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RESUMO

Endocitose em células eucaribticas € o processo de incorporacdo de
macromoléculas por diferentes vias, com diversas proteinas associadas. Este
processo ocorre atraves do brotamento de vesiculas na membrana plasmatica e
enderecamento destas vesiculas a compartimentos endossomais no citoplasma. Os
tripanossomatideos sdo protozoérios flagelados patogénicos de grande importancia
médica e veterinaria que apresentam diferentes formas adaptativas ao longo de seu
ciclo de vida. Estes parasitas estdo estruturalmente organizados dentro de um
arcabouco de microtibulos subpeliculares, o que dificulta invaginacdes de
membrana na maior parte do corpo celular. Entretanto, este arcabouco é
descontinuado na regido da bolsa flagelar, de onde o flagelo emerge do corpo.
Formas epimastigotas do Trypanosoma cruzi apresentam além da bolsa flagelar,
uma segunda invaginagdo de membrana, o citostoma/citofaringe. Esta estrutura é
sustentada por microtubulos especializados que participam ativamente no processo
de endocitose. O objetivo desta tese foi investigar as vias endociticas presentes nos
dois sitios competentes para a captacao de nutrientes (bolsa flagelar e citostoma) de
epimastigotas de T. cruzi. Apdés incubacdo dos parasitas a 28°C com albumina,
transferrina e LDL conjugadas a ouro coloidal e posterior processamento para
microscopia eletronica de transmissdo (MET), vesiculas endociticas revestidas
contendo albumina foram observadas brotando da bolsa flagelar. Através da analise
do conteudo protéico dos protozoarios foi detectada a expressdo de clatrina,
confirmada por citometria de fluxo e analise in silico da base de dados genémicos do
T. cruzi. Por microscopia confocal localizou-se a clatrina na regido compreendida
entre 0 nucleo e a bolsa flagelar dos parasitas. Como transferrina foi visualizada em
vesiculas sem revestimento localizadas majoritariamente no citéstoma, fracdes de
membrana detergente-resistentes foram purificadas por fracionamento celular e o
contetdo lipidico foi analizado por cromatografia, sendo também obtidas as
concentracfes de proteina e colesterol destas fracdes de membrana. “Dot blots” das
fracOes foram positivos para marcadores universais de jangadas de lipidios (flotilina-
1 e toxina B do cdlera). Por imunofluorescéncia co-localizou-se as marcacfes de
transferrina e flotilina no citéstoma. Assim, propomos que a endocitose de
transferrina ocorra principalmente pelo citéstoma através de um dominio de
membrana detergente-resistente. Epimastigotas foram pré-tratadas com drogas que
inibem seletivamente a endocitose mediada por clatrina e por cavéolas, e por drogas
gue 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 vesiculas mediado por clatrina foi inibido. Por outro lado, nas
amostras onde houve inibicAo da endocitose por cavéolas, a captacdo de
transferrina foi significativamente reduzida. Analise da curva de crescimento de
parasitas tratados demonstrou haver relacdo entre interferéncia nos dominios de
membrana detergente-resistentes e sobrevivéncia das células. Este conjunto de
dados permitiu elaborar um modelo dos mecanismos de endocitose em
epimastigotas de T. cruzi.
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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 28°C 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.






Introducao

1. Endocitose em células eucariéticas

Desempenhando um papel chave na manutencédo da vida das células estao
eventos envolvendo ativas modificagdes na membrana plasmatica que permitem a
captacdo de macromoléculas, através de um conjunto de mecanismos diferentes.
Moléculas essenciais como ions, aclcares e aminoacidos atravessam a membrana
plasmatica pela acdo de canais ou bombas constituidos por proteinas integrais de
membrana. Por outro lado, macromoléculas séo internalizadas por associacdo a
vesiculas que brotam da membrana plasméatica para o citoplasma, em um processo
gue é conhecido como endocitose (Conner & Schmid 2003).

A endocitose pode ser dividida em duas grandes categorias: fagocitose, a
captacao de particulas de grande tamanho ou outros microrganismos, e pinocitose, a
captacdo de moléculas soluveis (Figura 1.1). Dependendo do tipo de particula e dos
receptores envolvidos, muitos modelos morfolégicos e funcionais de fagocitose
foram identificados. Da mesma forma, quatro mecanismos basicos foram propostos
para a pinocitose: (1) macropinocitose, (2) endocitose mediada por clatrina, (3)
endocitose mediada por caveola e (4) endocitose independente de clatrina e cavéola
(Conner & Schmid 2003, Soldati & Schliwa 2006, Mayor & Pagano 2007).

Fagocitose Macropinocitose

Endocitose Endocitose Endocitose independente
dependente dependente de clatrina e de caveolina
de clatrina  de caveolina

_2@\ @ Q @

'l' Caveolina L

o]

Figura 1.1 - Mecanismos endociticos observados na maioria das células eucaridticas. VI: vesiculas

Lisossomo

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

proteinas ancoradas & membrana via GPI (Modificado de Mayor & Pagano 2007).
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Introducao

1.1. Fagocitose

A fagocitose em células de mamiferos é um evento associado primariamente
a células especializadas (macrofagos, mondcitos e neutréfilos), cuja principal funcéo
€ remover grandes patégenos como bactérias e leveduras, ou alternativamente
grandes debris celulares e/ou corpos apoptoticos consequientes de morte celular ou
ainda, depdsitos arteriais de lipidios (Aderem & Underhill 1999, Fadok & Chimini
2001). Estes eventos sdo altamente regulados e envolvem receptores especificos de
membrana, além de ser dependentes de cascatas de sinalizacdo mediadas por
GTPases da familia das proteinas Rho (Hall & Nobes 2000).

Em células fagociticas a captura de patdbgenos pode ser guiada pela
associacdo de diversos tipos de moléculas a superficie do patdogeno
(imunoglobulinas, unidades do sistema do complemento, fibronectina). Em seguida,
receptores presentes na superficie da célula fagocitica reconhecem e se associam
as moléculas do hospedeiro aderidas ao patdégeno (Figuras 1.2 e 1.3). Esta
associacao promove a expansao da membrana plasmatica envolvendo filamentos de
actina, na regiao destas interacdes, o que culmina com o englobamento do patégeno
(Aderem & Underhill 1999, Chimini & Chavrier 2000).

Bactéria
opsonizada
por anticorpos

Figura 1.2 - Esquema de um macréfago fagocitando
bactérias opsonizadas. N, nucleo.

Bactéria no
interior do
fagossoma

Figura 1.3 - Fagocitose de bactéria. Receptores
para regido Fc na superficie dos macréfagos
ligam-se aos anticorpos aderidos a bactéria. Uma
cascata de sinalizagéo envolvendo proteinas Rac e
Cdc42, seguida por uma série de cinases

citoplasmaticas inicia o rearranjo de moléculas de

actina, protrusdo da membrana em torno da

,J\ Anticorpo |:| Cdc42 .
| Receptorfc () Rac Actina bactéria e englobamento em um fagossomo

(Modificado de Conner & Schmid 2003 a).
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Introducao

1.2. Pinocitose

O termo pinocitose agrega 0os mecanismos de entrada de moléculas na célula
via invaginagdo da membrana celular. A ingestdo de moléculas ocorre por
empacotamento em vesiculas que brotam da membrana plasmética, com entrega
deste contetdo a compartimentos endossomais especificos. A molécula-carga, o
envolvimento ou ndo de receptores e o tipo de receptor determinam a via pinocitica
utilizada (Miaczynska & Zerial 2002, Seabra et al. 2002, Conner & Schmid 2003,
Vincent 2003).

Dentre as alternativas de incorporagdo de macro moléculas, o trafego
mediado por receptores é o fendbmeno que proporciona maior eficiéncia na aquisicao
destas moléculas. Estd normalmente associado a captacdo de nutrientes essenciais
e é conservado nos mais divergentes organismos eucaridticos. A endocitose
mediada por receptor requer especificidade de interacdo, envolvendo
reconhecimento e ligacdo entre estruturas especificas presentes nas moléculas-
carga e nas porcdes extracelulares dos seus receptores na membrana plasmatica.
Os receptores possuem a propriedade de identificar uma porcdo definida na
molécula-carga e se ligar a este dominio. Na regido da membrana plasmatica onde
ocorrem estas interacbes podem se iniciar diversos processos de associacao de
proteinas a face citoplasmatica, os quais promovem a invaginacdo da membrana
com consequente formacdo de uma vesicula endocitica contendo em seu interior as
moléculas-carga. Por outro lado a formacdo de vesiculas pode também ocorrer de
forma independente de qualquer tipo de associacdo protéica a face citoplasmatica

da membrana.

1.2.1. Macropinocitose
Ocorre em muitos tipos celulares quando estimulados por fatores de
crescimento. Semelhante a fagocitose, a cascata de sinalizacdo que induz a
macropinocitose também envolve GTPases da familia de proteinas Rho,
responsaveis pela ativacdo de moléculas de actina e formacédo das protrusdes de
membrana plasmatica. Entretanto, estas protrusfes ndo se associam a henhum tipo
de ligante: a extremidade do prolongamento de membrana simplesmente colapsa e

se funde novamente a superficie da célula, gerando uma grande vesicula

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

4]

do meio extracelular (Kruth et al. 2005).




Introducao

Macropinossomas sao estruturas dinamicas, havendo reciclagem de
membrana e seus componentes a partir de organelas internas da célula (Nichols &
Lippincott-Schwartz 2001). A composicdo da membrana dos macropinossomas
parece ser semelhante a da membrana de onde se originaram, mas as protrusées
propriamente ditas podem apresentar composic¢ao diferente em relacdo a membrana
plasmatica total: fosfolipidios e marcadores especificos de “lipid rafts” foram
identificados enriquecidos nestas regides (Manes et al. 1999, Hurley & Meyer 2001).

Em geral para que a macropinocitose ocorra a célula depende de estimulos
exogenos (Norbury 2006). Em células dendriticas ocorrem prolongados eventos de
macropinocitose apos ativacdo pela apresentacdo de antigenos e assim a célula é
capaz de incorporar grande quantidade de material extracelular, contribuindo para
sua atividade imunolégica. Algumas bactérias induzem a ativacdo de Rho-GTPase
através de suas toxinas, promovendo a macropinocitose e consequentemente sua
incorporacao, eventos que garantem a sua sobrevivéncia e multiplicacdo dentro da
célula hospedeira (Steele-Mortimer et al. 2000, Mellman & Steinman 2001). Embora
na macropinocitose ocorra a incorporacdo de grandes volumes de material
extracelular, este processo apresenta uma baixa seletividade: qualquer molécula
gue se encontre nas imediacfes da expansdo de membrana no momento de seu

colapso e fuséo sera incorporada pela célula.

1.2.2. A hipétese das “lipid rafts” — plataforma de lipidios

Um aspecto novo da estrutura da membrana celular surgiu na década de
1980, com a demonstracdo de agrupamento e organizacdo dinamica de moléculas
de colesterol e esfingolipidios na membrana plasmatica, detectados em fibroblastos
humanos e de hamster, como uma matriz detergente-insoltvel rica em glicoproteinas
(Carter & Hakomori 1981, Okada et al. 1984). Microdominios de membrana com
composicao similar foram identificados também no complexo de Golgi e relacionados
com a selecdo de esfingomielina e glicoesfingolipidios em células epiteliais
polarizadas (Simons & van Meer 1988).

O termo plataforma de lipidio (“lipid raft”) foi proposto (Simons & lkonen 1997)
e assim definine cole¢cdes de membranas insollveis em detergentes ndo-idnicos a
4°C, com uma composicao especial de lipidios rica em colesterol, esfingomielina e
glicolipidios semelhantes ao gangliosideo GM1 (Smart et al. 1999).

Agregados de colesterol formam estruturas menos fluidas (plataformas) que

flutuam e se deslocam pela bicamada lipidica mais fluida composta majoritariamente

B




Introducao

por fosfolipidios (Figura 1.4). Estas plataformas atuam como plataformas para a
ligacdo de proteinas especificas e estdo associadas também a transducgéo de sinais

mediados pela sua internalizagao (Simons & lkonen 1997, Simons & Vaz 2004).

Proteina ancorada via GPI

»

Fosfolipidios i ieli Gangliosideos .
4 Sxfinopmicsin 2 Figura 1.4 - Esquema geral da

plataforma de lipidio. As
diferentes classes de lipidios
estdo representadas (Modificado
de Nakahata & Ohkubo 2003).

HoleNte) Siisillin <_::;?;ie;:a ancorada em

As plataformas de lipidios podem facilitar seletivamente interacdes do tipo
proteina-proteina, incluindo ou excluindo proteinas em sua organizagdo (Hancock
2006). Este mecanismo de selecdo vem sendo implicado na estruturacdo de
plataformas de sinalizacao transitorias e na selecéo de proteinas em vias especificas
de trafego endocitico e exocitico (Nabi & Le 2003, Simons & Vaz 2004).

A mobilidade lateral das moléculas de lipidio na membrana esta condicionada
a dois fatores principais: temperatura e colesterol. A elevacdo da temperatura afeta
de forma diferenciada cada espécie de lipidio e promove sua transicdo de fase de
uma forma ordenada ou gel (So,) para uma fase liquida desordenada (Lg). A
mobilidade lateral dos lipidios, que é altamente limitada na fase (S,), aumenta e as
cadeias laterais acil perdem coesdo ndo podendo mais manter as moléculas juntas
em uma estrutura de conformacéo rigida (S,). Por outro lado, se a membrana
contiver moléculas de colesterol suficientes, uma terceira fase podera se organizar
nas membranas biologicas, o que dara origem a uma nova fase liquida e ordenada
(Lo). Esta fase (L) apresenta um grau maior de organizacao das cadeias laterais acil
guando comparada com a fase liquida desordenada (Lg). (de Almeida et al. 2003,
Almeida et al. 2005). Assim, as fases L, e Ly podem coexistir em membranas
plasmaticas que contenham uma mistura adequada de esfingolipidios, fosfolipidios
insaturados e colesterol, legitimando a idéia da presenca de plataformas de lipidios

em membranas biologicas.
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Técnicas de deteccdo de alta resolucdo espacial estdo sendo empregadas
com sucesso para identificar a fase L, em membranas biologicas. Analises por
transferéncia de energia fluorescente (FRET) mostraram a formacéo de dominios na
bicamada lipidica em nano-escala (10-40 nm) na temperatura de 37°C, o que €
fisiologicamente relevante (Feigenson & Buboltz 2001, Silvius 2003). Dominios em
escalas de tamanho de 30-80 nm na regido de coexisténcia Lo-Lgy VEM sendo
identificados com o uso de microscopia de forca atdbmica (AFM) e ressonancia
magnética nuclear baseada em deutério (*H-NMR) (Yuan et al. 2002, Veatch et al.
2004, Hsueh et al. 2005, Veatch & Keller 2005).

Proteinas ancoradas a membrana via GPI (glicosil fosfatidil inositol) fornecem
evidéncias de segregacdo lateral de proteinas no modelo de separacao de fases Lo-
Ls da membrana plasméatica, embora esta segregacao ndo seja total (Dietrich et al.
2001, Kahya et al. 2005). Proteinas com dominios transmembrana também podem
ser encontradas segregadas e concentradas em plataformas de lipidios através de
seus sitios de ligacdo a lipidios localizados no nucleo hidrofobico da bicamada
lipidica. Esta localizacdo pode inclusive favorecer interacdes laterais com outros
dominios protéicos na mesma regidao de membrana.

Sugere-se que plataformas de lipidios sejam formadas em torno de uma
ancora de lipidio que serve de estrutura-alvo, permitindo a interacdo de proteinas
gue apresentam sitios de interacdo especificos com estas classes de lipidios
(Anderson & Jacobson 2002) . A habilidade de esfingolipidios se segregarem neste
local parece depender de ligacbes de atomos de hidrogénio estabelecidas entre eles
e o colesterol (Brown 1998, Rietveld & Simons 1998).

Acumulo de proteinas particulares (receptores) nas plataformas de lipidios
contribui para maior eficiéncia de ligacdo da célula a determinadas moléculas e
simultaneamente, cria regibes especificas de alta concentracdo de receptores na
superficie da membrana plasmatica. Se estes receptores estiverem envolvidos na
captura de macromoléculas, entdo teremos a associacdo das plataformas lipidicas
ao fenbmeno da endocitose, como ja 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 denominacdo dada ao aspecto morfolégico da invaginagcédo de
membrana que classicamente apresenta a forma da letra grega 6mega invertida e

gue foi primeiramente observada na superficie de células endoteliais (Palade 1953),
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onde sdo extremamente abundantes. A composicao lipidica/protéica das cavéolas é
diferente de outros dominios da membrana plasmatica, apresentando como nucleo
uma regido de membrana menos fluida, enriquecida em colesterol, gangliosideos,
esfingolipidios (Brown & Rose 1992), proteinas 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 organizacdo estrutural das cavéolas séo
dadas pela proteina caveolina. Esta proteina se liga ao colesterol inserindo-se como
um laco nas camadas da membrana plasmatica e se auto-associando para formar
um revestimento na face citoplasmatica da invaginacdo da membrana (Anderson
1998). Assim, cavéolas seriam plataformas de lipidio que apresentam a proteina
caveolina como parte integrante de sua estrutura (Figura 1.5).

Gangliosideo—

. Esfingomielina

0,

- Fosfolipidios

Colesterol Figura 1.5 - Modelo esquemético

da unidade de membrana na regido
de uma cavéola (Modificado de
Nakahata & Ohkubo 2003).

Caveolina—

— Proteina ancorada em lipidio

O revestimento das cavéolas dificilmente € observado por microscopia
eletrbnica de transmissao de rotina (MET). Por esta razdo, quando observadas no
momento de seu brotamento por MET apresentam a sua superficie citoplasmatica
lisa, facilmente se diferenciando das vesiculas revestidas por clatrina.

Caveolinas sdo proteinas integrais de membrana que pertencem a uma
familia de proteinas com massa molecular de 20-24 KDa. Os dominios citosolicos N-
e C-terminais estdo conectados a sequéncias hidrofobicas inseridas na bicamada
lipidica da membrana plasmatica (regido também hidrofobica), mas sem atravessar a
bicamada para a porcdo extracelular (Dupree et al. 1993, Monier et al. 1995).
Caveolinas sdo moléculas palmitoiladas na porcdo C-terminal, podendo ser
fosforiladas nos residuos de tirosina. Ligam-se a moléculas de colesterol e formam

dimeros, podendo constituir grandes homo-oligbmeros com massa molecular
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alcancando 350 kDa, com 14-16 mondmeros por oligdmero (Glenney 1989, Monier
et al. 1995, Murata et al. 1995, Sargiacomo et al. 1995).

Foram identificados trés diferentes genes para caveolinas (Cav-1, Cav-2 e
Cav-3), codificando quatro diferentes subtipos da proteina: caveolina-1a, caveolina-
1B, caveolina-2 e caveolina-3 (Williams & Lisanti 2004). Caveolina-1 esta distribuida
na maioria dos tecidos, caveolina-2 tem distribuicdo semelhante, sendo mais
expressa em tecido nervoso, e caveolina-3 ocorre principalmente em células
musculares esqueléticas, cardiacas e lisas (Way & Parton 1995, Scherer et al. 1996,
Song et al. 1996).

Caveolinas ndo tém localizacdo exclusiva na membrana plasmatica, ja tendo
sido identificadas na regidao Trans do Complexo de Golgi e em caveossomas
(estruturas formadas por fusdo de vesiculas endociticas originadas a partir de
caveolas). Caveossomas distinguem-se de endossomas iniciais por seu pH neutro,
sua composicao lipidica e pela presenca de caveolina-1 (Pelkmans et al. 2001).

A formacao de cavéolas € impedida em células submetidas a tratamentos que
promovem a deplegéo de colesterol ou ainda através da interferéncia na expressao
dos genes da caveolina (Drab et al. 2001, Razani et al. 2002). Células expressando
caveolina-2 na auséncia de caveolina-1 aparentemente ndo sédo capazes de gerar
invaginacdes caveolares visiveis por MET (Scherer et al. 1997). Foi ainda proposto
gue a manutencdo da forma tipica e o estado estacionario das caveéolas estéo
diretamente relacionados com a presenca de um citoesqueleto cortical de actina
abaixo da vesicula (Nabi & Le 2003).

Na década de 1990 uma nova familia de proteinas foi identificada em fracdes
de membrana de células de mamiferos enriquecidas em caveolinas. Estas novas
proteinas com cerca de 45 kDa de massa molecular foram inicialmente identificadas
como proteinas integrais de membrana com alta homologia em sequéncia linear de
aminoacidos ao antigeno epidermal de superficie (ESA). Demonstrou-se que estas
proteinas eram residentes em cavéolas, sendo denominadas de flotilinas (Bickel et
al. 1997). O fato de ESA poder ser purificado de células muito divergentes como
gueratindcitos, adipdécitos e células endoteliais, levou Bickel e colaboradores (1997)
a sugerir que: (1) ESA fosse considerado como membro da familia génica das
flotilinas; (2) posteriormente ESA fosse reconhecida como flotilina-2 (enquanto a
primeira proteina flotilina identificada recebeu a denominacéao de flotilina-1). Algumas
evidéncias apontam para a atividade de flotilinas como componentes estruturais do

arranjo que formaria a arquitetura tipica das cavéolas.

B




Introducao

A interacdo da flotilina com a membrana plasmatica ndo ocorre de forma que
esta proteina possa ser classificada como uma proteina integral. A associacao €
restrita a camada lipidica interna da membrana, fazendo com que a flotilina adote
uma orientacao citoplasméatica (Morrow et al. 2002). Na flotilina ha um dominio que é
o principal sitio de palmitoilagdo, essencial para sua associacdo a membrana
plasmatica, tendo sido sugerido que flotilina € sintetizada como uma proteina soluvel
gue subsequentemente se associe a membrana plasmética (Dermine et al. 2001,
Morrow et al. 2002).

