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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

RESUMO 
Endocitose em células eucarióticas é o processo de incorporação de 

macromoléculas por diferentes vias, com diversas proteínas associadas. Este 
processo ocorre através do brotamento de vesículas na membrana plasmática e 
endereçamento destas vesículas a compartimentos endossomais no citoplasma. Os 
tripanossomatídeos são protozoários flagelados patogênicos de grande importância 
médica e veterinária que apresentam diferentes formas adaptativas ao longo de seu 
ciclo de vida. Estes parasitas estão estruturalmente organizados dentro de um 
arcabouço de microtúbulos subpeliculares, o que dificulta invaginações de 
membrana na maior parte do corpo celular. Entretanto, este arcabouço é 
descontinuado na região da bolsa flagelar, de onde o flagelo emerge do corpo. 
Formas epimastigotas do Trypanosoma cruzi apresentam além da bolsa flagelar, 
uma segunda invaginação de membrana, o citóstoma/citofaringe. Esta estrutura é 
sustentada por microtúbulos especializados que participam ativamente no processo 
de endocitose. O objetivo desta tese foi investigar as vias endocíticas presentes nos 
dois sítios competentes para a captação de nutrientes (bolsa flagelar e citóstoma) de 
epimastigotas de T. cruzi. Após incubação dos parasitas a 28oC com albumina, 
transferrina e LDL conjugadas a ouro coloidal e posterior processamento para 
microscopia eletrônica de transmissão (MET), vesículas endocíticas revestidas 
contendo albumina foram observadas brotando da bolsa flagelar. Através da análise 
do conteúdo protéico dos protozoários foi detectada a expressão de clatrina, 
confirmada por citometria de fluxo e análise in silico da base de dados genômicos do 
T. cruzi. Por microscopia confocal localizou-se a clatrina na região compreendida 
entre o núcleo e a bolsa flagelar dos parasitas. Como transferrina foi visualizada em 
vesículas sem revestimento localizadas majoritariamente no citóstoma, frações de 
membrana detergente-resistentes foram purificadas por fracionamento celular e o 
conteúdo lipídico foi analizado por cromatografia, sendo também obtidas as 
concentrações de proteína e colesterol destas frações de membrana. “Dot blots” das 
frações foram positivos para marcadores universais de jangadas de lipídios (flotilina-
1 e toxina B do cólera). Por imunofluorescência co-localizou-se as marcações de 
transferrina e flotilina no citóstoma. Assim, propomos que a endocitose de 
transferrina ocorra principalmente pelo citóstoma através de um domínio de 
membrana detergente-resistente. Epimastigotas foram pré-tratadas com drogas que 
inibem seletivamente a endocitose mediada por clatrina e por cavéolas, e por drogas 
que interferem com o citoesqueleto. Estas células foram avaliadas quanto a sua 
capacidade de captar transferrina do meio. Dados de MET e citometria de fluxo 
mostraram que a endocitose de transferrina ocorreu normalmente nas amostras 
onde o brotamento de vesículas mediado por clatrina foi inibido. Por outro lado, nas 
amostras onde houve inibição da endocitose por cavéolas, a captação de 
transferrina foi significativamente reduzida. Análise da curva de crescimento de 
parasitas tratados demonstrou haver relação entre interferência nos domínios de 
membrana detergente-resistentes e sobrevivência das células. Este conjunto de 
dados permitiu elaborar um modelo dos mecanismos de endocitose em 
epimastigotas de T. cruzi. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

ABSTRACT 
Endocytosis in eukaryotic cells is the incorporation process of 

macromolecules, through different pathways with different associated proteins, 
through vesicles budding at the plasma membrane and addressing of these vesicles 
to cytoplasmic endosomal compartments. Trypanosomatids are pathogenic flagellate 
protozoa of great medical and veterinary importance that present different evolutive 
forms along their life cycle. These parasites are structurally organized inside a cage 
of subpelicular microtubules, what makes it difficult to form membrane invagination 
along most part of the cell body. However, this cage is missing at the flagellar pocket 
region, where the flagellum emerges from the cell. Epimastigote forms of 
Trypanosoma cruzi present besides the flagellar pocket a second membrane 
invagination, the cytostome/cytopharynx. This structure is sustained by specialized 
microtubules that actively participate in the endocytic process. This thesis has 
investigated the endocytic pathways at the two competent sites for nutrient uptake 
(flagellar pocket and cytostome) of T. cruzi epimastigotes. After parasites incubation 
at 28oC with gold-conjugated albumine, transferrin or LDL, followed by processing for 
transmission electron microscopy (TEM), it was possible to observe coated endocytic 
vesicles loaded with albumin, budding off from the flagellar pocket. Analysis of the 
proteic content of epimastigote forms detected the expression of clathrin, confirmed 
by flow cytometry and in silico analysis of the T. cruzi genomic database. Confocal 
microscopy allowed the visualization of the clathrin expression at the flagellar pocket. 
As transferrin was seen in uncoated vesicles located mainly in the cytostome, 
detergent-resistant membrane fractions were purified by cell fractioning and the 
lipidic contents was analyzed by chromatography, as well as the protein and 
cholesterol contents in the fractions. Dot blots of such membrane fractions were 
positive for lipid raft universal labels (flotillin-1 and cholera B toxin). By 
immunofluorescence microscopy, transferrin and flotillin were co-localized at the 
cytostome. Thus we propose that endocytosis of transferrin occurs mainly through 
the cytostome via detergent-resistant membrane domains. Epimastigote forms were 
pre-treated to specifically hinder clathrin-mediated and caveolae-mediated 
endocytosis, by using drugs that impair these pathways and interfere with the cell 
cytoskeleton, followed by incubation with transferrin. Data from TEM and flow 
cytometry showed that the endocytosis of transferrin occurred normally in samples 
where budding of clathrin-coated vesicles was hindered, but it was not observed in 
samples where caveolae-mediated endocytosis was inhibited. Analysis of growth 
curves of treated parasites showed a relation between interference with detergent-
resistant membrane domains and cell surviving. Our data allowed to elaborate a 
model depicting the endocytic mechanisms in Trypanosoma cruzi epimastigotes. 
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1. Endocitose em células eucarióticas 

Desempenhando um papel chave na manutenção da vida das células estão 

eventos envolvendo ativas modificações na membrana plasmática que permitem a 

captação de macromoléculas, através de um conjunto de mecanismos diferentes. 

Moléculas essenciais como íons, açúcares e aminoácidos atravessam a membrana 

plasmática pela ação de canais ou bombas constituídos por proteínas integrais de 

membrana. Por outro lado, macromoléculas são internalizadas por associação a 

vesículas que brotam da membrana plasmática para o citoplasma, em um processo 

que é conhecido como endocitose (Conner & Schmid 2003). 

A endocitose pode ser dividida em duas grandes categorias: fagocitose, a 

captação de partículas de grande tamanho ou outros microrganismos, e pinocitose, a 

captação de moléculas solúveis (Figura 1.1). Dependendo do tipo de partícula e dos 

receptores envolvidos, muitos modelos morfológicos e funcionais de fagocitose 

foram identificados. Da mesma forma, quatro mecanismos básicos foram propostos 

para a pinocitose: (1) macropinocitose, (2) endocitose mediada por clatrina, (3) 

endocitose mediada por cavéola e (4) endocitose independente de clatrina e cavéola 

(Conner & Schmid 2003, Soldati & Schliwa 2006, Mayor & Pagano 2007). 

 

 

 

Figura 1.1 - Mecanismos endocíticos observados na maioria das células eucarióticas. VI: vesículas 

formadas de forma independente de clatrina, caveolina e dinamina; EP: endossoma inicial rico em 

proteínas ancoradas à membrana via GPI (Modificado de Mayor & Pagano 2007). 
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1.1. Fagocitose 

A fagocitose em células de mamíferos é um evento associado primariamente 

a células especializadas (macrófagos, monócitos e neutrófilos), cuja principal função 

é remover grandes patógenos como bactérias e leveduras, ou alternativamente 

grandes debris celulares e/ou corpos apoptóticos conseqüentes de morte celular ou 

ainda, depósitos arteriais de lipídios (Aderem & Underhill 1999, Fadok & Chimini 

2001). Estes eventos são altamente regulados e envolvem receptores específicos de 

membrana, além de ser dependentes de cascatas de sinalização mediadas por 

GTPases da família das proteínas Rho (Hall & Nobes 2000). 

Em células fagocíticas a captura de patógenos pode ser guiada pela 

associação de diversos tipos de moléculas à superfície do patógeno 

(imunoglobulinas, unidades do sistema do complemento, fibronectina). Em seguida, 

receptores presentes na superfície da célula fagocítica reconhecem e se associam 

as moléculas do hospedeiro aderidas ao patógeno (Figuras 1.2 e 1.3). Esta 

associação promove a expansão da membrana plasmática envolvendo filamentos de 

actina, na região destas interações, o que culmina com o englobamento do patógeno 

(Aderem & Underhill 1999, Chimini & Chavrier 2000).   

 

 

 

Figura 1.2 - Esquema de um macrófago fagocitando   

bactérias opsonizadas. N, núcleo. 

 

 

 

 

Figura 1.3 - Fagocitose de bactéria. Receptores 

para região Fc na superfície dos macrófagos  

ligam-se aos anticorpos aderidos à bactéria. Uma 

cascata de sinalização envolvendo proteínas Rac e 

Cdc42, seguida por uma série de cinases 

citoplasmáticas inicia o rearranjo de moléculas de 

actina, protrusão da membrana em torno da 

bactéria e englobamento em um fagossomo 

(Modificado de Conner & Schmid 2003 a). 
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1.2. Pinocitose 

O termo pinocitose agrega os mecanismos de entrada de moléculas na célula 

via invaginação da membrana celular. A ingestão de moléculas ocorre por 

empacotamento em vesículas que brotam da membrana plasmática, com entrega 

deste conteúdo a compartimentos endossomais específicos. A molécula-carga, o 

envolvimento ou não de receptores e o tipo de receptor determinam a via pinocítica 

utilizada (Miaczynska & Zerial 2002, Seabra et al. 2002, Conner & Schmid 2003, 

Vincent 2003).   

Dentre as alternativas de incorporação de macro moléculas, o tráfego 

mediado por receptores é o fenômeno que proporciona maior eficiência na aquisição 

destas moléculas. Está normalmente associado à captação de nutrientes essenciais 

e é conservado nos mais divergentes organismos eucarióticos. A endocitose 

mediada por receptor requer especificidade de interação, envolvendo 

reconhecimento e ligação entre estruturas específicas presentes nas moléculas-

carga e nas porções extracelulares dos seus receptores na membrana plasmática. 

Os receptores possuem a propriedade de identificar uma porção definida na 

molécula-carga e se ligar a este domínio. Na região da membrana plasmática onde 

ocorrem estas interações podem se iniciar diversos processos de associação de 

proteínas à face citoplasmática, os quais promovem a invaginação da membrana 

com conseqüente formação de uma vesícula endocítica contendo em seu interior as 

moléculas-carga. Por outro lado a formação de vesículas pode também ocorrer de 

forma independente de qualquer tipo de associação protéica a face citoplasmática 

da membrana. 

 

1.2.1. Macropinocitose 

Ocorre em muitos tipos celulares quando estimulados por fatores de 

crescimento. Semelhante à fagocitose, a cascata de sinalização que induz a 

macropinocitose também envolve GTPases da família de proteínas Rho, 

responsáveis pela ativação de moléculas de actina e formação das protrusões de 

membrana plasmática.  Entretanto, estas protrusões não se associam a nenhum tipo 

de ligante: a extremidade do prolongamento de membrana simplesmente colapsa e 

se funde novamente à superfície da célula, gerando uma grande vesícula 

denominada macropinossoma (Figura 1.1) que contém grande volume de moléculas 

do meio extracelular (Kruth et al. 2005). 
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Macropinossomas são estruturas dinâmicas, havendo reciclagem de 

membrana e seus componentes a partir de organelas internas da célula (Nichols & 

Lippincott-Schwartz 2001). A composição da membrana dos macropinossomas 

parece ser semelhante à da membrana de onde se originaram, mas as protrusões 

propriamente ditas podem apresentar composição diferente em relação à membrana 

plasmática total: fosfolipídios e marcadores específicos de “lipid rafts” foram 

identificados enriquecidos nestas regiões (Manes et al. 1999, Hurley & Meyer 2001). 

