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Apresentacao a colecao

Os cursos de férias no Instituto Oswaldo Cruz (I0C/Fiocruz) surgiram com o objetivo
de oferecer aos estudantes de graduagdo a oportunidade de estudar em uma Instituicao
de Pesquisa de exceléncia, abordando em profundidade temas incomuns a grade curricu-
lar da universidade. Agregado a este objetivo principal, a formatacdo desse curso permi-
tiria o transito e vivéncia dos estudantes no ambientes cientifico dos diferentes labora-
torios do |OC. Além disso, a possibilidade de estimular os estudantes de pos-graduagao
do I0C a desenvolvem atividades didaticas tedrico-praticas, preencheria também uma
lacuna importante na formagdo dos mestres e doutores da novssa instituicdo que ndo
possui cursos de graduacao.

A ideia surgiu em 2007, e desde sua primeira edicdo, os cursos de férias do I0C ver-
sam sobre temas relevantes da area de pesquisa em saude no Brasil. De 2007 a 2012,
foramrealizadas 11 edicdes dos Cursos de Férias, nas versdes verao e inverno, tendo sido
oferecidas as mais variadas disciplinas, corrdenadas por mais de 50 pesquisadores do
|OC, envolvendo centenas de mestrandos e doutorandos e mais de 1.000 alunos oriundos
de dezenas de universidades de todo o pals.

Desde oinicio, um estimulo adicional aos professores do curso foi o desenvolvimento
de material didatico original para servir de apoio as aulas tedricas e praticas. O resulta-
do desse esforco coletivo se traduz nesta colecdo. Os textos foram desenvolvidos em
linguagem simples e objetiva e conteldo inovador, abordando temas tranversais em bio-
ciéncias. Assim, desenvolvemos fascilulos para a formagao de jovens cientistas na van-
guarda do conhecimento em areas que apresentam hibridismo e multidisciplinaridades
absolutamente crusciais para o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico do pats.

Estamos convencidos de que este material permitira aos leitores acesso rapido e fa-
cil a conteddos ndo abordados durante a graduacao, além de possibilitar a integracao de
atividades didaticas e o estimulo a redacdo cientifica entre pds-graduandos do |OC.

Boa leitura.

Helene S. Barbosa
Milton O. Moraes
Rubem F. 5. Menna-Barreto



Nota da organizadora

As publica¢des da Seérie em Biologia Celular e Molecular ndo obedecem estritamen-
te a ordem das edig¢Ges dos respectivos cursos, mas retratam o desafio que foi agregar
nossos estudantes de mestrado e doutorado na missdo de transformar uma ideia em
realidade.

A primeira edi¢do do Curso de Férias tinha como missdo atrair doze estudantes num
baldo de ensaio, para a concepcao do Curso de Biologia Celular e Trafego de Vesiculas, e
nao foi tarefa simples. A complexidade da logistica que acreditdvamos garantiria a qua-
lidade do curso envolvia a definicdo da escolha do tema até a atuacdo de cada partici-
pante nas aulas. A proposta era contemplar atividades didaticas tedricas e praticas no
ambiente dos nossos laboratorios de pesquisa. Ndo se cogitava oferecer aulas-praticas
demonstrativas e sim, validar hipéteses por meio de atividades experimentais. Esse gru-
po entdo, motivado e comprometido com a divulgacdo da ciéncia que se faz no Instituto
Oswaldo Cruz, foi um dos alicerces que transformou nossos cursos atrativos pelo Brasil
afora, envolvendo a participagdo nesses 7 anos de mais de 1400 alunos.

Assim, o curso de Biologia Celular e Trafego de Vesiculas que integrou a primeira ver-
sdo do Curso de Férias teve duas edi¢Ges. Estes estudantes, hoje egressos do Programa
de Pds-graduacdo em Biologia Celular e Molecular do Instituto Oswaldo Cruz, sdo atual-
mente pesquisadores nos laboratdrios do |0C, professores na Universidade de Brasilia
e na Federal de Juiz de Fora, ou ainda pds-doutorandos na nossa Instituicao. O pionei-
rismo desse grupo foi, sem duvida, o motor propulsor para o sucesso desta proposta.
Ter estado afrente como coordenadora deste curso, integrado por essa equipe, gerando
esta publicacdo de alta qualidade em contetdo, técnica e em ilustragdes inéditas, abre
a oportunidade de dizer “muito obrigada” Obrigada por terem acreditado neste projeto,
pela dedicacdo, capricho e responsabilidade nesta empreitadal! Eis aqui o produto final
que traduz o compromisso de cada um! Podem se orgulhar!

Helene S. Barbosa
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ESTRUTURAS CELULARES |

A maioria das células apresenta dimensdes muito pequenas, tornando-se impossivel
a sua observacao a olho nu. Assim, o conceito de célula como unidade fundamental dos
seres vivos so pode ser estabelecido apds a invencdo do microscopio. Dessa forma, utili-
zando-se de um microscépio composto rudimentar, Robert Hooke (1665) analisou cortes
finos de cortica obtidos da casca do sombreiro, e verificou que estes eram constituidos
por pequenas cavidades (no latim cella) poliédricas, chamando-as pela primeira vez de
celulas. Na verdade, estes compartimentos representavam as paredes das células ve-
getais mortas.

Em 1838, o botanico alemdo Matthias Schleiden descreveu que a célula era a unidade
basica de todas as plantas. Um ano mais tarde (1839), 0 zodlogo alem&o Theodor Schwann
chegou a mesma conclusdo para os animais. Com base nestes conhecimentos elaborou-se
a teoria celular proposta por Schleiden e Schwann.

As células procarioticas (pro, primitivo e cario, nucleo) sdo relativamente simples
e se caracterizam por ndo apresentarem membrana separando o material genético no
citoplasma. Além disso, a maioria destas células apresenta uma parede celular exter-
na a membrana plasmatica. As células eucariéticas (eu, verdadeiro, e cario, nicleo) sdo

estruturalmente complexas, ricas em membranas formando compartimentos, designa-
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das como organelas que desempenham fun¢des especificas e que segregam os diversos
processos metabadlicos e ainda, o nucleo circundado pelo envoltdrio nuclear, onde esta
contido todo seu material genético nuclear. Algumas caracteristicas morfologicas e fi-
sioldgicas das principais estruturas encontradas nas células eucarioticas serdo apresen-
tadas a seguir:

1.2.1. Membrana celular

Todos os tipos celulares sejam bactérias, fungos, plantas ou animais
apresentam uma estrutura laminar organizada, muito delgada que delimita
a porc¢do intracelular e o ambiente extracelular. A membrana plasmatica ou a
membrana das diferentes organelas celulares mede cerca de 7,5 a 10 nm de
espessura, sendo a sua organizagdo em bicamada visivel somente ao micros-
copio eletrénico. Todas as membranas apresentam a mesma estrutura basica,
constituida por uma bicamada fluida de fosfolipidios (fosfoglicerideos e esfin-
golipidios) e colesterol onde estdo inseridas moléculas de proteinas (Fig. 1.1).
Outro constituinte importante das membranas celulares sao os glicolipidios e
os mais abundantes s3o os glicoesfingolipidios funcionando como receptores
gracas aos hidratos de carbono, com ou sem radicais fosfato, como por exem-
plo, glicose, manose, fucose e galactose.

B

Colesterol

if. ?’*‘ | Bicamada

& - de lipideo

X

Molécula
de lipideo

Molécula
de proteina

- Dois aspectos da membrana celular. (A) Micrografia eletrnica de transmissdo da

membrana plasmatica de epimastigota de Trypanosoma cruzi; (B) Esquema mos-
trando a organizagao da membrana celular.

Imagens: (A) Rubem F. 5. Menna-Barreto; (B) Francisco O. R. Oliveira Jr.

SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR - 10C/Fiocruz



FSTRUTURAS CELULARES | Cap.T

A membrana apresenta uma propriedade imprescindivel para manutencao da viabili-
dade celular, que é a permeabilidade seletiva, controlando a entrada e saida de substan-
cias da ceélula, além de possuir moléculas na sua face externa que possibilitam a intera-
cao celula-celula e célula substrato.

1.2.2. Citoplasma

O citoplasma das células eucariotas contém diversas organelas, como por
exemplo: mitocondria, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi, lisossomos
e peroxissomos (Fig. 1.2), podendo ainda apresentar depdsitos de substancias,
como corpusculos lipidicos e granulos de glicogénio. Os espagos entre essas
estruturas sdo preenchidos pela matriz citoplasmatica ou citosol que contém
agua, lons diversos, precursores dos acidos nucléicos, aminoacidos e proteinas.
No citosol estdo também localizados os elementos do citoesqueleto, respon-
saveis por varias atividades dinamicas das células.

Estruturas celulares da célula eucariotica. Complexo de Golgi (G); mitocéndria (M);
membrana plasmatica (MP); ntcleo (N); reticulo endoplasmatico (RE).

Imagem: Helene S. Barbosa

I0C/Fiocruz - SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 1
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1.2.3. Ntcleo

Uma das principais caracteristicas da célula eucariotica é a existéncia do
nucleo, onde se encontra o genoma da espécie (Fig. 1.3). O material genético nos
eucariotos esta na forma de cromatina, que é constituida de DNA associado a
proteinas histonas e outras proteinas. O envoltorio nuclear é composto por duas
membranas que delimitam um espago perinuclear. A membrana interna esta as-
sociada a lamina nuclear que é umarede fibrosa formada por proteinas. A ldmina
nuclear, por sua vez, esta ligada a cromatina. Este conjunto da suporte estrutural
no momento da reestruturacdo do nicleo, ao término da divisdo celular, estabe-
lecendo a ligagdo entre a cromatina e o envoltorio. A membrana nuclear externa
circundaamembranainterna e € contigua a membrana do reticulo endoplasmati-
co (RE) que apresenta ribossomos aderidos envolvidos na sintese protéica. O es-
paco inter-membranar, formado pela membrana externa e interna do envoltdrio
nuclear, e continuo ao RE. Assim como a membrana do RE, o envoltdrio nuclear
também apresenta ribossomos aderidos na face externa.

O envoltorio nuclear, diferente das demais membranas celulares, apresenta
poros. Estes sdo grandes complexos de proteinas (nucleoporinas) que atraves-
sam as membranas nucleares, externa e interna, permitindo o transito seletivo

de moléculas hidrossoluveis entre o ntcleo e o citoplasma.

No interior do nicleo sdo observadas estruturas esféricas filamentosas, de-
nominadas de nucléolos. Os nucléolos sdo estruturas densas compostas prin-
cipalmente de proteinas e RNA riboss6mico (rRNA). Além disso, esta regido
associa-se a por¢des do DNA nuclear, responsaveis pela codificagdo do rRNA.
Neles sdo encontrados, além das proteinas e rRNA que vao compor os ribosso-
mos, proteinas e RNAs que participam da transcrigdo e das modificacdes pos-
transcricionais dos rRNAs.

A cromatina e o nucléolo se encontram mergulhados em uma solugdo aquo-
sa contendo proteinas, RNAs, nucleosideos, nucleotideos e {ons denominada
nucleoplasma.

Outra estrutura observada no interior do nicleo € a matriz nuclear. Esta
consiste de uma estrutura proteica fibrogranular, que alicerca o nucleo. Ela se
associa ao DNA durante os processos de duplicacdo e regula a transcricdo nos

eucariotos, juntamente com as histonas.

SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR - 10C/Fiocruz
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O ntcleo pode ser visualizado por microscopia eletronica de transmissdo, por micros-
copia de campo claro, com a utilizagdo, por exemplo, do corante Giemsa e por microscopia
de fluorescéncia, empregando o corante fluorescente DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol).

Ultraestrutura do nucleo. Em detalhe o poro nuclear (cabeca de seta).

Imagem: Helene S. Barbosa

1.2.4. Reticulo endoplasmatico

O reticulo endoplasmatico (RE) é formado por um sistema de membranas in-
terconectadas naformade tubos ou cisternas que delimitam uma cavidade inter-
na Unica denominada de luz do reticulo endoplasmatico. O RE se estende a partir
do envoltorio nuclear e percorre uma grande area do citoplasma e é formado por
duas regides distintas interligadas constituindo o RE rugoso e liso que apresen-
ta caracteristicas morfoldgicas e funcionais diferentes. A transicao entre essas
regides é gradual, partindo do reticulo rugoso em dire¢do ao liso, com diminui-
¢do do tamanho das cisternas e areducao progressiva do nimero de ribossomos
aderidos, até sua auséncia completa se constituindo entdo, no RE liso.

O RE rugoso ou granular apresenta ribossomos aderidos a sua membra-
na (Fig. 1.4) e tem um importante papel na sintese e exportacdo de proteinas.
Logo, assim que comecam a serem sintetizadas no citoplasma, as proteinas
sao importadas para o RE. Essa classe de proteinas apresenta uma determi-
nada sequéncia de aminoacidos (sequéncia sinalizadora) e se liga a uma parti-
cula de reconhecimento de sinal presente em sua membrana. Estas podem ser

I0C/Fiocruz - SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 13
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proteinas residentes do RE ou ainda serem destinadas a membrana plasmatica
ou a membrana de outras organelas. Além disso, podem ser proteinas hidroso-
liveis, as quais serdo destinadas ao lUmen de alguma organela ou secretadas
no meio extracelular. Sendo assim, todas as proteinas transmembranares sdo
sintetizadas no RE rugoso.

O RE liso é caracterizado pela auséncia da ligagdo com ribossomos aderidos a
sua membrana e formado geralmente por vesiculas globulares ou estruturas pre-
dominantemente tubulares. Ele é responsavel pela sintese integral da maioria dos
lipidios que compdem as membranas celulares, incluindo fosfolipidios e o coleste-
rol. No entanto, alguns lipidios (esfingomielina e os glicolipidios) sdo produzidos
inicialmente no RE liso e finalizados pelo complexo de Golgj, onde ocorre a glico-
silacdo. Outra funcdo importante do RE liso é a desintoxicacdo, que € a conversao
de substancias toxicas como conservantes, corantes alimentares e medicamentos
em substancias de facil excrecdo. O RE liso atua como um reservatoério de calcio.
Em células musculares recebe o nome de reticulo sarcoplasmatico, armazenando
calcioemseulumen, regulando a concentracdo deste {onno citoplasma. Ao receber
um estimulo, o calcio é liberado promovendo desta forma a contragdo muscular.

O RE pode ser observado por microscopia eletronica de transmissdo ou por
microscopia de fluorescéncia quando é empregado um marcador fluorescente
especifico, como por exemplo, o ER-Tracker.

Fig.1.4

- Micrografia eletrnica de transmissdo do reticulo endoplasmatico rugoso (setas)

de tripomastigota de Trypanosoma cruzi. Detalhe de ribossomos aderidos a mem-
brana (cabega de seta).

Imagem: Rubem F. S. Menna-Barreto

SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR - 10C/Fiocruz
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1.2.5. Citoesqueleto

Células eucarioticas podem apresentar diferentes formas e realizar movi-
mentos coordenados e direcionados. Para exercer esta fungdo, sdo estrutura-
das internamente por uma complexa rede de filamentos de proteinas que se
estende por todo citoplasma chamada citoesqueleto (Fig.1.5). O citoesqueleto

é constituido por trés principais tipos de filamentos:

Filamentos de actina ou microfilamentos (5 nm de didmetro) - Formados
pela actina, uma proteina globular, que por ser codificada por diferentes genes
apresentam 3 isoformas: actinas «, B e y. Os monémeros de actina sdo assi-
metricos e se associam de maneira regular, orientando-se no mesmo sentido,
dando origem a um filamento helicoidal denominado actina filamentosa. Fila-
mentos de actina encontram-se organizados em fibras paralelas a por¢ao basal
da membrana plasmatica, mantendo a célula ancorada ao substrato. Microfila-
mentos de actina, associados as jun¢des aderentes, tém um papel importante
namanutengao da integridade e organizacdo do epitéelio. Um dos métodos para
visualizagdo dos filamentos de actina é a marcagao com faloidina conjugada a

um fluorocromo para analise por microscopia de fluorescéncia.

Filamentos intermediarios (10 nm de didmetro) - S3o assim denominados
por apresentarem um didametro intermediario entre filamentos de actina e mi-
crotubulos. Eles compdem um sistema de estruturas filamentosas, extrema-
mente insoluveis, de composi¢do protéica, formando uma rede estrutural que
conecta as membranas celulares, organelas citoplasmaticas e o ntcleo. Os fi-
lamentos intermediarios podem ser formados por diversas proteinas fibrosas
como: queratina, desmina, vimentina, lamina, dentre outras. Estes podem ser
detectados pela marcacdo com anticorpos contra a proteina que os constituie
quando conjugados a um fluorocromo, podem ser visualizados por microscopia

de fluorescéncia.