Flotilinas 1 e 2 apresentam distribuicdo complementar em diferentes tecidos.
Além disto, podem existir como partes de um complexo hetero-oligomérico estavel
que contém ainda caveolina-1 e caveolina-2. Entretanto, a expressao de flotilinas
pode ser regulada de forma independente da expressdo de caveolinas e da
formacédo de cavéolas (Volonte et al. 1999).

Recentemente foi descrito o cruzamento entre as vias de endocitose
dependente e independente de cavéolas: vesiculas caveolares foram encontradas
fundindo-se com endossomas tardios, que sao compartimentos da via endocitica
classica. Flotilina-1 ja foi também encontrada em lisossomos, co-localizada com o
marcador lisossomal LAMP-1 (Glebov et al. 2006). Embora se acredite que o
brotamento de vesiculas caveolares ocorra de forma clatrina-independente ligado a
flotilina e caveolina, em células HelLa néo foi possivel observar co-localizacdo para
flotilina-1 e caveolina-1, indicando que flotilina-1 pode estar associada a uma via
endocitica independente de clatrina e caveolina-1 (Naslavsky et al. 2004, Kirkham et
al. 2005).

Cavéolas sao regides de ocorréncia de potocitose na membrana celular. O
termo potocitose foi inicialmente usado para denominar o processo de alta afinidade
de captacado de moléculas de baixa massa molecular essenciais ao metabolismo das
células. Proteinas associadas a membrana celular promovem a concentracdo das
moléculas nas cavéolas e uma vez contidas no espaco caveolar, elas se difundem
para o citoplasma através de proteinas 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 lumen vascular para o espaco subendotelial (Schnitzer et al.
1995). Uma distingdo marcante entre a potocitose e a endocitose dependente de
clatrina estda nas diferentes possibilidades de enderecamento das moléculas
capturadas (Figura 1.6).

VC = Vesicula caveolar

« Folato « Colesterol « Albumina « Acetilcolina
* Ferro

Figura 1.6 Esquema de distintas possibilidades de enderecamento 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 reticulo endoplasmético ou outras organelas e o receptor é
reciclado para a membrana plasmatica. C) Tanto o receptor quanto o ligante sdo transportados para a
extremidade oposta da célula. D) Ligante e receptor séo internalizados e mantidos em vesiculas até

ambos retornarem a superficie da célula.

Regibes identificadas como cavéolas sao primariamente plataformas de
lipidio, nas quais se encontram inseridas as proteinas caveolina e/ou flotilinas.
Embora algumas vesiculas sem revestimento sejam derivadas de plataformas de
lipidio, o uso generalizado destas terminologias estaria unindo em uma mesma
classe todas as vesiculas sem revestimento derivadas de plataformas de lipidio. Isto
nao corresponde a realidade, uma vez que estas vesiculas sem revestimento

medeiam diferentes processos de endocitose, incluindo aqueles que ndo se
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enquadram na denominacdo da endocitose mediada por cavéola (Anderson &
Jacobson 2002, Nabi & Le 2003).

O termo caveolar foi proposto como descritor morfolégico para vesiculas
endociticas derivadas de plataformas de lipidio (Nabi & Le 2003). Desta forma, este
termo contempla tanto as cavéolas na endocitose em regides em que a proteina
caveolina estd presente, como as vesiculas transitorias de formas equivalentes a
cavéolas oriundas de plataformas de lipidio, porém sem a presenca de caveolina.
Esta nomenclatura reflete a morfologia similar da invaginagdo, a composicao de

lipidios do dominio de membrana e o papel destes dominios na endocitose.

1.2.4. Endocitose mediada por clatrina

Clatrina € uma proteina estrutural de expressdo constitutiva, encontrada em
todas as células de mamiferos (Brodsky et al. 2001, Aridor & Traub 2002, Conner &
Schmid 2003 a,b ). Endocitose mediada por clatrina é responsavel pela captacéo de
moléculas e ions essenciais, tais como colesterol, através do receptor para LDL
(“low density lipoprotein”, lipoproteina de baixa densidade) e ferro, através do
receptor para transferrina (molécula transportadora de atomos de ferro). Endocitose
mediada por clatrina foi inicialmente denominada de endocitose mediada por
receptor, por ndo se conhecer na época outros eventos de pinocitose envolvendo
interacdes especificas entre ligantes e receptores (Conner & Schmid 2003 b).

A concentracdo de moléculas por meio de receptores transmembrana de alta
afinidade e o brotamento de vesiculas com revestimento em sua face citoplasmatica
formado por um agrupamento de proteinas (sendo principal constituinte a proteina
clatrina) estdo freqlentemente associados para permitir a endocitose rapida de
determinadas moléculas (transferrina, LDL...).

A biogénese das vesiculas endociticas é regulada por proteinas e co-fatores
gue controlam diferentes passos neste evento. Distintas proteinas podem estar
associadas a membrana na regido de formacdo da vesicula endocitica, sem no
entanto formar um revestimento externo visivel por MET. A associacdo da clatrina a
membrana € que promove o revestimento externo das vesiculas detectavel por MET.
Além disso, a associacdo da clatrina desencadeia um rapido brotamento da vesicula
endocitica. A medida que clatrina vai se associando & membrana plasmaética o
revestimento formado vai gerando a forca necessaria para dobrar a membrana
(Schekman & Orci 1996, Cosson & Letourneur 1997, Aridor & Traub 2002).
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A clatrina esta organizada estruturalmente como um trimero de polipeptideos
que se irradia de um ponto focal (Figura 1.7). Este esqueleto € composto de trés
cadeias pesadas (~180 kDa) associadas a trés cadeias leves (~25 kDa)
(Kirchhausen & Harrison 1981, Ungewickell & Branton 1981).

»

P Segmento proximal . o

Cadeia Leve —» W \Joelho Figura 1.7 - Esqueleto trimerico da
+ v oR

clatina  com os  respectivos
Segmento distal

Regiao C
terminal

segmentos. A regido C-terminal

corresponde ao vértice da molécula
¥/ Tornozelo

e a regido N-terminal ao dominio

My /Ligador terminal (Modificado de Fotin et al.
Dominio
terminal 2004).
(Regido N
terminal)

A clatrina apresenta em condi¢cbes néao-fisiolégicas a propriedade de auto-
associacao, dando origem a gaiolas fechadas formadas por diversos esqueletos
triméricos da proteina. Nestes arranjos os segmentos da proteina 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
conformagdes 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 vesicula de transporte (Crowther et al. 1976, Fotin et al.
2004).

Figura 1.8 - Revestimento de vesiculas
a partir da associacdo de clatrina in
vitro. Para fechamento da estrutura
geométrica devem ocorrer ao menos 12
pentagonos. O esqueleto trimérico da
clatrina estd destacado em vermelho

Mini-revestimento Barril hexagonal Bola de futebol e .
g (Modificado de Fotin et al. 2004).
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A clatrina ndo se associa diretamente & membrana das vesiculas endociticas:
ela é recrutada por proteinas intermedidrias adaptadoras (adaptinas), que se ligam
diretamente a cauda citoplasmatica de receptores transmembrana especificos. Essa
associacdo determina sua inclusdo de forma seletiva na vesicula e forma uma
interface entre a clatrina na face interna da membrana e a carga incorporada na face
extracelular da bicamada lipidica (Kirchhausen 2000, Brodsky et al. 2001, Conner &
Schmid 2003 a).

O termo adaptina abrange diversas proteinas de massa molecular
aproximada a 100 KDa, inicialmente isoladas de vesiculas com revestimento de
clatrina (Pearse 1975). Duas classes de adaptinas com grandes diferencas
estruturais e funcionais estéo descritas com base na sua capacidade de associagéo
a clatrina: a proteina monomérica AP180 e os complexos multifuncionais
heterotetraméricos de proteinas adaptadoras.

A proteina monomérica AP180 ndo esta relacionada com reconhecimento de
ligantes na membrana plasmatica. E uma proteina diretamente envolvida na
reciclagem de vesiculas nas regibes de sinapse de neurbnios. Entretanto, a
identificacdo de uma isoforma expressa ubiquamente em mamiferos denominada
CALM (“Clathrin-assembly lymphoid-myeloid leukemia”, proteina de montagem de
clatrina na leucemia linféide-mieloide) levou a se considerar uma funcdo bem mais
abrangente do que inicialmente se havia proposto para esta proteina (McMahon
1999, Tebar et al. 1999).

Foram identificados quatro complexos heterotetraméricos de proteinas
adaptadoras (AP-1, AP-2, AP-3 e AP-4) que medeiam o brotamento e a formacao de
vesiculas em diferentes localizacbes subcelulares. No entanto, apenas as AP-2
estdo envolvidas com a formacédo de vesiculas a partir da membrana plasmatica,
sendo marcadoras de endocitose mediada por clatrina em células eucaroticas
superiores (Kirchhausen 1999, Brodsky et al. 2001, Robinson & Bonifacino 2001).

As AP-2 contém quatro subunidades: duas maiores e estruturalmente
relacionadas, denominadas subunidade de adaptina a e B2 (aproximadamente 105 a
115 kDa), uma subunidade média p2 (aproximadamente 50 kDa) e uma subunidade
pequena o2 (aproximadamente 17 kDa). O complexo AP-2 esta organizado em um
nucleo em forma de barril constituido pelas por¢cdes amino-terminais das grandes
subunidades de adaptina (a e f2) e mais as duas subunidades menores (U2 e 02).
Este nucleo expbe dois apéndices protuberantes formados pelas porcées carboxi-

terminais das subunidades a e 2 do complexo adaptador (Figura 1.9). Pela forma
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tipica da protuberancia ele € amplamente citado na literatura como “orelha” (Marsh &
McMahon 1999, Brodsky et al. 2001, Collins et al. 2002).

Complexo adaptador 2 - (AP 2) Figyra 1.9 - Esquema geral do complexo
heterotetramérico adaptador 2. A subunidade 32
conecta-se diretamente com a clatrina, enquanto a
interacdo com a face citoplasmatica do receptor de
membrana ocorre através da subunidade p2
(Modificado de Conner & Schmid 2003 a).

As subunidades a- e 2-adaptina especificam o local de formag&o do arranjo
de clatrina, direcionando a associacdo do complexo AP-2 a membrana plasmatica.
Atuam também como uma plataforma recrutando outras proteinas acessorias
(amfifisina, Epsl15, epsina). A fosforilagdo do complexo AP-2 regula seu
recrutamento para a membrana plasmatica, sua interacdo com o0 receptor
transmembrana e sua associacao com a clatrina (Fingerhut et al. 2001, Collins et al.
2002, Ricotta et al. 2002).

O fator chave da endocitose mediada por clatrina € a ligacdo entre a
maquinaria endocitica e a molécula-carga (Figura 1.10). Interacdo direta com
arquiteturas protéicas baseadas em tirosina ou di-leucinas em dominios
citoplasmaticos dos receptores transmembrana € feita pela subunidade p2-adaptina,
afetando assim a concentracdo de receptores na invaginacdo de membrana. A
subunidade 02-adaptina estaria relacionada a manutencéo da estabilidade do nucleo
do complexo adaptador, enquanto a associacdo direta com a clatrina é feita pela
subunidade p2-adaptina (Conner & Schmid 2003 a, Conner et al. 2003).

Esqueleto trimérico da clatrina Figura 1.10 - Conjunto de
. Cadeia pesada moléculas interagindo de forma

da clatrina i
coordenada durante a endocitose

\_/ | ) mediada por clatrina.  Os
ia leve

Gade complexos adaptadores fazem a

da clatrina

ligacdo entre a molécula carga

(presa em seu receptor) e a

Transferrina

o ) 1 o
|| Receptor de transferrina o Yﬂ ‘T‘g Y clatrina na face citoplasmatica da
hS ﬂY %‘}_‘ ct‘ﬁ“ Y membrana  (Modificado  de
¥ o Conner & Schmid 2003 a).
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Subunidades divergentes de adaptinas (y-, 0-, e €-), pertencentes aos
complexos AP-1, AP-3 e AP-4 respectivamente, estdo relacionadas a outras
organelas celulares. O adaptador AP-1 é responséavel por brotamento de vesiculas a
partir da regido Trans do Complexo de Golgi. Os adaptadores AP-3 e AP-4 sao
encontrados préximo a endossomas e a regido Trans do Golgi, respectivamente,
mas pouco se conhece sobre suas fungdes (Simpson et al. 1997, Hirst et al. 1999).
Embora mais de um adaptador esteja relacionado com brotamento de vesiculas a
partir do complexo de Golgi, prop6s-se que o complexo de proteina de revestimento
COP-I regulado por uma pequena GTPase (Arf) é necesséario e suficiente para
promover o brotamento da vesicula a partir desta organela (Springer et al. 1999).

Diferentes cinases estdo associadas a fosforilagdo das subunidades do
complexo AP-2, sugerindo que a interagédo entre AP-2 e clatrina seja mediada por
ciclos de fosforilacdo e desfosforilagdo (Wilde & Brodsky 1996, Pauloin et al. 1988,
Olusanya et al. 2001). Ensaios in vitro demonstraram que a fosforilagdo da
subunidade p2 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 concentracdo de moléculas-carga na
vesicula revestida por clatrina, melhorando assim a eficiéncia da endocitose (Umeda
et al. 2000, Conner & Schmid 2002, Ricotta et al. 2002, Conner & Schmid 2003 a).

Entretanto, demonstrou-se que a presenca da AP-2 ndo é pré-requisito para a
associacao e funcionalidade da clatrina na membrana plasmatica. O revestimento de
clatrina foi observado mesmo em modelos desprovidos de todas as proteinas
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 associacao seletiva a dominios citoplasmaticos de
receptores transmembrana especificos (Conner & Schmid 2003 b).

No estagio final da formacdo da vesicula ocorre associacdo da proteina

dinamina a membrana plasmatica, promovendo liberacdo da vesicula (Figura 1.11).
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;\ <4— Dinamina Figura 1.11 - Um dos modelos da atuacdo da
de

dinamina na liberacdo da vesicula endocitica
dependente de clatrina. Modificado de Conner

& Schmid 2003 a.

Apos o despreendimento da vesicula endocitica da membrana plasmatica e
sua localizacao livre no citoplasma, ocorre a associacao das proteinas hsc-70 (“heat
shock cognate”, equivalentes a proteina de choque térmico, 70 kDa) ao revestimento
de clatrina. Estas proteinas tem atividade ATPase, desativando a cinase AKK1 e
permitindo assim a desfosforilagdo do complexo AP-2 por fosfatases enddgenas,
desligando o complexo AP-2 da vesicula endocitica e simultaneamente do esqueleto
trimérico de clatrina. Desta forma ocorre a desmontagem do revestimento de clatrina
da vesicula (Conner & Schmid 2002).

Apés a incorporacdo das vesiculas 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, proteinas com dominio de
ligacdo a fosfatidil-inositol-3-fosfato (Fabl, YOTB, Vacl). Os endossomas iniciais
desempenham papel chave na selecdo de receptores, 0s quais podem ser
reciclados para a membrana plasmatica ou direcionados para endossomas
multivesiculares, endossomas tardios ou lisossomos para degradacdo (Le Roy &
Wrana 2005).

Quanto a organizacao destas vias sdo propostas duas teorias:

(1) Modelo da maturacao (Figura 1.12): vesiculas oriundas da membrana plasmatica
fundem-se no citoplasma dando origem a endossoma inicial temporéario, que
amadurece basicamente por diminuicdo de pH e incorporacdo de enzimas vindas do
complexo de Golgi, transformando-se no temporario endossoma tardio por
diminuicdo de pH, que posteriormente chegarda a lisossomo (com pH 6timo para

atividade litica das enzimas incorporadas durante a maturacéao) (Murphy 1991).
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T1

.

Figura 1.12 - Esquema da via endocitica pela hipotese da maturacdo de compartimentos. T1, T2 e T3

representam a cinética deste evento. VID e VDC: brotamento de vesiculas independente e
dependente de clatrina, respectivamente; E1: endossoma inicial; E2: endossoma tardio; LIS:

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

(2) Modelo dos compartimentos pré-existentes (Figura 1.13): endossoma inicial,
endossoma tardio e lisossomo sdo compartimentos estaveis entre 0s quais existem

diversas vias de trafego de vesiculas (Griffiths & Gruenberg 1991).

Figura 1.13 - Esquema da via endocitica com
compartimentos pré-existentes. VIC e VDC,
brotamento de vesiculas independente e
dependente de clatrina; E1, endossoma inicial; E2,
endossoma tardio; Lis, lisossomo; N, nucleo; G,
complexo de Golgi. As setas indicam o trajeto das

vesiculas desde a membrana plasmatica até os

lisossomos.

1.2.5. Formacao de vesiculas dependente de dinamina
Dinamina € uma GTPase multifuncional envolvida na liberacdo de vesiculas
nas endocitoses independentes ou mediadas por cavéolas e por clatrina, sendo
ainda requisitada durante a fagocitose. Assim, € a principal proteina reguladora do
trafego de vesiculas a partir da membrana plasmatica (Sever et al. 2000, Praefcke &

McMahon 2004). A dinamina apresenta um dominio de ligacdo com fosfatidil-inositol-
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4,5-bifosfato (PtdIns(4,5)P2), dois dominios efetores que permitem sua auto-
montagem, o dominio efetor de GTPase (GED: “GTPAse effector domain”), o
dominio médio de GTPase, e um dominio que promove a interacdo da dinamina com
outros componentes endociticos (PRD “Proline/arginine-rich domain”: dominio rico
em prolina e arginina).

Ocorrem ao menos trés dinaminas em mamiferos (dinaminas |, Il e lll, as
dinaminas classicas) com 79% de identidade entre si, produto de edicdo alternativa
poés-transcricional. Além disto, diferentes isoformas destas moléculas estdo
largamente distribuidas nas células eucari6ticas (Gray et al. 2003). Dinamina Il é
expressa em todos os tecidos, enquando dinamina | é expressa majoritariamente em
células do sistema nervoso (Sontag et al. 1994). J& dinamina Ill é encontrada
principalmente nos testiculos, mas também no cérebro em vesiculas pos-sinapticas
(Nakata et al. 1993).

Outras isoformas da dinamina que ndo se enquadram na familia das
dinaminas classicas sdo denominadas de semelhantes a dinamina, estando
envolvidas na divisdo de organelas como mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos
(Praefcke & McMahon 2004, Ingerman et al. 2007).

A funcéo da dinamina melhor entendida € a relacionada com a liberacao de
vesiculas da membrana plasmatica na endocitose mediada por clatrina (Praefcke &
McMahon 2004, Ungewickell & Hinrichsen 2007).

No estagio final de formacé&o das vesiculas ha a auto-associacao de diversas
unidades de dinamina na regido entre o segmento plano da membrana e a
membrana da vesicula. Em seguida ocorre a constricdo desta regido, permitindo a

liberacdo da vesicula para o citoplasma (Figura 1.14).

Fagossoma VRC

Caveéolas

Figura 1.14 - Esquema da liberacdo de
vesiculas mediadas pela acdo da
dinamina. VRC: vesiculas revestidas por
clatrina (Modificado de Praefcke &
McMahon 2004).

® Dinamina
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Existem dois modelos propostos para a atividade da dinamina: o primeiro
defende que a proteina, diferentemente dos outros membros da familia das
GTPases, atue como enzima quimico-mecanica induzindo a formagdo da vesicula.
Esta hipétese se sustenta na observacdo de que hélices de dinamina tornam-se
mais contraidas sob hidrélise de GTP, sugerindo que a associacdo da dinamina a
membrana estaria exercendo a fungdo de um “torniquete molecular” (Sweitzer &
Hinshaw 1998).

A segunda proposta apoia o modelo de funcionamento na observacdo que
espirais de dinamina formadas na presenca de GDP apresentam uma maior area do
gue aquelas formadas na presenca de GTP, sugerindo que dinamina atue como
uma “mola” em torno da porgédo da invaginagdo de membrana, ainda associada a
porgdo plana da membrana plasmatica. A contracdo de seu didmetro interno libera a
vesicula para o citoplasma da célula (Stowell et al. 1999).

2. Tripanossomatideos: mofologia, unidade de membrana e endocitose

Os tripanossomatideos sao protozoarios flagelados que apresentam algumas
particularidades na sua arquitetura celular quando comparados com as demais
células eucaridticas, que se refletem nas vias de captacdo de nutrientes por estes
organismos. Nos tripanossomatideos a membrana plasmatica, que limita o
citoplasma da célula, estd disposta sobre um arcabouco de microtubulos,
estabilizados por ligacbes cruzadas e associados com a propria membrana. Este
arranjo de microtubulos é denominado de microtubulos subpeliculares (Landfear &
Ignatushchenko 2001, Morgan et al. 2002 b). Devido a presenca deste arcabouco,
invaginacdes de membrana plasmatica séo dificultadas na maior parte da superficie
do protozoario.

No entanto, este arranjo de microtibulos é descontinuado na porcédo anterior
da célula, onde had uma grande invaginacdo da membrana plasmatica, a bolsa
flagelar, de onde o flagelo emerge da célula (Figura 1.15). Todas as modalidades da
endocitose bem como a exocitose, em tripanossomatideos ocorrem exclusivamente
neste local, a excecdo dos protozoarios que apresentam citostoma 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 esquematico do Trypanosoma brucei. A esquerda o arranjo de microtabulos
subpeliculares e a direita observa-se os microtibulos em corte e o conteddo do citoplasma do
protozoario. N, nlcleo; M, mitocondria; F, flagelo; BF, bolsa flagelar; C, cinetoplasto; G, complexo de
Golgi, MT, microtdbulos subpeliculares. Modificado de Tropical Diseases Web Ring, 2007:

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

Embora a membrana plasmatica no corpo celular destes protozoarios nao
invagine, ela pode conter diversas permeases, como por exemplo, transportadores
de glicose (Stack et al. 1990), que medeiam a captacdo de nutrientes especificos.