Em geral para que a macropinocitose ocorra à célula depende de estímulos 

exógenos (Norbury 2006). Em células dendríticas ocorrem prolongados eventos de 

macropinocitose após ativação pela apresentação de antígenos e assim a célula é 

capaz de incorporar grande quantidade de material extracelular, contribuindo para 

sua atividade imunológica. Algumas bactérias induzem a ativação de Rho-GTPase 

através de suas toxinas, promovendo a macropinocitose e conseqüentemente sua 

incorporação, eventos que garantem a sua sobrevivência e multiplicação dentro da 

célula hospedeira (Steele-Mortimer et al. 2000, Mellman & Steinman 2001). Embora 

na macropinocitose ocorra a incorporação de grandes volumes de material 

extracelular, este processo apresenta uma baixa seletividade: qualquer molécula 

que se encontre nas imediações da expansão de membrana no momento de seu 

colapso e fusão será incorporada pela célula. 

 

1.2.2. A hipótese das “lipid rafts” – plataforma de lipídios 

Um aspecto novo da estrutura da membrana celular surgiu na década de 

1980, com a demonstração de agrupamento e organização dinâmica de moléculas 

de colesterol e esfingolipídios na membrana plasmática, detectados em fibroblastos 

humanos e de hamster, como uma matriz detergente-insolúvel rica em glicoproteínas 

(Carter & Hakomori 1981, Okada et al. 1984). Microdomínios de membrana com 

composição similar foram identificados também no complexo de Golgi e relacionados 

com a seleção de esfingomielina e glicoesfingolipídios em células epiteliais 

polarizadas (Simons & van Meer 1988). 

O termo plataforma de lipídio (“lipid raft”) foi proposto (Simons & Ikonen 1997) 

e assim definine coleções de membranas insolúveis em detergentes não-iônicos a 

4ºC, com uma composição especial de lipídios rica em colesterol, esfingomielina e 

glicolipídios semelhantes ao gangliosídeo GM1 (Smart et al. 1999).  

Agregados de colesterol formam estruturas menos fluídas (plataformas) que 

flutuam e se deslocam pela bicamada lipídica mais fluída composta majoritariamente 



                                                                                                                                           Introdução 

 

 
6 

 

por fosfolipídios (Figura 1.4). Estas plataformas atuam como plataformas para a 

ligação de proteínas específicas e estão associadas também à transdução de sinais 

mediados pela sua internalização (Simons & Ikonen 1997, Simons & Vaz 2004).  

 

 

 

 

Figura 1.4 - Esquema geral da 

plataforma de lipídio. As 

diferentes classes de lipídios 

estão representadas (Modificado 

de Nakahata & Ohkubo 2003). 

 

 

 

As plataformas de lipídios podem facilitar seletivamente interações do tipo 

proteína-proteína, incluindo ou excluindo proteínas em sua organização (Hancock 

2006). Este mecanismo de seleção vem sendo implicado na estruturação de 

plataformas de sinalização transitórias e na seleção de proteínas em vias específicas 

de tráfego endocítico e exocítico (Nabi & Le 2003, Simons & Vaz 2004). 

A mobilidade lateral das moléculas de lipídio na membrana está condicionada 

a dois fatores principais: temperatura e colesterol. A elevação da temperatura afeta 

de forma diferenciada cada espécie de lipídio e promove sua transição de fase de 

uma forma ordenada ou gel (So) para uma fase líquida desordenada (Ld). A 

mobilidade lateral dos lipídios, que é altamente limitada na fase (So), aumenta e as 

cadeias laterais acil perdem coesão não podendo mais manter as moléculas juntas 

em uma estrutura de conformação rígida (So). Por outro lado, se a membrana 

contiver moléculas de colesterol suficientes, uma terceira fase poderá se organizar 

nas membranas biológicas, o que dará origem a uma nova fase líquida e ordenada 

(Lo). Esta fase (Lo) apresenta um grau maior de organização das cadeias laterais acil 

quando comparada com a fase líquida desordenada (Ld). (de Almeida et al. 2003, 

Almeida et al. 2005). Assim, as fases Lo e Ld podem coexistir em membranas 

plasmáticas que contenham uma mistura adequada de esfingolipídios, fosfolipídios 

insaturados e colesterol, legitimando a idéia da presença de plataformas de lipídios 

em membranas biológicas. 
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 Técnicas de detecção de alta resolução espacial estão sendo empregadas 

com sucesso para identificar a fase Lo em membranas biológicas. Análises por 

transferência de energia fluorescente (FRET) mostraram a formação de domínios na 

bicamada lipídica em nano-escala (10-40 nm) na temperatura de 37ºC, o que é 

fisiologicamente relevante (Feigenson & Buboltz 2001, Silvius 2003). Domínios em 

escalas de tamanho de 30-80 nm na região de coexistência Lo-Ld vêm sendo 

identificados com o uso de microscopia de força atômica (AFM) e ressonância 

magnética nuclear baseada em deutério (2H-NMR) (Yuan et al. 2002, Veatch et al. 

2004, Hsueh et al. 2005, Veatch & Keller 2005). 

Proteínas ancoradas à membrana via GPI (glicosil fosfatidil inositol) fornecem 

evidências de segregação lateral de proteínas no modelo de separação de fases Lo-

Ld da membrana plasmática, embora esta segregação não seja total (Dietrich et al. 

2001, Kahya et al. 2005). Proteínas com domínios transmembrana também podem 

ser encontradas segregadas e concentradas em plataformas de lipídios através de 

seus sítios de ligação a lipídios localizados no núcleo hidrofóbico da bicamada 

lipídica. Esta localização pode inclusive favorecer interações laterais com outros 

domínios protéicos na mesma região de membrana.   

Sugere-se que plataformas de lipídios sejam formadas em torno de uma 

âncora de lipídio que serve de estrutura-alvo, permitindo a interação de proteínas 

que apresentam sítios de interação específicos com estas classes de lipídios 

(Anderson & Jacobson 2002) . A habilidade de esfingolipídios se segregarem neste 

local parece depender de ligações de átomos de hidrogênio estabelecidas entre eles 

e o colesterol (Brown 1998, Rietveld & Simons 1998).  

Acúmulo de proteínas particulares (receptores) nas plataformas de lipídios 

contribui para maior eficiência de ligação da célula a determinadas moléculas e 

simultaneamente, cria regiões específicas de alta concentração de receptores na 

superfície da membrana plasmática. Se estes receptores estiverem envolvidos na 

captura de macromoléculas, então teremos a associação das plataformas lipídicas 

ao fenômeno da endocitose, como já observado em diversos tipos celulares para 

uma grande variedade de moléculas ligantes (Hanzal-Bayer & Hancock, 2007). 

 

1.2.3. Endocitose mediada por cavéola - Potocitose 

Cavéola é a denominação dada ao aspecto morfológico da invaginação de 

membrana que classicamente apresenta a forma da letra grega ômega invertida e 

que foi primeiramente observada na superfície de células endoteliais (Palade 1953), 
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onde são extremamente abundantes. A composição lipídica/protéica das cavéolas é 

diferente de outros domínios da membrana plasmática, apresentando como núcleo 

uma região de membrana menos fluída, enriquecida em colesterol, gangliosídeos, 

esfingolipídios (Brown & Rose 1992), proteínas de membrana ancoradas via GPI 

(Stahl & Mueller 1995), receptores inositol 1,4,5-trifosfato (Fujimoto et al. 1992) e a 

integrina caveolina (Rothberg et al. 1992). 

Tem sido proposto que a forma e organização estrutural das cavéolas são 

dadas pela proteína caveolina. Esta proteína se liga ao colesterol inserindo-se como 

um laço nas camadas da membrana plasmática e se auto-associando para formar 

um revestimento na face citoplasmática da invaginação da membrana (Anderson 

1998). Assim, cavéolas seriam plataformas de lipídio que apresentam a proteína 

caveolina como parte integrante de sua estrutura (Figura 1.5). 

 

 

 

Figura 1.5 - Modelo esquemático 

da unidade de membrana na região 

de uma cavéola (Modificado de 

Nakahata & Ohkubo 2003). 

 

 

 

 

O revestimento das cavéolas dificilmente é observado por microscopia 

eletrônica de transmissão de rotina (MET). Por esta razão, quando observadas no 

momento de seu brotamento por MET apresentam a sua superfície citoplasmática 

lisa, facilmente se diferenciando das vesículas revestidas por clatrina. 

Caveolinas são proteínas integrais de membrana que pertencem a uma 

família de proteínas com massa molecular de 20-24 KDa. Os domínios citosólicos N- 

e C-terminais estão conectados a seqüências hidrofóbicas inseridas na bicamada 

lipídica da membrana plasmática (região também hidrofóbica), mas sem atravessar a 

bicamada para a porção extracelular (Dupree et al. 1993, Monier et al. 1995). 

Caveolinas são moléculas palmitoiladas na porção C-terminal, podendo ser 

fosforiladas nos resíduos de tirosina. Ligam-se a moléculas de colesterol e formam 

dímeros, podendo constituir grandes homo-oligômeros com massa molecular 
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alcançando 350 kDa, com 14-16 monômeros por oligômero (Glenney 1989, Monier 

et al. 1995, Murata et al. 1995, Sargiacomo et al. 1995). 

Foram identificados três diferentes genes para caveolinas (Cav-1, Cav-2 e 

Cav-3), codificando quatro diferentes subtipos da proteína: caveolina-1α, caveolina-

1β, caveolina-2 e caveolina-3 (Williams & Lisanti 2004). Caveolina-1 está distribuída 

na maioria dos tecidos, caveolina-2 tem distribuição semelhante, sendo mais 

expressa em tecido nervoso, e caveolina-3 ocorre principalmente em células 

musculares esqueléticas, cardíacas e lisas (Way & Parton 1995, Scherer et al. 1996, 

Song et al. 1996).  

Caveolinas não têm localização exclusiva na membrana plasmática, já tendo 

sido identificadas na região Trans do Complexo de Golgi e em caveossomas 

(estruturas formadas por fusão de vesículas endocíticas originadas a partir de 

cavéolas). Caveossomas distinguem-se de endossomas iniciais por seu pH neutro, 

sua composição lipídica e pela presença de caveolina-1 (Pelkmans et al. 2001). 

A formação de cavéolas é impedida em células submetidas a tratamentos que 

promovem a depleção de colesterol ou ainda através da interferência na expressão 

dos genes da caveolina (Drab et al. 2001, Razani et al. 2002). Células expressando 

caveolina-2 na ausência de caveolina-1 aparentemente não são capazes de gerar 

invaginações caveolares visíveis por MET (Scherer et al. 1997). Foi ainda proposto 

que a manutenção da forma típica e o estado estacionário das cavéolas estão 

diretamente relacionados com a presença de um citoesqueleto cortical de actina 

abaixo da vesícula (Nabi & Le 2003).  

Na década de 1990 uma nova família de proteínas foi identificada em frações 

de membrana de células de mamíferos enriquecidas em caveolinas. Estas novas 

proteínas com cerca de 45 kDa  de massa molecular foram inicialmente identificadas 

como proteínas integrais de membrana com alta homologia em seqüência linear de 

aminoácidos ao antígeno epidermal de superfície (ESA). Demonstrou-se que estas 

proteínas eram residentes em cavéolas, sendo denominadas de flotilinas (Bickel et 

al. 1997). O fato de ESA poder ser purificado de células muito divergentes como 

queratinócitos, adipócitos e células endoteliais, levou Bickel e colaboradores (1997) 

a sugerir que: (1) ESA fosse considerado como membro da família gênica das 

flotilinas; (2) posteriormente ESA fosse reconhecida como flotilina-2 (enquanto a 

primeira proteína flotilina identificada recebeu a denominação de flotilina-1). Algumas 

evidências apontam para a atividade de flotilinas como componentes estruturais do 

arranjo que formaria a arquitetura típica das cavéolas. 
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A interação da flotilina com a membrana plasmática não ocorre de forma que 

esta proteína possa ser classificada como uma proteína integral. A associação é 

restrita à camada lipídica interna da membrana, fazendo com que a flotilina adote 

uma orientação citoplasmática (Morrow et al. 2002). Na flotilina há um domínio que é 

o principal sitio de palmitoilação, essencial para sua associação à membrana 

plasmática, tendo sido sugerido que flotilina é sintetizada como uma proteína solúvel 

que subseqüentemente se associe à membrana plasmática (Dermine et al. 2001, 

Morrow et al. 2002). 

