, et al.,
2009). O colar e os 4MT da bolsa flagelar s6 foram observados e estudados em T.brucei.
Através de observacbes de epimastigotas de T.cruzi processados para microscopia
eletrbnica de transmisséo, flagramos os 4MT na altura do corpusculo basal (Fig:14a).
Cortes de uma porcdo mais acima da bolsa flagelar revelaram a presenca de material
elétron-denso na regido do colar (Fig:14b). Tendo em vista estas observacdes, podemos
concluir que epimastigotas de T.cruzi possuem colar similar ao de T.brucei e também o

quarteto de microtubulos.
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Figura 14: Microscopia eletronica de transmissao de
epimastigotas de T.cruzi. a) Bolsa flagelar (BF) e qguarteto de
microtibulos (seta), b) Por¢ao da bolsa flagelar chamada de colar;
note materal elétron-denso (seta branca) caracteristico desta por¢ao
que mantéem contato com o flagelo na saida para o melo externo. O
protozoario estava em divisao e por 1550 apresenta dois flagelos. Note
azona de adesao flagelar (FAZ) (seta preta) BF: bolsa flagelar Barras:
100um

51



52



4.2- Ultraestrutura do complexo citostoma-citofarin ge:

Em nossas observacbes de microscopia eletronica de transmisséo, flagramos um
plano corte interessante (Fig.: 15a) e que provavelmente € semelhante ao responsavel
pela conclusdo de que o citostoma surgiria a partir da bolsa flagelar; esta hipotese era
aceita na década de 80. Em outro corte, visualizamos a proximidade das invagina¢ges do
citostoma-citofaringe com a bolsa flagelar, neste corte ja é possivel observar de que tais
invaginacdes sdo muito proximas, porém nao estdo sobrepostas (Fig.: 15b). Observamos
também a proximidade dos elementos do citoesqueleto que compdem estes sitios de

endocitose (Fig.: 15c) e serdo comentados adiante.

Notamos a presenca de um material de origem desconhecida na superficie do
protozoario proximo a entrada do citéstoma (Fig.: 16a). Epimastigotas controle e
epimastigotas submetidos a endocitose foram analisados. Visualizamos a superficie do
citostoma com glicocalice bem desenvolvido e flagramos inesperadamente a presenca de
uma espécie de vesicula (Fig.: 16b, ¢) que também possuia glicocalice (Fig.: 16b). Depois
de muitas observacdes percebemos ndo se tratava de uma vesicula e sim de uma

protrusdo de membrana (Fig.: 16 d).

Os epimastigotas de T.cruzi foram processados rotineiramente para microscopia
eletrbnica de transmissdo. Apesar de ser um processamento comum, apdés a analise
extensiva, flagramos diversos cortes intrigantes do complexo citéstoma-citofaringe.
Cortes transversais nos deram a oportunidade de visualizar microtubulos perpendiculares
a entrada do citostoma (Fig.: 17a, b), que ainda nao tinham sido visualizados e que
provavelmente sdo responséveis por sustentar a abertura do citdstoma. Nestes cortes
também é possivel observar a protrusdo contendo material citoplasmatico (Fig.: 17c). Em
cortes tangenciais observamos os microtubulos que correm longitudinalmente e que
sustentam a citofaringe no interior da célula, notamos que o inicio da citofaringe tem
formato que lembra uma fechadura (Fig.: 18a). Cortes transversais da invaginagéo, na
parte anterior do protozoario (Fig.: 18b, c) e na regido perinuclear do protozoario nos
possibilitou visualizar a regido mais final da citofaringe, tal estrutura é parecida com um

cocar (Fig:18d), pois parece possuir microtubulos somente em um lado. Processamos
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epimastigotas para microscopia eletronica de transmissédo utilizando tampédo PHEM,
conhecido por sua eficiéncia em preservar citoesqueleto. Este processamento nos
possibilitou analisar com maior riqueza os elementos do citoesqueleto que acompanham a
citofaringe (Fig.: 19 a). Em cortes longitudinais da citofaringe, notamos que seu limen
também é bastante elétron-denso (Fig.: 19 b), assim como a abertura do citdstoma.
Proximo a abertura do citostoma existe um material elétron denso logo abaixo da
membrana plasmatica (Fig.: 19 a, b, asterisco), que parece ser formado por filamentos
finos e curtos. Ao lado da citofaringe, foi possivel observar vesiculas alinhadas contendo
material com elétron-densidade parecida com aquela observada no lumen da citofaringe
(Fig.: 19 c, d). Recentemente, o Centro Nacional de Bioimagem da UFRJ (CENABIO)
adquiriu um microscépio de tomografia eletrébnica FEI Tecnai, que nos permite inclinar
cortes espessos em diferentes angulos (cerca de 140 angulos), gerando uma série de
imagens que dao origem a um volume que pode ser reconstruido com o intuito da
obtencdo de um modelo 3D. Para observar amostras neste microscopio, processamos as
células como de rotina para microscopia eletrénica de transmissdo, porém obtivemos
cortes espessos de cerca de 200 nm. Os cortes espessos sao contrastados como descrito
no material e métodos e observados. Obtivemos uma série de imagens muito interessante
da longa citofaringe, os microtibulos que a acompanham, assim como as vesiculas de
funcdo ainda ndo determinada (Fig.: 20). Por ser uma metodologia muito recente em

nosso laboratorio, ainda ndo terminamos o alinhamento e reconstrugéo 3D.
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Figura15: Localizagao do citostoma-citofaringe em relagao a
bolsa flagelar de epimastigotas de T.cruzi. a) Micrografia que induz
a duvida sobre a localizacao do citdostoma (C). b) Micrografia da
porcao anterior do protozoario, apresentando as invagnacoes da bolsa
flagelar (BF) e citofaringe (Cy) lado alado. Observe o material elétron-
denso sob a membrana da bolsa flagelar (seta). ¢) Esta imagem nos
permite observar a proximidade dos elementos do citoesqueleto de
ambas estruturas (setas). Barras: 100nm. C-citostoma, Cy-