A membrana celular dos tripanossomatideos apresenta-se morfologicamente
dividida em trés regifes distintas: (1) membrana flagelar, (2) membrana da bolsa
flagelar, e (3) membrana plasmatica. Cada um destes dominios representa uma
porcdo de unidade de membrana altamente especializada com distintas funcdes e
conteudo unico de lipidios e proteinas (Landfear & Ignatushchenko 2001).

A membrana da bolsa flagelar envolve a base do flagelo e est4, na regido de
sua abertura com o meio externo, circundada por varios complexos juncionais que a
unem a membrana do flagelo (Balber 1990, Clayton et al. 1995). Foi proposto que
estas juncdes se relacionem a restricdo 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 superficie do protozoario, sendo para algumas
espécies 0 unico local conhecido para endocitose, secrecdo de proteinas e adicao
de proteinas integrais de membrana (Duszenko et al. 1988, Balber 1990, Webster &
Russell 1993). Algumas espécies de Trypanosoma internalizam toda a area de
membrana da bolsa flagelar a cada dois minutos, fazendo desta regido um local (ou
organela) com a maior atividade endocitica conhecida entre as células eucaribticas
(Coppens et al. 1987, Overath et al. 1997).
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O citoplasma compreendido entre o nucleo e a bolsa flagelar concentra o
complexo de Golgi e uma complexa rede de tubulos e vesiculas, além de outras
estruturas associadas a bolsa flagelar e relacionadas a osmoregulacgao.
Relacionou-se a concentracédo deste complexo sistema de membranas nesta regiao
as necessidades funcionais da célula. A curta distancia entre esta rede de tubulos e
vesiculas e a bolsa flagelar permite que vesiculas trafeguem rapidamente entre os
compartimentos celulares, aumentando a eficiéncia do transporte (Brickman et al.
1995, Field et al. 1998, Field et al. 2000, Grunfelder et al. 2003, Field et al. 2007).

Em alguns géneros da familia Trypanosomatidae concentram-se espécies
patogénicas de importancia médica e veterinaria, incluindo espécies infectivas para
plantas. Estes protozoarios divergiram remotamente do ramo eucarioto ancestral, o
gue levou a um grande distanciamento genémico de outros grupos, resultando em
vias metabolicas e mecanismos bioldgicos particulares. No entanto, 0s mecanismos
endociticos encontrados de forma geral nas células eucaridticas mostram-se
extremamente conservados (Field et al. 2007).

As interacdes observadas entre tripanossomatideos e seus hospedeiros podem
ter contribuido ainda mais para o afastamento entre a fisiologia destas células em
relacdo as demais células eucaridticas. Estes protozoarios apresentam ciclo de vida
heteroxénico, incluindo pelo menos um estagio de vida em um artropode vetor e
outro em um hospedeiro vertebrado ou planta. Esta transferéncia entre hospedeiros
desencadeia a diferenciacdo do parasita para adequacao de seus ciclos metabdlicos
e resisténcia ao novo ambiente (Morgan et al. 2002 a, Field et al. 2007).

O processo de diferenciacdo promove profundas transformacdes na morfologia
dos parasitas e re-estruturacdo das proteinas e glicoconjugados na superficie da
membrana plasmatica. Levando-se em consideracdo as mudancas morfolégicas
(como ponto de saida do flagelo no corpo e posicdo do cinetoplasto), diversas
formas adaptativas foram caracterizadas e algumas destas formas sédo usadas para
identificar alguns géneros. Por exemplo, formas coanomastigotas sao exclusivas do
género Crithidia, enquanto formas amastigotas sao observadas nos géneros

Trypanosoma, Leishmania e Crithidia (Figura 1.16).
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Figura 1.16 - Formas adaptativas dos tripanossomatideos. 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, nucleo; C, cinetoplasto; BF, bolsa flagelar; F, flagelo. Imagem gentilmente

cedida pelo Dr. Maurilio José Soares.

Estas mudancas sdo a expressdo de uma coordenada cascata de ativagcéo e
desativacdo génica que também afeta o sistema de trafego de moléculas na célula.
Por exemplo, em Trypanosoma brucei ocorre grande alteracdo na taxa de
endocitose dependendo da forma evolutiva: em formas sangilineas a endocitose é
cerca de dez vezes mais intensa do que o observado em formas prociclicas (Morgan
et al. 2002 b).

Espécies de Trypanosoma e Leishmania apresentam formas intracelulares
obrigatérias (amastigotas) quando em um hospedeiro vertebrado. Para estas formas
a habilidade em endocitar nutrientes necessarios a sua manutencéo dentro da célula
hospedeira (estando inseridas em um vacuolo parasitoforo) € um fator critico para a
sobrevivéncia. Qualquer molécula necessaria as formas amastigotas devera entrar
através da membrana do vacuolo parasitoforo, para que em seguida possa ser
endocitada através da bolsa flagelar pelo parasita (Russell et al. 1992).

Pouco se sabe sobre os mecanismos endociticos nos géneros Leishmania,
Phytomonas, Herpetomonas e Crithidia. A maioria dos trabalhos com estes
protozoarios 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 morfolégicos
nao publicados do nosso grupo ndo obtiveram éxito em identificar a captacdo de
macromoléculas por andlise por MET em formas promastigotas de Leishmania

pertencentes tanto ao subgénero Viannia quanto ao subgénero Leishmania.
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2.1. A endocitose nos tripanossomas africanos

Os tripanossomas africanos séo protozoarios patogénicos transmitidos ao
hospedeiro vertebrado através da picada da mosca hematofaga tsé-tsé (Glossina
spp.). Estes parasitas passam por diferentes ciclos de diferenciacdo e
desenvolvimento tanto no corpo do inseto quanto dentro do hospedeiro vertebrado.
Uma das caracterisiticas centrais destas diferenciagcbes € a reestruturacdo dos
glicoconjugados e proteinas da superficie celular externa. As glicoproteinas
variantes de superficie (VSG) sao as moléculas majoritarias presentes na superficie
celular do parasita, sendo encontradas apenas nas formas adaptativas metaciclicas,
tanto no hospedeiro artropode quanto no hospedeiro vertebrado (Webster & Fish

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

Estagio na mosca Tsé-tsé Estagio no homem
Epimastigotas invadem Tripomastigotas metaciclicas
e multiplicam-se dentro da sao injetadas no homem pela
gléndula salivar da mosca. o mosca Tsé-tsé durante seu ripomastigotas metaciclicas
Se diferenciando em repasto sanglineo. so diferenciam em
tnpomastigotas mEtHCI'C"Ca‘S’-‘._—p. ’.-—-...‘ tripomastigotas sanglineas

e * 9 e se disseminam no

ﬁ- = — hospedeiro.
' .

K~

ripomastigotas sanglineas
se multiplicam por divisdo
bindria em diferentes fluidos
circylantes,

Tripomastigotas prociclicas.
saem do intesting médio da
mosca e se difgrenciam em
epimastigotas.

No intesting médio@ !é
as tnpomastigotas sanglineas A——

A

0 Tripomastigotas livres no

se diferenciam em tripomastigotas e = sangue.
prociclicas. N
A mosca ao fazer seu
repasto sangdinec A\ = Estdgio infactivo.
ingere as tnpomastigotas M.« gstigio de diagnéstico.
sangiineas.

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 superficie do T. brucei, garante ao protozodario,

evasao do sistema imune do hospedeiro vertebrado quando opsonizado por

B




Introducao

anticorpos ou outros elementos do soro. Este fenbmeno se da através da endocitose
das VSG, dependente de clatrina através da bolsa flagelar.

A endocitose de nutrientes nestes tripanossomas vem sendo bastante
estudada, empregando-se proteinas como LDL, transferrina e albumina acopladas a
ouro coloidal, para se observar a captacdo destas moléculas. Trypanosoma brucei,
T. congolense e T. vivax sdo os modelos de endocitose mais estudados nestes
protozoarios (Coppens et al. 1987, Coppens et al. 1988, Webster & Grab 1988,
Webster & Fish 1989, Webster & Shapiro 1990, Webster & Russell 1993). A
captacdo de transferrina e albumina pode estar relacionada a forma adaptativa do
parasita, ndo sendo observado experimentalmente a endocitose destes marcadores
em formas prociclicas. No entanto, esta observacdo ndo indica a auséncia de
endocitose nesta fase do ciclo de vida do parasita, uma vez que ocorrem
proliferacéao e diferenciacéao celular (Webster & Fish 1989).

Experimentalmente, com excecdo da forma metaciclica, as demais formas
diferenciadas no inseto (tripomastigotas prociclicos e epimastigotas) realizam a
endocitose em menor escala do que a observada na forma adaptativa do parasita no
hospedeiro mamifero (tripomastigota sanglineo). Sugeriu-se que as formas
metaciclicas estariam em um estagio de adaptacdo para a vida no hospedeiro
mamifero, onde os processos de endocitose seriam responsaveis por prover rapida
captacdo de nutrientes e fatores de crescimento que afetariam a diferenciacdo para
as formas proliferativas sangtiineas (Coppens et al. 1987, Webster & Grab 1988,
Webster & Fish 1989).

Vesiculas com revestimento externo foram morfologicamente identificadas em
formas metaciclicas de tripanossomas africanos desde a década de 1960
(Vickerman 1969), época onde pouco se sabia sobre endocitose em protozoarios.
Mais tarde, demonstrou-se que vesiculas revestidas com clatrina originavam-se da
membrana plasmatica e entregavam seus conteudos a endossomas (Webster &
Grab 1988).

Outra caracteristica destas vesiculas revestidas é que em experimentos de
marcacdo simultanea com VSG e proteinas marcadas (LDL, transferrina e
albumina), foi observada a co-localizacdo 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 vesiculas que compde a via

endocitica destes tripanossomas (tanto em formas prociclicas quanto em formas
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metaciclicas) apresente grande similaridade com os endossomas de células de
mamiferos (Webster & Grab 1988, Webster & Fish 1989).

A ocorréncia de endocitose mediada por receptor em T. brucei foi
demonstrada pela captacdo de LDL e transferrina (Coppens et al. 1987, Webster &
Grab 1988). Outros tipos de receptores, como por exemplo, receptor para HDL (“high
density lipoprotein”, lipoproteina 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) tém sido demonstrados. No entanto, a
presenca e funcéo destes receptores tem sido alvo de contestacao (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 diferencas entre o
receptor do protozoario e o das células de mamiferos. Como principal diferenca
entre o receptor para transferrina de tripanossomas africanos e o de células de
mamiferos destaca-se o0 modo de ancoragem: enquanto em células de mamifero tais
moléculas sdo proteinas transmembrana, nestes parasitas 0s receptores estédo
ancorados a membrana plasmatica, via ancora de GPI (Ligtenberg et al. 1994,
Salmon et al. 1994, Steverding et al. 1994, Steverding et al. 1995). Analise das
sequéncias génicas do receptor de transferrina em diferentes espécies destes
protozoarios demonstraram que estes genes estdo amplamente distribuidos (Isobe
et al. 2003).

Para entender como a endocitose mediada por receptor ocorre nestes
protozoarios, técnicas de purificacdo de vesiculas endociticas revestidas foram
desenvolvidas para esclarecer a natureza do revestimento (Shapiro & Webster
1989). Analise por SDS-PAGE de extrato total de proteinas de fracdo purificada de
vesiculas revestidas mostrou a presenca majoritaria de VSG. Este achado atribui ao
fenbmeno da endocitose uma sdlida ligagdo com o mecanismo de escape do
protozoario, frente a opsonizacdo por moléculas circulantes na corrente sanguinea
do hospedeiro mamifero (Seyfang et al. 1990, Ghedin et al. 2001).

A partir de tripomastigotas sanguineos de T. brucei obteve-se fracdes
purificadas de vesiculas endociticas com revestimento, das quais foi identificada
uma proteina com massa molecular semelhante a da cadeia pesada da clatrina de
mamiferos. No entanto, esta proteina ndo pode ser reconhecida experimentalmente

por anticorpos anti-clatrina, cuja origem era de mamiferos, o que impossibiltou a sua
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caracterizacdo (Webster & Shapiro 1990). Posteriormente, demonstrou-se a
ocorréncia da endocitose de transferrina e LDL mediada por clatrina em T. brucei.
Esta via de captacdo de macromoléculas tem como destino final o lisossomo,
conforme observado em células de mamiferos (Coppens et al. 1987, Grab et al.
1992, Grunfelder et al. 2003).

Surgiu entdo, uma discrepancia relacionada a clatrina na endocitose de
transferrina em T. brucei: o receptor para esta molécula esta ancorado na membrana
do protozoario, ndo possuindo a estrutura citoplasmatica necesséria para ligacdo as
proteinas adaptadoras que dirigem o acoplamento da clatrina a vesicula. Foi
proposta a existéncia de uma proteina transmembrana secundaria responséavel pela
inclusdo da endocitose de transferrina no mecanismo mediado por clatrina, que
explicaria também como o receptor de transferrina esta restrito a bolsa flagelar do
parasita (Borst & Fairlamb 1998).

Em T. brucei, a endocitose mediada por clatrina parece ser similar, mas nao
idéntica a observada em células de mamiferos. Essas vesiculas medem cerca de
100 a 150 nm de diametro contendo o tipico revestimento protéico externo de
membrana. No entanto, € consenso que a endocitose mediada por clatrina
exclusivamente nas formas sanguineas de T. brucei ocorre de forma independente
de dinamina (Field et al. 2007). A expressao de clatrina tanto em formas sangtiineas
guanto em formas prociclicas e a letalidade provocada pela auséncia da clatrina
nestas células, indicam a grande importancia funcional desta proteina na
manutencdo do equilibrio tanto de fendmenos endociticos quanto exociticos
dependentes de clatrina (Langreth & Balber 1975, Webster & Shapiro 1990, Morgan
et al. 2001, Allen et al. 2003, Field et al. 2007).

Outras integrinas associadas a bolsa flagelar e a endocitose, como CRAM
(proteina acida integral de membrana rica em cisteina), BARP (polipeptideo de fase
sanguinea rico em alanina), ISG100 (gliproteina de superficie invariante) e adaptinas
vém sendo caracterizadas nos modelos africanos de Trypanosoma (Morgan et al.
2002 a). A proteina RAB5 (tbRAB5), uma marcadora de endosomos iniciais, foi
identificada associada a vesiculas endociticas de T. brucei responsaveis pelo trafego
intracelular da transferrina (Morgan et al. 2002 b).

Microdominios de membrana enriquecidos em esfingolipidios e colesterol,
pobres em proteinas, e que atuam como uma plataforma segregando proteinas
ancoradas via GPI e glico-conjugados também ja foram identificados em T. brucei. A

denominagcdo empregada para dominios de membrana similares em células de
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mamiferos - plataforma de lipidio - foi usada para denominar esta regido de
membrana nestes protozodrios (Denny et al. 2001). A despeito da controvérsia em
torno da existéncia fisica das plataformas de lipidio em membranas bioldgicas,
diversas evidéncias apontam para a sua presenca 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 esfingolipidios
(principais componentes das plataformas de lipidio) a partir da condensacao de L-
serina e palmitoil-coenzima A para formar 3-ceto-dihidro-esfinganina (Figura 1.18). A

7

base esfingbide formada é entdo N-acetilada para formar ceramida no reticulo

7

endoplasmatico, a qual € convertida em esfingolipidio no complexo de Golgi.
Estudos recentes indicam funcbes para plataformas de lipidios nos
tripanossomatideos relacionadas a proliferacdo celular e a endocitose (Hanada
2003, Denny & Smith 2004, Sutterwala et al. 2007). No entanto, foi proposto que o
impedimento da sintese de esfingolipidios em tripanossomas africanos nao afeta o

transporte para o interior da célula de proteinas GPI ancoradas a superficie celular.

Acil-CoA PC/PI DAG

Serina (1) (2) LI'.3]' Dihidro- (4) __\(5) -
Pnlmltull—Cu!Th 3KDS = sTinganina==>ceramida )} ~ M/1PC

ATP
(7) Esfingosina«— Ceramida
Miriocina ADP (6)

Esfingosina-1-P \ Esfinganina-1-P

Figura 1.18 - Via de sintese dos esfingolipidios. As enzimas indicadas nos parénteses sao: (1) serino
palmitoil transferase; (2) 3-ceto-esfingosina redutase; (3) dihidroceramida sintase; (4) dihidroceramida
desaturase; (5) esfingolipidio sintase; (6) ceramidase; (7) esfingosina cinase e (8) esfingosina-1-
fosfato liase. Os produtos finais sdo: 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).
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Um estudo recente identificou e isolou GM1 e GM3 em T. Brucei (Uemura et
al. 2004). O numero presente na nomenclatrura dos gangliosideos € definido por
convencgdo a paritr da subtracdo do valor fixo 5, do nimero de agUcares neutros
presentes na molécula. Por exemplo, GM1 apresenta quatro residuos de acucares
neutros enquanto GM3 apresenta dois residuos.

A molécula GM1 tornou-se um marcador universal para a deteccado de
plataformas de lipidio e cavéolas, sendo amplamente citada na identificagdo destes
sitios em células de mamiferos (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 captacdo de macromoléculas pelos tripanossomas Africanos
através de vias independentes de clatrina ndo pode ser associada a captagcdo por
caveolas, devido a auséncia de anotacao de proteinas pertencentes as familias das
caveolinas ou das flotilinas nos bancos de dados gendmicos destes protozoarios. Foi
entdo proposto que esta modalidade de endocitose estaria restrita apenas as células
eucarioticas superiores (Field et al. 2007).

2.2. A endocitose no Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi € um organismo divergente das demais células
eucarioticas, no qual diferentes caracteristicas estruturais e vias metabdlicas estédo
presentes, tornando este parasita diferente das demais espécies de tripanossomas
africanos.

O T. cruzi é o agente etiolégico da doenca de Chagas na América Latina,
sendo um protozoario heteroxénico (com hospedeiros invertebrados e hospedeiros
vertebrados), que possui trés formas adaptativas distintas (epimastigota,
tripomastigota e amastigota). Este parasita € transmitido ao homem através das
fezes do hospedeiro invertebrado, que séo liberadas pelo inseto no momento de seu

repasto sanguineo, contendo formas tripomastigotas (Figura 1.19).
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Estagio no triatominio Estagio no homem

Durante o seu repasto sangEneo o triatominio defeca.

Formas tripomastigotas presentes nas fezes do inseto Tripomastig imradem viirios tipos

infectam o homem através da lesdo no local da picada, o ﬁ de células no local da picada
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infectar outras células,
diferenciando-se
em amastigotas

Amastlgobs intracelulares se transformam

em tripomastigotas, rompem as células e
retormam a corrente sangdinea.

,ﬁ,f Estagio infectivo.
M Estdgio de diagnéstico.

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 estdo diretamente relacionadas com a
necessidade de sobreviver no ambiente onde estdo inseridas. A troca de ambiente
imposta pelo ciclo de vida do parasita implica em severas modificacoes no perfil de
ativacdo e desativacdo génica, o que acarreta a expressao diferencial de diversas
proteinas que atuam tanto internamente no citoplasma quanto fazendo parte do
revestimento externo da membrana plasmatica em seus diferentes dominios. O
sistema de captacdo de macromoléculas e trafego de vesiculas nestes protozoarios
também esta condicionado a forma adaptativa assumida pelo parasita, de modo a
manter a eficiéncia da captacdo de moléculas essenciais disponiveis 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 tipico arranjo de microtubulos subpeliculares descontinuados
na regido da bolsa flagelar. Embora todas as formas adaptativas do T. cruzi
apresentem flagelo, apenas nas formas mdveis (tripomastigotas e epimastigotas) o

flagelo é uma estrutura alongada observavel por microscopia de luz. Nas formas
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amastigotas (intracelulares) o flagelo esta restrito a bolsa flagelar, sé podendo
ser observado por MET.

O T. cruzi, ao contrario dos tripanossomas africanos, apresenta uma estrutura
tipica diretamente envolvida na captacdo de macromoléculas (além da bolsa
flagelar): o citdstoma/citofaringe. Esta estrutura é uma invaginacao especializada na
membrana plasmatica que penetra profundamente no citoplasma terminando na
porcao posterior da célula apds o nucleo. A invaginacao (citofaringe) apresenta sua
abertura para o meio externo (citdstoma) localizada lateralmente ao corpo da célula,
proximo a regido da bolsa flagelar (Milder & Deane 1969, de Souza et al. 1978, de
Souza 2002). O citéstoma possui uma abertura com cerca de 90 nm de diametro.

Estudos morfolégicos por microscopia eletrbnica de varredura de alta
resolucdo caracterizaram esta regido como uma por¢cdo de membrana bastante lisa
em relacdo ao restante da membrana plasmatica (Vatarunakamura et al. 2005),
indicando uma presenca diferenciada de proteinas de membrana. A porcdo de
membrana na regido de abertura do citéstoma esta segregada do restante da
membrana plasmatica do corpo celular por uma fileira de particulas
(Vatarunakamura et al. 2005).

O citostoma esta presente apenas em formas epimastigotas e amastigotas,
sendo uma regido de grande interesse, uma vez que a maior parte da atividade
endocitica 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 ceélula polarizada, com duas estruturas relacionadas a

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

Complexo Vactolo
de Golgi

osmoregulatorio

Citofaringe

Citéstoma
Adesdo do flagelo

ao corpo celular
°

‘T—JIL
B,

Adesdo do flagelo
ao corpo celular

Flagelo
Reservossomo Glicossomo
Acidocalcisoma Cinetoplasto
Mitocdndria

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

protozodrio apresenta um citostoma com citofaringe.
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Estas diferencas limitam as extrapolacbes dos mecanimos de captacao de
nutrientes observados nos tripanossomas africanos para o T. cruzi, e por outro lado
justificam melhores andlises neste protozoario em relacdo aos fen6menos
relacionados a captacao de macromoléculas.