Microtubulos (25 nm de didmetro) - S3o estruturas cilindricas que se esten-
dem por todo o citoplasma. Eles sdo formados por heterodimeros de B-tubuli-
na e o-tubulina que vao se associando uns aos outros, o que lhes confere a es-
trutura cilindrica. Os microtubulos participam da manutencgdo da morfologia e
do processo de divisdo celular. Além disso, eles desempenham um importante

papel no transporte de vesiculas intracelulares por meio de proteinas motoras,

I0C/Fiocruz - SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR
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tais como cinesinas e dineinas. Os microtubulos podem ser detectados pela
marcagdo com anticorpos anti-tubulina conjugados a um fluorocromo e obser-
vados por microscopia de fluorescéncia.

m Micrografias de fluorescéncia dos filamentos do citoesqueleto. (A) Filamentos de

actina de células musculares cardiacas marcadas com Faloidina-FITC (verde); (B)
Filamentos intermediarios de células musculares esqueléticas marcadas com anti-
desmina-FITC (verde) e marcagdo do nucleo com DAPI (azul); (C) Microttbulos de
células musculares cardiacas marcadas com anti B-tubulina-FITC (verde).

Imagens: (A, C) Mirian C. 5. Pereira; (B) Helene S. Barbosa e Alessandra F. Gomes

1.2.6. Mitocdndria

As mitocdndrias sdo organelas que apresentam uma grande diversidade
de tamanhos e formas, podendo ser: esféricas, ovoides ou filamentosas. Esta
organela apresenta duas membranas estruturalmente e funcionalmente dis-
tintas, as quais segregam dois espagos: o intermembranar delimitado pelas
membranas interna e externa e a matriz mitocondrial delimitado apenas pela
membrana interna (Fig. 1.6). A membrana externa é composta de proteinas e
fosfolipidios apresentando uma pequena quantidade de outros lipidios, rica
em colesterol. Esta apresenta uma permeabilidade alta, que é conferida pela
presenca de proteinas transportadoras na membrana, as porinas. A membrana
interna diferentemente da externa ndo apresenta colesterol e é rica em car-
diolipina (fosfolipidio com quatro acidos graxos), o que contribui para torna-la
impermeavel aos (ons. No entanto, ela apresenta uma variedade de proteinas
transportadoras que a torna seletivamente permeavel a pequenas moléculas.
A membrana mitocondrial interna apresenta uma serie de invaginacdes geran-
do as cristas mitocondriais, o que aumenta muito a sua area de superficie. Nes-
tamembrana estdo presentes os componentes da cadeia respiratoria respon-
saveis pela sintese de ATP.
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A matriz mitocondrial é constitu{da por substancia finamente granulosa, apresentan-
do uma mistura de centenas de enzimas que irdo participar de diversos processos, como
por exemplo, a oxidagdo do piruvato e dos acidos graxos. Essa matriz apresenta uma mo-
lécula de DNA circular, sendo esta semelhante aquelas encontradas nas bactérias. Ain-
da, a mitoc6ndria possui 0 mecanismo necessario para replicagdo, transcricdo do DNA
e traducdo de proteinas, sendo uma pequena quantidade de proteinas codificada pelo
DNA mitocondrial. Dessa forma, essas evidéncias corroboram a teoria endossimbidtica.

Amitocondria é consideradaausinada célula, pois é capaz de processar oxigénio e glicose
e os converter emenergiana formade ATP, através do Ciclo de Krebs e da cadeiarespiratoria.

As mitoc6ndrias podem ser visualizadas por microscopia eletronica de transmissao
ou por microscopia de florescéncia utilizando-se marcadores fluorescentes especificos,
como MitoTracker e Rodamina123.

Fig.1.6 Micrografia eletrénica de transmiss&o de uma mitocéndria em corte longitudinal.

Imagem: José R. Corréa

1.2.7. Complexo de Golgi

O complexo ou aparato de Golgi é formado por um conjunto de vesiculas e sa-
culos achatados empilhados e organizados (cerca de 4 a 8 cisternas podendo va-
riar de célula para célula), chamados de cisternas (Fig. 1.7). As cisternas ndo apre-
sentam comunicacdo entre si. A pilha de sacos frequentemente se apresenta
curva. As cisternas sdo divididas em trés regides diferentes: cisternas Cis, cister-
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nas Trans e cisternas medianas. As cisternas Cis sdo as mais proximas ao reticulo
endoplasmatico e possuem forma convexa, enquanto as cisternas Trans sdo as
mais proximas ao sitio de secrecdo e possuem forma concava. As cisternas me-
dianas se encontram na regido central, entre as cisternas Cis e Trans. Além disso,
compartimentos formados por estruturas membranosas interconectadas, as re-
des Golgi Cis e a Golgi Trans, sdo localizados antes da cisterna Cis e posterior a
cisterna Trans, respectivamente. Uma série de vesiculas esféricas transfere ma-
terial do RE para o Golgi e estdo envolvidas com o transporte entre as cisternas
do Golgi ou do Golgi para outras organelas.

O complexo de Golgi é responsavel por realizar uma série de modificagdes pos-
traducionais como glicosilagao, fosforilagdo ou sulfatagdo de proteinas e lipidios.
As modificacdes realizadas nas proteinas sao imprescindiveis para que estas as-
sumam sua conformacao estrutural e funcional. Como ja foi mencionado anterior-
mente, o complexo de Golgi participa também do metabolismo de lipidios, como
esfingomielina e glicolipidios, além de estar diretamente envolvido no trafego de
proteinas, polissacarideos e lipidios. Estas macromoléculas sdo empacotadas em
diferentes vesiculas de transporte originadas da rede Trans do Golgi que poderdo
seguir diferentes caminhos por meio da via secretora. Se estas ndo apresentarem
nenhuma sinalizacdo, elas serdo enviadas para a membrana plasmatica ou para a
superficie celular em uma via ndo seletiva, a via de fluxo continuo. Para seguirem
um caminho diferente do fluxo continuo estas macromoléculas deverdo ser marca-
das e assim serdo enderecadas para seu destino especifico.

Fig.1.7

Micrografia eletr6nica de transmissdo do complexo de Golgi. (A) Trypanosoma cruzi;
(B) Leishmania lainsoni.

Imagens: (A) Helene S. Barbosa; (B) José R. Corréa
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1.2.8. Lisossomo

Os lisossomos sdo formados no Complexo de Golgi e sdo estruturas, ge-
ralmente esfeéricas, delimitados por membranas, apresentando uma grande
variagdo no seu tamanho. Em seu interior se encontram enzimas hidroliticas
(nucleases, proteases, glicosidases, lipases, fosfolipases e sulfatases), as
quais sdo capazes de digerir uma diversidade de substratos. Em pH neutro (pH
do citoplasma) as enzimas lisossémicas ndo apresentam atividade, sendo esta
uma caracteristica importante. Se um lisossomo se rompe acidentalmente no
citoplasma, estas enzimas ndo terdo atividade evitando assim, a destruicdo da
célula. Para que estas enzimas tenham atividade, o pH do lisossomo deve ser
acido, em torno de 5. Esta acidificagdo é conferida por bombas de préton (H*)
presentes na membrana do lisossomo, as quais promovem o influxo de H*, ge-
rando e mantendo o seu pH acido. A principal fungdo do lisossomo é a digestao
intracelular permitindo assim que a célula seja capaz de degradar estruturas e/
ou particulas provenientes da endocitose, tais como: macromoléculas ou celu-
las. Além disso, através de um processo denominado autofagia, os lisossomos
permitem que a célula elimine organelas ou partes danificadas.

Esta estrutura pode ser observada utilizando-se o marcador fluorescente

Lysotracker que é visualizado por microscopia de fluorescéncia.

1.2.9. Peroxissomos

Peroxissomos sdo organelas presentes emtodas as células eucarioticas. Es-
tes sao geralmente esféricos medindo cercade 0,5a1,5pm de diametro, delimi-
tados por uma unica membrana, ndo apresentando DNA ou ribossomo. Por ndo
possuir genoma todas as suas proteinas sao importadas do citoplasma. Estas
organelas apresentam em seu interior uma alta concentragdo de enzimas oxi-
dativas, as quais em algumas células formam um nucleo cristalino, podendo ser
observadas por microscopia eletronica devido a sua alta densidade eletrénica.
Os peroxissomos se caracterizam por apresentar dois tipos de enzimas: as oxi-
dases, que catalisam a oxidagao de substratos a partir do oxigénio molecular,
formando perdxido de hidrogénio (H,0,) e as catalases que decompdem este
perdxido formando agua e também catalisam a peroxidacdo de substratos hi-
drogenados. Apesar de possuirem sempre oxidases e catalases, estes podem

apresentar diferentes conjuntos de enzimas.

I0C/Fiocruz - SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Cap.1

19



Vol.3

20

BIOLOGIA CELULAR E TRAFEGO DE VESICULAS

Como funcdo, os peroxissomos realizam a B-oxidagdo de acidos graxos,
gerando acetil CoA. Esta molécula pode por sua vez, ser transferida para a mi-
tocdndria onde vai participar do ciclo de Krebs ou ainda permitir a sintese de
glicidios, a partir de lipidios. Nas células vegetais, os peroxissomos participam
da oxidacdo do glicolato durante a fotorespiracao.

1.2.10. Depdsitos citoplasmaticos

Sdo acumulos de diversas substancias no citoplasma, variavel de acordo
como tipo celular easuafuncdo. Dentre os mais comuns, estdo os depdsitos de
glicogénio, formando granulos que podem ser encontrados separados ou agru-
pados (Fig.1.8). O glicogénio estocado é um depdsito de energia acessivel a cé-
lula. Muitas celulas apresentam goticulas de lipidios que variam em seu tama-
nho e em sua constituicdo quimica (Fig.1.9). Também sdo observados depdsitos
de pigmentos como a melanina e a lipofuscina, que sdo em parte responsaveis
pela cor dos seres vivos. Estes estdo envolvidos na prote¢do contra a radiagdo
ultravioleta e nos processos de mimetismo.

Fig1.8

Micrografia eletronica de transmiss&o da célula muscular apresentando granulos
de glicogénio (setas).

Imagem: Helene S. Barbosa
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Fig.1.9 Micrografia eletronica de transmissdo apresentando inclusdes lipidicas em hepa-
tdcitos (setas).

Imagem: Kelly G. Magalhdes
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Células eucaridticas possuem um extenso sistema de membranas que compartimen-
taliza vias bioquimicas e processos biossintéticos. As condi¢des impostas durante a
selecdo natural as celulas levaram a um incremento da complexidade e especializagdo
subcelular, resultando em sistemas de comunicacao do citoplasma com o meio extra-
celular e no trafego de vesiculas entre os diversos compartimentos celulares. Os even-
tos de captagdo de macromoléculas atraves de um variado conjunto de mecanismos
desempenham um papel chave na manutencao das células. Moléculas essenciais como
{ons, aguicares e aminoacidos atravessam a membrana plasmatica por meio de canais ou
bombas constitu{dos por proteinas integrais de membrana. No entanto, determinadas
macromoléculas devem ser interiorizadas pelas células, por meio de receptores espe-
cificos, presentes na membrana plasmatica, da qual vesiculas sdo geradas e projetadas
para o citoplasma, em um processo que € conhecido como endocitose.

Endocitose ¢ um dos fendmenos mais ancestrais na fisiologia celular, podendo ser
classificada em duas grandes categorias: fagocitose e pinocitose. A fagocitose é um
eventorealizado por celulas especializadas de organismos multicelulares, e que depende
da projecdo da membrana plasmatica para englobamento de material externo, incluindo
restos celulares, microorganismos ou materiais diversos capazes de desencadear esta
via. Ja a pinocitose por sua vez, reune os eventos ligados a captacao de moléculas solu-
veis. A depender do tipo celular e/ou do material a ser interiorizado bem como, dos re-
ceptores especificos requeridos, muitos modelos morfoldgicos e funcionais diferentes
de endocitose ja foram descritos.
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Da mesma forma, diferentes mecanismos basicos foram propostos para a pinocito-
se: macropinocitose, endocitose mediada por clatrina, endocitose mediada por cavéola
e endocitose independente de clatrina e cavéola (Fig. 2.1).

Eendoczos‘e Endocitose
pendente 4 pendente  Endocitose independente
de clatrina de = de clatri & o

1

®

Representacdo esquematica dos mecanismos endociticos iniciais de captagdo de
macromoléculas observados na maioria das células eucaridticas. VI: vesiculas for-
madas de forma independente de clatrina, caveolina e dinamina; EP: endossoma
inicial rico em proteinas ancoradas a membrana via GPI.

Imagem: José R. Corréa

Afagocitose em células de mamiferos é um evento associado primariamente as célu-
las especializadas, denominadas fagocitos profissionais, como macrofagos, monocitos,
células dendriticas e neutrofilos, podendo ocorrer em menor frequéncia em células ndo
fagociticas profissionais, incluindo células epiteliais, perivasculares, dentre outras. A
fagocitose é capaz de remover grandes patdgenos, como bactérias e leveduras ou alter-
nativamente, corpos apoptoticos e/ou debris celulares decorrentes de morte celular por
necrose ou ainda, na remocdo de lipidio de artérias. Estes eventos sdo altamente regu-
lados e envolvem receptores de membrana especificos, além de serem dependentes de
cascatas de sinalizagdo mediadas por diversos tipos de proteinas.
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Em células fagociticas profissionais, a captura de patdgenos pode ser guiada pela asso-
ciacdo de diversos sistemas de reconhecimento celular, incluindo anticorpos e unidades do
sistema do complemento que se associam a superficie do patdgeno, seguida pelo reconhe-
cimento dessas moléculas por receptores presentes na superficie da célula hospedeira.
Estasérie de eventos resultarana projecao damembrana da célula hospedeira por umavia
dependente de actina que culminara com o englobamento do patégeno (Fig. 2.2).

(A-C) Exibe trés momentos distintos: um momento inicial, um intermediario e um
final da fagocitose de uma particula in vitro por macrofago.

Imagem: José R. Corréa

2.3. Pinocitose

O termo pinocitose agrega os mecanismos celulares de captagao de moléculas via
invaginagao da membrana plasmatica. A interiorizagao de moléculas ocorre por empaco-
tamento em vesiculas que brotam da membrana plasmatica, com transporte deste con-
telido para compartimentos endossomais especificos. A natureza da molécula-carga, o
envolvimento ou ndo de receptores especificos e o tipo de receptor determinam a via
pinocitica utilizada.

Dentre as alternativas de incorporagdo de macromoléculas, o trafego mediado por
receptores é o fendmeno que proporciona maior eficiéncia na aquisicdo destas molé-
culas. Estd normalmente associado a captagdo de nutrientes essenciais e é conservado
nos mais divergentes organismos eucarioticos. A endocitose mediada por receptor tem
inicio a partir de uma extensa associacao de moléculas. Esta modalidade de captacdo
requer especificidade de interacao, envolvendo primeiramente o reconhecimento e ain-
teragdo entre estruturas especificas das moléculas carga e das moléculas receptoras
(que se encontram na superficie da membrana plasmatica do fagocito). Estas moléculas
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receptoras possuem a propriedade de identificar uma porcao definida na arquitetura da
molécula sinal (carga) e se ligar a esta estrutura. Em seguida, no sitio da membrana plas-
matica onde ocorrem estas interacdes, se iniciam os processos de invaginagao da mem-
brana plasmatica, com consequente formacdo de uma vesicula endocitica, que contera

em seu interior as moléculas carga.

2.3.1. Macropinocitose

Esta modalidade de captagdo de macromoléculas foi descrita morfologica-
mente pela primeira vez por Warren Lewis (1931), sendo caracterizada pela pro-
trusdo damembrana plasmatica. E observada em muitos tipos celulares, quando
estes estdo sob estimulo de fatores de crescimento, tais como fator-1 estimu-
lante de col6nias de macrofagos (CSF-1), fator de crescimento epidermal (EGF)
e fator de crescimento derivado de plaquetas. A macropinocitose também pode
ser estimulada pelos fatores promotores de tumor, como por exemplo, o0 acetato
meristato de forbol. Diferente da fagocitose estas protrusdes ndo se associam
a nenhum tipo de ligante. A extremidade deste prolongamento da membrana
plasmatica simplesmente colapsa e se funde novamente na superficie da mem-
brana gerando uma grande vesicula denominada macropinossoma. Esta vesicu-
la contera um grande volume de moléculas oriundas do meio extracelular (Fig.
2.1). Macropinossomas sdo estruturas dindmicas, havendo correlata reciclagem
de membranas e seus componentes a partir de organelas internas da celula, na
mesma escala de tempo do evento de interiorizagdo. Ndo ha evidéncias diretas
de que a composicdo dos macropinossomas seja diferente daquela da membra-
na onde as protrusdes sdo formadas, mas as protrusdes propriamente ditas po-
dem apresentar composicdo diferente emrelacdo a membrana plasmatica total.
Especificos fosfolipidios e marcadores de “lipid raft” (microdominios lipidicos
detergente insoluveis) foram identificados enriquecendo regides da membrana
relacionadas as protrusdes observadas na macropinocitose.