citofaringe BF- bolsa flagelar, Ax-axonema
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Figura 16: Microscopia eletronica de transmissao de
epimastigotas de T. cruzi. a) Citdstoma-citofaringe em um corte
tangencial. Note o5 microtlbulos {asterisco) que acompanham a
nvaginagao e a proximidade de vesiculas (seta branca), como pode
ser melhor visualizado no insef. Podemos visualizar material proximo a
abertura do citostoma (seta preta). Barra: 0.5um. b) A protruséo na
superficie apresenta revestimento elétron-denso semelhante ao
revestimento da aberntura do citostoma (setas). Barra 100nm ¢) Nesta
micrografla, a protrusao parece ser uma vesicula nao associada a
celula (seta). Barra. 1um d) Em outros cortes, notamos que a
protruséo € uma extensao da membrana do protozoario (seta). Barra:
0,2 pm
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Figura 17: Epimastigotas processados rotineiramente para
microscopia eletrénica de transmissao. a ¢ b) Aberntura do citdstoma
novamente com materia elétron-denso e apresenta microtubulos
abaixo da superficie (setas pretas). Note que existe um material ligan do
0s microtubulos @ membrana plasmatica. Estas micrografias também
possibilitam a visualizacao parcial da protrusao (setas brancas) Barras:
0.5 pum e 02 nm ¢) Imagens dos mesmo elementos visualizados nas
outras 1magens (seta preta), porém esta micrografia oferece a
observacao da protrusac na supetficte  contendo  matenal
citoplasmatico  (asterisco). Nesta mesma micrografia podemos
visualzar o citostoma de outro epimastigota, em outro plano de corte
(seta curva). Barra: 0,5um. BF- bolsa flagelar, K- cinetoplasto, 4MT-

quarteto de microtubulos
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Figura 18: Citofaringe e o citoesqueleto por microscopia
eletronica de transmissao de epimastigotas. a) Abertura do
citdstoma e inicio da citofaringe apresentando formato de fechadura
fasterisco). Setar citoesqueleto associado. Barra: 0.5 um . b) Imagens
de um conjunto de microtibulos associados a citofaringe. Barra: 0.5
um. ¢) Maior aumento da regiao delimitada pelo quadrado da figura b.
Note como o lumen da citofannge anda possul 0 revestimento
eletron-denso. Barra. 0.2 pm d) Citofaringe na regiao perinuclear
apresentando mesmo padrdo de microtibulos da imagem anternor
Barra: 0,2 um
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Figura 19: Cortes tangenciais da citofaringe. Microscopia eletrdnica
de transmissac de epimastigotas processados com tampao FPHEM. a,
b e ¢) FPodemos observar que a citofaringe se encontra associada a
microtibulos e também a vesiculas. Asterisco. material compacto
acompanhandc a citofarnge. Seta: vesicula associada. d) Maior
aumento da figura ¢. Mostrando a proximidade entre a citofaringe € as
vesiculas (seta). Note que as wvesiculas possuem material similar
aquele observadono limen da citofannge. Barras: 0.2um
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Figura 20: Imagens que integram a serie obtida no microscopio de
tomografia eletronica (TECNAI). Note que a medida que 0s angulos
mudam, consequimos melhor visualizar vesiculas alinhadas com a
citofaringe. Observe que a célula estava em divisao e por (S50
apresenta dois flagelos. Note ¢ espessamento sob a membrana da
bolsa flagelar (asterisco) € a auséncia da protrusao do citdstoma. BF -
bolsa flagelar, G - Golgi. Seta vermelha: abertura do citéstoma. Setas
pretas: vesiculas . Barras: 200nm
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4.4- Citoesqueleto e o material endocitado:

Com o intuito de relacionar microtibulos e a via endocitica utilizamos um protocolo
de processamento de amostras diferenciado, proposto por Dallai e Afzelius (1990), tal
protocolo utiliza acido tanico para impregnacéo de proteinas, deste modo, o citoesqueleto
€ evidenciado facilitando a observacao dos seus elementos. Os epimastigotas de T.cruzi
foram submetidos a ensaios de endocitose e processados de acordo com o protocolo de
Dallai e Afzelius (1990) e observados por microscopia eletrénica de transmissdo. Com
este processamento tivemos a rara oportunidade de visualizar trilhos aparentemente de

microtubulos associados a vesiculas contendo tracador endocitico (Fig.: 21 a-c).

Com este processamento especial, também analisamos a proximidade dos
reservossomos com o0s microtubulos subpeliculares. Este processamento nos
possibilitou visualizar filamentos conectando o0s reservossomos aos microtubulos
subpeliculares (Fig.: 22 a). Analisamos também esta intima ligacdo em epimastigotas
submetidos a endocitose de peroxidase e processados rotineiramente para microscopia
eletrOnica de transmissdo. Notamos que filamentos apresentam subunidades (Fig.: 22 b,
c). Os filamentos sédo curtos e ndo sdo observados em todos os epimastigotas, indicando
que sua atividade pode ser restrita a alguma etapa da via endocitica. Em cortes em que
0s microtubulos subpeliculares ndo séo visualizados com clareza (Fig.: 23 a) as pontes
também ndo sdo vistas. Porém, notamos um material entre 0s reservossomos e a

membrana plasmatica do protozoéario (Fig.: 23 b, c).

A area do corpo celular do T.cruzi é pequena e 0S reservossomos representam cerca
de 5% do citoplasma destes protozoarios. Para evidenciar que a ligacdo dos
reservossomos com os microtubulos subpeliculares é fisica e que ndo ocorre ao acaso,
realizamos ensaios de endocitose com Tf-Au e logo em seguida submetiamos estes
epimastigotas a ciclos de estresse fisico de congelamento e descongelamento
sucessivos. Os epimastigotas provenientes deste experimento se mostraram totalmente
lisados por microscopia eletrdnica de transmissdo. Os cortes ndo favoreciam a
visualizacdo dos microtubulos subpeliculares. Mesmo assim, visualizamos que a

associacao dos reservossomos carregados de Tf-Au com a membrana subpelicular se
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mantinha. Em algumas micrografias o sitio de contato era restrito a pequena area do
reservossomo (Fig.: 24 a). Em outras, a area de contato era maior (Fig.: 24 b), inclusive,
este contato parece deformar o reservossomo. Na figura 24 ¢ podemos notar a presenca