Diversos estudos anteriores mostraram morfologicamente a capacidade de
formas epimastigotas de captar proteinas do meio extracelular por endocitose.
Diferentes abordagens demonstraram que a captacdo 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 protozoarios, ocorre uma pequena divergéncia de proposi¢cdes. Enquanto
alguns autores sugerem que moléculas endocitadas pelo T. cruzi sejam
incorporadas através do citdstoma e bolsa flagelar, transitem por uma rede de
endossomas iniciais e finalmente se alojem nos reservosomos (Porto-Carreiro et al.
2000), outros sugerem nao haver qualquer ligacédo entre endossomas e o trafego de
vesiculas relacionadas a captacdo de macromoléculas. As vesiculas contendo suas
respectivas cargas se fundiriam diretamente aos reservosomos, sem a formacao de
endossomas iniciais (Soares et al. 1992, de Figueiredo & Soares 2000).

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

transferrina apés marcacdo com 1%

(Lima & Villalta 1990). Este possivel receptor
nao foi até o momento identificado, isolado ou caracterizado. Dados morfologicos
obtidos por MET mostraram ligacédo e captacdo de transferrina e LDL marcadas com
ouro coloidal tanto através da bolsa flagelar quanto através do citostoma em formas
epimastigotas. No entanto, ndo foi observado nenhum tipo de revestimento na
superficie das vesiculas contendo tais proteinas. Estabelecendo-se entdo, que a
endocitose em T. cruzi ocorre através de vesiculas endociticas desprovidas de
revestimento, que brotam a partir de dois distintos sitios e que apresentam como
destino final a fusdo com o compartimento pré-lisossomal reservosomo (Soares et al.
1992, de Figueiredo & Soares 2000, Porto-Carreiro et al. 2000).

No entanto, as moléculas pertencentes a maquinaria celular responsavel pela
captacao de tais nutrientes e envolvidas nos passos iniciais destes processos nao

estdo identificadas. Além disso, sucessivas observacdes de vesiculas endociticas
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sem revestimento em ensaios de endocitose com o T. cruzi levaram a se considerar
0 ndo-envolvimento da proteina clatrina na captacdo de nutrientes pelas formas
epimastigotas. Contrariando esta tendéncia sugeriu-se, com base em dados
morfologicos, o envolvimento de clatrina no brotamento de vesiculas a partir da
regido Trans do complexo de Golgi em formas epimastigotas de T. cruzi (Sant'/Anna
et al. 2004).

Recentemente, tanto a proteina clatrina quanto o conjunto completo de
proteinas 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
fendmenos da endocitose e exocitose nestes protozoérios (Denny et al. 2005).

A presenca de plataformas de lipidios em tripanossomatideos € um assunto
bastante controverso e em intenso debate, mas que pode explicar a endocitose de
diferentes proteinas ancoradas via GPI a membrana plasmatica. Adicionalmente,
tem sido descrito em T. cruzi o brotamento de vesiculas endociticas, principalmente
a partir do fundo da citofaringe, sem nenhum tipo de revestimento externo a
membrana. Embora evidéncias de dominios de membrana detergente-resistentes
tenham sido obtidas em T. brucei, ndo existem na base de dados genbémica de T.
brucei e T. cruzi, proteinas anotadas como flotilina ou caveolina. Além disso, em T.
brucei todas as evidéncias morfoldgicas sugerem que proteinas associadas a
membrana da bolsa flagelar através de ancoras de GPI sdo endocitadas por
mecanismo dependente de clatrina. Entretanto, como dito acima, as diferencas
marcantes na estrutura celular e biologia do T. cruzi impedem que sejam feitas
extrapolacbes de observacdes para este protozoario baseadas nos tripanossomas
africanos.

Em resumo, ha um peculiar sistema de endocitose e exocitose em T. cruzi
envolvendo pelo menos dois diferentes mecanismos separados fisicamente em dois
dominios de membrana. A endocitose mediada por clatrina estaria restrita a bolsa
flagelar, enquanto endocitose independente de clatrina ocorreria majoritariamente
pelo citéstoma/citofaringe. Estas observacbes fazem do T. cruzi um excelente
modelo para estudos da endocitose, um dos fendbmenos mais primitivos e essenciais
a manutencédo da vida nas células eucaridticas. Embora a endocitose em T. cruzi
venha sendo estudada h&a bastante tempo, tais estudos ndo tém contemplado os
eventos iniciais que ocorrem, nos diferentes dominios de membrana deste

protozoario.
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Objetivos

1) Objetivo geral
Caracterizar os mecanismos de endocitose de nutrientes em formas
epimastigotas do T. cruzi, a partir da anélise dos eventos iniciais que ocorrem nos

diferentes dominios de membrana: bolsa flagelar e citostoma/citofaringe.

2) Objetivos especificos
2.1) Quanto a endocitose dependente de clatrina em T. cruzi:

a) Identificar em formas epimastigotas por analise ultra-estrutural os
sitios de entrada na célula de BSA, LDL e transferrina e os diferentes
tipos de vesiculas envolvidas nesse processo;
b) Verificar a presenca dos genes para clatrina e adaptinas, in silico;
c) Investigar a expressao de clatrina no extrato protéico total de formas
epimastigotas;
d) Localizar a proteina clatrina no corpo celular das formas
epimastigotas do T. cruzi por imunofluorescéncia;
e) Verificar a presenca de clatrina nas formas epimastigotas do T. cruzi
por citometria de fluxo;
f) ldentificar por ultra-estrutura a organela de destino do marcador

associado a endocitose mediada por clatrina.

2.2) Quanto a endocitose independente de clatrina em T. cruzi:
a) Produzir fracdes purificadas de membrana do T. cruzi;
b) Verificar a presengca de dominios lipidicos detergente-insolaveis
(“lipid rafts”) nas fracdes purificadas de membrana do T. cruzi;
c) Identificar e quantificar os componentes lipidicos da fracdo de
membrana detergente-insolluvel provenientes das formas epimastigotas
do T. cruzi;
d) Quantificar o contetido protéico da fragdo de membrana detergente-
insolavel;
e) Testar as fragcbes de membrana detergente-insolivel quanto a
presenca de marcadores universais para “lipid rafts”: GM1 e flotilina;
f) Localizar as moléculas endocitadas pela via independente de clatrina
simultaneamente com a proteina flotilina (marcador universal de “lipid
raft”).
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2.3) Quanto a seletividade da endocitose nas formas epimastigotas do T.

cruzi

a) ldentificar por analises ultra-estruturais a organela de destino do
marcador associado a possivel endocitose caveolar;

b) Avaliar por microscopia eletronica de transmissdo a captacao de
transferrina em células submetidas a tratamento inibitério especifico
para endocitose mediada por clatrina (deplecédo de K*, acidificagdo do
meio de cultivo, incubacdo das células em meio hipertbnico),
endocitose caveolar (pré-tratamento com filipina e metil-beta-
ciclodextrina) ou ainda a influéncia do citoesqueleto na endocitose (pré-
tratamento com citocalasina B);

¢) Quantificar por citometria de fluxo a endocitose de transferrina pelas
formas epimastigotas submetidas aos tratamentos propostos no item
(b);

d) Determinar a curva de crescimento das formas epimastigotas do T.
cruzi sob a influéncia dos tratamentos propostos no item (b).
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Clathrin in Trypanosoma cruzi: In Silico Gene Identification, Isolation, and
Localization of Protein Expression Sites
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ABSTRACT.

Clathrin is a scaffold protein found in different types of coated vesicles in most eukaryotic cells. Major forces that drive

clathrin coat formation are the adaptor protein complexes. Trypanosoma cruzi is a flagellate protozoan that ingests macromolecules
through receptor-mediated endocytosis, but the molecules involved in this process are still poorly known. Bioinformatics was used to
identify proteins in the T7 cruzi genome database, permitting discrimination of the genes involved in clathrin coat assembly. Clathrin
expression was demonstrated in T, cruzi epimastigotes by using several experimental approaches. Westem blot analysis showed a single
180-kDa protein band, which corresponds to the molecular mass of mammalian clathrin heavy chain. A flow cytometry assay demon-
strated that the clathrin heavy chain was expressed in 97.74% of the cell population analyzed. with a high-fluorescence signal. Immuno-
fluorescence observation showed labeling clustered at the flagellar pocket and Golgi complex region. Coated vesicles budding off from the
flagellar pocket and the trans Golgi network membranes were identified by wransmission electron microscopy. Our data demonstrate the
expression of clathrin in 1. cruzi epimastigotes and show the association of this polypeptide with the parasite endocytic and exocytic

pathways.

Key Words. Adaptin, endocytosis, flagellar pocket, in silico, protein expression.

UKARYOTIC cells have an elaborate membrane system that

allows ingestion of macromolecules by endocytosis. There is
a continuous and regulated caprure of cargo into vesicles that bud
off from the plasma membrane, followed by delivery of the ves-
icle contents to receiving endosomal compartments (Miaczynska
and Zerial 2002; Seabra, Mules, and Hume 2002; Vincent 2003).
Trafficking of ingested material requires specific recognizing in-
teractions between sorting motifs in the cargo molecules and re-
ceptors in the vesicle membrane, with or without the participation
of wvesicular surface coat components. Cargo concentration and
vesicle coat formation are frequently linked in most eukaryotic
cells to allow endocytosis of specific molecules (Kirchhausen,
Bonifacino, and Riezman 1997; Orth and McNiven 2003).

The biogenesis of endocytic vesicles is regulated by specific
proteins and co-factors that control different steps, such as bud-
ding, docking, and fusion with target membranes. D
proteins mediate the budding event, by coating the membranes
and generating the forces necessary 1o bend a flat membrane into a
vesicle (Andor and Traub 2002; Cosson and Letourneur 1997,
Schekman and Orci 1996). Clathrin is a scaffold protein found in
different types of coated vesicles in most eukaryotic cells (Aridor
and Traub 2002; Brodsky et al. 2001). The major forces that drive
clathrin coat formation are the adaptor protein (AP) complexes,
and four different heterotetrameric AP complexes are Known
{Boehm and Bonifacino 2002; Kirchhaosen et al. 1997, Clathrin
plays an important role in receptor-mediated endocytosis at the
plasma membrane when associated with AP2 adaptors, while it is
associated with AP1 adaptors in transport from the wrans Golgi
network (TGN) to endosomes.

Trypanosomatid protozoa are cukaryotc cells that have devel-
oped unusual features in metabolic pathways and cell biology
mechanisms. Some trypanosomalids are parasites of vertebrates
and plants, and thus are of medical, veterinary, and economical
interest. The epimastigote form of Trypanosoma cruzi, the caus-
ative agent of Chagas’ disease in South America, appears as an
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33163267 e-mail: maurilio@ joc. fiocruz.br

interesting model for studies on endocytosis, as its polarized en-
docytic apparatus is concentrated at only two specific membrane
sites: the flagellar pocket and the cytostome (Morgan et al. 2002a).
These structures are specialized plasma membrane invaginations
located at the anterior end of the cells (De Souza 2002).

Previous studies have shown that 7. cruzi epimastigotes are
able w ingest proteins through receptor-mediated endocytosis
(Figueiredo and Scares 2000; Porto-Carreiro et al. 2000; Soares
and De Souza 1991), but the molecules involved in the initial steps
of this process are still poorly known. Uncoated vesicles have
been observed budding from the flagellar pocket membrane
(Soares, Souto-Padron, and De Souza 1992) and the cytostome/
cytopharynx (Figueiredo and Soares 2000). These results gener-
ated a long-lasting belief in the absence of clathrin-coated vesicles
in T, cruzi epimastigotes. However, coated vesicles have been
recently observed close to the Golgi complex of these fonns
(Sant’ Anna, De Souza, and Cunha-e-Silva 2004), thus suggesting
the synthesis of clathrin by this parasite. The hypothesis that
clathrin coats are assembled in the epimastigotes was consistent
with data from a recent study on the T. cruzi genome data bank
that has demonstrated the occurrence of a full complement of four
B-adaptins, as well as the other subunits required to form four AP
complexes (Denny et al. 2005). The hypothesis was further sup-
ported by bicinformatic and molecular analyses performed on
other heteroxenic trypanosomatids, showing the presence of
clathrin and adaptors in Leishmania major (Denny et al. 2005)
and in Trypanosema brucei (Morgan et al. 2001, 2002b).

Our morphological and biochemical data reveal new aspects on
the endocytic process in Tl crezi epimastigotes. In this work we
demonstrate the occurrence of clathrin expression at the protein
level. Furthermore, we also show evidences for the localization of
clathrin at the flagellar pocket and membranes of the TGNM.

MATERIALS AND METHODS

Parasites. Epimastigotes forms of T crwzi, Y and Dm28
strains, were maintained axenically at 28 °C by weekly transfers
in Liver Infusion Tryptose (LIT) medium (Camargo 1964)
supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated fetal calf serum
(CultiLab Lida., Séo Paulo, Brazil). Five-day-old epimastigotes,
at the mid-log phase of growth, were used for all experiments.
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Antibodies. Polyclonal goat anti-bovine clathrin heavy chain
antibody and horseradish peroxidase-conjugated cholera toxin B
subunits (HRP-CtxB) were purchased from Sigma (Sigma Co., St.
Louis, MO). Monoclonal rabbit anti-goat Alexa Fluor 568 anti-
body was purchased from Maolecular Probes (Carlsbad, CA).

In silico. A BLAST search was performed in the T cruzi
genome project database (htpd/fwww.genedb.org/ genedb/ieruzi)
at the National Institute of Allergy and Infectious Discases
(NIAID, Bethesda, MD) o find annotated gene sequences Lo
clathrin heavy chain, all subunits of adaptor complexes 1 and 2,
and dynamin. In this search we have used as templates the Homo
sapiens gene sequences. Use of the Bos tawrus clathrin heavy
chain polypeptide in the BLAST search in the T\ cruzi genome
data bank was made to support the expeniments where T. cruzi
clathrin heavy chain was detected by using an antibody against
bovine clathrin heavy chain. The corresponding sequences found
in the 70 cruzi genome database for all polypeptides were also
used to perform new BLAST submissions in the Lo major and
T. brucei genome databases (htp/fwww.genedb.org/).

Uptake of albumin-gold complexes. Colloidal gold particles
(5 nm diam.) were prepared according to Slot and Geuze (1985).
Bovine serum albumin (BSA) (Sigma Chemical Co.) was coupled
to gold particles as described elsewhere (Bendayan, Nanci, and
Kan 1987). Epimastigotes of 7% cruzi were collected by centrifu-
gation at 1,500 g, washed twice in phosphate buffered saline
(PBS), pH 7.2, to remove the culture medium, and incubated for
30min at 28 °C with the gold-labeled protein solution diluted 1:1
in PBS. The cells were then processed for transmission electron
MICTOSCOPY .

Transmission electron microscopy. Afier the endocytosis as-
says, the parasites were rinsed with PBS, fixed for 1 h at room tem-
perature with 2.5% (v/v) gluaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer
(pH 7.2), rinsed in phosphate buffer, and then post-fixed for 30 min
with 1% (w/v) osmium tetroxide/0.8% (w/v) potassium ferricya-
nide/S mM CaCls in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.2). Thereafter,
the parasites were rinsed in cacodylate buffer, dehydrated in a grad-
ed acetone series, and embedded in Poly/Bed 812 resin (Polysci-
ences, Warrington, PA). Ulra-thin sections were stained with
uranyl acetate and lead citrate and then observed in a Zeiss
(Oberkochen, Germany) EM10C transmission electron microscope.

Clathrin heavy chain purification. Clathrin-coated vesicles
were isolated from bovine brain in Mes [2-(N-Morpholino) et-
hanesulfonic acid] buffer at pH 6.5 (0.1M Mes, 1mM EGTA,
0.5 mM MgCls, 3mM NaNs), according to a previously described
protocol (Mandi et al. 1982). The clathrin-ennched suspension was
dialyzed with three changes against a buffer (10 mM Tris, 3 mM
NaNs, pH8.0) for 12 h at 4 °C and then centrifuged at 150,000 for
1 h. The supernatant, containing native clathrin heavy chain, was
used as a standard for the Western blot experiments.

SDS-PAGE and Western blot. The parasites were washed in
PBS and TNE buffer (25mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl,
SmM EDTA, 0.2mM PMSFE, 1 pg/ml leupeptin, 1pg/ml pepsta-
un, 1 pg/ml aprotinin, 1 mM NasVO,, and 1 mM NaF). Aliquots
of 5 3 10" cells were then lysed in TNE buffer and centrifuged at
20,000g. The supernatant or soluble protein fraction was collect-
ed, and the pellet was discarded. The soluble fraction was separ-
ated by using 10% (wfv) SDS-PAGE polyacrylamide gels (La-
emmli 1970) at 200 V. Western blotting was performed by trans-
ferring the gels to nitrocellulose membranes at 400 mA for 90 min.
The membranes were blocked with 3% (w/v) non-fat dry milk and
probed with a polyclonal antibody against bovine clathrin heavy
chain at a 1:1,000 dilution. Blots were developed with a chemi-
luminescence assay using the ECL System (Amersham Bi-
osciences, Sio Paulo, SP. Brazil). )

Flow cytometry. Epimastigotes of 7. cruzi (5 x 10° cells)
were fixed for 20min at 4°C with 19 (w/v) paraformaldehyde,

B
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Table 1. Predicted polypeptides of AP complex 1, AP complex 2,
clathrin heavy chain (CHC). and dynamin in the Tryparosoma cruzi
genome data bank.

T. cruzi predicted Leishmaria  Trypanosoma — Homo Baos
polypeptide major brucei sapiens  MUrus
¥-AP1 36 (56) 36 133) 37(33) nd
B-AP1 36 (33) 38 a0y 40 (60) nd

i (AP47)-AP1 43 (64) 48 (65) 47 (68) nd

o (API9)-AP] 51(73) 55 (75) 52(74) nd
a-AP2 36 (56) = 36 (35) nd
p-AP2 32 (32 - 38 (39 nd

p (AP50)-AP2 35 (37 - 40 (64 nd

o (AP1T)-AP2 51 (78) - 56 (T8) nd
CHC 635 (82) T1 (85) 39 (62) 3 (62)
Dynamin TO T 64 (6Y) 55(55 nd

The percent of amino acid identity and sequence similarity (in paren-
theses) is given against ortholog sequences in L. major, T. brucei, and H.
sapiens. B, taurus was used to validate our antibody in CHC detection
assays.

AP1, adaptor 1 protein sub-unit; AP2, adaptor 2 protein sub-unit; CHC,
clathrin heavy chain; nd, not done.

washed 3 times with PBS containing 3% (v/v) fetal calf serum,
and resuspended for 20 min in permeabilizing buffer | (PB1: PBS
with 0.2%% [w/v] saponine, 1% [w/v] BSA). The parasites were
incubated for 20 min at room temperature with a primary poly-
clonal antibody against bovine clathrin heavy chain, diluted at
1:300 in PB. After washing, the cells were incubated for 20 min at
room temperature with an Alexa Fluor 568 antibody solution, di-
luted at 1:900, and then resuspended in PBS. Positive control was
obtained by labeling mouse thymocytes with the same protocol,
while negative controls were obtained by incubating the protozoa
or the thymocytes only with the secondary antibody or with no
antibodies. Data acquisition and analysis were performed using a
FACSCalibur flow cytometer ( Becton-Dickinson, Franklin Lakes,
NI) equipped with the Cell Quest software (Scripps Research In-
stitute, La Jolla, CA).
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Fig. 1, 2. Clathrin heavy chain expression in epimastigotes of Try-
panosoma cruzi. 1. SDS-PAGE of total proteins from a soluble fraction.
Lane P: Molecular mass marker. Lane 1: soluble proteins of T. cruzi Y
strain epimastigotes. Lane 2 soluble proteins of T cruzi Dm2¥ strain
epimastigotes. Lane C: purified bovine clathrin (positive control ). 2. West-
ern blot analysis. Lane 1: positive clathrin heavy chain detection in T. eruzi
Y strain. Lane 2: positive clathrin heavy chain detection in T2 eruzi Dm28
strain. Lane C: bovine clathrin as positive control. Molecular weight as
indicated, 180 kDa.
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Flow cytometry analysis of Trypanosoma cruzi epimastigotes (3, 5) and thymocytes (4, 6). 3, 4. Distribution of the assayed cell population,

according to the cell size and granulosity. The R1 region represents a section with a wery high density of morphologically similar, viable cells. All
analyses were performed with cells from this region. 5, 6. Overlay of positive results (filled peak: cells with fluorescence) and negative controls (the two
empty peaks. cells with no fluorescence). AB peak: negative control with cells incubated with no antibody; AB sec peak: control cells incubated with the
secondary antibody only: M1 peak: fluorescent cells after incubation with anti-clathrin heavy chain antibody and then with a secondary Alexa Fluor 568

antibody,

Immunofluorescence assay. For clathrin detection, whole
epimastigotes were adhered to 0.1% (w/v) poly-L-lysine-coated
slides and then fixed for 20min on ice with 4% (w/v) paraform-
aldehyde diluted in PBS. After incubation for 20 min at room
temperature with permeabilizing buffer 2 (PB2: PBS with 0.2%
[wiv] saponin, 1% [wiv] BSA, 5% [v/v] fetal calf serum), the
slides were blocked for 1h at room temperature with 4% (w/v)
BSA in PBS solution (blocking buffer), and then incubated for
Ih at room temperature with a primary polyclonal antibody
against bovine clathrin heavy chain, diluted at 1:300 in blocking
buffer. The slides were washed with a 1% (w/v) BSA in PBS
solution before incubation with the secondary Alexa Fluor
488 anubody. The cells were then stained with 0.5 pg/ml 4',6-
diamidino-2-phenylindele (DAPL) (Sigma Chemical Co.) and
ned in a Zeiss CLSM 510-meta confocal laser scanning
micmscope. Digital images were acquired and edited (color

0]

balance adjustment) using Adobe Photoshop 7.0.1 (Adobe Sys-
tems Incorporated, Denver, CO).