Pouco se conhece a respeito do que gera e controla os processos de fusdo
de membrana neste evento. Em células dendriticas ocorrem longos eventos de
macropinocitose, apos a ativagdo destas celulas, mediada pela apresentagdo
de antigenos. Desta forma, a célula é capaz de internalizar grande quantidade
de material extracelular contribuindo para sua atividade imunolégica. Embora
ocorra interiorizagdo de grandes volumes de material extracelular, ndo ha se-
letividade do material endocitado e qualquer molécula que se encontre nas
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imediagdes do prolongamento da membrana, no momento de sua fusdo com a
superficie da célula, serainteriorizada.

Macropinossomas sao formados por extensa porcdo da membrana plasma-
tica, sob o efeito secundario de uma intensa atividade de citoesqueleto em as-
sociacdo com a membrana, para a formacdo das protrusdes e posterior fusdo
de suas extremidades.

Um aspecto novo da estrutura da membrana celular foi apresentado na década de 80
combase no agrupamento e organizacdo dinamica de seus elementos lipidicos, incluindo
uma fase ordenada rica em colesterol (microdominios resistentes a detergente) e uma
fase desordenada majoritariamente constituida de glicerofosfolipidios. Microdominios
de composi¢ao similar também foram identificados no complexo de Golgi.

O termo “lipids rafts” foi definido operacionalmente por processos usados para o
isolamento de populagdes de membranas celulares. Desta forma, “lipids rafts” conhe-
cidas tambem como jangadas lipidicas sdo cole¢Bes de membranas caracterizadas pela
insolubilidade a detergentes ndo i6nicos a 4°C, com uma especial composi¢ao de lipidios
ricaem colesterol, esfingomielina e glicolipidios, semelhante ao gangliosideo GM1. Agre-
gados de colesterol formam estruturas menos fluidas que flutuariam e se deslocariam
pela bicamada lipidica mais fluida, composta majoritariamente por fosfolipidios (Fig.
2.3). Estas estruturas atuam ainda como plataformas de ligagdo a proteinas especificas

e estariam associadas também a transducdo de sinais mediada pela sua interiorizacao.

Proteina ancorada via GPI
~

Fosfolipidios  Esfingomielina Gangliosideos

Colesterol *

- Proteina ancorada em
Flotilina

lipidios

Fig. 2.3

Desenho esquematico da plataforma de lipidio na membrana plasmatica. As dife-
rentes classes de lipidios estdo representadas.

Imagem: José R. Corréa
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Contrario a indubitavel utilidade tedrica das “lipids rafts” para muitos processos bio-
l6gicos, a hipotese basica da existéncia de uma plataforma estavel de lipidio nas mem-
branas biologicas, inicialmente foi tema de intenso debate. Embora a membrana plas-
matica seja uma estrutura complexa, sua constituicdo basica consiste de uma simples
bicamada de fosfolipidios hidratados. Neste contexto, a mobilidade lateral das molécu-
las de lipidio na membrana estd condicionada a dois fatores principais: temperatura e
niveis de colesterol.

Um dos requerimentos cruciais da hipdtese das “lipids rafts” é que estes dominios
sejam capazes de segregar proteinas lateralmente. Proteinas ancoradas a membrana
via glicosilfosfatidilinositol (GPI), fornecem clara evidéncia desta segregacdo, embora
possanao ser total. Protelnas com dominios transmembrana também podem ser encon-
tradas segregadas e concentradas em “lipids rafts’, atraves de suas por¢des especificas
de ligacdo a lipidios, localizadas no nticleo hidrofobico da bicamada lipidica. Esta locali-
zacdo pode inclusive favorecer interacdes laterais com outros dominios protéicos en-

contrados na mesma regiao de membrana.

Sugere-se ainda, que “lipids rafts” possam ser formadas em torno de uma ancora de
lipidio que serviria de estrutura alvo, permitindo a associagao de proteinas que apresen-
tam sitios de interacdo especificos com as classes de lipidios que sdo abundantes nas

“lipids rafts"

Levando-se em consideracdo as hipoteses apresentadas para explicar as“lipids rafts’,
ha consenso de que apenas proteinas especificas, que contenhamregides com afinidade
para esta fragdo de membrana, ali permanegam segregadas. Diversos tipos de protei-
nas vem sendo identificados e localizados nestas microrregides de membrana. Dentre
as proteinas mais estudadas estdo os receptores para macromoléculas essenciais para
o metabolismo celular, adquiridas via endocitose e neste caso, endocitose mediada por
plataformas de lipidios. Este evento permitiria a criagdo de regides de concentragdo na
superficie da membrana plasmatica para determinados receptores. Quando estes re-
ceptores estiverem envolvidos na captura de macromoleculas, entdo teremos a associa-
cdo das “lipids rafts” ao fendmeno da endocitose. Esse padrao é observado em diversos
tipos celulares para uma grande variedade de moléculas ligantes, como por exemplo, 0s
receptores para albumina (gp 60) em células endoteliais, interiorizagdo de holotransfer-
rinaem Trypanosoma cruzi e na captagao de quimiocinas induzidas por ligantes atraves
dos receptores CCRG.
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Caveola é a denominagdo dada ao aspecto morfoldgico da invaginagdo de membrana
que apresenta a forma da letra grega 8mega e que fora primeiramente observada (na dé-
cada de 50) na superficie de células endoteliais, onde sdo extremamente abundantes. A
composicdo lipidica/protéica das cavéolas é diferente de outros dominios da membrana
plasmatica apresentando como nuicleo, uma regido de membrana menos fluida, enrique-
cidaem colesterol, gangliosideos, esfingolipidios, proteinas de membrana ancoradas via
glicosil-fosfatidil-inositol, receptores inositol 1,4,5-trifosfato e a proteina caveolina.

Inicialmente foi proposto que a forma e organizagdo estrutural das cavéolas fossem
dadas pela presenca da proteina caveolina. A associacdo das caveolinas nas platafor-
mas lipidicas € feita pela inser¢cdo de uma regido desta proteina no interior do folheto
interno da membrana plasmatica da célula. A regido de insercdo apresenta a forma de
uma alca, e as extremidades da caveolina ficam livres e voltadas para o citoplasma. Esta
configuragdo define o revestimento de caveolina na face citoplasmatica das vesiculas
que brotam nas regides de plataforma de lipidios (Fig. 2.4).

Gangliosideo—p

& Esfingomielina

A

L

Caveclina—
=+ Proteina ancorada em lipidio

Fig. 2.4 Modelo esquematico da unidade de membrana na regido de uma caveola.

Imagem: José R. Corréa.
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Este revestimento apresenta-se composto por filamentos concéntricos formados
por caveolinas, sendo dificilmente observado através da microscopia eletrénica de
transmissdo de rotina. Por esta razao, as vesiculas observadas no momento de seu bro-
tamento apresentam a sua superficie citoplasmatica lisa, se diferenciando do que € ob-
servado nos brotamentos de vesiculas revestidas por clatrina.

Caveolinas sdo proteinas integrais de membrana que congregam uma familia de
proteinas com massa molecular de 20-24 KDa. Foram identificados trés diferentes ge-
nes para caveolinas (Cav-1, Cav-2 e Cav-3), que codificam quatro diferentes subtipos
da proteina (caveolina-lo, caveolina-1B, caveolina-2 e caveolina-3). Caveolinas ndo sdo
proteinas de localizagdo exclusiva na membrana plasmatica das células, e ja foram iden-
tificadas no complexo de Golgi em sua regido trans e em caveossomos. Os caveosso-
mos sdo estruturas membranosas (semelhantes aos endossomos) originadas a partir
da fusdo de vesiculas endociticas formadas nas plataformas de lipidio. Distinguem-se
dos endossomas iniciais pelo seu pH neutro, sua composicdo lipidica e pela expressao
de caveolina-1.

A formacgdo das cavéolas é inibida quando se submete as células a tratamentos que
promovam a deplecdo de colesterol ou ainda através da interferéncia da expressdo dos
genes da caveolina. Foi ainda proposto que a manutengdo da forma tipica e o perfil esta-
cionario das cavéolas estdo diretamente relacionados com a presenca de um citoesque-
leto cortical de actina.

Em 1997 uma nova familia de proteinas foi identificada em fragdes de membra-
na purificadas e altamente enriquecidas em caveolinas. Esta proteina com cerca
de 45 kDa de massa molecular, levou inicialmente a se acreditar que se tratava de
mais uma familia de proteinas integrais de membrana, com alta homologia em se-
quéncia linear de aminoacidos ao antigeno epidermal de superficie (ESA). Estanova
familia de proteinas residentes em cavéolas foi denominada de flotilina. A grande
homologia encontrada entre flotilinas e ESA sugere que possam ser membros da
mesma familia de genes. O fato de ESA ser purificado de diferentes células como
queratindcitos, adipacitos e células endoteliais, levou a se sugerir que: (1) ESA fosse
considerado como membro da familia génica das flotilinas; (2) que ESA seja reco-
nhecido como flotilina-2 (enquanto a primeira proteina identificada recebeu a de-
nominacdo flotilina-1).

Estudos a cerca da topologia da flotilina, revelaram que o tipo de inser¢ao na mem-
brana plasmatica n3o a classifica como uma proteina integral (Fig. 2.3). A associacdo de
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flotilina com a membrana plasmatica ocorre de forma restrita a camada lipidica interna
da membrana, o que faz com que esta proteina adote uma orientacdo citoplasmatica.

A presenca de RNA mensageiro para caveolinas e flotilinas apresenta uma distribui-
¢do similar nos tecidos. No entanto, uma importante excecdo foi observada em tecido
cerebral, enquanto flotilina é facilmente identificada, os membros da familia das caveo-
linas estdo ausentes.

Recentemente foi descrita a cooperacdo entre as vias de endocitose dependente e
independente de cavéolas. Vesiculas caveolares foram encontradas fundindo-se com
endossomas tardios, que sdo compartimentos da via endocitica classica e que foram ini-
cialmente ndo relacionados a endocitose mediada por cavéolas. Flotilina-1ja foi também
identificada em lisossomos, sendo observada atraves de co-localizagdo com o marcador
lisossomal LAMP1.

Caveéolas sdo regides frequentemente associadas aos eventos de potocitose na
membrana celular. O termo potocitose foiinicialmente usado para denominar o processo
de alta afinidade de captagdo de moléculas de baixa massa molecular e {ons essenciais
ao metabolismo das células. Proteinas ancoradas a membrana celular via glicosilfosfati-
dilinositol (GPI) promovem a concentragdo das moléculas nas cavéolas e uma vez conti-
das no espaco caveolar, elas se difundem para o citoplasma através de proteinas carrea-
doras presentes na membrana. Este evento foi primeiramente observado na endocitose
mediada por receptor do 5-metil tetrahidrofolato, e é usado para explicar a captacao de
adenosina pelas células.

Posteriormente foi proposto que o termo potocitose fosse estendido para defi-
nir todos os mecanismos pelos quais as células capturam e transportam pequenas
e grandes moléculas (ou até mesmo complexos macromoleculares) através de ca-
véolas. Desta forma, em células endoteliais observou-se que as cavéolas medeiam,
por potocitose, a transcitose de macromoléculas do [Umen vascular para o espaco
subendotelial. Uma distingdo marcante entre a potocitose e a endocitose dependen-
te de clatrina esta nas diferentes possibilidades de enderecamento das moléculas
capturadas (Fig. 2.5).
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VC = Vesicula caveolar

* Colesterol * Albumina * Acetilcolina

Fig. 2.5 Esquema das distintas possibilidades de enderecamento para os receptores e
moléculas na potocitose. (A) O ligante é entregue diretamente ao citoplasma e o

receptor é reciclado para a membrana da célula. (B) O ligante é entregue ao reticu-
lo endoplasmatico. (C) Tanto o receptor quanto o ligante sdo transportados para a
extremidade oposta da célula. (D) Ligante e receptor sdo interiorizados e mantidos
em vesiculas até ambos retornarem a superficie da célula.

Imagem: José R. Corréa

Regides identificadas como cavéolas sdo primariamente inseridas em plataformas
de lipidio, nas quais se encontram as proteinas caveolina e/ou flotilinas. Embora algumas
vesiculas semrevestimento sejam derivadas de plataformas de lipidio, o uso generaliza-
do destas terminologias estaria unindo em uma mesma classe todas as vesiculas sem
revestimento, derivadas de plataformas de lipidio. Isto ndo corresponde a realidade,
uma vez que estas vesiculas sem revestimento medeiam diferentes processos de endo-
citose, incluindo aqueles que ndo se enquadram na denominagao da endocitose mediada
por caveola.

O termo caveolar foi proposto como descritor morfoldgico para vesiculas endociti-
cas derivadas de plataformas de lipidio. Desta forma, este termo contempla tanto as
cavéolas na endocitose emregides em que a proteina caveolina esta presente, como as
vesiculas transitérias de formas equivalentes as cavéolas, oriundas de plataformas de
lipidio, porém sem a presenca de caveolina. Esta nomenclatura reflete a morfologia si-
milar dainvaginagdo, a composicao de lipidios do dominio de membrana e o papel destes
dominios na endocitose.
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Clatrina é uma proteina estrutural de expressdo constitutiva, encontrada em todas as
células de mamiferos. A endocitose mediada por clatrina atua na captacdo de moléculas e
{ons essenciais, tais como colesterol, através do receptor para LDL (“low density lipopro-
tein’, lipoproteina de baixa densidade) e ferro, através do receptor para transferrina (molé-
cula transportadora de dtomos de ferro). Endocitose mediada por clatrina foi inicialmente
denominada de endocitose mediada por receptor, por ndo se conhecer na época outros
eventos de endocitose envolvendo interagdes especificas entre ligantes e receptores.

A biogénese das vesiculas endociticas é regulada por proteinas e cofatores que con-
trolam diferentes passos neste evento. Distintas proteinas podem estar associadas a
membrana na regido de formagdo da vesicula endocitica sem, no entanto, formar um re-
vestimento externo visivel por microscopia eletronica de transmissdo (MET). A associa-
¢do da clatrina a membrana é que promove o revestimento externo das vesiculas detec-
tavel por MET. Além disso, a associacao da clatrina desencadeia um rapido brotamento
da vesicula endocitica. A medida que clatrina vai se associando & membrana plasmatica,
o revestimento formado gera a forca necessaria para dobrar a membrana plana consti-
tuindo a vesicula.

A clatrina estd organizada estruturalmente como um trimero de polipeptideos que se
irradia de um ponto focal (Fig. 2.6). Este esqueleto é composto de trés cadeias pesadas
(~180 kDa) associadas a trés cadeias leves (~25kDa).

Cadeia pesada =
Segmento

Cadeia leve =
/ wximal
, Joelho
Regido C
terminal ’

Segmento
distal

/ornozelo
S

LR g
Dominio Ligador
terminal
(Regido N
terminal)

Fig. 2.6 Esqueleto trimérico da clatrina comos respectivos segmentos. A regido C-terminal
corresponde ao veértice da molécula e aregido N-terminal ao dominio terminal.

Imagem: José R. Corréa
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A clatrina apresenta em condi¢Ges ndo-fisioldgicas (in vitro), a propriedade de auto-
associagao, dando origem a gaiolas fechadas formadas por diversos esqueletos trime-
ricos da proteina. Nestes arranjos os segmentos da proteina se interdigitam formando
uma rede de faces abertas pentagonais e hexagonais. Dependendo da quantidade de
esqueletos triméricos envolvidos (26, 28 ou 60 esqueletos), ocorre a montagem de es-
truturas com distintas conformacdes espaciais como: “minirevestimento’, “barril hexa-
gonal” ou “bola de futebol” (Fig. 2.7), sendo o “barril hexagonal” e a “bola de futebol” os

poliedros capazes de acomodar uma vesicula de transporte.

Mini-revestimento Barril hexagonal Bola de futebol

Fig. 2.7 Associagdo de clatrina em condicdes ndo fisioldgicas (in vitro). O esqueleto triméri-

co da clatrina esta destacado em cinza escuro.

Imagem: José R. Corréa

A clatrina ndo se associa diretamente a membrana das vesiculas endociticas: esta mo-
|écula é recrutada por proteinas intermedidrias adaptadoras (adaptinas), que se ligam di-
retamente a cauda citoplasmatica de receptores transmembrana especificos. Essa asso-
ciacdo determina sua inclusdo de forma seletiva na vesicula e forma uma interface entre a
clatrinanaface interna damembrana e a cargaincorporada na face extracelular dabicama-
da lipidica. O termo adaptina abrange diversas proteinas de massa molecular aproximada
a100 KDza, inicialmente isoladas de vesiculas com revestimento de clatrina. Duas classes
de adaptinas com grandes diferencas estruturais e funcionais estdo descritas com base
na sua capacidade de associacdo a clatrina: a proteina monomérica AP180 e os complexos
multifuncionais heterotetraméricos de proteinas adaptadoras (AP).