de filamentos intermediando esta ligacéo.
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Figura 21: Epimastigotas de T.cruzi controle e submetidos a
endocitose de transferrina ouro e fixados por 5 dias em solugao
contendo acido tanico. a) Vesicula contendo tracador endocitico
associadas aos microtibulos. Barra: 500 nm. b) Vesicula com material
endocitado brotando de um caminho de microtubulos. MNote que a

vesiculanao possuilumen revestido Barra 0 5um.
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Figura 22: Associagao reservossomos - microtubulos
subpeliculares. Microscopia eletronica  de  transmissao  de
epimastigotas provenientes de endocitose de peroxidase. a) Em
epimastigota controle processado pelo metodo de Dallal, visualizamos
fllamentos curvos entre 05 microbibulos subpeliculares e ©
resery0ssomo (seta preta). Barra: Sum. inset. filamento(seta branca) e
microtibulos em maior aumento. b e ¢) Epimastigotas submetidos &
endoctose de peroxidase e processados pelo método convencional
apresentando ligacao entre 0S reservossomos e 05 microtubulos
subpeliculares, nestas micrografias podemos observar varias
subunidades formando pontes (setas). Barras: 05um e 0,2um.
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Figura 23: Material eletron-denso entre 0s reservossomos e ©s
microtubulos  subpeliculares. Epimastigotas submetidos a
endocitose de peroxidase e processados pelo metodo convencional a)
Podemos notar um reservossomo com formato caracteristico e outro
mais alongado Barra 05um. b) Maior aumento do reseryossomo
arredondado, observe material entre a organela & 0s microtubulos.
Barra: 0,1pm. ¢) Malor aurmento do perfil alongado do reservossomo,
note que nesta area tambem podemos observar material elétron-

denso, porémnaoc conseguimos visualizar as pontes. Barra: 0,7um.
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Figura 24. Epimastigotas submetidos a endocitose de Tf-Au e
subsequentemente lisados por congelamento. a) Reservossomo
continua associado a membrana do protozoario por uma pequena
porcao. b) Imagem revela intima ligacao entre reservossomo € a
membrana do protozoario (setas pretas). C) Note a existéncia de um
material unindo reservossomo e a membrana (setas brancas). Barras
21m
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4.5- Localizag&o do anticorpo 3G4:

Tendo em vista o epitopo reconhecido pelo anticorpo 3G4 (reconhece B-tubulina), é
interessante analisar sua localizacdo e tentar relacionar com a atividade endocitica. Ja
que a endocitose ocorre somente na porcado anterior dos epimastigotas e o material
endocitado precisa brotar dos sitios de entrada, fundir-se aos endossomos e finalmente
aos reservossomos, € muito provavel que esta atividade seja dependente de elementos
do citoesqueleto. Na imunofluorescéncia o anticorpo 3G4 reconheceu 0s reservossomos
localizados em sua posicdo posterior caracteristica (Fig.: 25). Realizamos também a
imunofluorescéncia de tripomastigotas, porém nenhum sinal foi registrado. O epitopo do
anticorpo 3G4 ja havia sido identificado como uma regido conservada da B-tubulina, no
entanto, nossos ensaios de imunofluorescéncia ndo reconheceram 0s microtubulos
subpeliculares tampouco o flagelo do protozoario. Este resultado nos levou a hipotese de
que o anticorpo estaria reconhecendo uma por¢cdo da tubulina que sO seria exposta
durante o trdfego dos reservossomos. Com intuito de analisar se tal epitopo sé era
exposto em determinada etapa do trafego endocitico e também do ciclo celular do T.cruzi,
realizamos ensaios de endocitose com epimastigotas de diferentes dias de cultivo, do
terceiro dia ao quinto dia. A quantidade de Tf-FITC endocitada aumenta com o dia de
cultivo, o quinto dia apresentou maior atividade endocitica (Fig.: 26). Utilizamos estes
epimastigotas com endocitose de Tf-FITC para realizarmos um ensaio de
imunofluorescéncia com o anticorpo 3G4. As observacbes revelaram que o
reconhecimento do anticorpo nédo é restrito a uma determinada etapa, pois tal marcacao
ndo dependia do acumulo de tragador endocitico, sendo similar em todos os dias (Fig.:
27). Realizamos também, a imunofluorescéncia do 3G4 em reservossomos isolados,
porém nenhuma marcacdo foi revelada (dados n&o mostrados). A partir da
imunolocalizacdo foi possivel confirmar a localizacdo reservossomal, mas que tal
marcacdo era perdida quando isoldvamos estas organelas. A imunocitoquimica de
epimastigotas incluidos em resina hidrofilica revelou uma marcacdo muito diferente
daquela obtida por imunofluorescéncia. O anticorpo 3G4 reconheceu estruturas
localizadas préximas
a bolsa flagelar e em vesiculas no citoplasma (Fig.: 28 a). Ainda neste material,
visualizamos o reconhecimento da membrana dos reservossomos, o limen e também o

citoplasma do protozoario (Fig.: 28b). Na micrografia de menor aumento, foi possivel
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visualizar o reservossomo e o citoplasma sendo reconhecidos (Fig.: 28c). Os resultados
da imunocitoquimica ndo condizem com o0s obtidos através da imunofluorescéncia, por
isso, resolvemos realizar um experimento onde as células foram incubadas com o
anticorpo 3G4 em suspensao antes da inclusdo. Apds permeabilizacdo, bloqueio e
incubacdo com o anticorpo primario, separdvamos uma aliquota para imunofluoréscencia,
que era posta para aderir e depois incubada com anticorpo conjugado a fluorocromo. A
outra aliquota era incubada com anticorpo conjugado a ouro (ainda em suspensao) e
processada para microscopia eletrdnica de transmissdo. Como esperado, a aliquota
observada em microscépio Optico apresentou marcagdo nos reservossomos (Fig.: 29 a,
b). A imunocitoquimica revelou a marcacdo nos reservossomaos, tanto no interior quanto
na parte voltada para o citosol (Fig.: 29 c). Também foi possivel observar marcacdes nos

endossomos iniciais (Fig.: 29 d) e em vesiculas proximas aos reservossomos (Fig.: 29 e).