RESULTS AND DISCUSSION

Search by BLAST submission in the T. cruzi genome database
using M. sapieny and B. rawrus genes as samples detected a similar
polypeptide, corresponding in amine acid number o that
described for the mammal clathrin heavy chain (CHC) subunit
(Accession nos. Te00 10470533506167.50). Furthermore, search
by BLAST submission in the 7. cruzi genome database using
H. sapiens genes as samples permitted identification of the fol-
lowing predicted polypeptides: Adaptor complex-1 (y, B/, AP47
and AP19 adaptins: corresponding to Accession nos. TeO0.
1047053308257 260, TcD0. 1047053506247.200, Te00.10470535-
10533.40, and TcO0.10M47053509623.19, respectively): Adaptor
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Fig. 7-8. Confocal laser microscopy of clathrin heavy chain labeling in Trypanosoma cruzi epimastigotes. 7a. Green fluorescence labeling for
clathrin heavy chain (green arrows) is mostly located close to the nuclear/kinetoplast region (both organelles stained blue with DAPL blue arrows), as
small elusters that represent the bottom of the flagellar pocket and the Golgi complex region. Th. Combined phase contrast (cell body) and confocal (blue
and green fluorescence) images. Black arrows show the clathrin fluorescence signal. 8a. Confocal laser microscopy of negative control. No green flu-
orescence signal is seen in samples incubated with the secondary antibody only. T'he blue arrows indicate the nuclear/kinetoplast region, both or;
stained blue with DAPL 8b. Combined phase contrast (cell body) and confocal (blue fluorescence) images. Fig. 7(A) and (B): scale bar = 5 pm; F
and (B): scale bar = 15 pm.

complex-2 (2, B, AP5S0 and AP17 adaptins; corresponding Ac- 7. cruzi, either from the plasma membrane (i.e. adaptin complex
cession nos. TeDO 1047053511391.140, TeO0. 1047053506247, AP2) or from the Golgi complex (i.e. adaptin complex AP1). The
200, TeOOI047053510105.30, and TeOD.1047053506559.330,  high sequence similarity and modest amino acid identity between

respectively); and dynamin (Accession nos. TeD0.104705350- B, rawrws and 7. cruzi clathrin heavy chain (CHC) genes, about
B153.20). 62% and 39%, respectvely, validated our assays using an anti-
The identfied genes for clathnn heavy chain, adaptin subunits,  body against bovine CHC (Table 1).

and dynamin matched with the correct set of polypeptides ne Expression of the clathrin heavy chain in 7. cruzi epimastigotes
sary for the assembly and budding of clathrin-coated vesicles in - was demonstrated by Western blot. Our results revealed the
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expression of clathrin heavy chain in T. cruzi, in both parasite
strains tested (Fig. 1, 2). A single band of 180 kDa was detected in
the Western blot analysis, which corresponds to the molecular
mass described for the homologous mammalian clathrin heavy
chain (Fig. 2). Detection of clathrin, AP1 and AP2 complexes, and
dynamin in the parasite genome, together with the occurrence of
clathrin expression in the epimastigotes clearly demonstrate that
clathrin-coated vesicles are pant of the endocytic and exocytic
pathways in epimastigote forms of 70 cruzi.

Expression of clathrin heavy chain in 70 oz epimastigotes
(Y strain) was also investigated by flow cytometry. Distribution of
the analyzed population was first graphically ploted by cell size
and granulosity (Fig. 3, 4). Intensity of fluorescence signal asso-
ciated with positive clathrin expression was then determined in
parasites from the region corresponding o the cell population with
sirnilar size and density: the R1 region includes cells with normal
morphology. The data demonstrated a high level of clathrin ex-
pression in both epimastigotes (Fig. 5) and thymocytes (Fig. 6).
Clathrin heavy chain protein was positively expressed in about
97.74% + 0.5% of the epimastigotes within the R1 region of the
cell population, as determined in three independent experiments.
About 10,000 events were acquired in the R1 region.

Whole parasites (Y strain) immunolabeled with a polyclonal
antibody against bovine clathrin heavy chain showed positive,
punctate fluorescence signals mostly located close to the nucleus
and the kinetoplast (both stained blue with DAPI) at the anterior
part of the cell, a region that corresponds to the flagellar pocket
{endocytosis) and the Golgi complex (exocytosis) localization
(Fig. 7., 8).

Morphological analysis by transmission electron microscopy
demonstrated gold-labeled albumin molecules associated with a
coated vesicle budding off from the flagellar pocket membrane
(arrowheads, Fig. 9). Furthermore, coated vesicles could be also
detected associated to the TGN (Fig. 9). Thus, our ultrastructural
data demonstrate that 1. cruzi epimastigotes express the clathrin
heavy chain at the protein level. The difficulty in finding budding
endocytic clathrin-coated vesicles in T, cruzi epimastigotes may
be explained by the fact that these vesicles are rare, because (a)
they are formed at only a very small, specific portion of the plas-
ma membrane, that is, at the flagellar pocket membrane, and (b)
the budding phenomenon is fast, and thus it must be luckily pre-
served during the fixation for TEM. Furthermore, ultra-thin sec-
tons of the parasites must be made for observation in the TEM,
what decreases the chance of finding this rapid phenomenon.
However, it was easier to find coated vesicles in the cytoplasm
close to the flagellar pocket or Golgi complex, although they are
also rare. Most of them were associated with the Golgi complex.

The occurrence of clathrin-mediated endocytosis in other try-
panosomatids has been already demonstrated in L. major (Denny
etal. 2005) and T. brucei (Shapiro and Webster 1989; Webster and
Shapiro 1990). Molecular biology and morphological data revealed
clathrin-coated vesicles arising from both the endocytic pathway
and the Golgi complex of T\ brucei (Morgan et al. 2001 ). However,
Morgan et al. (2002b) were unable to demonstrate homologues of
AP2 in T. brucei, the adaptin complex that is needed for clathrin
assembly in endocytic vesicles at the plasma membrane.

Our data demonstrate that there are clathrin-dependent endocy-
tic and exocytic pathways in 1% cruzi, with clathrin-coated vesicles
budding off at the flagellar pocket and TGN membranes, respec-
tvely. Formation of endocytic clathrin-coated vesicles at the bot-
tom of the flagellar pocket can be a mechanism whereby
trypanosomes could avold exposing their endocytic apparatus
proteins o the host immune system. However, comparisons be-
tween T2 brucei and 1. cruzi should be made with caution. The few
works on endocytosis in 70 crezi bloodstream trypomasti gotes
(non-replicative forms) failed to demonstrate ingestion of gold-
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Fig. 9. Ultrastructural analysis of gold-labeled albumin uptake by
Trypanosoma cruzi epimastigotes at 28 °C. Two markers (arrowheads)
can be found inside and at the opening of a coated endocytic vesicle.
A coated vesicle (white arrow) is seen at the Trans Golgi Network region
(GO). F, flagellum; K, kinetoplast; N, nucleus. Scale bar = 0.2 pm.

labeled proteins (Corréa, Andrade, and Socares 2002; Soares and
De Souza 1991), and the single morphologically visualized coated
vesicle appeared to be associated with the Golgi complex
(Sant’Anna et al. 2004). Either 7. cruzi trypomastigoles ingest
nutrients through a very fast endocytic process at the fagellar
pocket membrane, which is difficult to observe, or they use an
alternative mechanism to obtain energy, such as transport through
the plasma membrane.

Most studies on endocytosis in 7. cruzi were performed with
epimasti gote forms (reviewed in De Souza 2002), which present a
cylostome where intense receptor-mediated endocytosis of trans-
ferrin occurs through uncoated vesicles (Figueiredo and Soares
2000; Porto-Carreire et al. 2000), Our data indicate that in 7. cruzi
epimastigotes the clathrin-coated endocytic pathway at the flag-
ellar pocket membrane evolved o a secondary endocytic site.
Detection of ingested albumin and transferrin in the reservosomes
(reviewed in De Souza 2002) show that both endocytic pathways
converge to these pre-lysosomal compartments.

Ourresults allow a better understanding of the particular mech-
anisms of endocytosis in T. cruzi epimastigotes, and bring a per-
spective of additional studies to elucidate the uptake of molecules
in this protozoan parasite. It has been proposed that clathrin ab-
lation in T. brucei is lethal and it has been postulated that endo-
cylosis of glycosylphosphatdyl-inositol (GPL-anchored proteins
in this organism must occur through a clathrin-mediated mecha-
mism at the flagellar pocket (Allen, Goulding, and Field 2003).
Glycosylphosphatidy l-inositol-anchored  proteins have been re-
cently characterized in T. cruzi (Afiez-Rojas et al. 2006) and thus,
further studies would help to clarify whether in this organism GPI-
anchored proteins are ingested through clathrin-coated vesicles at
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the flagellar pocket or through uncoated vesicles at the cytostome,
its main endocytic site.
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Transferrin uptake may occur through detergent-resistant
membrane domains at the cytopharynx of Trypanosoma cruzi
epimastigote forms
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Uptalke of transferrin by epimastigote forms of the protozoan Trypanosoma cruzi occurs mainly through a cyvtostome/
cytopharynx, via uncoated endocytic vesicles that bud off from the bottom of the cytopharynx, We have here exam-
ined whether detergent-resistant membrane (DRM) domains might be involved in this process. Purified whole cell
membrane fractions were assaved for cholesterol levels and used in dot blot analvses. Detergent-rasistant mem-
brane markers (cholera B toxin and anti-flotiliin-1 antibody) presented positive reaction by dot blots in cholesterol-
rich/ protein-poor membrane sub-fractions. The positive dot blor fraction was submitted to lipid composition analy-
sis, showing composition similar to that of raft fractions described for other eukarvotic cells. Immunofluorescence
assavs allowed the localization of punctual positive signal for flotillin-1, matching the precise cytastome/ cvtopharynx
location. These data were confirmed by immunofluorescence assays with the co-localization of flotillin-1 and the
transferrin upitake sire. Our data suggest that DRM domains occur and are integrated at the cvtosiome! cytopharynx
af T. couzi epimastigotes, being the main route for transferrin uptake.

Kev words: cytopharynx - detergent-resistant membrane - endocytosis - Tiypanosoma cruzi - ultrastructure

The lipid raft model proposes that cholesterol and
sphingolipids of the plasma membrane outer leaflet are
not randomly distributed. but rather clustered into mi-
cro-domains that float in the lipid bilaver, characterizing
detergent-resistant membrane (DRM) domains 1n eu-
karvotic cells (Rietveld & Simons 1998, Handcock
2006). Transmembrane proteins (receptors, adhesion
molecules, and enzvmes) i the lipid balayver would erther
reside in_ and thus become sorted into transport vesicles,
or be excluded from the rafts, depending on partitioning
imparted by their physical properties (Harder etal. 1998,
Simons & Vaz 2004).

Lipid rafts play a role in a wide range of important
biological processes, including signal transduction path-
ways, apoptosis, cell adhesion and migration, organiza-
tion of the cytoskeleton and protein sorting during both
exocytosis and endocvtosis (Simons & Toomre 2000,
Harris & Siu 2002).

Flotillins are cholesterol-binding proteins that asso-
ciate with a subset of rafts named caveolae. and are fre-
quentlv used as raft markers. The flotillin protein famuly
consists of the small (45 kDa) proteins flotillin-1 and
flotillin-2/ ESA (a close homologue of the epidermal
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surface antigen). These proteins induce caveolae forma-
tion. bind cholesterol, and interact with signaling mol-
ecules (Anderson 1998, Kiss et al. 2004). Lipid rafts
can exist independently of caveolae, but they must exist
prior to formation of caveolae for proper insertion of
flotillin mto membranes (Graf et al. 1999, Tkonen 2001).
Trvpanosomatid protozoa have a particular cell body
array that allows uptake of nutrients only at a specific
membrane site: the flagellar pocket (Morgan et al. 2001).
Drypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas dis-
ease in Latin America, appears as an attractive model for
studies to elucidate the occurrence of lipid rafts and their
probable participation i endocytic processes, as I, cruzi
epimastigotes have a second specialized endocytic site,
the cytostome/ cytopharvnx. This 15 a plasma membrane
vagination located at the anterior cell end, which pen-
etrates deeply into the cytoplasm towards the nucleus
(Milder & Deane 1969). Uncoated vesicles have been
observed budding off from the flagellar pocket mem-
brane {(Soares et al. 1992) and the bottom of the
cytopharvnx (Figueiredo & Soares 2000), thus demon-
strating the occurrence of endocytosis by uncoated
vesicles in T7 cruzi epumastigotes. Protein uptake through
receptor-mediated endocytosis also occurs (Soares &
De Souza 1991, Figueiredo & Soares 2000), with inges-
tion of transferrin mainly through the cytostome (Porto-
Carreiro et al. 2000). The molecules involved in vesicle
budding remain poorly known. but recent studies indi-
cate a functional role for lipid rafts in trypanosomatids
(Denny & Smath 2004). Here we identify in T cruzi
epimastigotes some lipid rafts landmarks and present
evidences for the presence of a DRM site mnvolved mn
endocytosis at the cytostome/ cytopharynx.
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MATERIALS AND METHODS

Parasites - Epimastigote forms of T\ cruzi, stram Y,
were kept axenically at 28°C by weekly transfers in liver
infusion tryptose medium (Camargo 1964) supplemented
with 10% heat mactivated fetal calf serum (Cultilab,
Séo Paulo, Brazil). Five-day-old epimastigotes. at the mid-
log phase of growth, were used for the experiments.

DRM purification - The parasites were washed mn
phosphate buffered saline (PBS. pH 7.2) and TNE buffer
(25 mM Tris-HC1 pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA,
0.2 mM PMSF. 1 pg/ml leupeptin, 1 pg/ml pepstatin, 1
ug/ ml aprotinin, 1 mM Na,VO,, and 1 mM NaF).

Aliquots of 5 x 10% cells in TNE buffer were care-
fully disrupted on ice with a Branson Sonifier Cell
disruptor B15 (Sonifier Cell Disruptors, Danbury, CT,
USA) using a standard probe (13 mm radiating diameter)
operating at 15% of total amplitude, with 5 cycles of 30 s
and with 1 s rest between cycles, yielding a total homo-
genate. This homogenate was centrifuged at 20,000 g
and the supernatant was incubated for 20 mun at 4°C in
TNE buffer containing 1% Triton X-100. After incuba-
tion, the sample was mixed 1:1 with 80% sucrose (w/v)
in TNE buffer and transferred to a Beckman SW40 cen-
trifuge tube (Beckman Coulter Inc, Fullerton, CA_ USA).
This mixture was first overlaid with 35% sucrose. fol-
lowed by 3% sucrose, and centrifuged at 100,000 g for
16 h at 4°C (Chung et al. 2003). Twelve 1-ml fractions
could be sequentially collected from the top. Raft cho-
lesterol was measured with a sensitive cholesterol oxi-
dase-based fluorometric assay (Amplex Red cholesterol
kit) purchased from Molecular Probes (Eugene, OR,
USA). Cholesterol content of purified lipid rafts was
normalized to total protein fraction.

Cholera B foxin and anti-flotillin-1 dot blotting -
About 0.1 ml from each gradient fraction was diluted to
1 ml with PBS and adsorbed onto a nitrocellulose filter
using a dot-blot apparatus (Schleicher & Schuell, Keene,
NH, USA). Membranes were blocked with 5% non-fat
dry milk and probed with a Horse Radish Peroxidase-
Chelera B Toxin (HRP-CtxB) conmjugate (Invitrogen,
Carlsbad, CA_  USA) or else with anti-flotillin-1 antibody
(Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) for 1 hat room
temperature. Blots were developed using a chemilumi-

nescence assay (Pierce, Rockford, IL, USA).

Lipid analysis - Cholera B toxin positive fractions
(4 to 6) were pooled and lipids were extracted (Bligh &
Dver 1939) for 2 h 1 a stoppered tube containing 5 ml
of a chloroform-methanol-water solution (2:1:0.8, v/v),
with intermattent agitation. After centrifugation, the su-
pernatant was collected and the pellet subjectad to a sec-
ond lipid extraction for 1 h. The amount of total lipids
was determined gravimetrically. Extracted lipids were
analyzed by one-dimensional high performance thin-
layer chromatography (HPTLC) for neutral lipids (Vogel
et al. 1962), or by two-dimensional thin-layer chroma-
tography (TLC) for phospholipids (Yavin & Zutra 1977).
Sphingolipids were identified by muild alkaline hydroly-
s1s of the total lipid extract for 1 h at 80°C 11 methanolic
2.5 M KOH. Neutral lipids were visualized by charring
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(10 mm at 110°C) after submersion of the plates for 10 s
in 3% Cu50, in 8% H;PO,. Lipids were globally quanti-
fied from HPTLC plates by densitometric scanning. Each
lipid spot was identified by comparing to lipid standards
(Sigma) run in parallel. A lipid mass curve was made to
convert the densitometric values mto pg of each lipid on
the HPTLC plate.

Uptake of transferrin-gold complexes - Colloidal
gold particles (15 nm 1n diameter) were prepared as de-
scribed (Slot & Geuze 1983). Human holo-transferrin
(Sigma) was coupled to gold particles as described else-
where (Bendavan et al. 1987). T cruzi epimastigotes
were collected by centrifugation at 1,500 g, washed
twice in PBS to remove the culture medium. and incu-
bated for 30 min at 28°C with gold-labeled protein solu-
tions diluted 1:1 in PBS. The cells were then processed
for transmission electron microscopy.

Transmission electron microscopy - After the en-
docytosis assays, the parasites were rinsed with PBS,
fixed for 1 h at room temperature with 2.5% glutaralde-
hyde 1n 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2), rinsed in phos-
phate buffer, and then post-fixed for 30 minutes with 1%
osmium tetroxide/ 0.8% potassium ferricvanide’ 5 mM
CaCl, m 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.2). Thereafter.
the parasites were ninsed in cacodylate buffer, dehydrated
in a graded acetone series, and embedded i Polv/Bed
812 resin (PolySciences, Warrington, PA. TUSA). Ultra-
thin sections were stamned with uranyl acetate and lead
citrate and observed in a Zeiss (Oberkochen, Germany)
EMI0C transmission electron microscope.

Immunofluorescence assays - For the double fluo-
rescence assay, epimastigotes were harvested, washed
three times with PBS and incubated for 15 min at 28°C
with 1 mg/ml TRITC (Tetramethyl Rhodamine Iso-Thio-
cyanate)-labeled transferrin (Sigma). The cells were then
adhered at 4°C to 0.1% poly-L-lvsine-coated slides and
fixed for 20 min on ice with methanol at minus 20°C.
Thereafter. the slides were incubated for 10 min at room
temperature with permeabilizing buffer [PBS with 0.2%
(wiv) saponin, 1% (w/v) bovine serum albumin, 5% (v/v)
fetal calf serum)], blocked for 1 h at room temperature
with blocking buffer [4% (w/v) bovine serum albumin in
PBS]. and then incubated for 1 h at room temperature
with primary antibody against flotillin-1 diluted at 1:200
in blocking buffer.

The shides were washed with 1% bovine serum albu-
min in PBS, prior to incubation with a secondary
AlexaFluor-488 (Invitrogen) antibody. The cells were
then stained with 0.5 pg/ml DAPI and examined by con-
focal laser scanning microscopy.

RESULTS

Detection af lipid raft markers in detergant-in-
soluble membrane fractions - DRM extracts prepared
with Triton X-100 were first used to analvze the distri-
bution of cholesterol in sucrose density gradients after
equilibrium centrifugation. as compared to the protein
amounts. The DRM fractions were identified in the su-
crose gradients as white-tan cloudy layers of material
just above the middle of the gradient tub. Fractions 4 to
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6, but mamnly fraction 3, showed enrichment in choles-
terol with a low content of proteins, as described for
lipid rafts in mammal cells (Fig. 1A).

Lipid raft markers (cholera B toxin reaction and flotillin-
1) were detected in the gradient fractions by dot-blot analy-
sis. The flotillin-1 positive fractions matched with the chol-
era B toxin positive fractions, and both markers matched
with the cholesterol-rich factions 4 to 6 (Fig. 1B).

Lipid analysis was undertaken to quantify the distri-
bution of lipid classes in the DRM fractions 4 to 6. As
expected for lipid raft sub-domains. cholesteryl ester
comprised about 45% of the total lipids, while ergos-
terol and triacylglycerol were the major neutral lipids
(Fig. 2A) Furthermore. analvsis of the polar lipid com-
position in these fractions showed that sphingolipids
were highly enriched. whereas phosphatidylethanolamine
and phosphatidylcholine were found in minor amounts

(Fig. 2B).

Ultrasiructure of budding endocvtic vesicles - Mor-
phological analysis by transmission electron microscopy
of parasites incubated with gold-labeled transferrin
showed the marker located along and at the bottom of
the cytopharynx (Fig. 3A). The cytopharynx 1s a long tube
that extends toward the posterior region of the cell, fre-
quently ending past the nucleus, close to the reservosomes

(Fig. 3B).
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Fig. 1: total cholesterol/ proteins concentration and detection of raft
matkers in Tivypanosoma cruzi epimastigotes. A- in detergent-resistant
membrane fractions, cholesterol was enriched in sub-fractions 4 to .
which present a poor protein concentration: B: presence of raft markers
flotillin-1 and GM1 was determined in each sub-fraction by dot blotting.
Both markers were also enriched in fractions 4 to 6, as expected for lipid
raft domains.
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Gold particles were located bound to uncoated vesicles
budding off from the bottom of the cytopharynx (Fig. 3A).
These data mdicated that a DRIM site could be located at the
cytostome/ cytopharynx, related to endocytosis of proteins.