A protelna monomeérica AP180 ndo esta relacionada com reconhecimento de ligantes
na membrana plasmética. E uma proteina diretamente envolvida na reciclagem de vesi-
culas nas regides de sinapse de neurdnios. Entretanto, a identificagao de uma isoforma
expressa ubiquamente em mamiferos denominada CALM (“clathrin-assembly lymphoi-
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d-myeloid leukemia’, proteina de montagem de clatrina na leucemia linféide-mieldide),
levou a se considerar uma fungao bem mais abrangente do que inicialmente se havia pro-
posto para esta proteina. Foram identificados quatro complexos heterotetrameéricos de
prote(nas adaptadoras (AP-1, AP-2, AP-3 e AP-4) que medeiam o brotamento e a forma-
¢do de vesiculas em diferentes localizagdes subcelulares. No entanto, apenas as AP-2
estdo envolvidas com a formagdo de vesiculas a partir da membrana plasmatica, sendo
marcadoras de endocitose mediada por clatrina em células eucaroticas superiores.

As AP-2 contém quatro subunidades: duas maiores e estruturalmente relaciona-
das, denominadas subunidades de adaptina o e B2 (aproximadamente 105 a 115 kDa),
uma subunidade média p2 (aproximadamente 50 kDa) e uma subunidade pequena 62
(aproximadamente 17 kDa). O complexo AP-2 esta organizado em um ntcleo em forma
de barril constitu{do pelas por¢es amino-terminais das grandes subunidades de adap-
tina (e B2) e mais as duas subunidades menores (p2 e 62). Este nicleo expde dois apén-
dices protuberantes formados pelas por¢des carboxi-terminais das subunidades o e 32
do complexo adaptador (Fig. 2.8). Pela forma tipica da protuberéncia ele é amplamente
citado na literatura como “orelha”

Complexo adaptador 2 — (AP 2)

Orelha

Nucleo —

Fig. 2.8 Esquema geral do complexo heterotetramérico adaptador 2 (AP2). A subunidade
2 conecta-se diretamente a clatrina, enquanto a interagdo com a face citoplasma-
tica do receptor de membrana ocorre através da subunidade p2.

Imagem: José R. Corréa
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As subunidades a- e B2-adaptina especificam o local de formagao do arranjo de clatri-
na, direcionando aassociacao do complexo AP-2amembrana plasmatica. Atuamtambém
como uma plataformarecrutando outras proteinas acessorias (anfifisina, Eps15, epsina).
Afosforilacdo do complexo AP-2 regula seu recrutamento para a membrana plasmatica,

sua interagdo com o receptor transmembrana e sua associagao com a clatrina.

O fator chave da endocitose mediada por clatrina é a ligagdo entre a maquinaria en-
docitica e a molécula-carga (Fig. 2.9). Interacdo direta de estruturas protéicas ricas em
tirosina ou di-leucinas em dominios citoplasmaticos dos receptores transmembrana é
mediada pela subunidade p2-adaptina, influenciando assim a concentracdo de recepto-
res nainvaginacdo de membrana. A subunidade c2-adaptina estaria relacionada a manu-
tencgdo da estabilidade do nlcleo do complexo adaptador, enquanto a associacdo direta
com a clatrina é feita pela subunidade B2-adaptina.

Cadeiapesada
da clatrina

\
el

da clatrina

©Q Transferrina

D Receptor de transferrina

Ho08

m Conjunto de moléculas interagindo de forma coordenada durante a endocitose
mediada por clatrina. Os complexos adaptadores fazem a ligagdo entre a molécula
carga (presa em seu receptor) e a clatrina na face citoplasmatica da membrana.

Imagem: José R. Corréa

Outras subunidades de adaptinas (y-, o-, &-), presentes nos complexos AP-1, AP-3
e AP-4 respectivamente, estdo relacionadas a outras organelas celulares. O adapta-
dor AP-1 participa do brotamento de vesiculas a partir da regido Trans do Complexo
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de Golgi. Os adaptadores AP-3 e AP-4 estdo localizados préximos a endossomas e
a regido Trans do Golgi, respectivamente, mas pouco se conhece ainda sobre suas
funcgBes. Embora mais de um tipo de molécula adaptadora 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 neces-
sario e suficiente para promover o brotamento de vesiculas a partir desta organela.
Diferentes cinases estdo associadas a fosforilacdo das subunidades do complexo
AP-2, sugerindo que a interacdo entre AP-2 e clatrina seja mediada por ciclos de fos-
forilagdo e desfosforilagdo. Ensaios in vitro demonstraram que a fosforilagdo da su-
bunidade p2 aumenta em até 25 vezes a afinidade do complexo AP-2 por estruturas
ricas em tirosina de receptores transmembrana. Esta adaptina permite o recruta-
mento seletivo e aumenta a concentragdo de moléculas-carga na vesicula revestida
por clatrina, otimizando assim a eficiéncia da endocitose. ~ Entretanto, demons-
trou-se que a presenca da AP-2 ndo é pre-requisito para a associacao e funcionali-
dade da clatrina na membrana plasmatica. O revestimento de clatrina foi observado
mesmo em modelos desprovidos de todas as proteinas adaptadoras conhecidas.
Assim, AP-2 pode estar mais relacionada com reconhecimento e recrutamento de
carga, pela sua associagdo seletiva a dominios citoplasmaticos de receptores trans-
membrana especificos. No estagio final da formagdo da vesicula ocorre associagdo
da proteina dinamina a membrana plasmatica, promovendo o estrangulamento da

membrana, resultando na liberagdo da vesicula.

Apds o desprendimento da vesicula endocitica da membrana plasmatica e sua loca-
lizagdo no citoplasma, ocorre a associacdo de proteinas HSC-70 (“heat shock cognate’,
equivalentes a proteina de choque térmico, 70 kDa) ao revestimento de clatrina. Estas
proteinas tem atividade ATPasica, desativando a cinase AKK1 e permitindo assim a des-
fosforilacdo do complexo AP-2 por fosfatases endogenas, desligando o complexo AP-2
da vesicula endocitica e simultaneamente do esqueleto trimerico de clatrina. Desta for-
ma ocorre a dissociagao do revestimento de clatrina da vesicula.

Apds a incorporagdo das vesiculas e da perda de seu revestimento de clatrina, es-
tas estruturas fundem-se a 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-i-
nositol-3-fosfato (Fab1, YOTB, Vacl). Os endossomas iniciais desempenham papel chave
na selecdo de receptores, os quais podem ser reciclados para a membrana plasmatica

I0C/Fiocruz - SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Cap.2

37



Vol.3

38

| BIOLOGIA CELULARE TRAFEGO DE VESICULAS

ou direcionados para endossomas multivesiculares, endossomas tardios ou lisossomos
para degradagdo.

As vias endociticas, embora sejam altamente reguladas e essenciais para o equi-
librio fisiologico das células, sdo representadas por poucos elementos. Podemos de-
monstrar a sua funcionalidade representando seus circuitos por apenas trés grandes
elementos: (1) circuito de reciclagem de membrana plasmatica e de seus ligantes; (2)
um circuito de degradagdo de macromoléculas e, (3) um circuito de conexdo unidirecio-
nal que mantém um intenso trafego de vesiculas para o transporte de fluidos e com-
ponentes especializados de membranas celulares. Os circuitos de conexdo ligam o cir-
cuito de reciclagem ao sistema de degradacgdo. Os endossomos tardios sdo organelas
intermediarias neste sistema, contribuindo tanto para o circuito de conexao quanto
mediando o transporte de componentes lisossomais oriundos da rede trans do Golgi
(TGN) para formar os lisossomos. Esta organizagdo permite a manutencdo, diversifi-
cacdo e expansao tanto do sistema de reciclagem quanto do sistema de degradacdo,
possibilitando que a endocitose esteja envolvida em muitas vias com distintas impli-
cacdes fisioldgicas. Fechando o sistema encontra-se a membrana plasmatica a qual
mantém, sob condi¢des constantes e controladas, o citosol que é o ultimo elemento
essencial deste complexo sistema. O citosol apresenta as condi¢des fisico-quimicas
necessarias para o estabelecimento das associacdes entre os diversos componentes
da via endocitica, por meio da manutencao da atividade de seus elementos e molécu-
las e é também a sede do trafego vesicular que caracteriza a via de endocitose nas
células eucarioticas (Fig. 2.10).
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RECICLAGEM DEGRADACAO

ENDOSSOMA
TARDIO

m Esquema dos elementos que integram a via endocitica em células eucaridticas. A
membrana plasmatica esta conectada ao circuito de reciclagem e ao sistema de

degradacdo (lisossomo) através do elemento intermediario denominado endosso-
ma tardio ou secundario. Esta conexdo é estabelecida através de um vasto nimero
de vesiculas de transporte. O Golgi é o elemento responsavel pela formagdo dos
lisossomos e se relaciona com todos os circuitos. O circuito de reciclagem e o sis-
tema de degradacdo operam de forma independente, sendo o citosol parte central
onde sdo mantidas funcionais todas as moléculas dos compartimentos membra-
nosos. Exemplo de fun¢Bes essenciais para a endocitose: a sele¢do molecular, a
fusdo e fissdo de membrana, a identificacdo de compartimentos e o deslocamento
de vesiculas.

Imagem: José R. Corréa

Em células de mamiferos, ocorre uma massiva reciclagem da superficie total celular
durante eventos fagociticos/endociticos. Fagdcitos profissionais, como macréfagos, in-
teriorizam cerca de 30% do seu volume total por hora, dos quais dois tercos sao recicla-
dos para o meio extracelular em cerca de 10 a 15 minutos. Estes exemplos demonstram
a gigantesca manobra mantida constantemente pelas células para garantir a entrada de
nutrientes e moléculas essenciais as suas vias metabolicas.
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Dinamina é uma GTPase multifuncional envolvida na liberagdo de vesiculas nas endo-
citoses independentes ou mediadas por cavéolas e por clatrina, atuando ainda durante
a fagocitose. Assim, é a principal prote(na reguladora do trafego de vesiculas a partir da
membrana plasmatica. A dinamina apresenta um dominio de ligacdo com fosfatidil-ino-
sitol-4,5-bifosfato (PtdIns (4,5) P2), dois dominios efetores que permitem sua automon-
tagem, o dominio efetor de GTPase (GED: “GTPAse effector domain”), o dominio médio
de GTPase, e um dominio que promove a interagdo da dinamina com outros componen-
tes endociticos (PRD “proline/arginine-rich domain™ dominio rico em prolina e arginina).

Ha pelo menos trés dinaminas presentes em células de mamiferos (dinaminas |, I
e lll, as dinaminas cldssicas) com 79% de identidade entre si, produto de edicdo alter-
nativa pds-transcricional. As suas diferentes isoformas estdo amplamente distribui-
das nas células eucaridticas. Dinamina Il € expressa em todos os tecidos, enquando
dinamina | € expressa majoritariamente em células do sistema nervoso. Ja dinamina
Il € encontrada principalmente nos testiculos, mas também no cérebro, em vesiculas
pos-sinapticas.

Outras isoformas da dinamina que ndo se enquadram na familia das dinaminas clas-
sicas sdo denominadas de “semelhantes a dinamina’, estando envolvidas na divisao de
organelas como mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos. Uma das fungdes mais es-
tudadas da dinamina é aquela relacionada com a liberacdo de vesiculas da membrana

plasmatica na endocitose mediada por clatrina.

No estagio final de formagao das vesiculas ha a autoassociagao de diversas unidades de di-
namina na regiao entre o segmento plano da membrana e amembrana da vesicula. Em seguida
ocorre a constricao desta regido, permitindo a liberagdo da vesicula para o citoplasma.

O modelo proposto para a atividade da dinamina estabelece que esta proteina, di-
ferentemente dos outros membros da familia das GTPases, atue como enzima quimico-
mecanica induzindo a formagdo da vesicula. Esta hipotese se sustenta na observagdo
de que hélices de dinamina tornam-se mais contraidas sob a hidrélise de GTP, sugerindo
que aassociacdo da dinamina a membrana estaria exercendo a funcdo de um“torniquete
molecular” Estudos da estrutura da dinamina indicam que o intervalo entre as espirais de
dinamina formadas na presenca de GTP é menor do que o observado apés a hidrolise do
GTP. Desta forma, sugere-se que a dinamina atue como uma “mola” em torno da por¢ao
da invaginacdo de membrana, que ainda permanece associada a porcao plana da mem-
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brana plasmatica. A contracdo de seu didmetro interno e o afastamento de suas espirais
promovem a liberacdo da vesicula para o citoplasma da célula.

De forma geral as vias endociticas sdo altamente conservadas nos organismos
eucarioticos, sendo dependentes das mesmas proteinas chaves para a maioria dos ti-
pos celulares. No entanto, alguns protozoarios apresentam profundas modificagdes em
sua estrutura celular, auséncia da expressao de proteinas acessorias e baixa homologia
entre prote{nas com mesma fungdo. Neste contexto, a endocitose apresenta algumas
varia¢Bes quanto a regido celular de entrada e o destino citoplasmatico das moléculas
captadas. Protozoarios também podem ndo apresentar organelas membranosas tipicas
da via endocitica presentes nas células de mamiferos. Como exemplo classico deste fe-
ndmeno, podemos citar a endocitose no protozoario patogénico Trypanosoma cruzi que
apresenta um trafego de vesiculas dividido entre o citdstoma e a bolsa flagelar e uma
organela especifica de estoque de macromoléculas captadas via endocitose denomina-

dareservossomo.

A membrana plasmatica é uma estrutura de contencdo que segrega o conteudo inter-
no do citoplasma das células do ambiente extracelular. No entanto, a manutencdo dos
processos metabdlicos celulares requer um constante trafego de moléculas para am-
bas as dire¢des da membrana plasmatica e este processo € constituido por uma grande
variedade de mecanismos. As diferentes modalidades de endocitose visam a captacdo
de macromoléculas e ions do espaco extracelular e enderecamento destas substancias
para o citoplasma ou para compartimentos alvos no interior da célula. Estas vias traba-
lham para manter funges vitais da célula e do organismo como captacdo de nutrientes,
regulacdo da presenca de receptores na superficie celular e captagdo de antigenos para
processamento e apresentacdo. A desregulagdo destas atividades estarelacionadacom
um grande nimero de doengas de diferentes prognadsticos.

Embora esta atividade seja essencial para as células, diversos organismos e moléculas
nocivas avida das células apresentam a capacidade de utilizar estes mesmos mecanismos
paraacessar o citoplasma celular, como por exemplo, virus, bactérias e toxinas. Desta mes-
ma forma sdo estabelecidos os eventos de endossimbiose, nos quais uma célula passa a
coabitar o citoplasma da outra sem prejuizo para o metabolismo da célula hospedeira.

I0C/Fiocruz - SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Cap.2

41



Vol.3

42

| BIOLOGIA CELULARE TRAFEGO DE VESICULAS

Na via endocitica as moléculas interiorizadas pelas células podem ser enderecadas
para dois tipos principais de compartimentos, os endossomas iniciais ou 0s caveosso-
mos. Por outro lado, determinadas moléculas e {ons presentes nas vesiculas endociticas
podem ainda serem transferidos diretamente para o citoplasma sem que sejam acumu-

lados no endossoma inicial ou no caveossomo.

Acoplado a captacdo de macromoléculas ocorre também de forma especifica, a reci-
clagemde receptores, que sao rapidamente enviados de volta paraa membrana plasma-
tica para seremreutilizados. A presenca de receptores na membrana pode ser regulada
e neste caso, estes receptores e suas cargas sdo enderecados aos endossomas tardios
e aos lisossomas onde serdo degradados.

As macromoléculas endocitadas com estoque temporario nos endossomas iniciais,
apos desligadas de seus receptores sob acdo da mudanca do pH destes compartimen-
tos, sdo transportadas para endossomas tardios e em seguida para os lisossomos, onde
também serdo degradadas. Estes compartimentos membranosos se diferenciam basi-
camente pela sua morfologia, pH interno e contetido enzimatico. Desta forma, temos o
endossoma inicial como um compartimento livre de enzimas, constitu{do pela fusdo das
diversas vesiculas endociticas provenientes da membrana plasmatica e com pH 6,5 in-
terno. Este compartimento ainda apresentauma regido tubular especializada narecicla-
gem de componentes da membrana plasmatica e contém em sua membrana a proteina
RAB 5A. Devido a presenca de uma bomba de proton do tipo V-ATPase (ATPase vesicu-
lar) em sua membrana que mantém o influxo de H*, reduzindo o pH interno destas orga-
nelas, os endossomas iniciais se convertem em endossomas tardios, os quais perdem a
regido tubular de reciclagem de vesiculas. Novos endossomas iniciais serdo formados
pelo constante brotamento de vesiculas da membrana plasmatica.