Utilizamos o protocolo de isolamento de reservossomos estabelecido pelo nosso
grupo para obtencao de fragbes puras destas organelas. Esta fracédo foi preparada para
SDS-PAGE, separadas em gel de poliacrilamida e subsequentemente transferida para
folha de nitrocelulose. A incubacdo com anticorpo 3G4 revelou uma banda (Fig.: 30). Para
averiguar se s6 havia B-tubulina ou somente microtubulos expondo o epitopo de
interesse, também utilizamos o anticorpo B-5-12, que reconhece a-tubulina. A membrana
contendo o extrato dos reservossomos isolados também foi reconhecida pelo anticorpo B-
5-12 (Fig.: 30). Intrigantemente, tal banda possuia massa molecular similar aquela

reconhecida pelo anticorpo 3G4.
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Figura 25: Imunofluorescéncia do anticorpo 3G4. a) Contraste
diferencial interferencial (DIC) b) Visdo geral do sinal do anticorpo
3G4 Barras: 2 um. ¢) Contraste diferencial interferencial (DIC) de um
epimastigota. d) taior aurmento mostrando emn detalhe a localizagao.

Barras: 10um.
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Figura 26: Leitura da fluorescéncia do tragador Tf-FITC em leitor
de placas. As barras representam a fluorescéncia resultante do
acumulo detracador. Ataxa de endocitose € maior no quinto dia.
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Figura 27: Endocitose de Tf-FITC e imunofluorescéncia do
anticorpo 3G4 no quinto dia de cultivo. a) DIC dos epimastigotas.
b} Imagem do tracador endocitico (Tf-FITC) ¢) Sinal da localizacao do
anticorpo 3G4 Barra: 2um
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Figura 28: Imunocitoquimica do anticorpo 3G4 em cortes de
resina hidrofilica. a}) Epimastigota exibindo marcacao proxima a
membrana da bolsa flagelar (seta grossa) e préximas aos endossomas
niciais (seta fina). b) Note a presenca de marcagoes no interior dos
reservossomos (R} (seta fina), na membrana do reservossomo (seta
grossa). ¢) Anticorpo 3G4 reconhecendo reservossomo (seta grossa),
endossoma inicial (seta fina) e vesiculas (seta branca). N - nucleo.
Barras: 0.5um
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Figura 29: Imunofluorescéncia e imunocitoquimica pre-embedding
do anticorpo 3G4. a) DIC do epimastigota de Tcruzi. b)
Reconhecimento do anticorpo aos reservossomos. Barra: 2 um. ¢} A
mesma amostra fol incubadas com anticorpo secundario conjugado a
ouro e processada para microscopla eletrdnica de transmissao. A
imagemn revela marcagao na pernferia de um reservossomo (seta).
Barra: 05 pm d) Também visualizamos marcacao nos endossomas
inicials (seta preta) e) E em vesiculas (seta branca). R-reservossomo.
Barras: 0,5um
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Figura 30: Western Blot do anticorpo monoclonal 3G4. Incubagao
com o anticorpo monoclonal anti- B- tubulina 3G4. 1:Fadrao de peso
molecular. 2- Extrato total de epimastigotas. 3- O anticorpo 3G4
reconhece (- tubulina presente na fragao de reservossomos Incubacgao
com ¢ anticorpo monoclonal anti- - tubulna B-5-12: 1- Padrdo de
peso molecular. 2- Extrato total de epimastigotas. 3- Fracao de

reseryossomos apresentandoumabanda deo-tubulina.
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5- Discusséao:

Um aspecto fundamental para o entendimento da biologia celular do T.cruzi é o
estudo da captacdo de nutrientes por estas células, pois tal processo constitui um dos
principais desafios encontrados por este parasita durante seu complexo ciclo bioldgico,

sendo essencial para sua diferenciacdo e desenvolvimento.

Estudos sobre a via endocitica de T.cruzi demonstraram que este processo €
altamente polarizado e coordenado. O processo inicia-se com vesiculas brotando da
bolsa flagelar e do complexo citdstoma-citofaringe, o material endocitado funde-se com
uma rede tdbulo-vesicular de endossomas iniciais. Dos compartimentos endossomais
iniciais brotam vesiculas que se fundem aos reservossomos (Porto-Carreiro, et al. 2000),
as organelas finais da via endocitica (Soares & De Souza 1988). Muitas proteinas estao
envolvidas neste evento e garantem a eficiéncia deste processo. Um dos elementos que

tem participacédo fundamental neste evento € o citoesqueleto.

Os tripanosomatideos possuem um arranjo de microtubulos muito peculiar,
formando uma espécie de gaiola helicoidal logo abaixo da membrana plasmatica. Este
arranjo difere muito da distribuicdo radial dos microtabulos, a partir do centrossomo em
direcdo a periferia, em eucariotos superiores. Devido a presenca dos microtubulos
subpeliculares, a endocitose do protozoario T.cruzi esta restrita aos sitios onde estes

microtubulos estdo ausentes: bolsa flagelar e citdstoma.
5.1- Bolsa flagelar:

A bolsa flagelar constitui o Unico sitio de endocitose e de exocitose em T. brucei e
por isso tem sido amplamente estudada. Nestes protozoarios, a bolsa flagelar e apresenta
dois dominios de membrana distintos, o colar por onde o flagelo emerge da bolsa e o

colar ciliar localizado préximo ao corpusculo basal na altura onde o flagelo entra na bolsa.

O colar da bolsa flagelar de T. brucei € constituido por um anel elétron denso e a
proteina BILBO1 foi a Unica a ser identificada e localizada nesta estrutura (Bonhivers et
al.,2008). BILBOL1 é essencial para a biogénese da bolsa flagelar. Deste modo, as células
resultantes de RNA interferencial possuem flagelo que emerge diretamente da membrana