Flotillin-1 detection and co-localization with the
transferrin uptake site by immunafluorescence micros-
copyv - Immunolabeled parasites showed positive, punc-
tual flotillin-1 fluorescence signals in the vicinity of the
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Fig. 2: lipid analysis of detergent-resistant membrane domains in Trypa-
nosoma cruzi epimastigotes. Total lipids from fractions 4-6 were deter-
mined gravimetrically and the extracted lipids were then analyzed. Data
are expressed as lipid component percentage. Results are the mean =
standard deviation of three experiments A: analysis by one-dimensional
high performance thin-layer chromatography (HPTLC) for neutral lipids.
CHOE: cholesterol ester; ERG: ergostercl; FA: free fatty acids; MG:
moneacylglyeerol; PL: phospholipids: TG: triacylglycerol. B: analysis
by two-dimensional thin-layer chromatograply (TLC) for pheospholip-
ids. PC: phosphatidylcheline; PE: phesphatidylethanolamine;
PI. phosphatidy-linesitol; PS: phesphatidylserine; SL: sphingolipids.

Fig. 3: ultrastructure of the uptake of gold-labeled transferrin by Trpa-
nosoma cruzi epimastigotes at 28°C. A: gold label (arrows) 1s found 1n-
side the cvtopharynx and associated to an uncoated vesicle formed at its
bottom (arrowhead): B: gold label is located along the cytopharyn (ar-
row) at the posterior region of the cell, past the nucleus (IN) and close to
the reservosomes (B). F: flagellum; FP: flagellar pocket; K- kinetoplast.
Bar=0.2 pm.
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kinetoplast (staimned blue with DAPI), at the posterior
part of the cell (Fig. 4A-D). This region corresponds
precisely to the cytostome opening in epimastigotes.
Strong labeling was also located along and at the bottom
(Fig. 4A-D) of the cvtopharynx.

Association of transferrin uptake regions and
flotillin-1 positive sites was visnalized by co-localiza-
tion of flotillin-1 fluorescent signals (green) and TRITC-

Fig 4: immuncfluorescence co-lecalization of TRITC-labeled transferrin
and flotillin-1 i Tiypanosoma cruzi epimastigotes. A, C: combined phase
contrast image (cell body) and the confocal fluorescence images shown
in B and D. The kinetoplast (arrowhead) 1s stained blue with DAPI. Co-
localization of flotillin-1 (green arvow) and TRITC-labeled transferrin (red
arrow) signals resulted in yellow color labeling (vellow arrow): B, D:
confocal flnorescence images. The green arrow indicates the flotillin-1
location (green spots) at the middle and bettom portions of the
cytopharynx. The red arrow shows TRITC-labeled transferrin (red spots)
in the cytopharynx at the posterior end of the cell. The yellow amrow
shows the merging of the fwo fluorescence signals (vellow spots) at the
cytepharynx: bottom. The kinetoplast’ nuclear region (arrowhead) stained
blue with DAPT E - H: as negative confrols, parasites were either fivst
incubated with TRITC-labeled transferrin and then with the secondary
antibody (E, F). or else they were incubated with the secondary antibody
alene (G H). The red atrow shows transferrin inside the cell: arrowheads
show the kinetoplast’ nuclear region. Bar =10 pm.
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labeled transferrin (red). Merged fluorescence of both
markers at the cytostome bottom resulted in yellow color
(Fig. 4A-D). Control parasites incubated with TRITC-
labeled transferrin and AlexaFluor-488 secondary anti-
body only (omission of the flotillin-1 antibody mcuba-
tion step), showed no green or yvellow fluorescence (Fig.
4E_F). Cells incubated with the secondary antibody alone
showed no fluorescence signal, except for DAPI-stained
nuclei and kinetoplasts (Fig. 4G, H).

DISCUSSION

Incubation of T, cruzi epimastigotes with gold-labeled
proteins at 4°C demonstrated the occurrence of recep-
tor-mediated endocvtosis of transferrin through un-
coated vesicles at the cytostome/ cytopharvnx (Soares
& De Souza 1991, Figuewredo & Soares 2000, Porto-
Carreiro et al. 2000). Formation of such uncoated
vesicles, associated to the detection of typical lipid raft
markers in epimastigotes, suggests that endocytosis of
nutrients through the cytostome occurs via DEM do-
mains and indicate that the cytostome/ cytopharynx 1s a
distinct membrane sub-domain that may account for dif-
ferent mechanisms of recognition and receptor-medi-
ated uptake of macromolecules.

The cytostome/ cytopharynx of T. cruzi 1s a plasma
membrane invagination that penetrates deeply into the
cytoplasm towards the nucleus (Milder & Deane 1969).
Fluid-phase pinocytosis of peroxidase and receptor-
mediated endocytosis of transfernin occur through thas
structure, resulting in accumulation of ingested protemns
in organelles called reservosomes (Soares & De Souza
1988, Soares et al. 1992, Porto-Carreiro et al. 2000).
Our biochemical analysis of a DRM fraction allowed the
detection of flotillin-1 and a singular T7 eruzi glveolipid
that positively reacts with cholera B toxin, both labels
considered as lipid raft markers (Nguyen & Hildreth
2000, Seveau et al. 2004). Furthermore, we have also
obtained immunoflucrescence co-localization for
flotillin-1 and TRITC-labeled transferrin in a region cor-
responding to the cytostome/ cytopharynx. Although no
flotillin-1 gene has been found in the T eruzi genome
database (El-Sayed et al. 2005), the punctual positive
reaction for flotillin-1 at the cytostome/ cytopharynx
suggests that a similar protein might be present at this
site, although the possibility of cross-reactivity with a
non-related protein can not be excluded. Recent data
from Hela and MEF cells have shown that coassembly
of flotillin-1 and flotillin-2 into micro-domains induced
membrane curvature, formation of plasma-membrane
invagmations morphologically similar to caveolae, and
the accumulation of intracellular vesicles. These
microdomains are distinct from caveolinl-positive
caveolae, are dynamic, and bud mnto the cell. It has been
proposed that flotillin proteins are defining structural
components of the machinery that mediates a clathrin-
independent endocvtic pathway (Frick et al. 2007).

Our morphological and biochemical data indicate that
receptor-mediated endocytosis of transferrin by T, eruzi
epimastigotes occurs through a DRM domain at the bot-
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tom of the cytopharvnx. Cross-reactivity between GM1
and T. cruzi epimastigote DRMs suggests that T. eruzi
has a not yet wdentified GM1-homologue glycolipid. A
previous study has demonstrated binding of GM1 -reac-
tive antibodies to T, cruzi epimastigotes and trypomas-
tigotes (Avila et al. 1998). with identification of gan-
gliosides by HPTLC revealing in trypomastigote extracts
the presence of GM1 (Rf 0.36) with molar ratio of
Gal:Glc:GalNac:NeuAc of 1:1:0:1. QOur experimental
conditions for parasite growth and processing for lipd
analysis avoided any contamination with exogenous
GM1. Further studies are ongoing in our laboratory with
a purified T, cruzi glycolipid fraction, in order to char-
acterize this membrane compound.

The process of transferrin uptake has been exten-
sively analyzed in Trypanosoma brucei (Morgan et al.
2002), but this trypanosome species lacks a cytostome.
In T brucei transferrin is ingested by receptor-mediated
endocytosis via clathrin-coated vesicles formed at the
flagellar pocket membrane (Coppens et al. 1987, Ligten-
berg et al. 1994). As T cruzi and T. brucei present dif-
ferent life cycles, it 1s possible that they have developed
distinct endocyvtic mechanisms to exploit they inverte-
brate and vertebrate hosts.

Endocytosis by lipid rafts represents a clathrin-in-
dependent, dynamin-dependent endocytic route (Parton
etal. 1994, Nabi & Le 2003). Raft-related micro-domains
are dramatically enriched in cholesterol, sphingolipids. GPI-
anchored protems. and lipid-modified signaling molecules
(Simons & Tkonen 1997, Tagawa et al. 2005). Our lypad
analysis demonstrated that such micro-domains are
present in I. cruzi epimastigotes. The presence of lipid
raft domains has been previously suggested 1n
trypanosomatids (Nolan et al. 2000, Denny et al. 2001,
Denny & Smith 2004). Studies with Leishmania major
and I! brucei have shown lipid rafts as a feature of these
parasites (Denny et al. 2001).

The transfernn receptor 15 a GPl-anchored molecule
in T brucei (Steverding 2000), but there is still no bio-
chemical evidence on transferrin receptors in I” eruzi A
morphological study using freeze-fracture showed ab-
sence of mtegral membrane proteins from the plasma
membrane at the cytostome opeming (VataruMNakamura
et al. 2005). Based on these findings, together with our
analysis of lipid membrane composition, positive
flotallin-1 detection by dot blot n DRM fractions, and
mainly the positive co-localization by immunofluores-
cence of flotillin-1 and TRITC-labeled transfernin at the
cytostome/ cytopharynx, it is plausible to suppose that
the transferrin receptor in . cruzi is also GPl-anchored,
which would strength our evidence that DRM domains in
this parasite can be accepted as lipid raft-like systems.

In T cruzi epimastigotes, ingested transfernin 1s trans-
poried to and stored at the reservosomes (Soares & De
Souza 1991, De Souza 2002). These organelles are
prelysosomal compartments (Soares et al. 1992), and
our data suggest that uncoated vesicles budding off from
the long cytopharynx are directed to them. Thus, reservo-
somes may represent late endocytic compartments with
DEM domains. If the reservosome 15 a meeting point of
endosomes and DEM domains, we expect that future

)
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analyzes of purified reservosome membrane fractions
may show the presence of the same markers shown here.

ACKNOWLEDGEMENTS

To Dr Marcelo Pelajo Machado and Pedro Paulo de A Manso,
from Laboratorio de Patologia, Instituto Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, for the help with the confocal microscopy.

REFERENCES

Anderson RGW 1998, The caveolae membrane system. Ann
Rev Biochem 67- 199-225

Avila JL, Rojas M, Avila A 1008, Increase in asialoganglioside-
and monosialoganglioside-reactive antibodies in chronic
Chagas disease patients. Am J Trop Med Hyg 58: 338-342.

Bendayan M. Nanci A, Kan FW 1987 Effect of tissue process-
ing on colloidal gold cytochemustry. J Histochem Cytochem
35:983-004.

Bligh EG, Dyer W1 1959 A rapid method of total lipid extraction
and purification. Can J Biochem Physiol 37:911-017.

Camargo EP 1964 Growth and differentiation in Trypanosoma
cruzi. 1. Ongin of metacyclic frypanosomes in liquid media.
Rev Inst Med Trop Sdo Paule 12: 93-100.

Chung CS, Huang CY, Chang W 2005. Vaccinia virus penetra-
tion requires cholesterol and results in specific viral envelope
proteins associated with lipid rafts. J Firol 79- 1623-1634.

Coppens I, Opperdoes FR, Courtoy PJ, Baudhuin P 1987 Re-
ceptor-mediated-endocytosis in the bloodstream form of Try-
panosoma brucei. J Protozoo! 34: 465-473.

De Souza W 2002. Special organelles of some pathogenic proto-
zoa. Parasitol Res 8§8: 1013-1025.

Denny PW, Field MC, Smith DF 2001. GPI-anchored proteins
and glycoconjugates segregate into lipid rafts in Kinetoplastida.
FEBS Leit 491: 148-153.

Denny PW, Smith DF 2004. Rafts and sphingelipid biosynthesis
in the kinetoplastid parasitic protozoa. Mol Microbiol 53:
725-733.

El-Sayed NM, Myler PJ, Bartholomeu DC, Nilsson D, Aggarwal
G Tran AN, Ghedin E, Worthey EA, Delcher AL, Blandin G
Westenberger SJ, Caler E, Cerqueira GC, Branche C, Haas
B. Anupama A, Arner E, Aslund L, Attipoe P, Bontempi E,
Bringaud F, Burton P, Cadag E. Campbell DA, Carrington
M. Crabtree J, Darban H, Silveira JF, Jong P, Edwards K,
Englund PT, Fazelina G Feldblyum T, Ferella M, Frasch AC,
Gull K. Hom D. Hou L. Huang Y, Kindlund E, Klingbe1l M.
Kluge 5. Koo H. Lacerda D, Levin MJ, Lorenzi H, Louie T,
Machado CR, McCulloch R, McEenna A, Mizuno Y, Mottram
JC, Nelson S, Ochaya S, Osoegawa K, Pai G, Parsons M,
Pentony M, Pettersson U, Pop M, Ramirez JL, Rinta I,
Robertson L. Salzberg SL, Sanchez DO, Seyler A, Sharma
R, Shetty I, Simpson AJ, Sisk E, Tammi MT, Tarleton E,
Teixeira S, Van Aken S, Vogt C. Ward PN, Wickstead B,
Wortman J, White O, Fraser CM, Stuart ED, Andersson B
2005. The genome sequence of Irypanosoma cruzi, etio-
logic agent of Chagas disease. Science 309 400-415.

Figueiredo RCB. Soares MT 2000. Low temperature blocks fluid-
phase pinocytosis and receptor-mediated endocytosis in Try-
panosoma cruzi epimastigotes. Parasitol Res §6: 413-418.

Frick M, Bright NA Riento K Bray A, Merrified C, Nichols B
2007. Coassembly of flotillins induces formation of membrane
microdomains, membrane curvature, and vesicle budding.
Curr Biol 17:1151-1136.



Artigo 2

876

Graf GA, Connell PM, Van der Westhuyzen DR, Smart EJ 1990,
The class B, type I scavenger receptor promotes the selec-
tive uptake of high-density lipoprotein cholesterol ethers into
caveolae. J Biol Chem 274: 12043-12048.

Handcock JF 2006. Lipids rafts: contentious only from simplistic
standpoints. Nature 7: 456-462.

Harder T. Scheiffele P, Verkade P, Simons K 1998, Lipid domain
structure of the plasma membrane revealed by patching of
membrane components. J Cell Biol 141 929-042,

Harris TT, Sin CH 2002. Reciprocal raft-receptor interactions and
the assembly of adhesion complexes. Biogssays 24: 996-1003.

Ikconen E 2001. Roles of lipid rafts in membrane transport. Curr
Opin Cell Biol 13: 470-477.

Kiss AL, Botos E, Turi A, Mullner N 2004, Okadaic acid treat-
ment causes tyrosine phosphorylation of caveolin-2 and in-
duces internalization of caveolae in rat perifoneal macroph-
ages. Micron 35: T07-715.

Ligtenberg MJ, Bitter W, Kieft R, Steverding D, Janssen H,
Calafat J, Borst P 1994, Reconstitution of a surface trans-
ferrin binding complex in insect form Irypanosoma brucei.
EMBO J13:2565-2573.

Milder B, Deane MP 1969. The cytostome of Tinpanosoma cruzi
and T° conerhini. J Protozool 16: 730-737.

Morgan GW, Allen CL, Jeffries TR, Hollinshead M, Field MC
2001. Developmental and merphoelogical regulation of clathrin-
mediated endocytosis in Irypanosoma brucei. J Cell Sci
114:2605-2615.

Morgan GW, Hall BS, Denny PW, Carrington M, Field MC 2002,
The Kinetoplastida endocytic apparatus. Part I: a dynamic
system for nutrition and evasion of host defenses. Trends
Parasitol 18: 491-496.

Nabi IR, Le PU 2003. Caveolae/ raft-dependent endocytosis. J
Cell Biol 161: 673-677.

Nguyen DH. Hildreth JE 2000. Evidence for budding of human
immunodeficiency virus type 1 selectively from glycolipid-
enriched membrane lipid rafts. J Firel 74: 3264-3272.

Nolan DP, Jackson DG Biggs M., Brabazon ED, Pays A, Van
Laethem F, Paturiaux-Hanocq F, Elliott JE, Voorheis HP. E
Pays 2000. Characterization of a novel alaninerich protein
located n surface microdomains in Irypanosoma brucei. J
Biol Chem 275: 4072-4080.

Parton RG, Joggerst B, Simons K 1994, Regulated internalization
of caveolae. J Cell Biol 127: 1199-1215.

Porto-Carreiro I, Attias M, Miranda K, De Souza W, Cunha-e-
Silva IN 2000. Irypanosoma cruzi epimastigote endocytic

DRM domains in T cruzi epimastigotes * José R Corréa et al.

B

pathway: cargo enters the cytostome and passes through an
early endosomal network before storage in reservosomes.
Eur J Cell Biol 79: 858-869.

Rietveld A, Simons K 1998, The differential miscibility of lipids
as the basis for the formation of functional membrane rafts.
Biochim Biophys Acta 1376 467-479.

Seveau S, Bierne H. Giroux 5, Prevost MC, Cossart P 2004,
Role of lipid rafts in Ecadherin-and HGF-R/Met-mediated

entry of Listeria monocytogenes into host cells. J Cell Biol
166: 743-753.

Simons K, [konen E 1997, Functional rafts in cell membranes.
Nature 387: 569-572.

Simons K, Toomre D 2000. Lipid rafts and signal transduction.
Nature Rev Mol Cell Biol I: 31-39.

Simons K, Vaz W 2004. Model systems. lipid raft and cell mem-
brane. 4nn Rev Biophys Biomol Struct 33: 269-205.

Slot TW, Geuze HT 1985. A new method of preparing gold probes for
multiple-labeling cytochemistry. EurJ Cell Biol 38: 87-93.

Soares MI, De Souza W 1988. Cytoplasmic organelles of
trypanosomatids: a cytochemical and stereological study. J
Submicrosc Cytol Pathol 207 349-361.

Soares MJ, De Souza W 1891, Endocytosis of gold-labeled proteins
and LDL by Tnpanosoma cruzi. Parasitol Res 77: 461-468.

Soares MJ, Souto-Padron T, De Souza W 1992 Identification of
a large pre-lysosomal compartment in the pathogenic proto-
zoon Trypanosoma cruzi. J Cell Sei 102: 157-167.

Steverding D 2000. The transferrin receptor of Irypanosoma
brucei. Parasitol Int 48: 191-198.

Tagawa A, Mezzacasa A, Haver A, Longatti A, Pelkmans L,
Helenius A 2005, Assembly and trafficking of caveolar do-
mains in the cell: caveolae as stable, cargo-triggered. vesicu-
lar transporters. J Cell Bio! 170 769-779.

VatarulNakamura C, Ueda-INakamura T, De Souza W 2005 Vi-
sualization of the cytostome in Trypanosoma cruzi by high
resolution field emission scanning electron microscopy using
secondary and backscattered electron imaging. FEMS
Microbiol Leit 242: 227-230.

Vogel WC, Doizaki WM, Zieve L 1962, Rapid thin-layer chro-
matographic separation of phospholipids and nentral lipids of
serum. J Lipid Res 3: 138-140.

Yavin E, Zutra A 1977, Separation and analysis of 32p_1abeled
phospholipids by a simple and rapid thin-layer chromatographic
procedure and its application to cultured neuroblastoma cells.
Anal Biochem 80: 430-437.



Artigo 3

ARTIGO 3




Artigo 3

Available online at www.sciencedirect.com

Experimental

-
'h.- & . -
. ScienceDirect Parasitology

Experimental Parasitology xxx (2008) xxx-xxx

www.elsevier.com/locate/vexpr

Transferrin uptake in 7Trypanosoma cruzi 1s impaired by interference
on cytostome-associated cytoskeleton elements and stability
of membrane cholesterol, but not by obstruction
of clathrin-dependent endocytosis

José R. Corréa®, Georgia C. Atella®, Marcelo M. Batista ©, Maurilio J. Soares *
* Laboratirio de Ultra-eseruiwra Celular, Institute Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, 21045-900 Rie de Janeive, RJ, Brazil
Y Institute de Bioguimica Médica, CCS, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Cidade Universitdria, 21941-390 Rie de Janeiro, RJ, Brazil
© Laboratorio de Biologia Celular, Institute Oswaldo Cruzl FIOCRUZ, 21045-900 Rio de Janeiro, RJ, Brazil
A Instituto de Biologia Molecular do Parand, Rua Prof. Algacyr Munhoz Maeder 3.775, Cidade Industrial, §1350-010 Curitiba, PR, Brazil
¢ Fundagdo Oswalde Cruz, 21045-900 Rio de Janeire, RJ, Brazil

Received 20 June 2007; received in revised form 22 October 2007; accepted 20 December 2007

Abstract

Transferrin uptake by Trypanosoma cruzi epimastigotes ocurrs mainly through the cytostome/cytopharynx. Here, we present evi-
dences for the association of sterol-rich membrane domains with the transferrin endocytic site. Assays using pharmacological treatments
to disrupt clathrin-coated pits and hinder caveolae formation showed no association between transferrin uptake and clathrin-de pendent
endocytosis, but indicated that cholesterol stability in membrane domains is essential for the endocytosis of transferrin. Furthermore, it
was observed a connection between the integrity of cytoskeleton elements at the cytopharynx and the function of the cytostome. Our data
show that T. cruzi epimastigotes depend on a specialized pathway for transferrin uptake, which is cholesterol-dependent, clathrin-inde-
pendent, and closely associated with the structural stability of the cytostome/cytopharynx cytoskeleton.

@ 2008 Published by Ekevier Inc.