Flotilinas 1 e 2 apresentam distribuição complementar em diferentes tecidos. 

Além disto, podem existir como partes de um complexo hetero-oligomérico estável 

que contém ainda caveolina-1 e caveolina-2. Entretanto, a expressão de flotilinas 

pode ser regulada de forma independente da expressão de caveolinas e da 

formação de cavéolas (Volonte et al. 1999). 

Recentemente foi descrito o cruzamento entre as vias de endocitose 

dependente e independente de cavéolas: vesículas caveolares foram encontradas 

fundindo-se com endossomas tardios, que são compartimentos da via endocítica 

clássica. Flotilina-1 já foi também encontrada em lisossomos, co-localizada com o 

marcador lisossomal LAMP-1 (Glebov et al. 2006). Embora se acredite que o 

brotamento de vesículas caveolares ocorra de forma clatrina-independente ligado a 

flotilina e caveolina, em células HeLa não foi possível observar co-localização para 

flotilina-1 e caveolina-1, indicando que flotilina-1 pode estar associada a uma via 

endocítica independente de clatrina e caveolina-1 (Naslavsky et al. 2004, Kirkham et 

al. 2005). 

Cavéolas são regiões de ocorrência de potocitose na membrana celular. O 

termo potocitose foi inicialmente usado para denominar o processo de alta afinidade 

de captação de moléculas de baixa massa molecular essenciais ao metabolismo das 

células. Proteínas associadas à membrana celular promovem a concentração das 

moléculas nas cavéolas e uma vez contidas no espaço caveolar, elas se difundem 

para o citoplasma através de proteínas carreadoras presentes na membrana 

(Anderson et al. 1992).  

Posteriormente foi proposto que o termo potocitose fosse estendido para 

definir todos os mecanismos pelos quais as células capturam e transportam 

pequenas e grandes moléculas (ou até mesmo complexos macromoleculares) 

através de cavéolas (Mineo & Anderson 2001). Desta forma, em células endoteliais 

observou-se que as cavéolas medeiam, por potocitose, a transcitose de 
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macromoléculas do lúmen vascular para o espaço subendotelial (Schnitzer et al. 

1995). Uma distinção marcante entre a potocitose e a endocitose dependente de 

clatrina está nas diferentes possibilidades de endereçamento das moléculas 

capturadas (Figura 1.6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6 Esquema de distintas possibilidades de endereçamento para os receptores e moléculas na 

potocitose (Modificado de Mineo & Anderson 2001). 

A) O ligante é entregue diretamente ao citoplasma e o receptor é reciclado para a membrana da 

célula. B) O ligante é entregue ao retículo endoplasmático ou outras organelas e o receptor é 

reciclado para a membrana plasmática. C) Tanto o receptor quanto o ligante são transportados para a 

extremidade oposta da célula. D) Ligante e receptor são internalizados e mantidos em vesículas até 

ambos retornarem à superfície da célula.  

 

Regiões identificadas como cavéolas são primariamente plataformas de 

lipídio, nas quais se encontram inseridas as proteínas caveolina e/ou flotilinas. 

Embora algumas vesículas sem revestimento sejam derivadas de plataformas de 

lipídio, o uso generalizado destas terminologias estaria unindo em uma mesma 

classe todas as vesículas sem revestimento derivadas de plataformas de lipídio. Isto 

não corresponde à realidade, uma vez que estas vesículas sem revestimento 

medeiam diferentes processos de endocitose, incluindo aqueles que não se 
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enquadram na denominação da endocitose mediada por cavéola (Anderson & 

Jacobson 2002, Nabi & Le 2003).  

O termo caveolar foi proposto como descritor morfológico para vesículas 

endocíticas derivadas de plataformas de lipídio (Nabi & Le 2003). Desta forma, este 

termo contempla tanto as cavéolas na endocitose em regiões em que a proteína 

caveolina está presente, como as vesículas transitórias de formas equivalentes a 

cavéolas oriundas de plataformas de lipídio, porém sem a presença de caveolina. 

Esta nomenclatura reflete a morfologia similar da invaginação, a composição de 

lipídios do domínio de membrana e o papel destes domínios na endocitose.  

 

1.2.4. Endocitose mediada por clatrina  

Clatrina é uma proteína estrutural de expressão constitutiva, encontrada em 

todas as células de mamíferos (Brodsky et al. 2001, Aridor & Traub 2002, Conner & 

Schmid 2003 a,b ). Endocitose mediada por clatrina é responsável pela captação de 

moléculas e íons essenciais, tais como colesterol, através do receptor para LDL 

(“low density lipoprotein”, lipoproteína de baixa densidade) e ferro, através do 

receptor para transferrina (molécula transportadora de átomos de ferro). Endocitose 

mediada por clatrina foi inicialmente denominada de endocitose mediada por 

receptor, por não se conhecer na época outros eventos de pinocitose envolvendo 

interações específicas entre ligantes e receptores (Conner & Schmid 2003 b). 

A concentração de moléculas por meio de receptores transmembrana de alta 

afinidade e o brotamento de vesículas com revestimento em sua face citoplasmática 

formado por um agrupamento de proteínas (sendo principal constituinte a proteína 

clatrina) estão freqüentemente associados para permitir a endocitose rápida de 

determinadas moléculas (transferrina, LDL...). 

A biogênese das vesículas endocíticas é regulada por proteínas e co-fatores 

que controlam diferentes passos neste evento. Distintas proteínas podem estar 

associadas à membrana na região de formação da vesícula endocítica, sem no 

entanto formar um revestimento externo visível por MET. A associação da clatrina à 

membrana é que promove o revestimento externo das vesículas detectável por MET. 

Além disso, a associação da clatrina desencadeia um rápido brotamento da vesícula 

endocítica. À medida que clatrina vai se associando à membrana plasmática o 

revestimento formado vai gerando a força necessária para dobrar a membrana 

(Schekman & Orci 1996, Cosson & Letourneur 1997, Aridor & Traub 2002). 
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A clatrina está organizada estruturalmente como um trímero de polipeptídeos 

que se irradia de um ponto focal (Figura 1.7). Este esqueleto é composto de três 

cadeias pesadas (~180 kDa) associadas a três cadeias leves (~25 kDa)  

(Kirchhausen & Harrison 1981, Ungewickell & Branton 1981). 

 

 

 

 

Figura 1.7 - Esqueleto trimérico da 

clatrina com os respectivos 

segmentos. A região C-terminal 

corresponde ao vértice da molécula 

e a região N-terminal ao domínio 

terminal (Modificado de Fotin et al. 

2004).  

 

 

A clatrina apresenta em condições não-fisiológicas a propriedade de auto- 

associação, dando origem a gaiolas fechadas formadas por diversos esqueletos 

triméricos da proteína. Nestes arranjos os segmentos da proteína se interdigitam 

formando uma rede de faces abertas pentagonais e hexagonais (Kirchhausen 2000, 

Brodsky et al. 2001). Dependendo da quantidade de esqueletos triméricos 

envolvidos (28, 26 ou 60 esqueletos), ocorre a montagem de estruturas com distintas 

conformações espaciais como: “mini-revestimento”, “barril hexagonal” ou “bola de 

futebol” (Figura 1.8), sendo o “barril hexagonal” e a “bola de futebol” os poliedros 

capazes de acomodar uma vesícula de transporte (Crowther et al. 1976, Fotin et al. 

2004). 

 

Figura 1.8 - Revestimento de vesículas 

a partir da associação de clatrina in 

vitro. Para fechamento da estrutura 

geométrica devem ocorrer ao menos 12 

pentágonos. O esqueleto trimérico da 

clatrina está destacado em vermelho 

(Modificado de Fotin et al. 2004). 
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A clatrina não se associa diretamente à membrana das vesículas endocíticas: 

ela é recrutada por proteínas intermediárias adaptadoras (adaptinas), que se ligam 

diretamente a cauda citoplasmática de receptores transmembrana específicos. Essa 

associação determina sua inclusão de forma seletiva na vesícula e forma uma 

interface entre a clatrina na face interna da membrana e a carga incorporada na face 

extracelular da bicamada lipídica (Kirchhausen 2000, Brodsky et al. 2001, Conner & 

Schmid 2003 a). 

O termo adaptina abrange diversas proteínas de massa molecular 

aproximada a 100 KDa, inicialmente isoladas de vesículas com revestimento de 

clatrina (Pearse 1975). Duas classes de adaptinas com grandes diferenças 

estruturais e funcionais estão descritas com base na sua capacidade de associação 

à clatrina: a proteína monomérica AP180 e os complexos multifuncionais 

heterotetraméricos de proteínas adaptadoras. 

A proteína monomérica AP180 não está relacionada com reconhecimento de 

ligantes na membrana plasmática. É uma proteína diretamente envolvida na 

reciclagem de vesículas nas regiões de sinapse de neurônios. Entretanto, a 

identificação de uma isoforma expressa ubiquamente em mamíferos denominada 

CALM (“Clathrin-assembly lymphoid-myeloid leukemia”, proteína de montagem de 

clatrina na leucemia linfóide-mieloide) levou a se considerar uma função bem mais 

abrangente do que inicialmente se havia proposto para esta proteína (McMahon 

1999, Tebar et al. 1999).  

Foram identificados quatro complexos heterotetraméricos de proteínas 

adaptadoras (AP-1, AP-2, AP-3 e AP-4) que medeiam o brotamento e a formação de 

vesículas em diferentes localizações subcelulares. No entanto, apenas as AP-2 

estão envolvidas com a formação de vesículas a partir da membrana plasmática, 

sendo marcadoras de endocitose mediada por clatrina em células eucaróticas 

superiores (Kirchhausen 1999, Brodsky et al. 2001, Robinson & Bonifacino 2001).  

As AP-2 contêm quatro subunidades: duas maiores e estruturalmente 

relacionadas, denominadas subunidade de adaptina α e β2 (aproximadamente 105 a 

115 kDa), uma subunidade média µ2 (aproximadamente 50 kDa) e uma subunidade 

pequena σ2 (aproximadamente 17 kDa). O complexo AP-2 está organizado em um 

núcleo em forma de barril constituído pelas porções amino-terminais das grandes 

subunidades de adaptina (α e β2) e mais as duas subunidades menores (µ2 e σ2). 

Este núcleo expõe dois apêndices protuberantes formados pelas porções carboxi-

terminais das subunidades α e β2 do complexo adaptador (Figura 1.9). Pela forma 
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típica da protuberância ele é amplamente citado na literatura como “orelha” (Marsh & 

McMahon 1999, Brodsky et al. 2001, Collins et al. 2002). 

 

Figura 1.9 - Esquema geral do complexo 

heterotetramérico adaptador 2. A subunidade β2 

conecta-se diretamente com a clatrina, enquanto a 

interação com a face citoplasmática do receptor de 

membrana ocorre através da subunidade µ2 

(Modificado de Conner & Schmid 2003 a). 

 

 

As subunidades α- e β2-adaptina especificam o local de formação do arranjo 

de clatrina, direcionando a associação do complexo AP-2 à membrana plasmática. 

Atuam também como uma plataforma recrutando outras proteínas acessórias 

(amfifisina, Eps15, epsina). A fosforilação do complexo AP-2 regula seu 

recrutamento para a membrana plasmática, sua interação com o receptor 

transmembrana e sua associação com a clatrina (Fingerhut et al. 2001, Collins et al. 

2002, Ricotta et al. 2002). 

O fator chave da endocitose mediada por clatrina é a ligação entre a 

maquinaria endocítica e a molécula-carga (Figura 1.10). Interação direta com 

arquiteturas protéicas baseadas em tirosina ou di-leucinas em domínios 

citoplasmáticos dos receptores transmembrana é feita pela subunidade µ2-adaptina, 

afetando assim a concentração de receptores na invaginação de membrana. A 

subunidade σ2-adaptina estaria relacionada à manutenção da estabilidade do núcleo 

do complexo adaptador, enquanto a associação direta com a clatrina é feita pela 

subunidade β2-adaptina (Conner & Schmid 2003 a, Conner et al. 2003). 