do protozoario (revisto por Field & Carrington, 2009). Além disso, a supressao da proteina
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em questdo leva ao posicionamento incorreto do novo flagelo durante a citocinese. A
auséncia da bolsa flagelar acaba por extinguir a endocitose (Bonhivers et al., 2008). Por
ser uma proteina relacionada a endocitose, se torna interessante estudar sua localizacéo
em T. cruzi. Através do western blot (Fig:11) comprovamos a presenca da proteina
BILBO1 em T.cruzi, porém com um massa molecular diferente daquele encontrado em
T.brucei. A proteina de T.brucei possui 67,3 kDa (Bonhivers et al.,2008), enquanto o
massa molecular predito da proteina de T.cruzi é de 66,3 kDa (site TriTrypDB acessado
dia 05 de setembro de 2010). Em nosso estudo obtivemos cerca de 62 kDa na avaliacao
preliminar da massa molecular da proteina reconhecida pelo anticorpo. Para confirmar
esta avaliagdo outros western blots seréo feitos. Para desvendar a localizacao da proteina
realizamos imunofluorescéncia das trés formas evolutivas de T.cruzi. Observamos que a
bolsa flagelar e o flagelo dos epimastigotas foram reconhecidos (Fig:12a-d). O
reconhecimento do flagelo ndo ocorre em T.brucei. A imunofluorescéncia sugere que a
proteina BILBO1 também é expressa em T.cruzi, porém com uma marcacdo adicional. A
forma tripomastigota ndo apresentou a marcacdo na bolsa flagelar, mas o flagelo foi
reconhecido (Fig:12e-f). J& a forma amastigota ndo apresentou marcacdo. Como ja foi
mencionado, o T.cruzi possui 2 genes ortdlogos para BILBO1 e possui dois sitios de
endocitose, por isso, suspeitavamos que o citéstoma também seria marcado pelo
anticorpo. Através da imunofluorescéncia esta hipotese foi derrubada. A imunocitoquimica
de formas epimastigotas tanto por contrastacdo negativa (Fig:13a) quanto por cortes de
resina hidrofilica (Fig:13b e ¢) confirmou o reconhecimento de bolsa flagelar e flagelo. A
proteina Bilbo-1 est4 exclusivamente localizada na bolsa flagelar de T.brucei. Das formas
evolutivas de T.cruzi, é a que possui atividade endocitica proeminente é a epimastigota,
levando este fato em consideracdo, podemos supor que a proteina Bilbo-1 esta de
alguma forma envolvida na endocitose. Por outro lado, se pensarmos que somente 0s
flagelos dos epimastigotas e tripomastigotas sdo reconhecidos, podemos especular que a
proteina Bilbo-1 estd associada ao transporte intraflagelar, evento crucial para a
biogénese e manutencdo do flagelo. A proteina pode estar totalmente ausente nos
amastigotas ou ser expressa em niveis irrisérios e por isso ndo apresentam sinal na
imunofluorescéncia. A proteina BILBO1 ainda poderia estar envolvida no deslocamento

da bolsa flagelar na diferenciacao de epimastigotas para tripomastigota.
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No sitio de entrada do flagelo na bolsa flagelar existem quatro microtubulos (4MT)
gue parecem participar da endocitose (Gadelha et al., 2009), tais microtubulos s6 foram
observados em T.brucei. No presente trabalho foi possivel observar por microscopia
eletrbnica de transmissdo de epimastigotas de T.cruzi que os 4MT também estdo
presentes na bolsa flagelar desde a altura do corpusculo basal, mas na micrografia
aparecem na zona de transicao do flagelo (Fig: 14a). Nao realizamos experimentos para
analisar se nestes protozoarios os 4MT também participam na etapa inicial endocitose.
Especulamos que estes microtibulos devem desempenhar papel similar aqueles
propostos para T.brucei, onde estes microtubulos delimitariam um canal que seria a
interface entre o interior do protozoario e o ambiente, tendo como principal fungéo
concentrar os nutrientes a serem endocitados. Também foi possivel observar um material
elétron denso na regido por onde o flagelo emerge da bolsa flagelar (Fig:14b), assim
como observado em T.brucei. O T.cruzi ndo possui bolsa com formato idéntico ao visto
em T.brucei; porém, também apresenta espessamento na membrana no sitio de saida do
flagelo. Este espessamento pode ocorrer devido a alta concentracdo de proteinas
transmembrana formando jun¢des do tipo hemi-desmossomo, como ja foi descrito através

de réplicas de criofratura (Souto-Padron e De Souza, 1979).
5.2- Complexo citéstoma-citofaringe:

Os protozoarios do grupo estercoraria possuem um sitio de endocitose adicional, o
complexo citéstoma-citofaringe que é constituido por uma abertura na superficie do
protozoario (o citdstoma) seguida de uma invaginacao (a citofaringe). Trabalhos sobre a
morfologia desta estrutura relatam a existéncia de microtubulos e vesiculas ao longo da
citofaringe, de funcdo ainda n&o conhecida (Milder & Deane, 1969). Nenhum estudo
detalhado da ultraestrutura do complexo citéstoma- citofaringe foi feito. O presente
trabalho utilizou epimastigotas processados rotineiramente, com tampdo PHEM ou com
acido tanico para microscopia eletrdbnica de transmissdo para realizar analises
minuciosas. Na década de 80 foi estabelecido que a invaginacdo do citdstoma surgia a
partir da bolsa flagelar, este fato foi demonstrado através de microscopia eletrénica de
transmissdo. Anos mais tarde esta hipdtese foi derrubada por meio da microscopia
eletrOnica de varredura de alta resolucao (Vataru-Nakamura et al. 2005), que mostrou que

a abertura do citdstoma é localizada na superficie do protozoario. Observamos um plano
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de corte que provavelmente é similar ao responsavel pela conclusao de que a abertura do
citostoma surgiria a partir da bolsa flagelar (Fig:15a), mas também obtivemos muitos
cortes que evidenciam que o citdstoma surge a partir da superficie do protozoario proximo
mas ndo dentro da bolsa flagelar (Fig: 15b- c). E interessante pensar que estas duas
regides sao ricas em glicocalice e receptores e a proximidade poderia otimizar a taxa de

endocitose do protozoario.

Durante as analises, supomos que a abertura do citdstoma continha uma vesicula,
tal estrutura apresentava glicocalice similar ao visto na abertura (Fig:16a-c). Apos
observar outros cortes notamos que a superficie do citdstoma possui, na verdade, uma
protrusdo (Fig:16d), que possui material citoplasmatico e também pode ser visualizada na
figura 17c. A protrusdo na superficie do citdstoma que soé tinha sido observada em
epimastigotas mutantes de fosfatidilinositol 3- cinase e por isso foi relacionada com a
técnica que pode causar mudancas morfolégicas na ceélula alvo (Schoijet et al., 2008).
Nossas observagBes sugerem fortemente que a protrusdo faz parte deste sitio de
endocitose e poderia estar auxiliando no reconhecimento de particulas a serem
endocitadas. Alguns trabalhos relacionaram esta protrusdo com o tratamento com drogas
que afetam citoesqueleto (Dantas et al., 2003, Porto-Carreiro et al., 2004, Corréa, et al.,
2008). Nestes, a atividade endocitica é inibida, porém a protrusdo continua agregando
tracadores endociticos. Este dado corrobora com a nossa hipétese de que a protruséo

auxiliaria no reconhecimento de particulas.