Index Descriprors and Abbreviations: Cholesterol-rich membrane domain; Cytostome; Endocytosis; Transferring Trypanosema cruzi; Trypanosomatidae;
PBS, phosphate-buffered saline; MBCD, methyl-f-cyclodextrin; DMSO, dimethylsulfoxide; LIT, liver infusion tryptose; FCS, fetal calf serum: TEM,
transmission electron microscopy

1. Introduction

Iron is an essential element for diverse cellular processes,
as a critical component of functional groups of several
enzymes and proteins involved in vital constitutive func-
tions (Cheng et al., 2004; Raje et al., 2007). Practically all
extracellular iron (as Fc+3] is found associated with trans-
ferrin, an abundant and ubiquitous protein with high iron
affimity, which delivers its cargo to cells via the endocytic

* Corresponding author. Address: Instituto de Biologia Molecular do
Parand, Rua Prof. Algacyr Munhoz Maeder 3.775, Cidade Industrial,
81350-010 Curitiba, PR, Brazl. Fax: +55 41 3316 3267.

E-mail address: mauriliof@tecpar.br (M.J. Soares).

00 14-4894/3 - see front matter © 2008 Published by Elsevier Inc.
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pathway after binding to transferrin receptors (Enns
et al., 1996).

For most eukaryotic cells iron uptake engages the same
basic steps: (1) binding of holo-transferrin (iron-loaded)
to the correspondent receptor in the cell surface: (2)
recruiting of adaptor proteins to the cytoplasmic tail of
the transferrin receptor, after holo-transferrin binding:
(3) clathrin mobilization and assembly to adaptor pro-
teins; (4) budding of coated vesicles from the cell mem-
brane; (5) delivery of the iron cargo to early endosomes;
(6) apotransferrin (iron-free) remains bound to the trans-
ferrin receptor and is returned to the cell surface (Enns
et al., 1996; Gunshin et al, 1997; Lawrence et al, 1999;
Cheng et al., 2004).
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Trypanosomatid protozoa are eukaryotic cells that also
require iron for growth and division. Most trypanosomatid
protozoa have a particular cell body array that allows
uptake of nutrients only at a specific membrane site: the fla-
gellar pocket (Morgan et al., 2001; Hung et al., 2004). This
structure 1s a cell membrane invagination at the anterior
end of the parasites, from which the flagellum emerges.
The flagellar pocket membrane serves as an endocytic
and exocytic site and represents about 2-3% of the total
plasma membrane (Balber, 1990; Webster and Russell,
1993; Hung et al., 2004).

Trypanosoma brucei internalizes host holo-transferrin
by receptor-mediated endocytosis through the flagellar
pocket, which mvolves a GPl-anchored trypanosomal
transferrin receptor, with formation of spiny-coated vesi-
cles of 100-150 nm in diameter. fn wvitro assays suggest
that in T brucei the transferrin receptor and GPI-
anchored proteins can be endocyvtosed by a clathrin-
dependent mechanism (Schell et al., 1991; Steverding,
2000; Morgan et al., 2001; Hung et al., 2004). On the
other hand., Trypanosema cruzi, the causative agent of
Chagas™ disease in Latin America, 18 an attractive model
for transferrin uptake studies due to morphological differ-
ences in structures associated with molecule uptake: epi-
mastigote forms are able to ingest macromolecules at
two distinct sites: the flagellar pocket and the cyto-
stome/cytopharynx.

The cytostome of T, cruzi epimastigotes is a plasma
membrane invagination at the anterior cell end, which pen-
etrates deeply into the cytoplasm (forming the cytophar-
ynx) towards the nucleus (Milder and Deane, 1969).
Uncoated vesicles have been observed budding ofl from
the bottom of the cytopharynx (Figueiredo and Soares,
2000), thus indicating uptake of molecules by a clathrin-
independent endocytic pathway. Indeed, morphological
data suggested that transferrin uptake occurs by receptor-
mediated endocytosis mainly through the cytostome
(Soares and De Souza, 1991; Figueiredo and Soares,
2000; Porto-Carreiro et al., 2000).

We have here performed endocytic inhibitory assays,
quantitative analysis of transferrin uptake by flow cytome-
try, and morphological observations of transferrin inges-
tion by transmission electron microscopy. Our data
demonstrate no involvement of clathrin coat assembly in
transferrin uptake by T, ¢ruzi epimastigotes, diflerently
from what is observed in T brucei.

2. Materials and methods
2.1. Parasites

Epimastigote forms of T. e¢ruzi, Y strain, were main-
tained axenically at 28 °C by weekly transfers in LIT med-
im (Camargo, 1964) supplemented with 109 heat
inactivated fetal calf serum (CultiLab Ltda.. Sao Paulo,
Brazil). Five-day-old epimastigotes, at the mud-log phase
of growth, were used for the experiments.
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2.2, Gold and fluorescent probes

Colloidal gold particles, 15 nm in diameter, were pre-
pared according to Slot and Geuze (1985). Human holo-
transferrin (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA)
was coupled to the gold particles as described elsewhere
(Bendayan et al., 1987). Human holo-transferrin and
bovine albumin conjugated to AlexaFluor 488 fluorescence
dye were purchased from Molecular Probes (Carlsbad, CA,
USA).

2.3, Interference on transferrin endocytosis

Parasites were washed three times m PBS (pH 7.2) at
room temperature, counted in Neubauer hemocytometer
and distributed in 5 » 10° cells/ml sam ples. The cells were
maintained for 15 min at 28 °C in PBS an then submitted
to the following pre-treatments for 15-30 min at 28 °C
(all reagents diluted in LIT medium): (1) 0.45 mM sucrose
(Heuser and Anderson, 1989) and (2) 10 mM acetic acid
pH 5.0 (Ramoino et al., 2002), in order to impair the clath-
rin coat formation; (3) 0.1 mg/ml filipin (Ramoino et al.,
2002) and (4) 2.5 mM MBCD (Musch et al., 2004), to dis-
rupt cholesterol-rich membrane domains; (5) 0.3 mM cyto-
chalasm B (Ramomo et al., 2002), as actin
depolymerization agent; (6) | uM okadaic acid, an univer-
sal phosphatase mhibitor; (7) 100 uM gemstein, a Kinase
inhibitor. Filipin, cytochalasin B, okadaic acid and geni-
stein were previously diluted in DMSO, so that the final
concentration of DMSO in the culture medium never
exceeded 0.01%.

To analyze the effect of KT depletion, which arrests
clathrin coat formation at the cell membrane (Larkin
et al., 1983), parasites were first washed once with potas-
sium-free buffer (140 mM NaCl, 1mM CaCl,, 1 mM
MgCla, 1 mg/ml p-glucose, 20mM Hepes pH 7.4), then
with hypotonic bufler (potassium-free bufler diluted 1:1
with water), followed by 3 washes with potassium-free buf-
fer. The cells were then maintained in potassium-free buller
for 60 min.

All treated parasites were finally incubated for 30 min at
28 °C with gold-labeled transferrin, Two positive controls
were used: (a) parasites without pre-treatment, or (b) par-
asites pre-incubated with only 0.01% DMSO in LIT med-
ium. Negative control for transferrin  uptake was
performed by pre-incubating parasites for 30 min at 4 °C.
All samples were then processed for routine TEM (see
below). All above mentioned tests were performed in three
independent experiments.

2.4. TEM procedures

After the endocytosis assays, the parasites were rinsed
with PBS, fixed for 1 h at room temperature with 2.5% glu-
taraldehyde in 0.1 M phosphate buflfer (pH 7.2), rinsed in
phosphate bufler and then post-fixed for 30 min with 1%
osmium tetroxide/0.8% potassium ferricyanide/5 mM
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CaCls n 0.1 M cacodylate bufler (pH 7.2). Therealter, the
parasites were rinsed in cacodylate buller, dehvdrated in
graded acetone series and embedded in Poly/Bed 8§12 resin
(Polysciences, Warrington., PA, USA). Ultra-thin sections
were stained with uranyl acetate and lead citrate, and then
observed 1n a Zeiss (Oberkochen, Germany) EM10C trans-
mission electron microscope.

2.5. Flow cytometry analysis

Treatments to induce interference on transferrin endocy-
tosis, as well as positive controls, were performed as
described above. Uptake of AlexaFluor 488-labeled holo-
transferrin was evaluated after incubation with the dye
for 30 min at 28 °C. Heat-killed parasites were used as neg-
ative controls.

As a control for clathrin-mediated endocytosis, five par-
asite samples (5 x 10° cells/ml each) were submitted to the
clathrin interference assays mentioned above (K -depleted
LIT medium, LIT medium plus 0.45 mM sucrose or LIT
plus 10 mM acetic acid pH 5.0) and then incubated with
AlexaFluor 488-conjugated albumin for 30 min at 28 °C,
as albumin is a protein shown to be associated with clath-
rin-mediated endocytosis in T eruzi (Corréa et al., 2007).

All cell samples were washed three times in PBS or
potassium-ree buller before flow cytometry evaluation.
Data acquisition and analyses were performed using a
FACSCalibur flow cytometer (Becton-Dickinson, Frank-
lin Lakes, NI, USA) equipped with the Cell Quest software
(Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA). Dafler-
ences between the different experimental data sets were sta-
tistically evaluated by using the Student’s T test.

2.6, Growth curve of drug-treated epimastigotes

Five-day-old epimastigotes were harvested, rinsed in
PBS, counted in Neubauer chamber and distributed in
samples (5 x 10° cells/ml each) in LIT medium supple-
mented with 10% FCS. Growth was estimated by daily
counting in triplicate of cultures treated with 0.1 mg/ml fil-
ipin i 0.01% DMSO or with 2.5 mM MBCD. Further-
more, cells were grown 1 hypertonic (Heuser and
Anderson, 1989) or in acidic (Ramoino et al., 2002) LIT
medium.

As positive control, cells were maintained in LIT med-
mm supplemented with 10% FCS, or LIT medium supple-
mented with 10% FCS containing 0.01% DMSO. All assays
were performed at 28 °C. Viability of the parasites was
accessed by light microscopy examination of cell motility
and by the Trypan blue exclusion test.

3. Results
3.4, Interference on transferrin endocyiosis

TEM analysis

Ultrastructural analvsis showed that transferrin uptake
by T. eruzi epimatigotes was not impaired when parasites

tad

were submitted to classical methods that interfere with
clathrin-mediated endocytosis. Gold-labeled transferrin
was observed in several cytoplasmic vesicles and accumu-
lated in reservosomes in all samples submitted to cytosol
acidification, hypertonic medium or K depletion (Figs.
I, 2, and 3). Similar morphological aspects of transferrin
uptake were observed in  positive control parasites
(Fig. 4). In negative controls assaved at 4 °C gold-labeled
transferrin molecules were found adhered occasionally to
the cytopharynx bottom (Fig. 5) and to the cytostome
opening (Fig. 6). No transferrin-loaded cytoplasmic vesi-
cles could be observed.

Samples incubated with filipin showed complete abolish-
ment of transferrin uptake, with absence of labeled mole-
cules either bound to the cell surface or inside the cell
body (Fig. 7). MBCD-treated parasites showed a decrease
in transferrin uptake, but endocytosis was not blocked: a
few lpaded cytoplasmic wvesicles could be observed by
TEM (data not shown).

Cells submitted to cyvtochalasin B treatment showed
morphological alterations in the cytostome/cytopharynx.
The cytopharynx-associated mucrotubules showed a
shorter length in all analyzed samples, thus aflecting the
organelle size and orgamzation (Fig. 8). All cytochalasin
B-treated samples showed fragmentation of the cytophar-
ynx inner membrane, which could be collapsed into several
small vesicles (Fig. 8). There was frequent formation of a
line of vesicles associated to the cytopharynx, either inside
or laterally to it (Fig. 9). Few gold-labeled transferrin could
be found mside cytoplasmic vesicles (data not shown).
Bound tracers were occasionally found adhered to the frag-
ments of cytopharvonx membrane that remained associated
with the cytopharynx cvtoskeleton (Fig. 9).

Transferrin uptake was apparently not affected in para-
sites treated with genistein or okadaic acid. Gold-labeled
transferrin was loaded 1n several cytoplasmic vesicles and
adhered to the cytostome/cytopharynx in both experimen-
tal conditions (data not shown).

3.2, Interference on transferrin endocytosis, guantitative
analysis by flow eytometry

Results by flow cytometry on the uptake of AlexaFluor-
labeled transferrin (Figs. 10 and 11) matched those
obtained by TEM. The data were first plotted by popula-
tion density and then all analyzes were performed in the
region corresponding to the highest cell density (data not
shown). Negative control cells showed no significant fluo-
rescence signal, with a low number of labeled cells
(Fig. 10). On the other hand, most positive control cells
(97.53%) were able to internalize transferrin molecules.

Transtferrin uptake was largely inhibited in parasites
submitted to MBCD and filipin treatment (Figs. 10 and
11). Genistein-treated cells showed a decrease of transfer-
ring uptake, while no interference on protein mngestion
was observed in parasites treated with okadaic acid. Para-
sites incubated at low pH (acidic medium) or hypertonic
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Figs. 1-6. Transmission electron microscopy of gold-labeled transferrin uptake by T cruzi epimastigotes submitted to different drug treatments. Fig. 1.
Cytosol acidification, 18,200, Fig. 2. Hypertonic medium, 31,500 =. Fig. 3. K' depletion, 36,000, Fig. 4 Positive control, 25,000:. Figs. 5-6. Negative
control cells, 34,000 and 50,000, respectively. Figs. | -4 show gold-labeled transferrin {arrows) loaded in reservosomes and several cytoplasmic vesicles.
Fig. 5 shows gold-labeled transferrin (arrow) inside a large vesicle forming at the cytopharynx bottom (arrowhead). Fig. 6 shows labeled transferrin
(arrows) adhered to the cytostome opening and to the electron-dense coat associated to the cytostome membrane. F, flagellum; K, kinetoplast; N, nucleus.
condition showed a slight decrease in transferrin uptake Cytochalasin B-treated parasites presented an enhanced
(Figs. 10 and 1l1-deat=), while cells incubated in K*-  reduction in transferrin uptake. Drug treatment schemes,
depleted medium showed no alteration in the profile of  associated effects, and observed results are summarized in

transferrin uptake. Table 1.

B
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Figs. 7-9. Trnsmission electron microscopy of gold-labeled transferrin uptake by T. cruzi epimastigotes submitted to different drug treatments. Fig. 7.
Filipin, 13,000, Figs. 8 and 9. Cytochalasin B, 32,800 and 41,600, respectively. Fig. 7 shows absence of tracer in the cell cytoplasm. Fig. 8 shows that
the microtubules of the cytopharynx (arrowhead) do not fully polymerize and do not form the long cytopharynx tube. The cytopharynx membrane
disrupts and reseals forming several small vesicles (arrow). Fig. 9 shows a disrupted cytopharynx with several small vesicles (arrows) associated to the
remaining microtubules (arrowhead). Gold-labeled transferrin (white arrow) can be occasionally found inside the altered cytopharynx. F, flagellum; K,
kinetoplast; N, nucleus.
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Fig. 10, Quantitative analysis of the interference on transferrin endocytosis. The graphics are histograms of fluorescence signal associated with the labeled-
transferrin ingested by the parasites. The y and x axes represent number of events and fluorescence intensity log (FLI1), respectively. The percentage of
positively labeled cells is indicated above the black lines. Drugs used for each assay are indicated at the top right of each histogram. Data were normalized
by the negative control. NC, negative control; PC, positive control; MBCD, methyl-fi-cyclodextrin; FIL, filipin; GEN, genistein; OA, okadaic acid; AM,
acidic medium; HM, hypertonic medium; —KM, K' depleted medium; CYT, cytochalasin B.

of T. cruzi epimastigotes. Filipin-treated parasites were
unable to proliferate, most cells dying after the first 24 h
of drug incubation. Cells at this time showed a round cell
body and absence of flagellar mobility. On the other hand,

3.3, Interference on albumin endocytosis, quantitaiive
analysis by flow cyiometry

Results by flow eytometry of cells incubated with Alexa-

Fluor 488-labeled albumin showed that albumin uptake
was impaired under conditions that inhibit clathrin-coated
assembly (Figs. 13 and 14). Parasites incubated at low pH
(acidic medium) showed a high decrease in albumin uptake,
while cells incubated in hypertonic condition showed a
slight decrease in protein uptake (Fig. 14). Cells incubated
in K*-depleted medium showed no alteration in the profile
of albumin uptake (Fig. 14).

3.4 Growth curve profile

Data from the growth curves indicated that membrane
cholesterol disturbing is a critical event for the viability

B

MBCD-treated cells were able to survive under the experi-
mental conditions. MBDC treatment induced a statistically
significant cell death in the first 24 h, but this event did not
involve 100% of the population. After 24 h live cells
showed normal morphological aspects and flagellar mobil-
ity, being able multiply, and the cell number increased after
48 h of cultivation (Fig. 12).

Cells submitted to medium acidification or hypertonic
medium showed no alteration in morphology or flagellar
mobility. Growth profiles of these samples were very simi-
lar to that of positive controls. No alterations in morphol-
ogy and growth profile were observed in samples incubated
with 0.01% DMSO only.
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Fig. 11. Quantitative analysis by fluorescence intensity of the interference
endocytosis. Bars  represent  fluorescence  intensity
(mean =+ standard deviation) acquired from histogram data. Each drug
treatment was normalized by the negative control. *: statistically signif-
icant (p < 0.05); *": statistically significant (p < 0.01); NC, negative control;
PC, positive control; MBCD, methyl-f-cyvelodextring FIL, filipin: GEN,
genistein; OA, okadaic acid; AM, acidic medium; HM, hypertonic
medium; —KM, K' depleted medium; CYT, cytochalasin B.

on  transferrin
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Fig. 12. Growth curves of treated parasites. (#), positive control; (H),
filipin; (&), methyl- p-cyclodextrin; (X), Hypertonic medium; (+): acidic
medium. Each point represents the mean and standard deviation of three
different experiments.

4. Discussion

In this work, we have addressed the correlation between
transferrin uptake and a specific endocytic pathway in

Table |
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T, eruzi epimastigotes. Furthermore, we have mnvestigated
whether interference in transferrin uptake could aflect cell
viability and proliferation in axenic media.

Uptake of transferrin in African trypanosomes occurs at
the flagellar pocket, while in epimastigote forms of T cruzi
it occurs through a cytostome (Soares and De Souza, 1991
Ligtenberg et al., 1994; Steverding et al., 1995; Figueiredo
and Soares, 2000; Porto-Carreiro et al., 2000). Receptor-
mediated endocytosis of transferrin in the Trypanosoma
genus was demonstrated by identification of a transferrin
receptor in T brucei, which differs in primary structure,
subunit orgamization and mode of membrane anchorage
from the human counter-part (Steverding, 2000). No other
proteins operating in transferrin uptake have been found in
bloodstream forms of trypanosomes (Steverding, 2000).
However, the transferrin receptor in T cruzi epimastigotes
remains to be identified.

Data from T. cruzi epimastigotes showed that in these
adaptative forms the uptake of holo-transferrin occurs
mostly through the cytostome/cytopharynx (Soares and
De Souza, 1991; Figueiredo and Soares, 2000; Porto-Carre-
iro et al.., 2000). Our data suggest the possible involvement
of cholesterol-rich membrane domains located at the cyto-
stome and cytopharynx as pivotal membrane structures
related to holo-transferrin uptake in 7" cruzi epimastigotes.
Membrane subsets known as detergent resistant mem-
branes (DRMs) have been demonstrated in T. brucei,
Leishmania major and  Letshmania | Vignnia) braziliensis
(Nolan et al, 2000; Denny et al., 2005; Yonevama et al.,
2006}, but in these works it was not proposed an associa-
tion between lipidic micro-domaimns and endocytic
pathways.

Our results demonstrate a dramatic reduction in trans-
ferrin uptake mn parasites submitted to filipin or MDCD
treatment. Filipin is long known as a sterol-binding drug,
interacting with unesterified cholesterol to produce fili-
pin—cholesterol complexes, while MBCD is widely used
as a cholesterol depleting agent (Schmitzer et al., 1994;
Musch et al., 2004; Tallima and El Ridi, 2005). These drugs
allect the membrane dynamics in cholesterol-rich micro-
domains and the cell treatments used in our work are
widely used to demonstrate the presence of lipid rafts and
caveolae-dependent endocytosis of several molecules in dif-
ferent eukaryotic cell models ( Rothberg et al., 1992; Schnit-

Drug treatment and effect observed by transmission electron microscopy or flow cytometry on transferrin uptake by T. cruzi epimastigotes

Treatment Concentration Treatment time (min) Potential function Observed effect on transferrin uptake
MBCD 2.5 mM 30 Cholesterol solubilizing agent Partial impairment

Filipin 0.1 pg/ml 15 Sterol-binding drug Total abolishment

Genistein 100 pM 30 Tyrosine/serine/threonine protein kinases inhibitor  Partial impairment

Okadaic acid IpM 60 Protein phosphatase inhibitor No effect

Acetic acid 10 mM 15 Clathrin-dependent endocytosis inhibitor No effect

Sucrose 045M 15 Clathrin-dependent endocytosis inhibitor No effect

K" depletion 60 Clathrin-dependent endocytosis inhibitor No effect

Cytochalasin B 0.3 mM 30 Affects actin cytoskeleton Significant impairment

Temperature 30 Inhibits vesicular transport Total abolishment

4=C)
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Fig. 13. Quantitative analysis of the interference on albumin endocytosis. The graphics are histograms of fluorescence signal associated with the labeled-
albumin ingested by the parasites. The y and x axes represent number of events (cell counts) and fluorescence intensity ( FL 1), respectively. The percentage
of positively labeled cells is indicated above the black lines. Treatment schemes for each assay are indicated at the top right of each histogram. Data were
normalized by the negative control. NC, negative control; PC, positive control; AM, acidic medium; HM, hypertonic medium; —KM, K depleted
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zer et al., 1994; Orlandi and Fishman, 1998; Kee et al.,
2004; Xu et al., 2007).