Os endossomas tardios apresentam o pH interno de 6,0 e recebem enzimas lisos-
somais diretamente do Complexo de Golgi. Os endossomas tardios apresentam ainda
um lumen multivesicular, devido ao processo de selecdo de moléculas no citoplasma em
pequenas vesiculas oriundas de sua prépria membrana que brotam para o seu lUmen.
Estas organelas perdem a prote{na RAB 5A e recebem a proteina RAB 7A, o que as tor-
na competentes para a fusao com os lisossomos. Os lisossomos sdo organelas com pH
5,0, sede da degradagao de macromoléculas, patogenos e debris celulares nas células
de mamiferos. Os lisossomos contém basicamente uma mistura de hidrolases acidas,
nucleases, proteases, glicosidades, lipases, fosfatases, sulfatases e fosfolipases, sendo
tais enzimas, oriundas diretamente do Complexo de Golgi. Apos a fusdo entre os endos-
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somos tardios e os lisossomos surge um novo compartimento com propriedades inter-
mediarias destas duas organelas.

O trafego de vesiculas entre os compartimentos da via endocitica se da a partir de
complexos processos envolvendo determinados elementos do citoesqueleto (microfila-
mentos de actina e microttbulos), proteinas motoras (cinesinas e dinaminas), proteinas
de enderecamento pertencentes a familia das protelnas RAB e seus receptores, asso-

ciadas tanto aos compartimentos como as proprias vesiculas.

Outros elementos fundamentais envolvidos com a fusao das vesiculas aos compar-
timentos alvos e que também estdo presentes na superficie das proprias vesiculas e de
seus compartimentos alvos, sdo as proteinas pertencentes a superfamilia SNARE.

As proteinas da familia RABs, seus receptores e as proteinas da superfamilia SNARE
exercem suas atividades em conjunto garantindo o correto enderecamento das vesicu-
las, a sua ancoragem ao compartimento alvo e finalmente a fusdo destas vesiculas com

consequente liberacdo de seus conteudos no lumen dos compartimentos alvos.

Classicamente na endocitose mediada por caveéolas, as vesiculas que brotam da
membrana plasmatica ndo seguem a rota dos endossomos iniciais, endossomos tardios
e lisossomos, sendo enderecadas diretamente para o reticulo endoplasmatico ou para
o Complexo de Golgi. No entanto, o seu enderegamento e a fusdo destas vesiculas as
organelas alvos sdo dependentes das proteinas da familia da RAB e seus receptores e
da superfamilia da SNARE.

I0C/Fiocruz - SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Cap.2

43



- =XOCITOSE

EM CELULAS
EUCARIOTICAS



EXOCITOSE EM CELULAS EUCARIOTICAS |

As células eucaridticas desenvolveram um sistema de endomembranas que permite
a captagdo, digestdo, sintese, processamento e secre¢do de macromoléculas. Além dis-
so, o sistema interno de endomembranas permite dentre outras funcdes, que as células
regulem a distribuicdo de produtos sintetizados em organelas para o meio extracelular,
como proteinas, lipidios e carboidratos.

Os compartimentos intracelulares relacionados com a via biossintética secretoria
sdo classificados de acordo com sua morfologia e fun¢do, desta forma temos:

*  oreticulo endoplasmatico (RE) que é continuo com o envoltdrio nuclear;
» ocomplexo de Golgi ou aparelho de Golgi;
*  vesiculas secretorias.

Estes compartimentos estdo em constante comunicagdo através de um fluxo de ve-
siculas. As vesiculas brotam de um compartimento doador carreando componentes da
membrana doadora e moléculas sollveis até o compartimento receptor onde se fundem.
Neste estudo, focaremos na via biossintética-secretoria, onde o trafego de vesiculas ini-
cia-se noreticulo endoplasmatico, passa pelo complexo de Golgi até chegar a superficie
celular. E importante considerar que o fluxo de membranas entre os compartimentos é

equilibrado, ou seja, existe uma equivaléncia entre as rotas de captagdo e secrecao.

Devemos considerar que cada vesicula que brota de um compartimento e funde-se
a outro possui uma seletividade e um enderecamento proprios. O primeiro conceito im-
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portante a saber é que todo compartimento apresenta uma composicao especifica de
membrana, bem como a presenca de marcadores moleculares (de natureza proteica, na
maioria dos casos) que est3o voltados para o citosol. E importante considerar também
que alguns compartimentos apresentam marcadores de membrana em comum. Assim,
deve haver uma combinagdo entre estas moléculas especificamente, ou a acdo de outras
moléculas acessorias de forma a determinar afusdo das vesiculas com o compartimento

correto.

Para responder esta questdo, devemos considerar que uma serie de interagdes pro-
telna-proteina atue no direcionamento, ancoragem e fusdo de vesiculas. Desta maneira,
devemos destacar dois eventos principais:

a) Otransporte e revestimento das ves{culas, com destino a membrana plasmati-
ca-exocitose

b) Aancoragem e afusdo das ves{culas: o complexo RAB e o complexo SNARE

a) Transporte e revestimento das vesiculas, com destino a membrana plasmati-
ca - exocitose

A montagem do revestimento de uma vesicula ajuda a selecionar proteinas, lipidios e
outras macromoléculas ligadas em dominios de membrana, assim como moléculas solu-
veis para o transporte em dire¢do a membrana-alvo. Da mesma forma que na endocito-
se, 0 brotamento de vesiculas revestidas é dependente da forca mecanica provida por
proteinas associadas a membrana, que dobram a membrana dos compartimentos (RE
e aparelho de Golgi) levando a formagdo da vesicula. Existem varios tipos de proteinas
que recobrem as vesiculas, destinadas a exocitose, mas dois tipos estdo mais bem ca-
racterizados, sdo elas: CLATRINA e COP e cada uma esta relacionada a uma forma de
transporte diferente (Fig. 3.1).
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Revestimentos no trafego de vesiculas destinadas a exocitose. As proteinas de
revestimento carreiam diferentes cargas e medeiam as diferentes etapas da via
biossintética secretora. Cada revestimento funciona em distintos locais das célu-
las; as setas indicam a dire¢do dos destinos das vesiculas de acordo com cada tipo
de revestimento. COP II: RE em direcdo ao complexo de Golgi; COP I: transporte
retrégrado do complexo de Golgi para o RE; Clatrina: vesiculas que deixam a rede
Trans do aparelho de Golgi.

Imagem: Patricia E. de Almeida

As vesiculas revestidas por COP estdo envolvidas com o transporte entre o RE e o
aparelho de Golgi (COPII) e entre as cisternas do Golgi (COPI). Esse tipo de revestimento
também precisa de proteinas adaptadoras, no caso uma GTPase monomérica (ARF para
COPI e Sar1para COPII). Assim que o revestimento é removido, as vesiculas que brotam
doRE, se fundemumas as outras, formando agrupamentos tubulares de vesiculas que se
movimentam através dos microtibulos em direc&o ao aparelho de Golgi. E interessan-
te ressaltar aqui, que muitas proteinas residentes no RE podem escapar e migrar para
o aparelho de Golgi, mas sao devolvidas ao RE a partir do transporte vesicular. Ha um
receptor chamado KDEL presente nos agrupamentos tubulares de vesiculas e no apa-
relho de Golgi, que capturam as proteinas soluveis residentes do RE e as transportam
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em vesiculas revestidas por COPI de volta ao RE, pois estas proteinas apresentam na
regido carboxi-terminal a sequéncia de aminoacidos KDEL (lys-asp-glu-leu). Dessa for-
ma, o receptor liga-se a estas proteinas e juntos voltam em direcao ao RE em vesiculas
revestidas por COPI.Este transporte € chamado de transporte retrogrado e no ambiente
propicio do RE estas proteinas se dissociam dos receptores KDEL, os quais sdo devolvi-
dos ao aparelho de Golgi para sua reutilizagao.

Por outro lado, as vesiculas revestidas por CLATRINA estdo relacionadas ao trans-
porte a partir da membrana plasmatica e da face trans do complexo de Golgi. Acredita-
se que a montagem do revestimento, induza uma curvatura para dentro da membrana,
facilitando a formacao da vesicula, como discutido no capitulo de endocitose. Neste
processo de formagado de vesiculas revestidas por clatrina existe um segundo grupo de
proteinas, as ADAPTINAS, que sdo responsaveis por conectar a clatrina a membrana da
vesicula. O revestimento de clatrina na regido trans do Golgi também conta com a par-
ticipagdo de adaptinas, porém essas sdo diferentes das presentes no processo de en-
docitose mediada por receptor: sendo o complexo AP1 para o Golgi, e complexo AP2 na
endocitose mediada por receptor.

O brotamento de vesiculas exociticas envolve a participagdo de uma terceira protei-
na, a DINAMINA, a qual se liga amembrana da vesicula em forma de anel ao redor ao pes-
coco do brotamento, promovendo um“estrangulamento” na base da vesicula, permitindo
sua liberacdo (detalhada no capitulo de endocitose). Apds o brotamento da vesicula, o
revestimento de Clatrina é rapidamente removido, para que a vesicula possa se fundir
especificamente a sua membrana-alvo.

b) A ancoragem e a fus3o das vesiculas: o complexo RAB e o complexo SNARE

No mecanismo de ancoragem das vesiculas que brotam de um compartimento e se
fundem a outro compartimento, ocorre a interacdo de proteinas e a formagao de com-
plexos. Estes complexos formados ajudam a explicar porque as membranas ndo se fun-
dem indiscriminadamente. Para assegurar que o trafego de vesiculas ocorra de maneira
ordenada, este transporte deve ser altamente seletivo. Para que a vesicula encontre e
funda-se com a membrana alvo, deve haver marcadores de superficie especificos, que
as identifiquem de acordo com a sua origem e seu tipo de carga, enquanto as membra-
nas-alvo apresentam receptores complementares que reconhecem os marcadores es-
pecificamente. Estdo descritas na literatura duas classes de proteinas relacionadas a

este processo:
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-as SNAREs e as GTPases (RABs): marcadores de vesiculas

As RABs sdo GTPases monomeéricas, com aproximadamente 60 tipos conhecidos.
As Rabs se distribuem de forma caracteristica nas membranas celulares, e tem papel
central na especificidade do transporte vesicular. Elas podem ser encontradas ligadas a
GDP quando est3o inativas no citosol, ou ligadas a GTP quando estdo ativas e/ou asso-
ciadas as membranas de organelas ou as vesiculas de transporte.

Quando uma vesicula se aproxima da membrana-alvo, a Rab presente na membrana
desta vesicula é reconhecida por uma outra proteina - chamada de efetor de RAB - que
esta namembrana-alvo, efetivando a ancoragem.

A seletividade do processo é aumentada por um outro conjunto de proteinas: as
SNAREs.

As SNAREs (da sigla em inglés: soluble NSF attachment receptor) sdo responsaveis
pelaancoragem da vesicula a membrana alvo, mas seu papel principal € o de promover a
fusdo entre membranas. Existem, pelo menos, 35 tipos, cada um associado a uma orga-
nela especifica. Estas proteinas transmembranas existem como conjuntos complemen-
tares: as SNARESs presentes nas vesiculas de origem sdo chamadas de v-SNAREs e as
da membrana-alvo sdo as t-SNAREs. Quando uma vesicula encontra sua membrana-alvo
pelo reconhecimento de uma Rab especifica (e o seu efetor de Rab), as v-SNAREs e t-S-
NAREs interagem formando complexos estaveis, que se aproximam e prendem as duas
membranas dos dois compartimentos envolvidos no processo, facilitando o processo de
fusdo e troca de contetdo. Uma terceira proteina, a NSF (da sigla em inglés: N-ethylma-
leimide sensitive factor), liga-se ao complexo de SNAREs, e através da hidrolise de ATP
desfaz a interacdo e afasta as SNAREs, disponibilizando os complexos v-SNARE e t-5-
NARE para um novo ciclo de fusdo.

Uma vez formadas no RE, as proteinas podem ser empacotadas em vesiculas reves-
tidas por COPIl e brotam da membrana do RE. Logo apds, este revestimento € removido
proporcionando assim a fusdo das vesiculas, formando grupamentos tubulares que mi-
gram em direcdo ao complexo de Golgi.

As proteinas e lipidios incorporados na face cis do complexo de Golgi movem-se atra-
vés das cisternas em diregdo a face trans. Atualmente existem trés hipdteses: o trans-
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porte ocorre atravées de ves{culas, onde as moléculas transportadas sdo carreadas por
vesiculas revestidas de COPI que brotam de uma cisterna em direcdo a cisterna seguin-
te; uma outra hipdtese é que ocorra a maturagao progressiva das cisternas cis ou entdo,
que este transporte possa ser determinado pela combinagdo dos dois mecanismos.

A partir da face trans, o complexo de Golgi processa e distribui as proteinas e lipidios
que recebe do RE direcionando-os para trés destinos diferentes: amembrana celular, os

lisossomos ou atraves das vesiculas secretdrias destinadas a exocitose.

As proteinas, lipidios, horm&nios ou neurotransmissores podem ser secretadas das
células pelo processo de exocitose. Isto pode ocorrer de duas maneiras: de modo regu-

lado ou constitutivamente.

Na via regulada as moléculas ficam estocadas nas vesiculas secretoras até que a
célula receba um sinal para sua liberacdo. Este processo acontece somente em células
secretoras especializadas, como os mastocitos, neurdnios e células  do pancreas, por
exemplo. Jd avia constitutiva que funciona emtodas as células, o transporte de vesiculas
ocorre de modo continuo, através do brotamento da face trans do complexo de Golgiem
vesiculas revestidas por clatrina, em direcdo a membrana plasmatica.

Em organismos metazoarios, as células de maneira individual irdo contribuir para
diversos mecanismos fisiologicos através de seus produtos de secrecdo, promovendo
comunicagdo e regulagao celular. No contexto de uma unica célula, os processos exoci-
ticos estdo envolvidos em mecanismos fundamentais, como a remocao de catabolitos
citoplasmaticos, na liberagdo de enzimas digestivas que auxiliam na quebra de macro-
moléculas presentes no meio extracelular para posterior captagao, manutencdo da area
das membranas e volume celular, e de todo o conjunto de moléculas requeridas pelas
células de forma que a vida sustente-se.
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N&o se sabe ao certo quando as lentes foram inventadas, entretanto, ha relatos de
que tenha ocorrido em721a.C,, pois foi encontrado um cristal de rocha lapidado com pro-
priedade de ampliagdo da imagem datado desta época. Apenas no século XllI as lentes
passaram a ser realmente conhecidas e utilizadas para confeccdo de dculos na Italia.
Devido aos beneficios trazidos pelas lentes, estas foram rapidamente popularizadas.
Assim, a sua utilizagdo com a finalidade de ampliagado de imagens resultou no desenvol-

vimento do microscopio.

Hans e Zacharias Janssen foram fabricantes de ¢culos que viveram na Holanda no
seculo XVI. A eles ¢ atribuida a invengdo do microscopio. Embora tenham conseguido
ampliar imagens associando lentes, permitindo assim a visualizagao de corpusculos in-
vis{veis a olho nu, ndo existem registros de que eles tenham utilizado este equipamento
para fins cientificos. Posteriormente, Galileu Galilei construiu o primeiro aparelho razo-
avelmente pratico para a ampliagdo de imagens em 1624, batizando-o de occhialini. Sua
pretensdo era investigar a Natureza diretamente, com base na observacdo e na experi-
éncia emplrica. Por outro lado, considerava que, para observar a Natureza era necessa-
rio conhecer e entender a matematica. Assim, Galileu revolucionou a ciéncia adotando e

mostrando a importancia do metodo experimental.

Em 1665, o inglés Robert Hooke aprimorou o processo de fabricagdo das lentes, ge-
rando o desenvolvimento de um microscépio com maior qualidade. Esta inovacdo possi-
bilitou que Hooke realizasse importantes descobertas na area bioldgica. Dentre elas po-
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demos citar a visualizagdo de estruturas periddicas, cheias de ar, de uma delgada [amina
de cortica, denominadas “célula”

Antonie van Leeuwenhoek também teve grande participacdo no desenvolvimento
dos microscdpios. Além de comerciante e cientista, Leeuwenhoek fabricava seus pro-
prios microscdpios. Seu microscopio possuta uma unica lente (microscopio simples) e ja
era capaz de gerar um aumento de aproximadamente 200 vezes. Com este equipamento
ele observou e relatou as formas e o comportamento de diversos microorganismos, fato

este que lhe rendeu o titulo de pai da microbiologia.