 

Figura 1.10 - Conjunto de 

moléculas interagindo de forma 

coordenada durante a endocitose 

mediada por clatrina. Os 

complexos adaptadores fazem a 

ligação entre a molécula carga 

(presa em seu receptor) e a 

clatrina na face citoplasmática da 

membrana (Modificado de 

Conner & Schmid 2003 a). 
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Subunidades divergentes de adaptinas (γ-, σ-, e ε-), pertencentes aos 

complexos AP-1, AP-3 e AP-4 respectivamente, estão relacionadas a outras 

organelas celulares. O adaptador AP-1 é responsável por brotamento de vesículas a 

partir da região Trans do Complexo de Golgi. Os adaptadores AP-3 e AP-4 são 

encontrados próximo a endossomas e à região Trans do Golgi, respectivamente, 

mas pouco se conhece sobre suas funções (Simpson et al. 1997, Hirst et al. 1999). 

Embora mais de um adaptador esteja relacionado com brotamento de vesículas a 

partir do complexo de Golgi, propôs-se que o complexo de proteína de revestimento 

COP-I regulado por uma pequena GTPase (Arf) é necessário e suficiente para 

promover o brotamento da vesícula a partir desta organela (Springer et al. 1999).  

Diferentes cinases estão associadas à fosforilação das subunidades do 

complexo AP-2, sugerindo que a interação entre AP-2 e clatrina seja mediada por 

ciclos de fosforilação e desfosforilação (Wilde & Brodsky 1996, Pauloin et al. 1988, 

Olusanya et al. 2001). Ensaios in vitro demonstraram que a fosforilação da 

subunidade µ2 aumenta em até 25 vezes a afinidade do complexo AP-2 por 

arquiteturas baseadas em tirosina nos receptores transmembrana. Esta adaptina, 

permite o recrutamento seletivo e aumenta a concentração de moléculas-carga na 

vesícula revestida por clatrina, melhorando assim a eficiência da endocitose (Umeda 

et al. 2000, Conner & Schmid 2002, Ricotta et al. 2002, Conner & Schmid 2003 a).  

Entretanto, demonstrou-se que a presença da AP-2 não é pré-requisito para a 

associação e funcionalidade da clatrina na membrana plasmática. O revestimento de 

clatrina foi observado mesmo em modelos desprovidos de todas as proteínas 

adaptadoras conhecidas (Huang et al. 1999, Ford et al. 2002, Conner & Schmid 

2003 b). Assim AP-2 pode estar mais relacionada com reconhecimento e 

recrutamento de carga, pela sua associação seletiva a domínios citoplasmáticos de 

receptores transmembrana específicos (Conner & Schmid 2003 b).  

No estágio final da formação da vesícula ocorre associação da proteína 

dinamina à membrana plasmática, promovendo liberação da vesícula (Figura 1.11). 
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Figura 1.11 - Um dos modelos da atuação da 

dinamina na liberação da vesícula endocítica 

dependente de clatrina. Modificado de Conner 

& Schmid 2003 a. 

 

 

 

 

 

Após o despreendimento da vesícula endocítica da membrana plasmática e 

sua localização livre no citoplasma, ocorre a associação das proteínas hsc-70 (“heat 

shock cognate”, equivalentes à proteína de choque térmico, 70 kDa) ao revestimento 

de clatrina. Estas proteínas tem atividade ATPase, desativando a cinase AKK1 e 

permitindo assim a desfosforilação do complexo AP-2 por fosfatases endógenas, 

desligando o complexo AP-2 da vesícula endocítica e simultaneamente do esqueleto 

trimérico de clatrina. Desta forma ocorre a desmontagem do revestimento de clatrina 

da vesícula (Conner & Schmid 2002).  

Após a incorporação das vesículas e da perda de seu revestimento de 

clatrina, estas estruturas fundem-se com endossomas iniciais. Estes compartimentos 

(endossomas iniciais) apresentam sua membrana composta majoritariamente por 

fosfatidil-inositol-3-fosfato, e como componente protéico, proteínas com domínio de 

ligação a fosfatidil-inositol-3-fosfato (Fab1, YOTB, Vac1). Os endossomas iniciais 

desempenham papel chave na seleção de receptores, os quais podem ser 

reciclados para a membrana plasmática ou direcionados para endossomas 

multivesiculares, endossomas tardios ou lisossomos para degradação (Le Roy & 

Wrana 2005). 

Quanto à organização destas vias são propostas duas teorias: 

(1) Modelo da maturação (Figura 1.12): vesículas oriundas da membrana plasmática 

fundem-se no citoplasma dando origem a endossoma inicial temporário, que 

amadurece basicamente por diminuição de pH e incorporação de enzimas vindas do 

complexo de Golgi, transformando-se no temporário endossoma tardio por 

diminuição de pH, que posteriormente chegará a lisossomo (com pH ótimo para 

atividade lítica das enzimas incorporadas durante a maturação) (Murphy 1991). 
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Figura 1.12 - Esquema da via endocítica pela hipótese da maturação de compartimentos. T1, T2 e T3 

representam a cinética deste evento. VID e VDC: brotamento de vesículas independente e 

dependente de clatrina, respectivamente; E1: endossoma inicial; E2: endossoma tardio; LIS: 

lisossomo; G:, complexo de Golgi; N: núcleo. 

 

(2) Modelo dos compartimentos pré-existentes (Figura 1.13): endossoma inicial, 

endossoma tardio e lisossomo são compartimentos estáveis entre os quais existem 

diversas vias de tráfego de vesículas (Griffiths & Gruenberg 1991). 

 

 

 

Figura 1.13 - Esquema da via endocítica com 

compartimentos pré-existentes. VIC e VDC, 

brotamento de vesículas independente e 

dependente de clatrina; E1, endossoma inicial; E2, 

endossoma tardio; Lis, lisossomo; N, núcleo; G, 

complexo de Golgi. As setas indicam o trajeto das 

vesículas desde a membrana plasmática até os 

lisossomos.  

 

 

 

 

1.2.5.  Formação de vesículas dependente de dinamina 

Dinamina é uma GTPase multifuncional envolvida na liberação de vesículas 

nas endocitoses independentes ou mediadas por cavéolas e por clatrina, sendo 

ainda requisitada durante a fagocitose. Assim, é a principal proteína reguladora do 

tráfego de vesículas a partir da membrana plasmática (Sever et al. 2000, Praefcke & 

McMahon 2004). A dinamina apresenta um domínio de ligação com fosfatidil-inositol-
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4,5-bifosfato (PtdIns(4,5)P2), dois domínios efetores que permitem sua auto-

montagem, o domínio efetor de GTPase (GED: “GTPAse effector domain”), o 

domínio médio de GTPase, e um domínio que promove a interação da dinamina com 

outros componentes endocíticos (PRD “Proline/arginine-rich domain”: domínio rico 

em prolina e arginina). 

Ocorrem ao menos três dinaminas em mamíferos (dinaminas I, II e III, as 

dinaminas clássicas) com 79% de identidade entre si, produto de edição alternativa 

pós-transcricional. Além disto, diferentes isoformas destas moléculas estão 

largamente distribuídas nas células eucarióticas (Gray et al. 2003). Dinamina II é 

expressa em todos os tecidos, enquando dinamina I é expressa majoritariamente em 

células do sistema nervoso (Sontag et al. 1994). Já dinamina III é encontrada 

principalmente nos testículos, mas também no cérebro em vesículas pós-sinápticas 

(Nakata et al. 1993).  

Outras isoformas da dinamina que não se enquadram na família das 

dinaminas clássicas são denominadas de semelhantes à dinamina, estando 

envolvidas na divisão de organelas como mitocôndrias, cloroplastos e peroxissomos 

(Praefcke & McMahon 2004, Ingerman et al. 2007). 

A função da dinamina melhor entendida é a relacionada com a liberação de 

vesículas da membrana plasmática na endocitose mediada por clatrina (Praefcke & 

McMahon 2004, Ungewickell & Hinrichsen 2007).  

No estágio final de formação das vesículas há a auto-associação de diversas 

unidades de dinamina na região entre o segmento plano da membrana e a 

membrana da vesícula. Em seguida ocorre a constrição desta região, permitindo a 

liberação da vesícula para o citoplasma (Figura 1.14). 

 

 

 

 

Figura 1.14 - Esquema da liberação de 

vesículas mediadas pela ação da 

dinamina. VRC: vesículas revestidas por 

clatrina (Modificado de Praefcke & 

McMahon 2004). 
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Existem dois modelos propostos para a atividade da dinamina: o primeiro 

defende que a proteína, diferentemente dos outros membros da família das 

GTPases, atue como enzima químico-mecânica induzindo a formação da vesícula. 

Esta hipótese se sustenta na observação de que hélices de dinamina tornam-se 

mais contraídas sob hidrólise de GTP, sugerindo que a associação da dinamina à 

membrana estaria exercendo a função de um “torniquete molecular” (Sweitzer & 

Hinshaw 1998). 

A segunda proposta apóia o modelo de funcionamento na observação que 

espirais de dinamina formadas na presença de GDP apresentam uma maior área do 

que aquelas formadas na presença de GTP, sugerindo que dinamina atue como 

uma “mola” em torno da porção da invaginação de membrana, ainda associada à 

porção plana da membrana plasmática. A contração de seu diâmetro interno libera a 

vesícula para o citoplasma da célula (Stowell et al. 1999).  

 

2. Tripanossomatídeos: mofologia, unidade de membrana e endocitose 

Os tripanossomatídeos são protozoários flagelados que apresentam algumas 

particularidades na sua arquitetura celular quando comparados com as demais 

células eucarióticas, que se refletem nas vias de captação de nutrientes por estes 

organismos. Nos tripanossomatídeos a membrana plasmática, que limita o 

citoplasma da célula, está disposta sobre um arcabouço de microtúbulos, 

estabilizados por ligações cruzadas e associados com a própria membrana. Este 

arranjo de microtúbulos é denominado de microtúbulos subpeliculares (Landfear & 

Ignatushchenko 2001, Morgan et al. 2002 b). Devido à presença deste arcabouço, 

invaginações de membrana plasmática são dificultadas na maior parte da superfície 

do protozoário. 

No entanto, este arranjo de microtúbulos é descontinuado na porção anterior 

da célula, onde há uma grande invaginação da membrana plasmática, a bolsa 

flagelar, de onde o flagelo emerge da célula (Figura 1.15). Todas as modalidades da 

endocitose bem como a exocitose, em tripanossomatídeos ocorrem exclusivamente 

neste local, a exceção dos protozoários que apresentam citóstoma e citofaringe 

(Soares & De Souza, 1991, Webster & Russell 1993, Overath et al. 1997, De Souza 

2002, Morgan et al. 2002 b). 
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Figura 1.15 - Desenho esquemático do Trypanosoma brucei. A esquerda o arranjo de microtúbulos 

subpeliculares e a direita observa-se os microtúbulos em corte e o conteúdo do citoplasma do 

protozoário. N, núcleo; M, mitocôndria; F, flagelo; BF, bolsa flagelar; C, cinetoplasto; G, complexo de 

Golgi, MT, microtúbulos subpeliculares. Modificado de Tropical Diseases Web Ring, 2007: 

www.icp.ucl.ac.be/~opperd/parasites/afr_sl_siickness.html.  

 

Embora a membrana plasmática no corpo celular destes protozoários não 

invagine, ela pode conter diversas permeases, como por exemplo, transportadores 

de glicose (Stack et al. 1990), que medeiam a captação de nutrientes específicos.  

A membrana celular dos tripanossomatídeos apresenta-se morfologicamente 

dividida em três regiões distintas: (1) membrana flagelar, (2) membrana da bolsa 

flagelar, e (3) membrana plasmática. Cada um destes domínios representa uma 

porção de unidade de membrana altamente especializada com distintas funções e 

conteúdo único de lipídios e proteínas (Landfear & Ignatushchenko 2001).   