Our results from parasites treated with genistein and
okadaic acid support the evidence that holo-transferrin
uptake i T. cruzi epimastigotes occurs at sterol-rich mem-
brane sites. Genistein-treated parasites showed a statisti-
cally significant (p <0.05) reduction in holo-transferrin
uptake, while okadaic acid-treated parasites showed a
slight decrease in holo-transferrin internalization. Ingestion
of molecules at eukaryotic cell raft domains is repressed by
kinase inhibitors such as genistein, but is enhanced by
phosphatase inhibitors such as okadaic acid (Pelkmans
et al., 2000; Mundy et al., 2002; Pelkmans and Helenius,
2002: Thomsen et al., 2002). Internalization of raft ligands

can occur independently of the expression of caveolin, a
protein associated to raft domains (Orlandi and Fishman,
1998; Benlimame et al., 1998; Nichols, 2002) that is not
found in the T cruzi genome database. Taken together,
our data from filipin. MBCD, genistein and even okadaic
acid treatments support our hypothesis that holo-transfer-
rin uptake occurs through sterol-rich membrane domains
i T, eruzi epimastigotes.

Cytochalasin B-treated parasites showed morphological
alterations in the cytostome/cytopharynx, associated with a
statistically significant reduction (p <0.01) in transferrin
internalization. The formation of a line of small vesicles
associated to the cytopharynx could be due to the Cytocha-
lasin B action, which causes depolymerization of the actin
cytoskeleton. Although the presence of intermediate fila-
ments or microfilaments is subject of intense debate in
the T eruzi model, actin has been already described (Mort-
ara, 1989). Our morphological observations in control cells
showed an electron-dense region associated to the cyto-
pharynx microtubules (data not shown), which is not pres-
ent in Cytochalasin B-treated cells. Further studies are
needed to associate this specific region with the stability
of the cytopharynx array, as well as to identify the mole-
cules present in this site.

Microtubules guide the cytopharvnx penetration deeply
into the cell cytoplasm (Okuda et al., 1999), and there is a
close association between cytopharynx structure and
microtubules. The lincar array of small vesicles associated
to the cytostome remnants, observed in our experiments
after Cytochalasin B treatment, can be consequence of
interference on the cytopharynx array (for instance, distur-
bance on microtubule-associated actin or other unknown
proteins), followed by instability of the cytopharynx mem-
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brane. It may follow membrane disruption and resealing of
the broken membrane segments into small vesicles, which
remain associated to the vestigial cytostome cytoskeleton.
Our results demonstrate that the cytopharynx stability
depends on cytoskeleton integrity. Thus, any perturbation
in the cytostome/cytopharynx structure would affect the
endocytosis of transferrin by T, eruzi epimastigotes.

Clathrin-mediated endocytosis has been already demon-
strated in trypanosomatids, based on ultrastructural and
biochemical approaches (Coppens et al., 1987; Grab
et al., 1992; (—}-mn-iél-eleg_ct al., 2003; Correa et al., 2007).
Transferrin uptake by coated wvesicles at the flagellar
pocket, and delivery of these vesicles to pleomorphic intra-
cellular endocytic organelles, has been described in Trypan-
osoma congolense and T. brucei (Grab et al., 1992). Assays
with bloodstream forms of T, brucei have demonstrated the
involvement of clathrin assembly in the process of recep-
tor-mediated endocytosis of transferrin. It has been also
demonstrated that GPI-anchored proteins can be endocy-
tosed by a clathrin-dependent mechanism in trypanosomes
(Steverding, 2000; Morgan et al., 2001). Clathnin suppres-
sion by use of interference RNA resulted in lethality to
the T. brucei bloodstream stage, thus demonstrating the
relevance of this protein for this parasite form (Allen
et al., 2003). On the other hand, our results suggest that
there is no association between transferrin uptake and
clathrin-mediated endocytosis in T. cruzi epimastigote
forms. All experiments performed here aiming to impair
clathrin coat assembly did not interrupt the transferrin
endocytosis by T cruzi epimastigotes.

Expression of clathrin has been recently demonstrated in
T. eruzi epimastigotes (Corréa et al., 2007). It is possible
that clathrin-mediated endocytosis may be a vestigial pro-
cess linked to the flagellar pocket in T. cruzi epimastigotes,
and that these evolutive forms evolved to a more efficient
clathrin-independent endocytic pathway at the cytostome/
cytopharynx. Parasite-host adaptation and the wide host
range of T, ¢ruzi could had a role in the selective process
that has driven T. eruzi to polarize transferrin uptake at
one specific site, the cytostome. We may also speculate that
this mechanism may more efficiently direct molecules to
cytoplasmic targets. The clathrin-dependent molecule
uptake in T. eruzi may be a secondary endocylic process,
since disruption of this pathway did not collapse cell prolif-
eration. On the other hand, transferrin uptake is a vital
event for epimastigotes, as observed by the high level of
molecule internalization by each cell.

Epimastigotes were unable to ingest albumin when incu-
bated in acidified medium, a condition that impairs clathrin
coat assembly, while transferrin uptake was unaffected with
this treatment. Reducing the internal pH of cultured cells
blocks clathrin-mediated endocytosis by altering the struc-
ture of clathrin lattices in the cell cytoplasm: lattices curve
inward until they become almost sphenical, but they remain
attached to the membrane (Heuser and Anderson, 1989).
Owr assays showed that transferrin uptake does not depen-
dent on clathrin-mediated endocytosis in T, cruzi epimatig-
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otes. The slight effect on clathrin-mediated uptake of
albumin observed with the hypertonic medium and K%
depletion assays can be due to cell regulation mechanisms
operated via the osmoregulation vacuole and the acidocal-
cisomes. These later organelles are involved in osmotic bal-
ance in T, cruzi epimastigotes (DoCampo and Moreno,
2001; Rohlofl et al., 2004) and could stabilize the cytoplas-
mic K* concentration under the experimental conditions.
Further studies are ongoing i vour laboratory to char-
acterize the lipid and protein components of the cytostome/
cytopharynx membrane, in an attempt to elucidate the
endocytic pathways occurring in this particular cell site.
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No presente trabalho, foram investigados os eventos iniciais que ocorrem na
membrana da bolsa flagelar e do citostoma/citofaringe durante a captacdo de
albumina, transferrina e LDL por epimastigotas do T. cruzi. Nossos dados indicam a
presencga de vias endociticas mediadas por clatrina e cavéolas associadas a bolsa
flagelar e ao citdstoma/citofaringe, respectivamente (Correa et al. 2007, artigos 2 e 3
desta tese).

A endocitose mediada por receptores ocorre no género Trypanosoma
conforme demonstrado nos modelos de tripanossomas africanos para o0s
marcadores LDL e transferrina. Nestes protozoérios, além do isolamento e
caracterizacdo dos receptores para LDL e transferrina, foi também amplamente
caracterizada a via endocitica 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 analise
morfolégica da captacdo de nutrientes pelo T. cruzi demonstraram de forma indireta
a ocorréncia da endocitose mediada por receptores neste protozoario. A incubacao
das células com LDL, transferrina e albumina conjugados a ouro coloidal resultou na
adesdo, acumulo e incorporacdo destas moléculas de forma especifica a bolsa
flagelar e ao citéstoma 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 proteinas que, de forma similar ao que ocorre em eucariontes superiores,
estdo associadas ao brotamento de vesiculas. No entanto, devido a arquitetura
celular especifica destes protozoarios, com auséncia de citbstoma, estas proteinas
estdo localizadas exclusivamente na regidao da bolsa flagelar. A descricdo do
processo de endocitose mediada por clatrina em tripanossomas africanos percorreu
um longo caminho, tendo sido iniciada a partir da morfologia de vesiculas contendo
revestimento, seguida da purificacdo destas vesiculas e finalmente a identificacdo da
cadeia pesada de clatrina como uma das proteinas associadas a estas vesiculas
revestidas (Grab et al. 1992, Clayton et al. 1995, Borst & Fairlamb 1998, Morgan et
al. 2001, Morgan et al. 2002 a,b). Nossas andlises ultra-estruturais de albumina
marcada com ouro coloidal permitiram identificar o brotamento de vesiculas

contendo o tipico revestimento externo que em outros modelos celulares tem sido

B




Discussao

descrito como de clatrina. Ap6s consulta a base de dados genémicos do T. cruzi
identificamos a presenca do conjunto completo de genes necessarios a expressao
das proteinas que medeiam o brotamento de vesiculas revestidas por clatrina nestes
parasitas. Além dos dados computacionais, dados experimentais identificaram a
expressdo e localizacdo da proteina clatrina em formas epimastigotas do parasita
(Correa et al. 2007, artigo 1 desta tese). Adicionalmente, nossos estudos
morfolégicos demonstraram que: (1) estas vesiculas estavam majoritariamente
associadas a bolsa flagelar, ndo sendo observadas associadas ao fundo do
citdstoma (citofaringe), sugerindo que o0s receptores envolvidos na captura de
albumina estejam restritos & bolsa flagelar no T. cruzi; (2) A visualizagdo de
vesiculas revestidas associadas a regido do complexo de Golgi, sugere que o
brotamento de vesiculas mediado por clatrina possa fazer parte de uma das vias
exociticas em T. cruzi (Sant'Anna et al. 2004, Correa et al. 2007, artigo 1 desta tese).

A viabilidade do T. brucei € dependente dos niveis citoplasmaticos normais da
proteina clatrina. A supressdo da expressao de clatrina levou a uma forma anémala
e morte celular tempo dependente destes parasitas (Allen et al. 2003). Analises in
silico da base de dados do T. brucei apoiaram o0s resultados experimentais,
confirmando a existéncia do conjunto de proteinas adaptadoras necessarias a
montagem do revestimento de clatrina em vesiculas endociticas. No entanto,
diferente de outras células eucariontes, o T. brucei ndo apresenta a proteina
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 supressao do brotamento
de vesiculas mediado por clatrina, através da incubacdo dos parasitas com meios
acidificados, hipertbnico ou sem potassio (Heuser & Anderson 1989, Ramoino et al.
2002, Larkin et al. 1983), ndo afeta nem a viabilidade das células, nem a captacao
de transferrina.

Um aspecto peculiar da endocitose em T. brucei, é a captacdo de transferrina
mediada por clatrina através de um receptor (Coppens et al. 1987), que neste
parasito € uma molécula ancorada & membrana via GPIl. Na nossa avaliacdo, uma
proteina ancorada via GPI estd em desacordo com a necessidade de um dominio
citoplasmatico presente no receptor envolvido na endocitose mediada por clatrina.
Este dominio citoplasmatico € essencial para que ocorra a associa¢ao das adaptinas
ao receptor que € o passo fundamental para a interagdo da clatrina que levara ao
brotamento da vesicula endocitica. No entanto, tem sido sugerido que os receptores

de transferrina em T. brucei podem estar associados a proteinas transmembrana, as
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guais fariam a interface entre o receptor e as adaptinas presentes no citoplasma da
célula, permitindo assim o brotamento de vesiculas dependente de clatrina (Coppens
et al. 1987, Borst & Fairlamb 1998). Ja tem sido sugerido, a partir de dados
morfoldgicos, que a captacdo de transferrina por formas epimastigotas do T. cruzi
ocorre através de vesiculas 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 evidéncias que a captagao de
transferrina ndo esta associada a endocitose mediada por clatrina em epimastigotas
de T. cruzi. As conclusfes obtidas com os modelos africanos limitam a extrapolacéo
para o T. cruzi devido as diferencas relativas a sua estrutura celular e seus ciclos de
vida.

A partir da analise ultra-estrutural da captacdo de nutrientes pelo T. cruzi
observamos que apenas vesiculas sem revestimento brotam da citofaringe. Além
disto, ficou evidente que a entrada de transferrina para o citoplasma do T. cruzi
ocorre majoritariamente por vesiculas que brotam a partir do fundo da citofaringe,
como ja 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 € mediada por brotamento de vesiculas
revestidas com clatrina, embora o receptor de transferrina tem sido identificado como
uma molécula ancorada a membrana via GPI (Coppens et al. 1987, Ligtenberg et al.
1994, Steverding 2000). Esses dados reforcam nossa hipotese do distanciamento
entre as vias de captacao de nutrientes entre esses grupos de parasitas.

Embora ndo haja evidéncia bioquimica da presenca de um receptor de
transferrina em T. cruzi, dados morfolégicos mostram que a captacdo 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
citdstoma/citofaringe de epimastigotas de T. cruzi possa ser uma regiao onde estédo
restritos estes receptores, além de possuir uma membrana rica em dominios
detergente-resistentes. Desta forma, a endocitose de transferrina poderia estar
ocorrendo por um mecanismo caveolar.

Micro-dominios de membrana relacionados as cavéolas vém sendo descritos
como regifes da membrana plasmatica enriquecidas em colesterol, esfingolipidios e
proteinas ancoradas via GPI (Nabi & Le 2003, Pang et al. 2004). Além disto,
moléculas como o gangliosideo GM1 e as proteinas caveolina e/ou flotilinas tém se

constituido como marcadores universais de jangadas de lipidios, sendo amplamente
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utilizados para a identificagdo da endocitose mediada por cavéolas (Nguyen &
Hildreth 2000, Seveau et al. 2004). No entanto, tais proteinas ndo estdo anotadas na
base de dados genémicos do T. cruzi (El-Sayed et al. 2005). Moléculas que se ligam
as jangadas de lipidios podem ser incorporadas pelas células sem a necessidade da
expressdo de caveolina, uma das proteinas associadas a estes dominios (Orlandi &
Fishman 1998, Benlimame et al. 1998, Nichols 2002). Por fracionamento celular e
analise bioquimica do conteddo de membrana de epimastigotas de T. cruzi
encontramos fortes indicios da presenca de dominios de membrana detergente-
resistentes, através da composicdo de lipidios e concentragdo de proteinas totais
nestas fragcbes de membrana. Além disto, obtivemos a identificacdo por “dot blot”
(nestas mesmas fracdes de membrana) de moléculas que reagem aos marcadores
caveolares universais (anticorpo anti-flotlina e toxina B do célera). Por
imunofluorescéncia observamos a co-localizagao de transferrina e flotilina na regiédo
do citéstoma/citofaringe, durante a endocitose de transferrina nestes protozoarios.
Embora o conceito “jangada de lipidios” ainda esteja sob intenso debate, a presenca
de jangada de lipidios em tripanossomatideos 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 lipidios e através de
analises do conteudo lipidico das fracbes de membrana detergente-resistentes,
fomos capazes de demonstrar a presenca de dominios lipidicos em formas
epimastigotas do T. cruzi, com o mesmo perfil daqueles estabelecidos como
jangadas de lipidio em células de mamiferos (artigo 2 desta tese).

Tratamentos que afetam de forma seletiva o funcionamento das vias
dependentes de clatrina e de jangadas de lipidios em tripanossomatideos tém sido
aplicados na identificacdo destas vias nestes protozoarios (Denny et al. 2001, Denny
& Smith 2004). Neste trabalho, o emprego dessas estratégias metodolégicas foi
capaz de interferir a endocitose de transferrina em epimastigotas de T. cruzi. Esse
dado nos permite sugerir que a captagdo desta molécula ocorra através de um
mecanismo dependente de jangadas de lipidios.

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 redugdo na taxa de captacdo de moléculas por esta via. Esta
abordagem vem sendo amplamente empregada como indicadora da associacdo de

endocitose caveolar na captacdo de determinadas moléculas (Rothberg et al. 1992,
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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 acido ocadaico (um inibidor universal de
fosfatase) aumenta a capacidade endocitica via cavéolas, enquanto genisteina
(inibidor de cinase) reduz a taxa da captagcdo 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, acido ocadaico e genisteina, influencia o processo
endocitico de transferrina. Estes dados reforcam nossa hipotese de que a captacao
de transferrina em formas epimastigotas de T. cruzi possa ser mediada por jangada
de lipidio (artigo 3 desta tese). Analises das amostras por microscopia eletrénica de
transmissao (permitindo visualizar a presencga ou auséncia da transferrina marcada
com ouro coloidal) e por citometria de fluxo (permitindo quantificar a endocitose da
transferrina pelas células) confirmaram as observacgfes feitas através de ensaios
bioquimicos e por imunofluorescéncia, indicando a ocorréncia de dominios de
membrana com caracteristicas de jangadas de lipidios nestas formas adaptativas do
parasita.

Endocitose de transferrina em T. brucei ocorre exclusivamente pela bolsa
flagelar, com brotamento de vesiculas 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 vesiculas dependentes de clatrina,
submetemos os parasitas a condi¢cdes que inibem o brotamento de vesiculas com
clatrina (Heuser & Anderson 1989, Ramoino et al. 2002, Larkin et al. 1983). Assim,
as células foram submetidas a acidificacdo do meio de cultivo, a meio hiperténico e a
meio sem potéassio. Nenhum destes tratamentos comprometeu de forma significativa
a captacdo de transferrina por epimastigotas do T. cruzi demonstrando assim a
independéncia do envolvimento de clatrina nesta via.

Como a endocitose de transferrina em T. cruzi esta relacionada ao
citostoma/citofaringe, utilizamos citocalasina B (agente que afeta a polimerizacéo de
moléculas de actina), para testar a influéncia do citoesqueleto na captacdo de
transferrina. Embora a ocorréncia de filamentos intermedidrios em T. cruzi ainda
esteja sob discussao, a presenca de actina ja foi descrita neste organismo (Mortara
1989). Nossos resultados mostraram que citocalasina B comprometeu a organizagao
do citostoma/citofaringe. Este efeito resultou no rompimento da membrana da

citofaringe, o que pode justificar a significativa redugéo na captacao de transferrina
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observada através da andlise das células por citometria de fluxo. Nossos dados
indicam que a estabilidade do arranjo de microtubulos presente na citofaringe, pode
estar associada a integridade da actina ou de alguma molécula sensivel a
citocalasina B (semelhante a actina) ainda nao identificada, repercutindo assim na
capacidade endocitica via citéstoma/citofaringe de epimastigotas de T. cruzi.

Para testar se o impedimento da endocitose da transferrina poderia afetar a
proliferacdo 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 hipertdnico. Observou-se um grande declinio no nimero
de células apenas em amostras submetidas a tratamentos que interferem com
dominios de membrana caracterizados como jangadas de lipidios (filipina e MBCD).
Estes dados séo de dificil interpretacdo pelo desconhecimento de outros possiveis
efeitos promovidos pelas condi¢bes de tratamento.

Nossos dados sugerem que a endocitose em formas epimastigotas de T. cruzi
ocorra via bolsa flagelar e via citdstoma, por diferentes mecanismos especificamente
associados a estas regides. A endocitose de transferrina acontece majoritariamente
pelo citéstoma via jangadas de lipidio, enquanto outras moléculas podem ser
captadas por uma via dependente de clatrina através da bolsa flagelar.

Acreditamos ainda que nas duas regides (citéstoma e bolsa flagelar) deve
ocorrer adicionalmente, a captagdo de moléculas de forma independente de clatrina
ou de jangadas de lipidios. De acordo com o observado por andlise ultra-estrutural
da endocitose de LDL, esta molécula é captada tanto pela bolsa flagelar como pelo
citostoma/citofaringe, através de vesiculas desprovidas de revestimento
corroborando dados da literatura (Soares & De Souza 1991).

O citéstoma/citofaringe em epimastigotas de T. cruzi é uma estrutura
alongada cuja porc¢éo final atinge a regido do citoplasma posterior ao nacleo. O
posicionamento da citofaringe na célula, em particular sua proximidade com o0s
reservosomos, nos permite sugerir que durante a endocitose de transferrina nao
ocorre o transito da macromolécula via endossomas inicial e tardio. A vesicula
endocitica, apos 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). Vesiculas de
origem caveolares podem ser encontradas fundindo-se com compartimentos
endossomais (Pelkmans et al. 2004) e assim, 0s reservosomos poderiam ser

consideradas organelas receptoras de vesiculas oriundas da citofaringe,
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apresentando desta maneira caracteristicas hibridas de compartimento pré-
lisossomal e caveossomo.

Em resumo, nossos resultados permitiram uma atualizagdo no modelo
esquematico 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 proteinas necessarias ao brotamento e liberacdo das vesiculas endociticas e
exociticas através do mecanismo dependente de clatrina, 0 que subsidia um dos

conjuntos de dados apresentados neste trabalho;

- Formas epimastigotas do T. cruzi expressam a proteina clatrina. Esta proteina é
observada concentrada no citoplasma na regido anterior da célula, reforcando a
idéia de sua participagdo no brotamento de vesiculas nesta regiéo;

- A visualizacdo de vesiculas revestidas associadas a regido do complexo de Golgi,
sugere que estas vesiculas fagam parte de uma via exocitica mediada por clatrina

em T. cruzi;

- A analise ultra-estrutural demonstrou vesiculas revestidas contendo albumina
associadas a bolsa flagelar, ndo sendo observadas no fundo do citéstoma
(citofaringe). Estas observagdes sugerem que 0s receptores envolvidos na captura

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

- A endocitose de transferrina por formas epimastigotas de T. cruzi ocorre
majoritariamente pelo citéstoma/citofaringe através de vesiculas sem revestimento.
A presenca do fundo da citofaringe em regifes posteriores ao ndcleo sugere a
possibilidade de fusdo destas vesiculas diretamente aos reservosomos;

- O perfil lipidico e protéico encontrado em fragbes de membrana detergente-
resistentes obtidas de formas epimastigotas do T. cruzi reforca a hipGtese da
presenca de jangadas de lipidios em tripanossomatideos;

- A visualizagdo simultanea de transferrina e de flotilina na regido do
citdstoma/citofaringe e o uso de drogas que atuam sobre o colesterol inibindo a
captacdo de transferrina, corroboram a hipdtese de endocitose caveolar de

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

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

endocitose e exocitose do T. cruzi:
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