No século XVIII, devido ao grande avanco cientifico, ocorreram melhorias nas lentes e
aprimoramentos dos componentes dos microscopios, resultando em microscopios com
maior estabilidade, precisdo de foco e facilidades de uso. Podemos ressaltar que no final
do seculo XIX, a contribui¢ao mais importante foi o alcance da resolu¢do dos microsco-
pios opticos se aproximando de 200 nm, a qual permanece até os dias de hoje. Vale defi-
nir aqui, o que é resolucdo: € a menor distancia entre dois pontos, onde ainda consegui-
mos distingui-los separadamente. O limite daresolu¢do estarelacionado comaabertura
numeérica da objetiva e o comprimento da onda luminosa, sendo calculado pela formula:

LR=0,61xA
NA

Substituindo A por 480 nm (comprimento de onda préximo ao inicio do espectro visi-
vel) e NA por 1,46 (maior abertura numérica dos microscdpios de luz atuais), teremos um
LR de cerca de 200 nm (0,2 pm).

O grande avango tecnoloégico na area de microscopia e suas diferentes modalidades
tem proporcionado um sensivel aumento na qualidade da informacao gerada. Hoje ndo €
possivel apenas observar estruturas microscopicas ao microscopio, mas tambem reali-
zar uma seérie de analises como: marcar e identificar moléculas especificas e organelas,
pelos diferentes métodos de microscopia de fluorescéncia; analisar materiais, na mi-
croscopia de luz polarizada; visualizar celulas vivas, utilizando os metodos de contraste;
dentre outras possiveis aplicagdes da microscopia de luz na ciéncia.

Microscopios sdo equipamentos dotados de um conjunto de lentes de vidro (micros-

copios dpticos) ou eletromagnéticas (microscopio eletrénico) que tem a capacidade de
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gerar imagens ampliadas e detalhadas de diferentes materiais, biologicos ou ndo biold-
gicos. Na microscopia de luz o conjunto de lentes é formado pelas objetivas, oculares e
condensador. Na microscopia eletrénica de transmissao o conjunto de lentes é formado
por bobinas eletromagnéticas.

O microscopio de luz é constituido basicamente por uma fonte luminosa (ldmpada)
que se encontrana base do microscépio (microscdpio convencional) ou na parte superior
(microscopioinvertido), uma platina, filtros e trés sistemas de lentes: condensadora, ob-
jetiva e ocular (Fig. 4.1). A platina é a regido onde fica o material a ser observado, a qual
é movel nos eixos x, y e z. O condensador esta localizado entre a fonte de luz e 0 objeto
a ser observado e tem como fungdo concentrar o feixe luminoso. A objetiva, assim de-
nominada por estar mais proxima ao objeto, capta a luz concentrada pelo condensador
que passou pelo plano da amostra e projeta uma imagem aumentada real e invertida do
objeto que esta sendo analisado, em dire¢do a ocular. A lente ocular por sua vez amplia
a imagem formada pela objetiva, e a projeta sobre a retina, sobre uma tela, sobre uma
camera analdgica ou digital ou ainda sobre chapa fotografica. No percurso seguido pela
luz no microscépio, podem ser inseridos filtros, anéis ou prismas os quais caracterizarao

diferentes modalidades de microscopia de luz.

Qeular

Ojetiva
Platina —=U'E‘]
| ——E8
Condensador téé Botio de foco
- macromatnics
Diafragma Batdo de foco
da campo : micrométrico
o

Espalho—4 | T Fonte de luz
=T \ ;IG]/R.

Fig. 4.1 Esquema demonstrando as principais partes de um microscépio de luz convencio-
nal. Em amarelo estd representado o trajeto percorrido pela luz.

Imagem: Francisco O. R. Oliveira Jr
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A seguir destacaremos as modalidades de microscopia mais utilizadas. A microscopia
de campo claro é amodalidade de microscopia mais simples (configuragdo mais basica do
microscépio). E uma técnica com muito pouco contraste e para melhorar a visualizagdo os
espécimes devem ser normalmente corados (Fig. 4.2).

Cultura primaria de cardiomidcitos infectadas com Trypanosoma cruzi. Imagem de
microscopia de campo claro com o feixe de luz alinhado.

Imagem: Francisco O. R. Oliveira Jr

A coloragdo é essencial para observagdo em microscopia de campo claro. Entretanto,
durante o processo de fixacdo e coloragdo as células podem se soltar do substrato e/ou
apresentar alteragdes na sua morfologia, um fato que sempre preocupou os microsco-
pistas. Assim foram desenvolvidas diferentes modalidades de microscopia de luz para
aumentar o contraste das amostras e assim permitir a visualizagdo das células vivas sem
anecessidade de utilizar corante.

Amicroscopiade Contraste de Fase ¢ uma modalidade utilizada para aumentar o con-

traste das amostras e assim possibilitar melhor observagao de microorganismos vivos.
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Este efeito € obtido com a colocagdo de anéis de fase no trajeto da luz, especificamente
no condensador e na objetiva. Dessa forma, as diferencas de fase dos raios luminosos
que atravessam a amostra sdo aumentadas pela presenca dos anéis e se tornam percep-
tivas ao olho humano. De acordo com a configuracdo dos anéis de fase, o microscépio
de contraste de fase pode ser utilizado de modo que as estruturas celulares aparegam
escuras (fase positiva) ou claras (fase negativa). (Figs. 4.3 e 4.4A).

Planoda _ _ _ __
imagem
Y i Anel de fase
B ‘\\da objetiva
Objetiva e o
= N
@ Anel de fase do
Condensador -[ mndensadnr
al
- -

Fig. 4.3 Microscopio de Contraste de Fase. Esquema demonstrando a disposicdo dos anéis
de fase no trajeto seguido pela luz.

Imagem: Francisco O. R. Oliveira Jr
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Fig. 4.4 Cistos de Toxoplasma gondii. Observado por: (A) microscopia de contraste de fase
e (B) microscopia de Contraste de Interferéncia Diferencial (DIC).

Imagens: Helene S. Barbosa e Erick Vaz Guimardes

A microscopia de Contraste de Interferéncia Diferencial (DIC), assim como a modalida-
de de contraste de fase, possibilita uma boa visualizacdo das células vivas sem a necessi-
dade de coloragdo. No entanto, esta técnica € um pouco mais complexa que a descrita aci-
ma e exige componentes diferenciados, além dos basicos da microscopia de campo claro.
Estes sdo:um par de filtros polarizadores (polarizador e analisador) e um par de prismas de
Normarski. Brevemente, a combinacdo destes componentes tem a finalidade de separar e
recombinar a luz polarizada, permitindo a interferéncia entre os feixes de luz apos passar
pelo espécime, gerando desta forma uma aparéncia tridimensional (Figs. 4.4 Be 4.5).

prisma de Normarski

Fig. 4.5 Microscopio invertido de contraste de interferéncia diferencial demonstrando a
disposicdo do prisma de Normarski.

Imagem: Francisco O. R. Oliveira Jre Rubem F. S. Menna-Barreto
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4.3. Ajuste de iluminacao segundo Koehler

O primeiro procedimento para que se tenha uma imagem de qualidade é verificar o
alinhamento do feixe de luz. O feixe é alinhado da seguinte forma:
1. Coloque uma l@mina no microscdpio e utilize a objetiva de 10X.
2. Ajuste onivel de iluminagdo a uma intensidade confortavel para os olhos.
3. Focalize o espécime.

Imagem: Francisco O. R. Oliveira Jr e Rubem F. S. Menna-Barreto

4. Ajuste adistanciainterpupilar do tubo ocular e adioptria de cadaolho girando o
anel externo de cada ocular.

Imagens: Francisco O.R. Oliveira Jr
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5. Feche o Diafragma de Campo (base do iluminador) e observe um pequeno pon-
to luminoso. Focalize a borda do ponto luminoso movendo a altura do conden-

sador.

Botdo de foco do
condensador

. parafusos de
centralizagdo do
condensador

Imagem: Francisco O. R. Oliveira Jr

6. Posicione aimagem do diafragma (poligono) no centro do campo, utilizando os
parafusos de centralizacdo do condensador.

Imagem: Francisco O. R. Oliveira Jr
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7. Ajuste aabertura do diafragma até obter o campo completamente iluminado.

A Fig. 4.6 apresenta o efeito do desalinhamento do feixe de luz na imagem. Além da
iluminagdo ndo estar homogénea é possivel observar redugdo no contraste dificultando
avisualizacdo das células.

Fig. 4.6 Cultura primaria de cardiomidcitos. Imagem com feixe de luz alinhado (A) e desali-
nhado (B).

Imagens: Francisco O. R. Oliveira Jr

4.4.1 Historico

Em1852, o inglés George Stokes descreveu a primeira fluorescéncia obser-
vando minerais excitados com luz ultravioleta. Anos mais tarde, estudos mais
apurados apontaram que os mais variados materiais como cristais, clorofila e
drogas podiam fluorescer quando estimulados com a luz ultravioleta. Apenas
em 1930, os fluorocromos foram utilizados na area bioldgica para corar tecidos
e células. Com o advento dessas marcagdes surgiram entdo, os primeiros mi-
croscopios de fluorescéncia.

4.4.2. 0 principio

Esta modalidade de microscopia dptica utiliza uma fonte luminosa diferen-
te da luz visivel (550 nm): a ultravioleta que apresenta comprimento de onda
variavel (Figs. 4.7 e 4.8). Assim como em outras modalidades, a microscopia
de fluorescéncia requer a utilizagdo de substancias fluorescentes, sejam elas
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anticorpos acoplados a fluorocromos, ou fluorocromos puros, permitindo evi-
denciar estruturas especificas no interior das células. Namaioria das situagdes
as células precisam de preparagao especial para a observagdo, porem alguns
marcadores possibilitam a analise de células vivas. E interessante dizer que na
natureza ocorre um fendmeno chamado “autofluorescéncia” onde moléculas
biologicas apresentam capacidade de fluorescer, sem a necessidade da adi¢ao
de fluorocromos, tornando algumas células e/ou tecidos fluorescentes quando
excitados com o comprimento de onda adequado (por exemplo, o nosso figado).

condensador fd

Fig. 4.7 Microscdpio de fluorescéncia. Em detalhe: oculares, filtros de fluorescéncia, con-
densador e as objetivas.

Imagens: Rubem F. S. Menna-Barreto.
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-
Fig. 4.8 Localizagdo da ldmpada HBO no microscopio de fluorescéncia.

Imagens: Rubem F. S. Menna-Barreto.

4.4.3. A fluorescéncia

Fluorescéncia € parte de um processo de luminescéncia que algumas mo-
léculas sdo suscetiveis. Estas moleculas por sua vez, emitem luz de estados
eletronicamente excitados através de mecanismos quimicos, fisicos ou meca-
nicos. No processo chamado de fotoluminescéncia, a fluorescéncia é gerada a
partir da excitagdo de moléculas por fétons de luz visivel ou ultravioleta (Fig.
4.9). A essas moléculas chamamos de fluorocromos ou fluordfilos. Em linhas
gerais a defini¢do simplificada de fluorescéncia é: propriedade de alguns dto-
mos e moléculas tem de absorver luz em comprimentos de onda especificos,
emitindo consequentemente luz de comprimento de onda maior.

Na microscopia de fluorescéncia esta luz emitida é a que chegard aos olhos
do observador, resultando em imagens de estruturas subcelulares fluorescen-
tes, contrastando com o fundo escuro (Figs. 4.10 e 4.11). A andlise da fluores-
céncia no interior das céelulas nos permite avaliar ndo so estruturas e macro-
moléculas, como também a sua dinamica e interacao com os demais elementos

celulares. Importantes funcées celulares, como endocitose e a transdugdo de
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sinal, tém sido exaustivamente estudadas por citometria de fluxo e micros-
copia de luz que utilizam a fluorescéncia como conceito basico. E importante
ressaltar que essas moléculas fluorescentes apresentam caracteristicas fisi-
co-quimicas peculiares: absorvem ou sdo excitados em determinados compri-
mentos de onda (UV, por exemplo), emitindo outro comprimento de onda com-
pletamente diferente e sempre maior (como o verde, por exemplo).

observacio do comprimento

fonte luminosa (UV) de onda emiti

excitagao / emissdo

/
/

a5

Fig. 4.9

Esquema do mecanismo de excitagdo x emissdo dos fluorocromos.

Imagem: Rubem F. 5. Menna-Barreto

FV RO Miofibroblastos de células musculares esqueléticas em microscopia de fluores-

céncia revelando em vermelho os filamentos de actina e em azul os ntcleos das
células.

Imagem: Helene S. Barbosa e Alessandra F. Gomes
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cimera digital

N luz UV
- conjunto
de filtros

Fig. 4.1 Caminho 6ptico do microscépio de fluorescéncia. Disposicdo dos filtros.

Imagem: Rubem F. 5. Menna-Barreto

Tabela 5.1. Fluorocromos mais utilizados em biologia celular

Fluorocromo Pico de Excitacdo (nm) Pico de Emissao (nm)
DAPI 359 461
Lucifer Yellow 428 533
Ficoeritrina (PE) 480 578
Laranja de Acridina 487 520
FITC 494 520
Rodamina123 505 533
Brometo de Etidio 510 595
Y3 550 565
CYs 650 670
TRITC 554 576
Texas Red 596 615

4.4.1. Historico

A microscopia confocal foi desenvolvida por Marvin Minsky durante a dé-
cada de 1950, observando células nervosas ndo coradas em sistemas muitas
vezes vivos. Entretanto, sua invencdo passou despercebida por muitos, uma
vez que ndo apresentava os recursos luminosos e de armazenamento de dados
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adequados. Em 1979, o fisico Brakenhoff desenvolveu o primeiro confocal de
varredura, mas apenas em 1987 € que esses equipamentos foram comercializa-
dos.Nadécadade1990, com os avangos na tecnologia da optica, computadores
e lasers, os microscopios confocais se desenvolveram bastante. Atualmente,
os microscépios confocais modernos sdo sistemas 6pticos e eletronicos com-
pletamente integrados, combinando varios detectores com seus diferentes
lasers, gerando impressionantes imagens de altissima resolugao.

4.4.2. 0 principio

A microscopia confocal (Fig. 4.12) oferece iniimeras vantagens sobre as
demais modalidades, dentre as quais podemos destacar a capacidade de
eliminar ou reduzir as informac6es contidas no meio onde a amostra se en-
contra, além da capacidade de analisar cortes opticos seriados pararecons-
trugcdo em 3D. O grande advento da técnica esta na possibilidade de elimi-
nar todo o sinal luminoso fora de foco, permitindo um foco perfeito, mesmo
em amostras mais espessas (maiores que 2 um). O principio da microscopia
confocal baseia-se na utilizagdo de um laser como fonte luminosa, gerando
maior resolucdo em relagdo aos outros tipos de microscopia optica (Figs.
413 e 4.14). A luz coerente emitida pelo sistema do laser (excitacdo) atra-
vessa a abertura de um “pinhole” e as lentes e atingem a amostra que sera
varrida. O sinal optico gerado a partir da amostra passa pela abertura de
um segundo “pinhole” posicionado na frente do detector fotomultiplicador.
Essa organizagdo, associada ao fato do laser ser refletido por um espelho
dicromatico e do espécime ser varrido em um plano focal definido (abertu-
ras dos “pinholes” pré-determinadas), determina a dtima qualidade da ima-
gem gerada. E importante dizer que toda a captura e analise dos dados ob-
tidos na microscopia confocal é informatizada dependendo de poderosos
computadores para o desenvolvimento da técnica em sua plenitude, como
por exemplo, a reconstrucao 3D.
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Microscopio confocal (a). Em detalhe: charriot automatico (b), platina (c), lasers (d)
e a bancada especial contra impacto (e).

Imagens: Rubem F. S. Menna-Barreto
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" LASER I
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pinhole

planos
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objetiva

Fig. 4.13 Caminho 6ptico na microscopia confocal.

Imagem: Rubem F. S. Menna-Barreto

Fig. 4.14

Cisto de Toxoplasma gondii em microscopia confocal de varredura a laser. Corte
optico (a) e reconstrucdo 3D (b).

Imagens: Helene S. Barbosa e Mariana Acquarone
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4.4.3. Aplicagdes no estudo do trafego de vesiculas

A microscopia de luz, sobretudo técnicas como a microscopia de fluorescéncia e
confocal, sdo imprescindiveis nos mais variados tipos de estudos em biologia celular,
destacando-se na caracterizacdo e localizacdo de moléculas em compartimentos
celulares especificos. Gragas a utilizagdo de anticorpos e/ou moléculas acopladas a
fluorocromos, conseguimos avaliar e entender melhor os mecanismos essenciais do
metabolismo celular, como por exemplo, o trafego de vesiculas (Fig. 4.15).

A microscopia confocal apresenta diversas vantagens sobre a microscopia de
fluorescéncia convencional, incluindo a habilidade de controlar a profundidade do
campo, podendo ou ndo eliminar informagdes fora do plano de foco. Fazendo os
chamados cortes dpticos, podemos fazer reconstrugcdo em trés dimensdes do ma-
terial. Analises utilizando o eixo z (profundidade) s&o de grande importancia emes-
tudos de colocalizagdo moleculares, onde existe areal necessidade de garantirmos
que duas moléculas encontram-se na mesma estrutura e/ou em organelas.