A membrana da bolsa flagelar envolve a base do flagelo e está, na região de 

sua abertura com o meio externo, circundada por vários complexos juncionais que a 

unem à membrana do flagelo (Balber 1990, Clayton et al. 1995). Foi proposto que 

estas junções se relacionem à restrição do fluxo de materiais através da bolsa 

flagelar, mas no entanto macromoléculas movem-se livremente através deste 

compartimento (Landfear & Ignatushchenko 2001). Esta membrana representa cerca 

de 3% do total de membrana da superfície do protozoário, sendo para algumas 

espécies o único local conhecido para endocitose, secreção de proteínas e adição 

de proteínas integrais de membrana (Duszenko et al. 1988, Balber 1990, Webster & 

Russell 1993). Algumas espécies de Trypanosoma internalizam toda a área de 

membrana da bolsa flagelar a cada dois minutos, fazendo desta região um local (ou 

organela) com a maior atividade endocítica conhecida entre as células eucarióticas 

(Coppens et al. 1987, Overath et al. 1997). 
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O citoplasma compreendido entre o núcleo e a bolsa flagelar concentra o 

complexo de Golgi e uma complexa rede de túbulos e vesículas, além de outras 

estruturas associadas à bolsa flagelar e relacionadas à osmoregulação.   

Relacionou-se a concentração deste complexo sistema de membranas nesta região 

às necessidades funcionais da célula. A curta distância entre esta rede de túbulos e 

vesículas e a bolsa flagelar permite que vesículas trafeguem rapidamente entre os 

compartimentos celulares, aumentando a eficiência do transporte (Brickman et al. 

1995, Field et al. 1998, Field et al. 2000, Grunfelder et al. 2003, Field et al. 2007). 

Em alguns gêneros da família Trypanosomatidae concentram-se espécies 

patogênicas de importância médica e veterinária, incluindo espécies infectivas para 

plantas. Estes protozoários divergiram remotamente do ramo eucarioto ancestral, o 

que levou a um grande distanciamento genômico de outros grupos, resultando em 

vias metabólicas e mecanismos biológicos particulares. No entanto, os mecanismos 

endocíticos encontrados de forma geral nas células eucarióticas mostram-se 

extremamente conservados (Field et al. 2007). 

As interações observadas entre tripanossomatídeos e seus hospedeiros podem 

ter contribuído ainda mais para o afastamento entre a fisiologia destas células em 

relação às demais células eucarióticas. Estes protozoários apresentam ciclo de vida 

heteroxênico, incluindo pelo menos um estágio de vida em um artrópode vetor e 

outro em um hospedeiro vertebrado ou planta. Esta transferência entre hospedeiros 

desencadeia a diferenciação do parasita para adequação de seus ciclos metabólicos 

e resistência ao novo ambiente (Morgan et al. 2002 a, Field et al. 2007). 

 O processo de diferenciação promove profundas transformações na morfologia 

dos parasitas e re-estruturação das proteínas e glicoconjugados na superfície da 

membrana plasmática. Levando-se em consideração as mudanças morfológicas 

(como ponto de saída do flagelo no corpo e posição do cinetoplasto), diversas 

formas adaptativas foram caracterizadas e algumas destas formas são usadas para 

identificar alguns gêneros. Por exemplo, formas coanomastigotas são exclusivas do 

gênero Crithidia, enquanto formas amastigotas são observadas nos gêneros 

Trypanosoma, Leishmania e Crithidia (Figura 1.16). 
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Figura 1.16 - Formas adaptativas dos tripanossomatídeos. 1) amastigota; 2) epimastigota; 3) 

tripomastigota; 4) coanomastigota; 5) promastigota. 6) paramastigota e 7) opistomastigota. Nas 

formas epimastigotas e tripomastigotas o flagelo emerge lateralmente ao corpo celular, estando ainda 

aderido a este corpo. N, núcleo; C, cinetoplasto; BF, bolsa flagelar; F, flagelo. Imagem gentilmente 

cedida pelo Dr. Maurilio José Soares. 

 

Estas mudanças são a expressão de uma coordenada cascata de ativação e 

desativação gênica que também afeta o sistema de tráfego de moléculas na célula. 

Por exemplo, em Trypanosoma brucei ocorre grande alteração na taxa de 

endocitose dependendo da forma evolutiva: em formas sangüíneas a endocitose é 

cerca de dez vezes mais intensa do que o observado em formas procíclicas (Morgan 

et al. 2002 b).  

Espécies de Trypanosoma e Leishmania apresentam formas intracelulares 

obrigatórias (amastigotas) quando em um hospedeiro vertebrado. Para estas formas 

a habilidade em endocitar nutrientes necessários à sua manutenção dentro da célula 

hospedeira (estando inseridas em um vacúolo parasitóforo) é um fator crítico para a 

sobrevivência. Qualquer molécula necessária às formas amastigotas deverá entrar 

através da membrana do vacúolo parasitóforo, para que em seguida possa ser 

endocitada através da bolsa flagelar pelo parasita (Russell et al. 1992). 

Pouco se sabe sobre os mecanismos endocíticos nos gêneros Leishmania, 

Phytomonas, Herpetomonas e Crithidia. A maioria dos trabalhos com estes 

protozoários se concentra em Leishmania (Denny et al. 2001, Denny et al. 2005, 

Besteiro et al. 2006, Yoneyama et al. 2006, Field et al. 2007). Estudos morfológicos 

não publicados do nosso grupo não obtiveram êxito em identificar a captação de 

macromoléculas por análise por MET em formas promastigotas de Leishmania 

pertencentes tanto ao subgênero Viannia quanto ao subgênero Leishmania.  

 



                                                                                                                                           Introdução 

 

 
24 

 

2.1. A endocitose nos tripanossomas africanos 

 Os tripanossomas africanos são protozoários patogênicos transmitidos ao 

hospedeiro vertebrado através da picada da mosca hematófaga tsé-tsé (Glossina 

spp.). Estes parasitas passam por diferentes ciclos de diferenciação e 

desenvolvimento tanto no corpo do inseto quanto dentro do hospedeiro vertebrado. 

Uma das caracterísiticas centrais destas diferenciações é a reestruturação dos 

glicoconjugados e proteínas da superfície celular externa. As glicoproteínas 

variantes de superfície (VSG) são as moléculas majoritárias presentes na superfície 

celular do parasita, sendo encontradas apenas nas formas adaptativas metacíclicas, 

tanto no hospedeiro artrópode quanto no hospedeiro vertebrado (Webster & Fish 

1989). A Figura 1.17 mostra o ciclo de vida do T. brucei. 

 

 

Figura 1.17 - Esquema do ciclo de vida do T. brucei. Fonte CDC (Center for Disease Control and 

Prevetion) www.dpd.cdc.gov/dpdx 

 

 A reciclagem das VSG na superfície do T. brucei, garante ao protozoário, 

evasão do sistema imune do hospedeiro vertebrado quando opsonizado por 
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anticorpos ou outros elementos do soro. Este fenômeno se dá através da endocitose 

das VSG, dependente de clatrina através da bolsa flagelar. 

A endocitose de nutrientes nestes tripanossomas vem sendo bastante 

estudada, empregando-se proteínas como LDL, transferrina e albumina acopladas a 

ouro coloidal, para se observar a captação destas moléculas. Trypanosoma brucei, 

T. congolense e T. vivax são os modelos de endocitose mais estudados nestes 

protozoários (Coppens et al. 1987, Coppens et al. 1988, Webster & Grab 1988, 

Webster & Fish 1989, Webster & Shapiro 1990, Webster & Russell 1993). A 

captação de transferrina e albumina pode estar relacionada à forma adaptativa do 

parasita, não sendo observado experimentalmente a endocitose destes marcadores 

em formas procíclicas. No entanto, esta observação não indica a ausência de 

endocitose nesta fase do ciclo de vida do parasita, uma vez que ocorrem 

proliferação e diferenciação celular (Webster & Fish 1989). 

Experimentalmente, com exceção da forma metacíclica, as demais formas 

diferenciadas no inseto (tripomastigotas procíclicos e epimastigotas) realizam a 

endocitose em menor escala do que a observada na forma adaptativa do parasita no 

hospedeiro mamífero (tripomastigota sangüíneo). Sugeriu-se que as formas 

metacíclicas estariam em um estágio de adaptação para a vida no hospedeiro 

mamífero, onde os processos de endocitose seriam responsáveis por prover rápida 

captação de nutrientes e fatores de crescimento que afetariam a diferenciação para 

as formas proliferativas sangüíneas (Coppens et al. 1987, Webster & Grab 1988, 

Webster & Fish 1989). 

Vesículas com revestimento externo foram morfologicamente identificadas em 

formas metacíclicas de tripanossomas africanos desde a década de 1960 

(Vickerman 1969), época onde pouco se sabia sobre endocitose em protozoários. 

Mais tarde, demonstrou-se que vesículas revestidas com clatrina originavam-se da 

membrana plasmática e entregavam seus conteúdos a endossomas (Webster & 

Grab 1988). 

Outra característica destas vesículas revestidas é que em experimentos de 

marcação simultânea com VSG e proteínas marcadas (LDL, transferrina e 

albumina), foi observada a co-localização dos marcadores, implicando que a via de 

entrada e o destino intracelular destas moléculas seriam comuns (Webster & Fish 

1989). Tem sido proposto que o sistema de cisternas e vesículas que compõe a via 

endocítica destes tripanossomas (tanto em formas procíclicas quanto em formas 
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metacíclicas) apresente grande similaridade com os endossomas de células de 

mamíferos (Webster & Grab 1988, Webster & Fish 1989). 

A ocorrência de endocitose mediada por receptor em T. brucei foi 

demonstrada pela captação de LDL e transferrina (Coppens et al. 1987, Webster & 

Grab 1988). Outros tipos de receptores, como por exemplo, receptor para HDL (“high 

density lipoprotein”, lipoproteína de alta densidade) (Black & Vandeweerd 1989, 

Hajduk et al. 1989) e receptor para EGF (“epidermal growth factor”, fator de 

crescimento epidermal) (Hide et al. 1989) têm sido demonstrados. No entanto, a 

presença e função destes receptores tem sido alvo de contestação (Borst & Fairlamb 

1998). 

Receptores para LDL e transferrina foram purificados e caracterizados em T. 

brucei (Coppens et al. 1988, Steverding et al. 1994, Bastin et al. 1996, Steverding & 

Overath 1996). Nestes estudos ficaram evidentes as grandes diferenças entre o 

receptor do protozoário e o das células de mamíferos. Como principal diferença 

entre o receptor para transferrina de tripanossomas africanos e o de células de 

mamíferos destaca-se o modo de ancoragem: enquanto em células de mamífero tais 

moléculas são proteínas transmembrana, nestes parasitas os receptores estão 

ancorados à membrana plasmática, via âncora de GPI (Ligtenberg et al. 1994, 

Salmon et al. 1994, Steverding et al. 1994, Steverding et al. 1995). Análise das 

seqüências gênicas do receptor de transferrina em diferentes espécies destes 

protozoários demonstraram que estes genes estão amplamente distribuídos (Isobe 

et al. 2003).  

 Para entender como a endocitose mediada por receptor ocorre nestes 

protozoários, técnicas de purificação de vesículas endocíticas revestidas foram 

desenvolvidas para esclarecer a natureza do revestimento (Shapiro & Webster 

1989). Análise por SDS-PAGE de extrato total de proteínas de fração purificada de 

vesículas revestidas mostrou a presença majoritária de VSG. Este achado atribui ao 

fenômeno da endocitose uma sólida ligação com o mecanismo de escape do 

protozoário, frente à opsonização por moléculas circulantes na corrente sangüínea 

do hospedeiro mamífero (Seyfang et al. 1990, Ghedin et al. 2001). 

A partir de tripomastigotas sangüíneos de T. brucei obteve-se frações 

purificadas de vesículas endocíticas com revestimento, das quais foi identificada 

uma proteína com massa molecular semelhante à da cadeia pesada da clatrina de 

mamíferos. No entanto, esta proteína não pode ser reconhecida experimentalmente 

por anticorpos anti-clatrina, cuja origem era de mamíferos, o que impossibiltou a sua 
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caracterização (Webster & Shapiro 1990). Posteriormente, demonstrou-se a 

ocorrência da endocitose de transferrina e LDL mediada por clatrina em T. brucei. 

Esta via de captação de macromoléculas tem como destino final o lisossomo, 

conforme observado em células de mamíferos (Coppens et al. 1987, Grab et al. 

1992, Grunfelder et al. 2003).   

Surgiu então, uma discrepância relacionada à clatrina na endocitose de 

transferrina em T. brucei: o receptor para esta molécula está ancorado na membrana 

do protozoário, não possuindo a estrutura citoplasmática necessária para ligação às 

proteínas adaptadoras que dirigem o acoplamento da clatrina à vesícula. Foi 

proposta a existência de uma proteína transmembrana secundária responsável pela 

inclusão da endocitose de transferrina no mecanismo mediado por clatrina, que 

explicaria também como o receptor de transferrina está restrito à bolsa flagelar do 

parasita (Borst & Fairlamb 1998). 