Logo abaixo da protrusdo estd a abertura do citéstoma, que ja havia sido
amplamente estudada através de técnicas de criofratura dando énfase as particulas
intramembranares presentes nesta regido. Poucos estudos foram realizados sobre
morfologia do citéstoma-citofaringe por microscopia eletrbnica de transmisséo.
Nossas observacOes revelaram visdes interessantes e até intrigantes desta estrutura. Em
nossas micrografias a abertura do citdstoma se mostrou sendo sustentada por elementos
do citoesqueleto, que nos cortes, aparecem constituidos de 4-5 microtdbulos ligados a
membrana plasmatica do protozoario (Fig:17 a, b e c). Flagramos cortes do principio da
citofaringe, onde visualizamos que o comeco desta invaginacédo tem formato de fechadura
(Fig:18a). Cortes de regides mais avancadas do citostoma apresentam estrutura que

lembra um cocar, constituido de 7-8 microtubulos (Fig:18b e c¢). Também visualizamos
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esta estrutura na regido perinuclear (Fig: 18d). Estes dados comprovam que padrdo de
microtubulos continua o0 mesmo até a por¢cao final da citofaringe. A partir de entédo
supomos que 0s microtubulos formam uma espécie de calha que orienta e sustenta esta
invaginacdo de membrana. Procuramos nos arquivos de nosso laboratério dados sobre
esta estrutura, com intuito de averiguar se um padrao diferente de microttubulos ja havia
sido observado. Encontramos uma unica imagem contendo a estrutura que lembra um
cocar, porém conseguiamos distinguir 8 microtubulos circundando completamente a
citofaringe (Wanderley de Souza, tese de doutorado, 1975). Nao fomos capazes de

visualizar microtubulos circundando completamente a citofaringe (Fig.: 18c).

Na maioria de nossas observacdes, pudemos visualizar material elétron-denso
(Fig.: 19 a, b) e vesiculas muito proximas a citofaringe (Fig.: 19 c, d). Na série obtida
através do microscopio de tomografia eletronica TECNAI, visualizamos toda a extensao
que constitui a citofaringe e observamos varias vesiculas orientadas na porcao final desta
invaginacao (Fig.: 20). Estudos sobre a influéncia das drogas que afetam citoesqueleto na
endocitose de T.cruzi relataram vesiculas adjacentes a citofaringe e relacionaram esta
ocorréncia as drogas utilizadas (Dantas, et al.,2003 e Corréa et al.,2008). Nossas
observagbes concluiram que as vesiculas estdo associadas de alguma forma a
citofaringe. Desconhecemos a origem destas vesiculas, mas € possivel que sejam
provenientes de endocitose. Em uma das nossas imagens € possivel inclusive observar
uma vesicula contendo material com elétron densidade similar aquela observada no
limen da citofaringe (Fig.: 19 c, d). Este dado corrobora com a hipdétese de que as
vesiculas sejam resultado de atividade endocitica. As vesiculas poderiam estar brotando
pela lateral desprovida de microtibulos da citofaringe. Outra hipotese é que as vesiculas
sejam provenientes do Golgi e estejam fundindo na citofaringe transportando receptores
ou ainda a préton-ATPase caracteristicas desta invaginacao (Porto-Carreiro et al.,2000 e
Vieira et al., 2005).

5.3- Citoesqueleto e 0s reservossomos:

A polarizacdo das organelas da via endocitica, € um forte indicio da participacéo
dos elementos do citoesqueleto para manutencéo e eficiéncia da endocitose em T.cruzi.
Utilizamos epimastigotas submetidos a endocitose processados rotineiramente ou na

presenca de acido tanico. O acido tanico quando utilizado juntamente com glutaraldeido
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impregna proteinas, evidenciando deste modo os elementos do citoesqueleto. Nossas
primeiras observacdes ja revelaram um evento muito interessante. Visualizamos vesiculas
contendo tracador endocitico associadas a trilhos (Fig.: 21a), além de vesiculas também
com tracador, porém estas pareciam brotar de um caminho de microtubulos (Fig: 21b e c).
Trilhos de microtibulos s6 haviam sido visualizados em eucariotos superiores e em
estudos de Leishmania mexicana utilizando a técnica freeze substitution (Weise et al.,
2000). Nestas células, o papel dos microtubulos esta muito bem determinado: influenciam
no posicionamento adequado das organelas e promovem o0 movimento de
compartimentos intracelulares pelo intermédio de proteinas motoras. Apds extensivas
observacbes no microscopio eletrbnico de transmissdo notamos que alguns
reservossomos se encontravam muito préximos aos microtubulos subpeliculares, com

maiores aumentos flagramos filamentos intermediando esta intima ligacao (Fig.: 22a).

Como foi enfatizado, visualizamos pontes como filamentos continuos (sem
subunidades) (Fig:22a) e pontes contendo subunidades (Fig:22b e c). E importante
ressaltar que as primeiras sao referentes as preparacdes com acido tanico e as segundas
sao resultado de epimastigotas processados rotineiramente para microscopia eletrénica
de transmissédo. Indagamo-nos o porqué das pontes aparecerem com diferentes aspectos
em nossas micrografias. Uma das explicacbes possiveis para este dado é que o &cido
tanico ao impregnar os filamentos acaba por mascarar as subunidades. Outra
possibilidade € que os diferentes planos de corte mostrem aspectos diferentes destas
pontes. Mas ndao podemos subestimar a possibilidade de que as pontes de fato assumam
diferentes aspectos de acordo com as diferentes etapas do transporte dos reservossomos

ao longo dos microtubulos.