Assim como na microscopia eletronica, podem ser utilizados tragadores
como proteinas tipo LDL ou transferrina associadas também a fluorocromos du-
rante as analises de endocitose. Apesar dessas técnicas serem muito Uteis, deve-
mos ter em mente que precisamos de mais de uma ferramenta para ter uma visao
mais detalhada do fenémeno bioldgico alvo da investigagdo. Ndo existe técnica
absoluta, sendo entdo, as microscopias de luz (contraste de fase, DIC, confocal e
fluorescéncia) e microscopia eletronica, técnicas complementares.

10 um

m Endocitose em diferentes modelos celulares. Células musculares cardiacas mar-

cadas para actina (Faloidina-FITC) e Rab11-TRITC (setas) (a). Cisto de Toxoplasma
gondii marcado com BSA-FITC (b).

Imagens: (a) Maria de Nazaré Soeiro e Denise Batista; (b) Helene S. Barbosa e Ma-
rialice F. Ferreira-da-Silva
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Em 1934, foi desenvolvido o primeiro contador de células por Moldavan, que na ver-
dade era um capilar pelo qual células coradas atravessavam, sendo quantificadas. Este
equipamento foiaprimorado por Coulter em1949. Mais tarde, em 1953, Crosland e Taylor
com o objetivo de evitar entupimentos e analisar amostras com dimensGes maiores cria-
ramum sistema mais complexo, que representaria o primordio da citometria de fluxo.No
mesmo ano, Parker e Horst elaboraram o primeiro contador diferencial hematolégico,
capaz de distinguir as células pela sua coloragdo azulada (leucdcitos) ou avermelhada
(eritrocitos).

No final da década de 60, Herzenberg idealizou um equipamento para separar tipos
de células diferentes presentes em uma mesma amostra, processo esse chamado de
“cell sorting" Foi criado entdo, o primeiro citémetro de fluxo como conhecemos atual-
mente, que avaliava tamanho, complexidade celular interna, além do parametro fluores-
céncia. Foia partir deste equipamento que surgiu o termo FACS (“fluorescence activated
cell sorting"). Ja nos anos 70, com a escalada da infecgdo pelo virus HIV, a evolugdo nos
estudos da imunologia e consequentemente na producdo de anticorpos, ampliaram-se
as aplicacdes da citometria de fluxo, possibilitando analises multiplas e variadas de uma

mesma amostra.
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A citometria de fluxo é uma técnica muito utilizada no estudo da expressao de moléculas
intracelulares e de membrana (fenotipagem), atividade de organelas, fagocitose, morte celu-
lar, sinais de calcio, etc. As células tém que estar em suspensdo e, ao serem interceptadas por
um ou mais feixes de lasers todos os sinais em estudo sdo gerados. Para isso, as células mar-
cadas com indicadores fluorescentes, sdo excitados pelo(s) laser(s) e os sinais gerados sdo
registrados por detectores. As amostras bioldgicas passiveis de analise sdo os mais diversos
tipos celulares, como macrofagos, linfdcitos, bactérias ou protozoarios, dentre outros.

Além da avaliacdo dos sinais de fluorescéncia, este equipamento também avalia pa-
rametros como tamanho e granulosidade. Através da reflexdo e refracdo da luz, é que o
aparelho calcula tamanho (“Forward Scatter” ou FSC) e granulosidade (“Side Scatter” ou
SSC) de cada célula da amostra (Fig. 5.1). Os indices de reflexdo e refracdo da luz frontais
(FSC) e laterais (SSC) sdo detectados por sensores posicionados na linha do feixe de luz
(detector FSC) ou perpendiculares a esse (detector SSC). Através da determinagdo de tais
valores de dispersao de luz, podemos inferir tamanho e granulosidade de cada célula da
amostra, umavez que FSC estarelacionado ao volume celular, enquanto SSC correlaciona-
se a complexidade intracelular. Logo, o espalhamento frontal e lateral do laser determinaa
morfologia dos eventos da amostra e os marcadores fluorescentes usados indicam os pa-
rametros em estudo. Todos esses dados sdo gerados em tempo real para cada evento que
é interceptado pelo(s) laser(s) em uma taxa que pode chegar a varias centenas por segun-
do. Atualmente, ha citémetros que avaliam 14 canais de fluorescéncia gerando uma quan-

tidade enorme de informacdes de células individuais em populacdes celulares complexas.

Cada fluorescéncia é capturada por detectores separadamente, a depender da mar-
cacdo. Fluorocromos puros e/ou anticorpos acoplados aos fluorocromos podem ser uti-
lizados para analises por citometria de fluxo, sendo possivel a avaliacdo de células vivas
ou fixadas. Na trajetdria entre a “flow cell” (cdmara onde ofs) laser(s) incide(m) e inter-
cepta(m) as células) e os detectores de fluorescéncia, existem diversos filtros dpticos
capazes de limitar os comprimentos de onda que chegardo a cada um dos detectores.
Gracas a este sistema dptico complexo, é possivel avaliar simultaneamente fluorescén-
cias com comprimentos de onda variados (Fig. 5.2). Todas essas informacdes sdo conver-
tidas em dados digitais que sdo armazenados e analisados em computadores (Fig. 5.1 e
5.2). Entdo, em poucas palavras, o conceito fundamental da citometria de fluxo seria: “Cé-
lulas alinhadas e em suspensdo sdo interceptadas por um ou mais lasers gerando sinais
opticos. O citbmetro detecta estes sinais dpticos e os transforma em sinais eletrénicos
que sdo digitalizados para uma central computadorizada”
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m Imagem de um citémetro de fluxo e exemplos de graficos construidos a partir dos
dados gerados de FSC (correspondente ao tamanho), SSC (correspondente a gra-
nulosidade) e fluorescéncia.

Imagem: Rubem F. S. Menna-Barreto
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Comparacdo entre os diferentes pardmetros citométricos: granulosidade (SSC),
tamanho (FSC) e fluorescéncia.

Imagem: Rubem F. 5. Menna-Barreto
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De modo geral, os citémetros de fluxo atualmente disponiveis no mercado apresen-
tam lasers estaveis de alta poténcia, sendo o laser de argonio (“laser azul”) o mais am-
plamente empregado, devido ao seu comprimento de onda (488 nm) excitar uma grande
quantidade de fluorocromos hoje comercializados. Alguns fluorocromos como a alofico-
cianina (APC) sdo excitados por outros comprimentos de onda, requerendo outro tipo de
laser, como por exemplo, o laser vermelho (635 nm). Em linhas gerais, marcagGes multi-
plas, onde sdo utilizados muitos fluorocromos em uma mesma amostra, geralmente ne-
cessitardo de mais de um laser, de modo a excitar todos os fluorocromos empregados.
Vale ressaltar que um conhecimento prévio do fluorocromo com o qual ira se trabalhar é
fundamental, uma vez que é necessaria a certificagdo se o laser presente no equipamen-
to é realmente capaz de excita-lo.

Dentre os componentes hidraulicos, dpticos e digitais que constituem o citémetro
propriamente dito (Fig. 5.3), os filtros dpticos possuem funcdes essenciais para a efi-
ciéncia do equipamento: estes absorvem alguns comprimentos de onda, permitindo a
passagem apenas daqueles que irdo gerar o sinal desejado (Fig. 5.4). Dessa forma, a qua-
lidade e 0 estado desses filtros devem ser sempre verificados.

filtros

flowoeall

m Componentes hidraulicos, dpticos e digitais do citdmetro de fluxo.

Imagens: Rubem F. S. Menna-Barreto
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m Esquemada organizacdo dos componentes 6pticos do citdmetro de fluxo. Todas as
cores de fluorescéncia s&o geradas ao mesmo tempo, note que os filtros dpticos
separam e direcionam cada cor de fluorescéncia para o detector pertinente.

Imagem: Rubem F. S. Menna-Barreto

Fluorocromos ou fluoréforos (Fig. 5.5) sdo moléculas que, quando excitadas pelo
comprimento de onda adequado, emitem fluorescéncia (Fig. 5.6). Cada fluorocromo é
excitado por um comprimento de onda especifico, absorvendo energia e emitindo essa
enegia em outro comprimento de onda, maior (ou seja, com menor energia) e também
especifico. Isso gera uma coloracdo e intensidade particulares. Gracas a larga utilizacdo
dessas moléculas, conseguimos evidenciar as mais diversas estruturas celulares, alem

de mapear de maneira mais precisa vias bioquimicas e moleculares nas células.
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Exemplo de uma molécula de fluorocromo: férmula estrutural do isotiocianato de
fluoresceina (FITC).

Imagem: Rubem F. S. Menna-Barreto

EXCITACADC
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m Excitagdo x emissdo de fluorescéncia.

Imagem: Rubem F. S. Menna-Barreto

Atualmente, existe uma ampla variedade de fluorocromos com propriedades essen-
ciais para o desenvolvimento das aplicagGes em citometria de fluxo (Tabela 5.1). Porém,
cabe destacar o problema da utilizacdo conjunta de fluorocromos que emitam o mesmo
comprimento de onda (nesse caso, ndo seria poss{vel separar o que seria a marcagao es-
pecifica de cada fluorocromo). Como alguns citémetros conseguem avaliar varias fluo-
rescéncias simultaneamente, grandes esforcos tém sido dirigidos a pesquisa de novos
fluorocromos que possuam espectro de emissao diferente dos habituais, gerando nos

ultimos anos avangos consideraveis nesse campo.
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Tabela 5.1. Alguns dos principais fluorocromos utilizados em citometria de fluxo

Molécula Pico de Excitac&o (nm) Pico de Emissdo (nm)
FITC 490 520
TRITC 580 604
TR 596 620
Ficoeritrina (PE) 480-565 578
APC 650 660
Hoestch 33342 340 450
DAPI 350 470
Brometo de etidio 510 595
lodeto de propidio 536 623

Além de analisar a morfologia e a fluorescéncia das células, alguns citémetros sdo
capazes de separar fisicamente subpopula¢des celulares, utilizando qualquer um desses
pardmetros como critério de sele¢do. A separacao celular (cell sorting) depende de ca-
racteristicas bioqu{micas e/ou morfoldgicas das células. Uma vez purificadas, estas cé-
lulas podem ser até re-cultivadas. O principio fisico do sorting se baseia em vibragdes na
“flow cell" que geram gotas a partir da suspensdo contendo células (Fig. 5.7). No interior
de cada gota, encontra-se uma célula que recebe a carga elétrica (positiva ou negativa)
conforme os critérios de selecdo, previamente estabelecidos. Por fim, essas gotas sao
defletidas para diferentes tubos ao passar entre duas placas carregadas eletricamente.

Eletrado
Injegio da amostra
soiugBo tampho
ventitsbo

d
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Fig.5.7 Separagdo de células em um citémetro de fluxo.

Imagem: Rubem F. S. Menna-Barreto
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A citometria de fluxo é uma ferramenta fundamental para o estudo de biologia celu-
lar, sobretudo no ambito da analise fenotipica subpopulacional. Como exemplo, temos
uma ampla gama de ensaios que podem ser realizados para caracterizagao da modula-
cdo de proteinas, receptores ou enzimas, dentre tantas outras moléculas.

Estudos do trafego de vesiculas por citometria de fluxo tém sido largamente desen-
volvidos, a fim de caracterizar a dindmica molecular de proteinas, tais como, a clatrina ou
caveolina, importantes para a formacdo de vesiculas endociticas. Outros estudos utili-
zando inibidores de citoesqueleto tém sido amplamente difundidos para a compreensao
da cinética e dos mecanismos de formagao de vesiculas intracelulares. Caracterizagdo
de moléculas previamente descritas em vesiculas, em modelos como células de mamife-
ros ou de organismos ainda pouco estudados (p. ex. protozoarios e fungos), representa
outro importante exemplo da aplicacdo da técnica de citometria.

Finalmente, sdo muitas as perspectivas da utilizacdo da citometria de fluxo no estudo
de biologia celular. Em estudos de sistemas complexos, como a via endocitica, faz-se im-
prescindivel o uso de uma ferramenta quantitativa populacional tdo poderosa como esta.
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Ha varios séculos (a partir do século 1V a.C.), o ser humano anseia por conhecer o invi-
sivel, por enxergar além do alcance do olho nu. Com esse intuito, surgiram os primeiros
microscopios opticos. Entretanto, ainda apresentavam grandes limitagdes. O Homem
continuou querendo ver o detalhe mais de perto. Com o advento da microscopia eletro-
nica, na primeira metade do século XX, essa busca pelo invisivel deu um grande salto.

No inicio do século XX, cientistas estudavam o comportamento ondulatorio dos ele-
trons, culminando na invencdo da televisdo, e dentre outros equipamentos, o microsco-
pio eletronico. Depois de inimeras tentativas, Bush conseguiu no ano de 1926, alinhar
um feixe de elétrons em uma lente especial, eletromagnética. Dando continuidade as
experiéncias de Bush, um cientista alemdo chamado Ernst Ruska (1906-1988) construiu
0 primeiro microscopio eletrénico em 1931, recebendo o Prémio Nobel por sua contri-
buicdo a ciéncia na década de 80. Algum tempo depois, ja era possivel encontrar esses
microscopios comercialmente.

Entretanto, existem duas modalidades principais de microscopios que utilizam feixes
de elétrons para produzir imagens ampliadas dos mais diversos materiais: 0s microsco-
pios eletrénicos de transmissao (MET) que dependem do feixe eletrénico atravessar as
amostras, e os microscopios eletrénicos de varredura (MEV) onde o feixe “varre” a super-
ficie das amostras, assim como um escaner comum de computador. O grande poder de
resolucdo dos microscopios eletrdnicos, € que permite avaliar estruturas sub-celulares,
representando uma vantagem sobre a microscopia dptica (Fig. 6.1).
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m Imagens do MET (A) e MEV (B).

Imagens: Wendell Girard-Dias
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Assim como existe um tamanho minimo dos objetos que podemos ver a olho nu, essa
mesma condicdo se repete para os diversos tipos de microscopios. A variavel determi-
nante de qualquer modalidade de microscopia é o seu limite de resolucdo. Por resolucao
entende-se amenor distancia entre dois pontos, onde conseguimos distingui-los separa-
damente. O calculo daresolucdo eletrdnica é baseado na seguinte formula:

— 0,61xA\
d= o

d = limite de resolugdo
A = comprimento de onda da radiac¢éo (0,37 A para elétrons)
o = abertura da objetiva em radianos (0,5 = 0,01 rad)

Dessaforma, aresolugdo dos microscopios eletrénicos é bem superior a dos micros-
copios opticos, devido ao menor comprimento de onda dos elétrons. Apds calcular ma-
tematicamente, observa-se que o limite de resolucdo dos microscopios eletrnicos é de
22 A, bem superior ao limite da microscopia de luz que é de 0,2 mm, cerca de 100.000

vezes maior.
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Ao compararmos os microscopios optico e eletrdnico, observamos que sdo muito
parecidos em seus componentes basicos, sendo ambos constituidos por uma fonte de
energia e um conjunto de lentes que levardo a formacdo da imagem. Dentre as diferen-
cas, podemos destacar principalmente: (a) A fonte de energia que na microscopia optica
é luz visivel e na microscopia eletronica é o elétron; (b) A maioria dos microscoépios ele-
trénicos trabalha com alto vdcuo no interior das suas colunas; (¢) As lentes na microsco-
pia de luz sdo de vidro, e sdo eletromagnéticas na microscopia eletr6nica; (d) A espessu-
ra do material é muito maior na microscopia de luz (da ordem de micrémetros - pm), e de

nandmetros (nm) na microscopia eletrénica.

Comrelacdo a microscopia eletronica, outra caracteristica importante refere-se ao feixe
de elétrons. Quando se aquece o filamento de tungsténio, os elétrons sdo liberados forman-
do um feixe, que € concentrado por lentes eletromagnéticas. Esse feixe, presente tanto no
MET quanto no MEV, apds interagir com o especime é responsavel pela geracao da imagem
(Figs.71,7.2).

9 —
" Filamento aquecido

Fonte luminosa (fonte de elétrons) I\IK

lente condensadora

mostra

lente objetiva
lente lente
ocular projetora
Imagem observada Imagem em
diretamente tela fluorescente

m Esquema comparativo da formagdo da imagem nas microscopias dptica e eletronica
de transmissdo.

Imagem: Rubem F. 5. Menna-Barreto
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Nesse tipo de microscopio, a imagem formada deriva da passagem do feixe de elé-
trons atraves da amostra. As aplicagdes da microscopia eletronica de transmissdo em
amostras bioldgicas sao diversas permitido, dentre varias possibilidades, as analises de
pequenas estruturas celulares, como organelas, por exemplo (Fig. 6.3).

m Imagem do protozoario Trypanosoma cruziem MET.