Em T. brucei, a endocitose mediada por clatrina parece ser similar, mas não 

idêntica à observada em células de mamíferos. Essas vesículas medem cerca de 

100 a 150 nm de diâmetro contendo o típico revestimento protéico externo de 

membrana. No entanto, é consenso que a endocitose mediada por clatrina 

exclusivamente nas formas sangüíneas de T. brucei ocorre de forma independente 

de dinamina (Field et al. 2007). A expressão de clatrina tanto em formas sangüíneas 

quanto em formas procíclicas e a letalidade provocada pela ausência da clatrina 

nestas células, indicam a grande importância funcional desta proteína na 

manutenção do equilíbrio tanto de fenômenos endocíticos quanto exocíticos 

dependentes de clatrina (Langreth & Balber 1975, Webster & Shapiro 1990, Morgan 

et al. 2001, Allen et al. 2003, Field et al. 2007). 

Outras integrinas associadas à bolsa flagelar e à endocitose, como CRAM 

(proteina ácida integral de membrana rica em cisteína), BARP (polipeptídeo de fase 

sangüínea rico em alanina), ISG100 (gliproteína de superfície invariante) e adaptinas 

vêm sendo caracterizadas nos modelos africanos de Trypanosoma (Morgan et al. 

2002 a). A proteína RAB5 (tbRAB5), uma marcadora de endosomos iniciais, foi 

identificada associada a vesículas endocíticas de T. brucei responsáveis pelo tráfego 

intracelular da transferrina (Morgan et al. 2002 b). 

Microdomínios de membrana enriquecidos em esfingolipídios e colesterol, 

pobres em proteínas, e que atuam como uma plataforma segregando proteínas 

ancoradas via GPI e glico-conjugados também já foram identificados em T. brucei. A 

denominação empregada para domínios de membrana similares em células de 
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mamíferos - plataforma de lipídio - foi usada para denominar esta região de 

membrana nestes protozoários (Denny et al. 2001). A despeito da controvérsia em 

torno da existência física das plataformas de lipídio em membranas biológicas, 

diversas evidências apontam para a sua presença em tripanossomas (Denny et al. 

2001, Denny & Smith 2004, Uemura et al. 2004, Yoneyama et al. 2006, Field et al. 

2007).  

Assim como as plantas, os tripanossomas sintetizam esfingolipídios 

(principais componentes das plataformas de lipídio) a partir da condensação de L-

serina e palmitoil-coenzima A para formar 3-ceto-dihidro-esfinganina (Figura 1.18). A 

base esfingóide formada é então N-acetilada para formar ceramida no retículo 

endoplasmático, a qual é convertida em esfingolipídio no complexo de Golgi. 

Estudos recentes indicam funções para plataformas de lipídios nos 

tripanossomatídeos relacionadas à proliferação celular e à endocitose (Hanada 

2003, Denny & Smith 2004, Sutterwala et al. 2007). No entanto, foi proposto que o 

impedimento da síntese de esfingolipídios em tripanossomas africanos não afeta o 

transporte para o interior da célula de proteínas GPI ancoradas à superfície celular. 

 

 

Figura 1.18 - Via de síntese dos esfingolipídios. As enzimas indicadas nos parênteses são: (1) serino 

palmitoil transferase; (2) 3-ceto-esfingosina redutase; (3) dihidroceramida sintase; (4) dihidroceramida 

desaturase; (5) esfingolipídio sintase; (6) ceramidase; (7) esfingosina cinase e (8) esfingosina-1-

fosfato liase. Os produtos finais são: esfingomielina (SM), inositol fosforilceramida (IPC) e 

etanolamina fosfato (EtN-P). 3-KDS, 3-cetodihidroesfingosina; PC, fosfatidilcolina; PI, fosfatidilinositol; 

DAG, diacilglicerol (Modificado de Sutterwala et al. 2007). 

 

 

 



                                                                                                                                           Introdução 

 

 
29 

 

Um estudo recente identificou e isolou GM1 e GM3 em T. Brucei (Uemura et 

al. 2004). O número presente na nomenclatrura dos gangliosídeos é definido por 

convenção a paritr da subtração do valor fixo 5, do número de açúcares neutros 

presentes na molécula. Por exemplo, GM1 apresenta quatro resíduos de açúcares 

neutros enquanto GM3 apresenta dois resíduos. 

 A molécula GM1 tornou-se um marcador universal para a detecção de 

plataformas de lipídio e cavéolas, sendo amplamente citada na identificação destes 

sítios em células de mamíferos (Schroeder et al. 1994, Ahmed et al. 1997, Smart et 

al. 1999, Pang et al. 2004, Wilson et al. 2004, Chinnapen et al. 2007, Moreno-

Altamirano et al. 2007, Ning et al. 2007). 

 No entanto, a captação de macromoléculas pelos tripanossomas Africanos 

através de vias independentes de clatrina não pode ser associada à captação por 

cavéolas, devido à ausência de anotação de proteínas pertencentes às famílias das 

caveolinas ou das flotilinas nos bancos de dados genômicos destes protozoários. Foi 

então proposto que esta modalidade de endocitose estaria restrita apenas às células 

eucarióticas superiores (Field et al. 2007). 

  

2.2. A endocitose no Trypanosoma cruzi 

O Trypanosoma cruzi é um organismo divergente das demais células 

eucarióticas, no qual diferentes características estruturais e vias metabólicas estão 

presentes, tornando este parasita diferente das demais espécies de tripanossomas 

africanos.   

O T. cruzi é o agente etiológico da doença de Chagas na América Latina, 

sendo um protozoário heteroxênico (com hospedeiros invertebrados e hospedeiros 

vertebrados), que possui três formas adaptativas distintas (epimastigota, 

tripomastigota e amastigota). Este parasita é transmitido ao homem através das 

fezes do hospedeiro invertebrado, que são liberadas pelo inseto no momento de seu 

repasto sangüíneo, contendo formas tripomastigotas (Figura 1.19).  

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                           Introdução 

 

 
30 

 

 

Figura 1.19 - Ciclo de vida do T. cruzi. Fonte CDC (Center for Disease Control and Prevetion) 

www.dpd.cdc.gov/dpdx. 

 

As formas adaptativas do T. cruzi estão diretamente relacionadas com a 

necessidade de sobreviver no ambiente onde estão inseridas. A troca de ambiente 

imposta pelo ciclo de vida do parasita implica em severas modificações no perfil de 

ativação e desativação gênica, o que acarreta a expressão diferencial de diversas 

proteínas que atuam tanto internamente no citoplasma quanto fazendo parte do 

revestimento externo da membrana plasmática em seus diferentes domínios. O 

sistema de captação de macromoléculas e tráfego de vesículas nestes protozoários 

também está condicionado à forma adaptativa assumida pelo parasita, de modo a 

manter a eficiência da captação de moléculas essenciais disponíveis de forma 

bastante variada nos ambientes ocupados pelo parasita durante o seu ciclo de vida. 

Estruturalmente o T. cruzi apresenta um corpo celular semelhante aos outros 

tripanossomas, com o típico arranjo de microtúbulos subpeliculares descontinuados 

na região da bolsa flagelar. Embora todas as formas adaptativas do T. cruzi 

apresentem flagelo, apenas nas formas móveis (tripomastigotas e epimastigotas) o 

flagelo é uma estrutura alongada observável por microscopia de luz. Nas formas  
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amastigotas (intracelulares) o flagelo está restrito à bolsa flagelar, só podendo 

ser observado por MET. 

O T. cruzi, ao contrário dos tripanossomas africanos, apresenta uma estrutura 

típica diretamente envolvida na captação de macromoléculas (além da bolsa 

flagelar): o citóstoma/citofaringe. Esta estrutura é uma invaginação especializada na 

membrana plasmática que penetra profundamente no citoplasma terminando na 

porção posterior da célula após o núcleo. A invaginação (citofaringe) apresenta sua 

abertura para o meio externo (citóstoma) localizada lateralmente ao corpo da célula, 

próximo à região da bolsa flagelar (Milder & Deane 1969, de Souza et al. 1978, de 

Souza 2002). O citóstoma possui uma abertura com cerca de 90 nm de diâmetro. 

Estudos morfológicos por microscopia eletrônica de varredura de alta 

resolução caracterizaram esta região como uma porção de membrana bastante lisa 

em relação ao restante da membrana plasmática (Vatarunakamura et al. 2005), 

indicando uma presença diferenciada de proteínas de membrana. A porção de 

membrana na região de abertura do citóstoma está segregada do restante da 

membrana plasmática do corpo celular por uma fileira de partículas 

(Vatarunakamura et al. 2005). 

O citóstoma está presente apenas em formas epimastigotas e amastigotas, 

sendo uma região de grande interesse, uma vez que a maior parte da atividade 

endocítica no T. cruzi ocorre a partir desta estrutura, ao invés de ocorrer via bolsa 

flagelar (Porto-Carreiro et al. 2000, Vatarunakamura et al. 2005). Assim, o T. cruzi se 

apresenta como uma célula polarizada, com duas estruturas relacionadas à 

endocitose e exocitose: citóstoma/citofaringe e bolsa flagelar (Figura 1.20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.20 Modelo de forma epimastigota de T. cruzi. Diferente dos tripanossomas africanos, este 

protozoário apresenta um citóstoma com citofaringe. 
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Estas diferenças limitam as extrapolações dos mecanimos de captação de 

nutrientes observados nos tripanossomas africanos para o T. cruzi, e por outro lado 

justificam melhores análises neste protozoário em relação aos fenômenos 

relacionados à captação de macromoléculas. 

Diversos estudos anteriores mostraram morfologicamente a capacidade de 

formas epimastigotas de captar proteínas do meio extracelular por endocitose. 

Diferentes abordagens demonstraram que a captação de LDL e transferrina por T. 

cruzi ocorre por endocitose mediada por receptor e que estas moléculas uma vez no 

interior do corpo celular se acumulam em uma organela denominada reservosomo, 

considerada um compartimento pré-lisossomal (Soares & de Souza 1991, Soares et 

al. 1992,  de Figueiredo & Soares 2000, Porto-Carreiro et al. 2000).  

Quanto ao caminho percorrido pelas moléculas captadas dentro do corpo 

destes protozoários, ocorre uma pequena divergência de proposições. Enquanto 

alguns autores sugerem que moléculas endocitadas pelo T. cruzi sejam 

incorporadas através do citóstoma e bolsa flagelar, transitem por uma rede de 

endossomas iniciais e finalmente se alojem nos reservosomos (Porto-Carreiro et al. 

2000), outros sugerem não haver qualquer ligação entre endossomas e o tráfego de 

vesículas relacionadas à captação de macromoléculas. As vesículas contendo suas 

respectivas cargas se fundiriam diretamente aos reservosomos, sem a formação de 

endossomas iniciais (Soares et al. 1992, de Figueiredo & Soares 2000).  

Em formas amastigotas do T. cruzi foi detectado um receptor saturável para 

transferrina após marcação com I125 (Lima & Villalta 1990). Este possível receptor 

não foi até o momento identificado, isolado ou caracterizado. Dados morfológicos 

obtidos por MET mostraram ligação e captação de transferrina e LDL marcadas com 

ouro coloidal tanto através da bolsa flagelar quanto através do citóstoma em formas 

epimastigotas. No entanto, não foi observado nenhum tipo de revestimento na 

superfície das vesículas contendo tais proteínas. Estabelecendo-se então, que a 

endocitose em T. cruzi ocorre através de vesículas endocíticas desprovidas de 

revestimento, que brotam a partir de dois distintos sítios e que apresentam como 

destino final a fusão com o compartimento pré-lisossomal reservosomo (Soares et al. 

1992, de Figueiredo & Soares 2000, Porto-Carreiro et al. 2000). 