Notamos que a visualizagdo destes filamentos era facilitada em cortes transversais
dos epimastigotas. Percebemos inclusive que a presenca dos filamentos é mais frequente
na regido mediana do corpo celular. Deste modo, uma funcdo hipotética para estas
pontes seria “puxar’ 0S reservossomos para a por¢cao mais posterior do protozodrio. Por
se tratar de cortes ndo sabemos se as pontes sO estdo presentes em determinada etapa
da via endocitica ou se determinados cortes ndo favorecem a visualizacdo, como nas

figuras 23 (a,b e ¢). Nas quais ndo conseguimos visualizar os microtubulos subpeliculares,
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tampouco as pontes, mas notamos a presenca de material elétron-denso entre 0s

reservossomos e a membrana plasmatica do protozoario.

Dentre as diversas funcdes desempenhadas pelos microtubulos podemos citar a
participacdo em transporte de organelas (Vale, et al.,1987). A locomocao de organelas da
via endocitica também é feita por microtibulos juntamente as proteinas motoras dineinas
e cinesinas, como foi demonstrado para o transporte de lisossomos (Hollenbeck and
Swanson, 1990). As pontes podem representar proteinas motoras que interagem com 0s
microtubulos e com as organelas. Como os microtubulos subpeliculares possuem o pélo
positivo na porcao posterior do protozoario (Scott et al., 1997) a proteina motora em
questdo seria da familia das cinesinas. Esta familia € composta por proteinas que utilizam
energia derivada do ATP para transportar uma variedade de vesiculas intracelulares para
a regiao positiva dos microtubulos. A cinesina-1 tem sido amplamente estudada e possui
cadeia pesada com dominio motor no N-terminal. Este dominio motor apresenta atividade
catalitica e ligadora de microtibulos. A regido C-terminal possui duas cadeias leves
responsaveis pela ligacdo com as vesiculas ou organelas a serem transportadas (Revisto
por Gennerich & Vale, 2009). O genoma do T.cruzi identificou 79 genes para cinesinas
que possuem ortdlogos em L.major e T.brucei (El-Sayed, et al.,2005a). As cinesinas
possuem cerca de 70 nm e por isso podem ser visualizadas em microscopio eletrénico de
transmissao que possuem limite de resolucdo de 0,2 nm. O que viabiliza nossa hipotese
das pontes serem cinesinas que estariam transportando 0S reservossomos para a
extremidade positiva dos microtubulos que se localiza na regidao posterior do protozoario.
Uma abordagem interessante para estudar o papel das cinesinas na endocitose seria
nocautear o gene da proteina de interesse, mas devido a presenca de 79 genes em
T.cruzi, esta metodologia dificilmente teria sucesso. JA que o nocaute de um gene nao
impossibilitaria a expressdo de 0s outros genes. Recentemente, Sakowicz e
colaboradores (2005) sintetizaram um inibidor para cinesina. Futuramente, também
utilizaremos inibidores para estudar se o papel das cinesinas € essencial para a atividade
endocitica, para a localizacdo dos reservossomos. Tentaremos elucidar se todas as
etapas da via endocitica sdo dependentes destas proteinas e se as pontes observadas
nesta dissertacdo sao de fato cinesinas.

Para afastar a possibilidade da ligacdo entre reservossomos e microtubulos

subpeliculares ndo existir, ou seja, de estarem proximos por acaso, sem ligacdo fisica,
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realizamos um ensaio onde os epimastigotas apos a endocitose de Tf-Au eram rompidos
por congelamento e descongelamento. Este experimento nos permitiu visualizar que
mesmo apos a lise das células, a ligacdo reservossomos — microtibulos se mantém (Fig:
24 a, b e c¢). Ndo hd nenhum dado na literatura que relate se as ligacdes das cinesinas as
organelas persistem ap0s estresse fisico, por isto este experimento serviu somente para

evidenciarmos que a associacao realmente ocorre.

O anticorpo 3G4 foi produzido a partir de uma fracdo de citoesqueleto e através de
espectrometria de massas foi estabelecido que o epitopo reconhecido é a B-tubulina
(Cornejo et al., submetido). Surpreendentemente o antigeno de 3G4 parece estar apenas
em reservossomos por imunofluorescéncia. No presente trabalho, ensaios de
imunofluorescéncia confirmaram que o anticorpo reconhecia os reservossomos (Fig.: 25).
Estes dados sugerem que o anticorpo 3G4 estaria reconhecendo B-tubulina ligada aos
reservossomos. Com o intuito de avaliar se o reconhecimento da [B-tubulina estava
relacionado com a atividade endocitica, realizamos um experimento onde epimastigotas
de diferentes dias de cultivo eram submetidos a endocitose de Tf-FITC e ap0s esta etapa
faziamos a leitura da fluorescéncia em leitor de placas, gerando um grafico que relata a
taxa de endocitose (Fig.: 26). Apds a endocitose, estes mesmos epimastigotas eram
utilizados para imunofluorescéncia do anticorpo 3G4. Concluimos que o reconhecimento
da B-tubulina ndo depende da taxa de endocitose. Uma vez que o terceiro dia foi o que
apresentou menor taxa de endocitose e mesmo assim possuia marcacdo (dados nao
mostrados). Estes dados nos levaram a supor que o anticorpo estaria reconhecendo um
epitopo que nao varia com o dia de cultivo. Para determinarmos se o anticorpo reconhecia
alguma tubulina associada a membrana dos reservossomos, realizamos o isolamento de
tal organela e as utilizamos para imunofluorescencia. Nao obtivemos sinal algum, isto
pode ter ocorrido devido a manipulacdo da organela durante o experimento, apesar de
termos usado inibidores de protease e trabalhado a baixa temperatura. No entanto, o
necesséario aumento de forga ibnica durante o gradiente de purificacdo pode ter levado a

dissociacao do antigeno do 3G4 e 0s reservossomos.

A imunocitoquimica em cortes ndo foi conclusiva, pois obtivemos marcacdes nos
reservossomos e no citoplasma do protozoario (Fig.: 28). Devido a isto, realizamos um

experimento onde os epimastigotas foram fixados brevemente com formaldeido 4%
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permeabilizados com Triton-X-100 e incubados com o anticorpo 3G4 em suspensao.
Estas células foram separadas em duas aliquotas que foram incubadas com anticorpo
secundario conjugado a fluorocromo ou conjugado a ouro coloidal, estas ultimas foram
processadas para microscopia eletronica de transmissdo. Como esperado, a
imunofluorescéncia localizou os reservossomos (Fig: 29 a e b). A imunocitoquimica
localizou reservossomos, endossomos iniciais e vesiculas. Este resultado
especificamente sugere que a [B-tubulina esta envolvida no posicionamento tanto de
vesiculas, endossomas iniciais quanto de reservossomos, mostrando que de alguma

forma a tubulina auxiliaria na atividade endocitica.