No entanto, as moléculas pertencentes à maquinaria celular responsável pela 

captação de tais nutrientes e envolvidas nos passos iniciais destes processos não 

estão identificadas. Além disso, sucessivas observações de vesículas endocíticas 
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sem revestimento em ensaios de endocitose com o T. cruzi levaram a se considerar 

o não-envolvimento da proteína clatrina na captação de nutrientes pelas formas 

epimastigotas. Contrariando esta tendência sugeriu-se, com base em dados 

morfológicos, o envolvimento de clatrina no brotamento de vesículas a partir da 

região Trans do complexo de Golgi em formas epimastigotas de T. cruzi (Sant'Anna 

et al. 2004). 

Recentemente, tanto a proteína clatrina quanto o conjunto completo de 

proteínas adaptadoras (AP-1, AP-2, AP-3 e AP-4) foram identificadas a partir de 

diversas abordagens em formas epimastigotas de T. cruzi, e associadas aos 

fenômenos da endocitose e exocitose nestes protozoários (Denny et al. 2005). 

A presença de plataformas de lipídios em tripanossomatídeos é um assunto 

bastante controverso e em intenso debate, mas que pode explicar a endocitose de 

diferentes proteínas ancoradas via GPI à membrana plasmática. Adicionalmente, 

tem sido descrito em T. cruzi o brotamento de vesículas endocíticas, principalmente 

a partir do fundo da citofaringe, sem nenhum tipo de revestimento externo à 

membrana. Embora evidências de domínios de membrana detergente-resistentes 

tenham sido obtidas em T. brucei, não existem na base de dados genômica de T. 

brucei e T. cruzi, proteínas anotadas como flotilina ou caveolina. Além disso, em T. 

brucei todas as evidências morfológicas sugerem que proteínas associadas à 

membrana da bolsa flagelar através de âncoras de GPI são endocitadas por 

mecanismo dependente de clatrina. Entretanto, como dito acima, as diferenças 

marcantes na estrutura celular e biologia do T. cruzi impedem que sejam feitas 

extrapolações de observações para este protozoário baseadas nos tripanossomas 

africanos.  

Em resumo, há um peculiar sistema de endocitose e exocitose em T. cruzi 

envolvendo pelo menos dois diferentes mecanismos separados fisicamente em dois 

domínios de membrana. A endocitose mediada por clatrina estaria restrita à bolsa 

flagelar, enquanto endocitose independente de clatrina ocorreria majoritariamente 

pelo citóstoma/citofaringe. Estas observações fazem do T. cruzi um excelente 

modelo para estudos da endocitose, um dos fenômenos mais primitivos e essenciais 

à manutenção da vida nas células eucarióticas. Embora a endocitose em T. cruzi 

venha sendo estudada há bastante tempo, tais estudos não têm contemplado os 

eventos iniciais que ocorrem, nos diferentes domínios de membrana deste 

protozoário.  
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1) Objetivo geral 

Caracterizar os mecanismos de endocitose de nutrientes em formas 

epimastigotas do T. cruzi, a partir da análise dos eventos iniciais que ocorrem nos 

diferentes domínios de membrana: bolsa flagelar e citóstoma/citofaringe. 

 

2) Objetivos específicos 

2.1) Quanto à endocitose dependente de clatrina em T. cruzi: 

a) Identificar em formas epimastigotas por análise ultra-estrutural os 

sítios de entrada na célula de BSA, LDL e transferrina e os diferentes 

tipos de vesículas envolvidas nesse processo; 

b) Verificar a presença dos genes para clatrina e adaptinas, in silico; 

c) Investigar a expressão de clatrina no extrato protéico total de formas 

epimastigotas; 

d) Localizar a proteína clatrina no corpo celular das formas 

epimastigotas do T. cruzi por imunofluorescência; 

e) Verificar a presença de clatrina nas formas epimastigotas do T. cruzi 

por citometria de fluxo; 

f) Identificar por ultra-estrutura a organela de destino do marcador 

associado à endocitose mediada por clatrina. 

 

2.2) Quanto à endocitose independente de clatrina em T. cruzi: 

a) Produzir frações purificadas de membrana do T. cruzi; 

b) Verificar a presença de domínios lipídicos detergente-insolúveis 

(“lipid rafts”) nas frações purificadas de membrana do T. cruzi; 

c) Identificar e quantificar os componentes lipídicos da fração de 

membrana detergente-insolúvel provenientes das formas epimastigotas 

do T. cruzi;  

d) Quantificar o conteúdo protéico da fração de membrana detergente-

insolúvel; 

e) Testar as frações de membrana detergente-insolúvel quanto à 

presença de marcadores universais para “lipid rafts”: GM1 e flotilina; 

f) Localizar as moléculas endocitadas pela via independente de clatrina 

simultaneamente com a proteína flotilina (marcador universal de “lipid 

raft”). 
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2.3) Quanto à seletividade da endocitose nas formas epimastigotas do T. 

cruzi: 

a) Identificar por análises ultra-estruturais a organela de destino do 

marcador associado à possível endocitose caveolar; 

b) Avaliar por microscopia eletrônica de transmissão a captação de 

transferrina em células submetidas a tratamento inibitório específico 

para endocitose mediada por clatrina (depleção de K+, acidificação do 

meio de cultivo, incubação das células em meio hipertônico), 

endocitose caveolar (pré-tratamento com filipina e metil-beta-

ciclodextrina) ou ainda a influência do citoesqueleto na endocitose (pré-

tratamento com citocalasina B);  

c) Quantificar por citometria de fluxo a endocitose de transferrina pelas 

formas epimastigotas submetidas aos tratamentos propostos no ítem 

(b); 

d) Determinar a curva de crescimento das formas epimastigotas do T. 

cruzi sob a influência dos tratamentos propostos no item (b).   
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No presente trabalho, foram investigados os eventos iniciais que ocorrem na 

membrana da bolsa flagelar e do citóstoma/citofaringe durante a captação de 

albumina, transferrina e LDL por epimastigotas do T. cruzi. Nossos dados indicam a 

presença de vias endocíticas mediadas por clatrina e cavéolas associadas à bolsa 

flagelar e ao citóstoma/citofaringe, respectivamente (Correa et al. 2007, artigos 2 e 3 

desta tese). 

A endocitose mediada por receptores ocorre no gênero Trypanosoma 

conforme demonstrado nos modelos de tripanossomas africanos para os 

marcadores LDL e transferrina. Nestes protozoários, além do isolamento e 

caracterização dos receptores para LDL e transferrina, foi também amplamente 

caracterizada a via endocítica percorrida por estas moléculas, sendo propostos 

diversos modelos para as diferentes formas adaptativas dos parasitas (Coppens et 

al. 1987, Coppens et al. 1988, Webster & Fish 1989, Ligtenberg et al. 1994, 

Steverding et al. 1994, Steverding et al. 1995, Bastin et al. 1996, Steverding & 

Overath 1996, Borst & Fairlamb 1998, Isobe et al. 2003, Field et al. 2007). A análise 

morfológica da captação de nutrientes pelo T. cruzi demonstraram de forma indireta 

a ocorrência da endocitose mediada por receptores neste protozoário. A incubação 

das células com LDL, transferrina e albumina conjugados a ouro coloidal resultou na 

adesão, acúmulo e incorporação destas moléculas de forma específica à bolsa 

flagelar e ao citóstoma do parasita (Soares & de Souza 1991, de Figueiredo & 

Soares 2000, Porto-Carreiro et al. 2000). 

Estudos do processo de endocitose nos tripanossomas africanos revelaram 

diversas proteínas que, de forma similar ao que ocorre em eucariontes superiores, 

estão associadas ao brotamento de vesículas. No entanto, devido à arquitetura 

celular específica destes protozoários, com ausência de citóstoma, estas proteínas 

estão localizadas exclusivamente na região da bolsa flagelar. A descrição do 

processo de endocitose mediada por clatrina em tripanossomas africanos percorreu 

um longo caminho, tendo sido iniciada a partir da morfologia de vesículas contendo 

revestimento, seguida da purificação destas vesículas e finalmente a identificação da 

cadeia pesada de clatrina como uma das proteínas associadas a estas vesículas 

revestidas (Grab et al. 1992, Clayton et al. 1995, Borst & Fairlamb 1998, Morgan et 

al. 2001, Morgan et al. 2002 a,b). Nossas análises ultra-estruturais de albumina 

marcada com ouro coloidal permitiram identificar o brotamento de vesículas 

contendo o típico revestimento externo que em outros modelos celulares tem sido 
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descrito como de clatrina. Após consulta à base de dados genômicos do T. cruzi 

identificamos a presença do conjunto completo de genes necessários a expressão 

das proteínas que medeiam o brotamento de vesículas revestidas por clatrina nestes 

parasitas. Além dos dados computacionais, dados experimentais identificaram a 

expressão e localização da proteína clatrina em formas epimastigotas do parasita 

(Correa et al. 2007, artigo 1 desta tese). Adicionalmente, nossos estudos 

morfológicos demonstraram que: (1) estas vesículas estavam majoritariamente 

associadas à bolsa flagelar, não sendo observadas associadas ao fundo do 

citóstoma (citofaringe), sugerindo que os receptores envolvidos na captura de 

albumina estejam restritos à bolsa flagelar no T. cruzi; (2) A visualização de 

vesículas revestidas associadas à região do complexo de Golgi, sugere que o 

brotamento de vesículas mediado por clatrina possa fazer parte de uma das vias 

exocíticas em T. cruzi (Sant'Anna et al. 2004, Correa et al. 2007, artigo 1 desta tese). 

A viabilidade do T. brucei é dependente dos níveis citoplasmáticos normais da 

proteína clatrina. A supressão da expressão de clatrina levou a uma forma anômala 

e morte celular tempo dependente destes parasitas (Allen et al. 2003). Análises in 

silico da base de dados do T. brucei apoiaram os resultados experimentais, 

confirmando a existência do conjunto de proteínas adaptadoras necessárias à 

montagem do revestimento de clatrina em vesículas endocíticas. No entanto, 

diferente de outras células eucariontes, o T. brucei não apresenta a proteína 

adaptadora 2 (AP-2) (Morgan et al. 2002 a, Allen et al. 2003). Por outro lado, em 

epimastigotas de T. cruzi nossos resultados indicam que a supressão do brotamento 

de vesículas mediado por clatrina, através da incubação dos parasitas com meios 

acidificados, hipertônico ou sem potássio (Heuser & Anderson 1989, Ramoino et al. 

2002, Larkin et al. 1983), não afeta nem a viabilidade das células, nem a captação 

de transferrina.  

Um aspecto peculiar da endocitose em T. brucei, é a captação de transferrina 

mediada por clatrina através de um receptor (Coppens et al. 1987), que neste 

parasito é uma molécula ancorada à membrana via GPI. Na nossa avaliação, uma 

proteína ancorada via GPI está em desacordo com a necessidade de um domínio 

citoplasmático presente no receptor envolvido na endocitose mediada por clatrina. 

Este domínio citoplasmático é essencial para que ocorra a associação das adaptinas 

ao receptor que é o passo fundamental para a interação da clatrina que levará ao 

brotamento da vesícula endocítica. No entanto, tem sido sugerido que os receptores 

de transferrina em T. brucei podem estar associados a proteínas transmembrana, as 
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quais fariam a interface entre o receptor e as adaptinas presentes no citoplasma da 

célula, permitindo assim o brotamento de vesículas dependente de clatrina (Coppens 

et al. 1987, Borst & Fairlamb 1998). Já tem sido sugerido, a partir de dados 

morfológicos, que a captação de transferrina por formas epimastigotas do T. cruzi 

ocorre através de vesículas sem revestimento (Soares & de Souza 1991, Soares et 

al. 1992, de Figueiredo & Soares 2000, Porto-Carreiro et al. 2000). No presente 

trabalho, demonstramos por diversas linhas de evidências que a captação de 

transferrina não está associada à endocitose mediada por clatrina em epimastigotas 

de T. cruzi. As conclusões obtidas com os modelos africanos limitam a extrapolação 

para o T. cruzi devido às diferenças relativas à sua estrutura celular e seus ciclos de 

vida.  

A partir da análise ultra-estrutural da captação de nutrientes pelo T. cruzi 

observamos que apenas vesículas sem revestimento brotam da citofaringe. Além 

disto, ficou evidente que a entrada de transferrina para o citoplasma do T. cruzi 

ocorre majoritariamente por vesículas que brotam a partir do fundo da citofaringe, 

como já demonstrado anteriormente (Soares & De Souza 1991, de Figueiredo & 

Soares, 2000, Porto-Carreiro et al. 2000). A endocitose de transferrina observada em 

T. brucei ocorre através da bolsa flagelar e é mediada por brotamento de vesículas 

revestidas com clatrina, embora o receptor de transferrina tem sido identificado como 

uma molécula ancorada à membrana via GPI (Coppens et al. 1987, Ligtenberg et al. 

1994, Steverding 2000). Esses dados reforçam nossa hipótese do distanciamento 

entre as vias de captação de nutrientes entre esses grupos de parasitas. 

Embora não haja evidência bioquímica da presença de um receptor de 

transferrina em T. cruzi, dados morfológicos mostram que a captação desta molécula 

ocorre mediada por receptor (Soares & de Souza 1991, de Figueiredo & Soares 

2000, Porto-Carreiro et al. 2000). Neste contexto, nossos dados indicam que o 

citóstoma/citofaringe de epimastigotas de T. cruzi possa ser uma região onde estão 

restritos estes receptores, além de possuir uma membrana rica em domínios 

detergente-resistentes. Desta forma, a endocitose de transferrina poderia estar 

ocorrendo por um mecanismo caveolar.  

Micro-domínios de membrana relacionados às cavéolas vêm sendo descritos 

como regiões da membrana plasmática enriquecidas em colesterol, esfingolipídios e 

proteínas ancoradas via GPI (Nabi & Le 2003, Pang et al. 2004). Além disto, 

moléculas como o gangliosídeo GM1 e as proteínas caveolina e/ou flotilinas têm se 

constituído como marcadores universais de jangadas de lipídios, sendo amplamente 
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utilizados para a identificação da endocitose mediada por cavéolas (Nguyen & 

Hildreth 2000, Seveau et al. 2004). No entanto, tais proteínas não estão anotadas na 

base de dados genômicos do T. cruzi (El-Sayed et al. 2005). Moléculas que se ligam 

às jangadas de lipídios podem ser incorporadas pelas células sem a necessidade da 

expressão de caveolina, uma das proteínas associadas a estes domínios (Orlandi & 

Fishman 1998, Benlimame et al. 1998, Nichols 2002). Por fracionamento celular e 

análise bioquímica do conteúdo de membrana de epimastigotas de T. cruzi 

encontramos fortes indícios da presença de domínios de membrana detergente-

resistentes, através da composição de lipídios e concentração de proteínas totais 

nestas frações de membrana. Além disto, obtivemos a identificação por “dot blot” 

(nestas mesmas frações de membrana) de moléculas que reagem aos marcadores 

caveolares universais (anticorpo anti-flotilina e toxina B do cólera). Por 

imunofluorescência observamos a co-localização de transferrina e flotilina na região 

do citóstoma/citofaringe, durante a endocitose de transferrina nestes protozoários. 

Embora o conceito “jangada de lipídios” ainda esteja sob intenso debate, a presença 

de jangada de lipídios em tripanossomatídeos tem sido sugerida (Nolan et al. 2000, 

Denny et al. 2001, Denny & Smith 2004) e demonstrada em L. major, L. braziliensis 

e T. brucei (Nolan et al. 2000, Denny et al. 2005, Yoneiama et al. 2006). Neste 

trabalho, com o uso de marcadores universais para jangadas de lipídios e através de 

análises do conteúdo lipídico das frações de membrana detergente-resistentes, 

fomos capazes de demonstrar a presença de domínios lipídicos em formas 

epimastigotas do T. cruzi, com o mesmo perfil daqueles estabelecidos como 

jangadas de lipídio em células de mamíferos (artigo 2 desta tese). 

Tratamentos que afetam de forma seletiva o funcionamento das vias 

dependentes de clatrina e de jangadas de lipídios em tripanossomatídeos têm sido 

aplicados na identificação destas vias nestes protozoários (Denny et al. 2001, Denny 

& Smith 2004). Neste trabalho, o emprego dessas estratégias metodológicas foi 

capaz de interferir a endocitose de transferrina em epimastigotas de T. cruzi. Esse 

dado nos permite sugerir que a captação desta molécula ocorra através de um 

mecanismo dependente de jangadas de lipídios.  

Diversos modelos celulares quando submetidos a um pré-tratamento que 

interfere com a endocitose mediada por cavéolas, como as drogas filipina e MBCD, 

exibem uma acentuada redução na taxa de captação de moléculas por esta via. Esta 

abordagem vem sendo amplamente empregada como indicadora da associação de 

endocitose caveolar na captação de determinadas moléculas (Rothberg et al. 1992, 



                                                                                                                                            Discussão 
 

 
66 

 

Schnitzer et al. 1994, Orlandi and Fishman, 1998, Kee et al. 2004, Xu et al. 2007). 

Da mesma forma, o uso de drogas como o ácido ocadáico (um inibidor universal de 

fosfatase) aumenta a capacidade endocítica via cavéolas, enquanto genisteína 

(inibidor de cinase) reduz a taxa da captação de moléculas por esta via (Pelkmans et 

al. 2001, Mundy et al. 2002, Pelkmans and Helenius 2002, Thomsen et al. 2002). 

Nossos resultados mostraram que o pré-tratamento de formas epimastigotas do T. 

cruzi com filipina, MBCD, ácido ocadáico e genisteína, influencia o processo 

endocítico de transferrina. Estes dados reforçam nossa hipótese de que a captação 

de transferrina em formas epimastigotas de T. cruzi possa ser mediada por jangada 

de lipídio (artigo 3 desta tese). Análises das amostras por microscopia eletrônica de 

transmissão (permitindo visualizar a presença ou ausência da transferrina marcada 

com ouro coloidal) e por citometria de fluxo (permitindo quantificar a endocitose da 

transferrina pelas células) confirmaram as observações feitas através de ensaios 

bioquímicos e por imunofluorescência, indicando a ocorrência de domínios de 

membrana com características de jangadas de lipídios nestas formas adaptativas do 

parasita.  

Endocitose de transferrina em T. brucei ocorre exclusivamente pela bolsa 

flagelar, com brotamento de vesículas revestidas por clatrina (Grab et al. 1992, 

Steverding, 2000; Morgan et al., 2001, Field et al. 2007). Para excluir a possibilidade 

de que a endocitose da transferrina em epimastigotas de T. cruzi estivesse 

ocorrendo através de brotamento de vesículas dependentes de clatrina, 

submetemos os parasitas a condições que inibem o brotamento de vesículas com 

clatrina (Heuser & Anderson 1989, Ramoino et al. 2002, Larkin et al. 1983). Assim, 

as células foram submetidas à acidificação do meio de cultivo, a meio hipertônico e a 

meio sem potássio. Nenhum destes tratamentos comprometeu de forma significativa 

a captação de transferrina por epimastigotas do T. cruzi demonstrando assim a 

independência do envolvimento de clatrina nesta via. 

Como a endocitose de transferrina em T. cruzi está relacionada ao 

citóstoma/citofaringe, utilizamos citocalasina B (agente que afeta a polimerização de 

moléculas de actina), para testar a influência do citoesqueleto na captação de 

transferrina. Embora a ocorrência de filamentos intermediários em T. cruzi ainda 

esteja sob discussão, a presença de actina já foi descrita neste organismo (Mortara 

1989). Nossos resultados mostraram que citocalasina B comprometeu a organização 

do citóstoma/citofaringe. Este efeito resultou no rompimento da membrana da 

citofaringe, o que pode justificar a significativa redução na captação de transferrina 
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observada através da análise das células por citometria de fluxo. Nossos dados 

indicam que a estabilidade do arranjo de microtúbulos presente na citofaringe, pode 

estar associada à integridade da actina ou de alguma molécula sensível a 

citocalasina B (semelhante à actina) ainda não identificada, repercutindo assim na 

capacidade endocítica via citóstoma/citofaringe de epimastigotas de T. cruzi.  

Para testar se o impedimento da endocitose da transferrina poderia afetar a 

proliferação de formas epimastigotas de T. cruzi, determinou-se a curva de 

crescimento de parasitas submetidos aos pré-tratamentos com filipina, MBCD, meio 

de cultivo acidificado e meio hipertônico. Observou-se um grande declínio no número 

de células apenas em amostras submetidas a tratamentos que interferem com 

domínios de membrana caracterizados como jangadas de lipídios (filipina e MBCD). 

Estes dados são de difícil interpretação pelo desconhecimento de outros possíveis 

efeitos promovidos pelas condições de tratamento. 

Nossos dados sugerem que a endocitose em formas epimastigotas de T. cruzi 

ocorra via bolsa flagelar e via citóstoma, por diferentes mecanismos especificamente 

associados a estas regiões. A endocitose de transferrina acontece majoritariamente 

pelo citóstoma via jangadas de lipídio, enquanto outras moléculas podem ser 

captadas por uma via dependente de clatrina através da bolsa flagelar. 

Acreditamos ainda que nas duas regiões (citóstoma e bolsa flagelar) deve 

ocorrer adicionalmente, a captação de moléculas de forma independente de clatrina 

ou de jangadas de lipídios. De acordo com o observado por análise ultra-estrutural 

da endocitose de LDL, esta molécula é captada tanto pela bolsa flagelar como pelo 

citóstoma/citofaringe, através de vesículas desprovidas de revestimento 

corroborando dados da literatura (Soares & De Souza 1991).  

O citóstoma/citofaringe em epimastigotas de T. cruzi é uma estrutura 

alongada cuja porção final atinge a região do citoplasma posterior ao núcleo. O 

posicionamento da citofaringe na célula, em particular sua proximidade com os 

reservosomos, nos permite sugerir que durante a endocitose de transferrina não 

ocorre o trânsito da macromolécula via endossomas inicial e tardio. A vesícula 

endocítica, após brotar do fundo da citofaringe, se fundiria diretamente aos 

reservosomos, estruturas caracterizadas como compartimento pré-lisossomais 

(Soares and De Souza 1991, Soares et al. 1992, De Souza 2002). Vesículas de 

origem caveolares podem ser encontradas fundindo-se com compartimentos 

endossomais (Pelkmans et al. 2004) e assim, os reservosomos poderiam ser 

consideradas organelas receptoras de vesículas oriundas da citofaringe, 
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apresentando desta maneira características híbridas de compartimento pré-

lisossomal e caveossomo.   

Em resumo, nossos resultados permitiram uma atualização no modelo 

esquemático proposto por Figueiredo et al. (2004) para a endocitose em formas 

epimastigotas do T. cruzi. 
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- O T. cruzi apresenta em seu genoma o conjunto completo de genes que codificam 

as proteínas necessárias ao brotamento e liberação das vesículas endocíticas e 

exocíticas através do mecanismo dependente de clatrina, o que subsidia um dos 

conjuntos de dados apresentados neste trabalho; 

 

- Formas epimastigotas do T. cruzi expressam a proteína clatrina. Esta proteína é 

observada concentrada no citoplasma na região anterior da célula, reforçando a 

idéia de sua participação no brotamento de vesículas nesta região;  

 

- A visualização de vesículas revestidas associadas à região do complexo de Golgi, 

sugere que estas vesículas façam parte de uma via exocítica mediada por clatrina 

em T. cruzi ; 

 

- A análise ultra-estrutural demonstrou vesículas revestidas contendo albumina 

associadas à bolsa flagelar, não sendo observadas no fundo do citóstoma 

(citofaringe). Estas observações sugerem que os receptores envolvidos na captura 

de albumina estejam mais restritos à bolsa flagelar em epimastigotas de T. cruzi;  

 

- A endocitose de transferrina por formas epimastigotas de T. cruzi ocorre 

majoritariamente pelo citóstoma/citofaringe através de vesículas sem revestimento. 

A presença do fundo da citofaringe em regiões posteriores ao núcleo sugere a 

possibilidade de fusão destas vesículas diretamente aos reservosomos; 

 

- O perfil lipídico e protéico encontrado em frações de membrana detergente-

resistentes obtidas de formas epimastigotas do T. cruzi reforça a hipótese da 

presença de jangadas de lipídios em tripanossomatídeos;  

 

- A visualização simultânea de transferrina e de flotilina na região do 

citóstoma/citofaringe e o uso de drogas que atuam sobre o colesterol inibindo a 

captação de transferrina, corroboram a hipótese de endocitose caveolar de 

transferrina, via citóstoma em formas epimastigotas do T. cruzi; 

 

- Nossos resultados nos permitiram propor um novo modelo esquemático para a 

endocitose e exocitose do T. cruzi: 
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