As andlises de imunocitoquimica concluem que o anticorpo 3G4 pode estar
realmente reconhecendo B-tubulina, mas se trata de um reconhecimento a todas as
tubulinas, ja que reconhece citoplasma e flagelo. Diferente do que sugeriram Cornejo e
colaboradores (submetido) que relataram que o anticorpo reconhece uma [(-tubulina
modificada poés-traducionalmente. Afirmam inclusive que esta modificacdo explicaria
porque 0 anticorpo nao reconhece a B-tubulina dos microtdbulos subpeliculares e do
flagelo na imunofluorescéncia. A principio, o anticorpo 3G4 representava uma oOtima
ferramenta para estudar influéncia do citoesqueleto na endocitose, mas devido as
discrepancias de marcacdes comegamos a considerar que a tubulina de alguma forma
estava sendo levada para os reservossomos, talvez para a degradacéo, o que exporia o
epitopo do 3G4. Esta hipbtese, no entanto, esta em desacordo com os dados de Cornejo
et al, 2010 (submetido) que mapeou a molécula de B-tubulina, determinando que a
sequéncia que o anticorpo reconhece esta exposta na superficie do microtabulo

polimerizado.

Os dados provenientes do western blot de reservossomos isolados com 3G4 e
anticorpo que reconhece a-tubulina (B-5-12) sugerem que dimeros desta proteina estao
presentes na fracdo de reservossomos (Fig.: 30). Nao é a primeira vez que a tubulina foi
encontrada na fracdo de reservossomos isolados. Nosso grupo em 2009, ao realizar a
prote6bmica de fragBes de reservossomos identificou dentre diversas proteinas a tubulina
(Sant’‘Anna et al., 2009). Nao se pode descartar a hipotese desta proteina ser um
contaminante do fracionamento celular. Os reservossomos sao organelas pré-

lisossomais, possuem funcdes similares as desempenhadas pelos lisossomos. Nosso
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grupo tem observado alguns indicios de que os reservossomos participem da autofagia.
Os dados do 3G4 podem ser explicados se levarmos em consideracdo que a tubulina do
corpo celular do parasita exponha determinada epitopo no momento de ser “reciclada”.

Este epitopo seria o reconhecido pelo 3G4 e estaria localizado nos reservossomos.

Por se tratar de um estudo de microscopia eletrbnica de transmissao, as imagens
analisadas sdo provenientes de cortes e por isso as hipGteses propostas aqui foram
montadas relacionando as imagens com 0s conceitos de biologia celular. As nossas
hipéteses deverdo ser estudadas por outras técnicas. Uma possibilidade € utilizar
anticorpos contra as cinesinas, deste modo, acompanhariamos facilmente a participacéo

das cinesinas e microtibulos durante toda a atividade endocitica.

Continuaremos estudando os icones da via endocitica do T.cruzi: citdstoma-
citofaringe e reservossomos. Estudaremos as modificagbes ultraestruturais da citofaringe
apos inibicdo da endocitose com drogas que afetam os microfilamentos, com o intuito de
analisar a participacdo e localizacdo da actina neste sitio. Também analisaremos se a
actina influencia no didmetro da abertura do citéstoma durante a endocitose de
microesferas maiores que o seu didmetro. A localizagdo da TcActina ja foi realizada e se
mostrou em patches dispersos pelo citoplasma do protozoario. Porém nenhuma
imunocitoquimica foi realizada para analisar se ocorre uma maior concentracdo de actina
na regido do citéstoma e da citofaringe. Pretendemos realizar esta imunocitoquimica e
também analisar se ocorre recrutamento de filamentos de actina para a regido do

citostoma e da citofaringe durante a endocitose.

Daremos enfoque as mudancas que ocorrem durante a diferenciacdo de
epimastigotas para tripomastigotas de T.cruzi. Dando atencdo especial para 0 processo
de desmonte do complexo citéstoma-citofaringe e ao desaparecimento dos

reservossomos em tripomastigotas.
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6- Resultados mais relevantes desta dissertacéo

- A proteina Bilbo-1 é expressa pelo T.cruzi e esta localizada na bolsa flagelar e no flagelo
de epimastigotas;

- A bolsa flagelar de epimastigotas de T.cruzi possui 0s quatro microtabulos
especializados e a regido de espessamento da membrana (colar) descritos em
tripomastigotas de T.brucei;

- A entrada do citéstoma possui uma protrusdo em forma de vesicula que apresenta
glicocélice e conteudo citoplasmatico;

- A citofaringe é acompanhada por microtubulos que cercam metade de seu diametro,
formando uma espécie de calha de sustentacdo e por material denso; tal material ainda
nao foi analisado;

- Vesiculas alinhadas a citofaringe podem ser provenientes de endocitose;

- Vesiculas contendo tracador podem ser transportadas através de trilhos de
microtubulos;

- Existem pontes entre reservossomos e microtubulos subpeliculares e estas podem
auxiliar no transporte ou manutencao destas organelas na regiao posterior do protozoario;
- O anticorpo 3G4 reconhece reservossomos, endossomos iniciais e vesiculas proximas
aos reservossomos;

- A presenca de a e B tubulina na fracdo de reservossomos é um indicio que a tubulina

pode estar sendo degradada nestas organelas.

7- Conclusdes:

As observagfes morfolégicas sistematizadas nesta dissertagdo abrem novas linhas de
investigacdo sobre o papel do citoesqueleto na via endocitica de epimastigotas de T.
cruzi. Os resultados aqui mostrados néo sao conclusivos, mas sdo fortemente sugestivos
de que a ligacdo fisica entre os compartimentos endociticos e o citoesqueleto existe
também nestes protozodrios e € constituida por filamentos ainda n&do caracterizados.
Novas abordagens nas areas de microscopia de alta resolucédo e de biologia molecular

deveréo trazer novos dados em pouco tempo.
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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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