Imagem: Rubem F. S. Menna-Barreto

6.3.1. Processamento de amostras para microscopia eletronica de
transmissao

Os microscopios eletr6nicos tanto o de transmissdo quanto o de varredura, ge-
ralmente funcionam sob alto vacuo dentro de suas colunas. O vacuo é fundamental
nesses equipamentos para que os elétrons ndo sofram desvio e se mantenham em
feixe. Entretanto, para que amostras bioldgicas permanegam no vacuo, é necessa-
riaarealizacdo de todauma preparacao especial desse material, objetivando a pre-
servacdo das estruturas celulares. A preparacdo das amostras pode ser realizada
por métodos fisicos, como o congelamento ultrarrapido, ou quimicos, que empre-
gam reagentes quimicos geralmente a temperatura ambiente, sendo a metodolo-
gia comumente mais utilizada, a qual sera abordada neste capitulo.

Na fixacdo quimica, as células precisam ser tratadas com substancias que
estabilizem as membranas bem como, todos os demais componentes celula-
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res. Essas substancias sdo chamadas de fixadores sendo os mais utilizados o
paraformaldeido e glutaraldeido. Apos a incubagao com um desses fixadores
primarios, a amostra deve ser tratada com um segundo tipo de fixador, o tetro-
xido de dsmio, que preserva e proporciona contraste aos lipidios das células,
em uma etapa chamada pds-fixagdo (Fig. 6.4). Terminada esta etapa de pos-fi-
xagdo, a agua no interior das amostras e substituida por solventes organicos,
como o etanol e aacetona, durante a desidratacdo. A desidratacdo permite que
as amostras sejam impregnadas lentamente em resina plastica, que resistam
ao bombardeamento do feixe eletrénico, e posteriormente possam seguir para
aetapa de emblocamento em pequenas formas. Ap6s o endurecimento daresi-
na (polimerizagdo), esses blocos sdo fatiados em equipamentos chamados de
ultra-microtomos. Como ndo é possivel colocar os cortes tdo finos (cerca de
100 nm de espessura) diretamente no equipamento, estes sdo recolhidos em
pequenas grades de metal (Fig. 6.5) para que sejam analisados no microscépio
eletrnico de transmissdo. Os cortes ultrafinos depositadas nas grades sdo
submetidos a um processo chamado de contrastacao, onde metais pesados
como o chumbo (afinidade por membranas) e o uranio (afinidade por DNA), per-
mitem a melhor visualizagdo das estruturas celulares.

Fixacdo Pos-fixacdo Desidratacdo Embocamento
glutaraldeido # Tetréxido de dsmio q Serie crescente de -

Fig. 6.4

acetona . e. -
Polimerizacdo
Contrastacdo
¢ Cortes
acetato de uranila ultrafinos

citrato de chumbo

Observacdo ao

microscopio

Esquema do processamento de material biologico para microscopia eletronica de
transmissao.

Imagem: Wendell Girard-Dias
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m Grades para microscopia eletrénica de transmissdo. Seta: cortes ultrafinos

Imagem: Rubem F. 5. Menna-Barreto

Como ja foi discutido, nesse microscopio o feixe de elétrons percorre toda a super-
ficie da amostra, como o escaner acoplado ao computador. E diferente a interacéo dos
elétrons com as diferentes amostras ou regides da amostra, originando pontos mais ou
menos brilhantes que formardo a imagem. Quando comparamos os componentes dos
microscopios eletrdnicos de transmissdo e varredura, observamos que em ambos o fei-
xe de elétrons é formado a partir de um filamento de tungsténio aquecido. A diferenga
basica é que no MET, os elétrons precisam atravessar aamostra, enquantono MEV, a su-
perficie do material é varrida completamente, extraindo elétrons secundarios, gerando
um sinal luminoso que é convertido na imagem (Fig. 6.6).

Fig. 6.6 Imagem do protozoario Trypanosoma cruziem MEV.

Imagem: Rubem F. 5. Menna-Barreto
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6.4.1. Processamento de amostras para microscopia eletronica de varredura

A grande maioria dos estudos por microscopia eletronica de varredura visa a
analise detalhada na superficie da amostra, seja esta um fio de cabelo, uminseto
ou uma célula, ou qualquer tipo de amostra biolégica. O material a ser observado
no MEV ndo precisa ser fatiado, sendo o procedimento de preparo das amostras
diferente do procedimento para o MET, a partir da desidratacao do material. O
processamento inicial envolve incuba¢des em fixador e pos-fixador, a remocdo
da dgua (desidratagdo) uma vez que estes equipamentos funcionam em alto va-
cuo 0 que ndo permite o contato com materiais hidratados (Fig. 6.7). Paraisso, as
amostras passam por série crescente de agentes desidratantes como a acetona,
etanol ou metanol, e depois esses solventes organicos sao substituidos no inte-
rior das células por gas carbonico. Esta substituicao é realizada em um equipa-
mento chamado de ponto critico. Por fim, aamostra é transferida para outro apa-
relho chamado de metalizador, onde sera feito umrevestimento daamostra com
uma fina camada de um elemento condutor, geralmente ouro ou carbono, para a
geracdo do sinal a ser captado pelos detectores do microscépio. E interessante
dizer ainda que veremos a seguir, um tipo de microscopio eletrénico que foge a
regra, nao trabalhando em alto vacuo, o que caracteriza assim uma excegao.

Fixacdo ' Pds-fixacdo ' Desidratacdo
; . Série crescente de
lutaraldeido
g Tetroxido de ésmio acelona

Observacdo ao Metalizacdo Ponto critico
microscépio com ouro

Fig. 6.7 Processamento de material biologico para microscopia eletrénica de varredura.

Imagens: Rubem F. 5. Menna-Barreto e Wendell Girard-Dias
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Existem também outros tipos de microscopios eletrénicos, fundamentais para a rea-
lizacdo de estudos especificos. Dependendo do preparo da amostra, ou mesmo de aces-
sorios especiais acoplados, esses microscopios nos permitem a obtencdo e analise de
diferentes tipos de informacdo. Dentre essas modalidades de microscopia eletrénica,
acessorios e técnicas, podemos destacar:

6.5.1. Transmissdo de alta voltagem

Microscopio eletrénico de transmissdo que possuium feixe de elétrons cuja
aceleragao e muito superior a do microscopio convencional, chegando ate 1000
kV.Esse"“super feixe" permite a analise de cortes muito espessos, até 2 pm, cer-

ca de 20x mais grossos que os cortes convencionais.

6.5.2. Microanalise

Esse acessodrio pode ser acoplado tanto ao microscopio eletrénico de
transmissdo quanto ao de varredura, permitindo a analise quimica qualitativa
e quantitativa das amostras, através da perda de energia dos elétrons ou por
detecgdo de raios-X da amostra. A localizacdo, bem como a deteccdo de ele-
mentos quimicos fundamentais para as células, € muito importante para o en-
tendimento dos mecanismos bioldgicos envolvidos.

6.5.3. Varredura de alta resolucdo

Nessa modalidade de microscopia eletr6nica de varredura (Fig. 6.8), o feixe
de elétrons é bem mais concentrado que o convencional, o que acarretaemuma
varredura muito mais precisa da amostra. Dessa forma, apresenta uma resolu-
¢do superior ao do microscopio tradicional. Muito importante para o estudo de
estruturas celulares de dificil visualizagdo, como os filamentos do citoesquele-
to, por exemplo.
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Fig. 6.8 Imagem do microscépio eletrdnico de varredura de alta resolucdo.

Imagem: Wendell Girard-Dias

6.5.4. Varredura de press@o variavel (ambiental)

Essa modalidade, ndo trabalha com o alto vacuo, como as demais técnicas.
A pressdo variavel no interior da coluna permite a analise de células vivas, sem
nenhum preparo quimico ou fisico prévio. Até o momento, estes microscopios
ainda apresentam baixo poder de resolucdo.

6.5.5. Criofratura

Técnica utilizada para observacdo ao microscopio eletronico de transmis-
sdo, que permite estudos mais aprofundados sobre a distribuicdo de macro-
moléculas por exemplo, proteinas e lipidios presentes nas membranas biolo-
gicas. A criofratura, desenvolvida na década de 60, se baseia no congelamento
ultrarrapido das celulas, interrompendo o metabolismo celular instantanea-
mente, preservando melhor a distribuicdo espacial das suas estruturas. Depois
de congeladas, as células sdo “fraturadas ao acaso” Desses fragmentos sdo fei-
tos moldes em platina, que irdo ser observados no microscopio de transmissao

(Fig.6.9).
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B-8-~-0

Congelamento Fratura Réplica Observagao
da amostra da amostra em platina ao MET

Fig. 6.9 Esquema simplificado do processamento de criofratura.

Imagens: Rubem F. S. Menna-Barreto

As microscopias eletronicas de transmissdo e varredura apresentam uma enorme
gama de aplicagGes na area da biologia celular e satde. Especificamente no estudo do
trafego de vesiculas, amicroscopia eletronica de transmissdo se mostrauma ferramenta
importante, sobretudo para estudos morfoldgicos descritivos e/ou de localizagdo mole-
cular. Destacam-se para este tipo de estudo, a utilizacdo de tracadores da via endocitica
como a albumina sérica bovina (BSA), a transferrina e a lipoproteina de baixa densidade
(LDL), além de imunomarcagdes objetivando a detec¢do de moléculas bem como, as suas
co-localizacBes em determinadas estruturas dindmicas (Fig. 6.10).

Varios estudos de componentes do citoesqueleto tém sido realizados por microsco-
pia eletronica de transmissdo, visando sugerir a possivel cinética de interagao dessas
estruturas com vesiculas no interior nas células. Analises por MEV da interagdo patdge-
nos-hospedeiro, como Trypanosoma cruzi e células cardiacas por exemplo, também sdo
frequentes.

Apesar da microscopia eletrnica representar uma importante ferramenta nos estu-
dos de endocitose e do trafego de vesiculas é fundamental termos a no¢do de que na
maioria das vezes é necessaria a associacdo de diferentes técnicas para se comprovar
uma hipotese, sendo que essas varias metodologias devem ser complementares, apli-

cando-se assim, a microscopia correlativa.
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GRS Imagens de endocitose de transferrina acoplada a particulas de ouro coloidal
(seta).

Imagens: Rubem F. S. Menna-Barreto
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Anticorpos ou imunoglobulinas sdo glicoproteinas que se ligam especificamente aos
antigenos. Essas moléculas sdo produzidas pelos linfécitos B e tém papel fundamental
na protecdo contra patdgenos, atuando na homeostasia e no seu desbalango, como por
exemplo, em processos alérgicos e doengas auto-imunes. Além disso, pelas suas pro-
priedades, que serdo descritas mais a frente nesse capitulo, podem ser utilizadas como
ferramentas de extrema importancia na pesquisa cientifica.

Os linfocitos B sdo células do sistema imune, apresentando papel importante na imu-
nidade adquirida e recebem esse nome por terem sido descritos inicialmente em um
orgdo presente nas aves chamado Bursa de Fabricius. Em humanos, a producdo dessas
células inicia-se ainda no periodo fetal. Durante a 8° e 14° semanas de gestacdo, os res-
ponsaveis pela fabricacdo desses linfocitos sdo o figado fetal e o omento. Posteriormen-
te, amedula 0ssea assume esse papel que se mantem por toda a vida do individuo.

Amedula dssea localiza-se nos 0ssos chatos e extremidade de 0ssos longos, e consis-
te de uma estrutura reticular encontrada entre trabéculas. Essas trabéculas sdo preen-
chidas com células gordurosas, células estromais e precursores de células sanguineas.
Dentre esses precursores, encontram-se as células progenitoras linfoides que dardo
origem as diferentes subpopulac¢des de linfdcitos, incluindo os linfécitos B. Os linfoci-
tos B, diferentemente dos linfocitos T, que migram para o timo ainda imaturos, saem da
medula 6ssea completamente maduros e migram para os 6rgdos linféides periféricos ou

secundarios.
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Os principais orgaos linfoides periféricos sdo o bago, linfonodos e tecidos linféides
associados as mucosas (MALT). O baco é um local de extrema importancia para as res-
postas imunes aos antigenos transportados pelo sangue. Esse orgdo é dividido em polpa
branca, constituida por tecido linfoide, e polpa vermelha, constituida por células de ori-
gem mieldide e eritroide. Os linfonodos sdo responsaveis pelas respostas imunes aos
antigenos transportados pela linfa, situando-se ao longo dos vasos linfaticos por todo
corpo e possuem areas ricas em linfocitos B, chamadas de foliculos. Os foliculos prima-
rios contém inumeros linfécitos B virgens, ou seja, que nunca entraram em contato como
antigeno. Ja os foliculos secundarios aparecem em resposta a estimulagdo antigénica e
sdoricos em células B ativadas, produtoras de anticorpos. As placas de Peyer localizam-

se namucosa do trato gastrointestinal e também possuem regides ricas em linfocitos B.

Os linfocitos B nos drgdos linfoides periféricos sdo capazes de interagir com anti-
genos. Cada linfocito B apresenta especificidade para um determinado epitopo de um
antigeno. O epitopo e a por¢ao do antigeno capaz de desencadear uma resposta imune.
Um mesmo antigeno pode ser composto por varios epitopos distintos, assim como pode
apresentar varios epitopos idénticos. Caso esse linfocito encontre o epitopo do antige-
no pelo qual apresenta especificidade, inicia-se uma fase de proliferacdo ou expansdo
clonal, na qual cada linfocito origina muitos outros com a mesma especificidade. Apds
essa etapa, inicia-se a fase de diferenciacdo, na qual esses linfocitos B ativados dardo
origem a ceélulas secretoras de anticorpos, os plasmacitos. Esses plasmocitos produzi-
rao anticorpos com afinidade pelo epitopo do antigeno responsavel pela sua ativacao.
Dessa forma, em uma resposta imune, ha geracao de diferentes clones de linfécitos B
com producdo de anticorpos com diferentes especificidades.

Nas células B, os anticorpos sdo encontrados no reticulo endoplasmatico, complexo
de Golgi e na superficie celular onde atuam como receptores de antigeno. Os anticorpos
secretados sao localizados no plasma e fluidos extracelulares, como secre¢des mucosas
e liquidos intersticiais.

As moléculas de anticorpo apresentam caracteristicas estruturais comuns, mas
exibem uma grande variabilidade na por¢do que se liga ao antigeno. Os anticorpos sdo
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constituidos por quatro cadeias polipeptidicas. Duas cadeias leves idénticas e duas
cadeias pesadas idénticas (Fig. 7.1). Uma cadeia leve é ligada a uma cadeia pesada por
pontes dissulfeto e as duas cadeias pesadas sdo tambem ligadas entre si pelo mesmo
tipo de ligacdo. Essas cadeias leves e pesadas apresentam unidades homalogas repe-
tidas com aproximadamente 110 aminoacidos que formam um dominio globular cha-
mado de dominio da imunoglobulina (dominio Ig) (Fig. 7.2). Inimeras proteinas impor-
tantes para o sistema imune possuem dominios semelhantes aos da imunoglobulina e
por isso sdo pertencentes a superfamilia das imunoglobulinas. Tanto as cadeias leves
quanto as pesadas dos anticorpos possuem regides variaveis e regides constantes
(Fig. 7.1). A regido varidvel de uma cadeia leve se une a regido variavel de uma cadeia
pesada para formar o sitio de ligagdo ao antigeno. Cada clone de linfocito B produz
anticorpos com a mesma regido variavel e, sendo assim, reconhecem a mesma sequén-
cia antigénica (epitopo). As regides constantes ndo participam da ligacdo ao antigeno.
Elas interagem com outros elementos do sistema imune, tendo um importante papel
na funcdo biologica do anticorpo, como por exemplo, fagocitose e ativagdo do sistema
complemento. De acordo com as estruturas das regides constantes da cadeia pesada,
os anticorpos podem ser divididos em isotipos. As imunoglobulinas sdo atualmente
classificadas em 5 isotipos: IgA, IgD, IgE, IgM e IgG. Em humanos, encontramos ainda
4 subtipos de IgG e 2 subtipos de IgA. Um isotipo apresenta sempre a mesma regido
constante na cadeia pesada, independente do clone de linfécito B que o produziu. Os
5isotipos apresentam diferentes estruturas. A IgM é pentamérica, a IgA é dimérica e
os isotipos IgG, IgE e IgD sdo monoméricas. Além disso, IgM e IgD sdo encontrados na
forma associada a membrana celular do linfécito B onde atuam como receptores de
antigeno. O isotipo IgD, ao contrario dos demais isotipos, raramente é encontrado sob
aformasecretada.
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dominios
globulares

P

Fig. 7.1 Estruturadamolécula de anticorpo. Duas cadeias leves e duas cadeias pesadas uni-
das por pontes dissulfeto.

Imagem: Rubem F. 5. Menna-Barreto
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A molécula de anticorpo pode ainda ser dividida em porgdo Fab e por¢éo Fc (Fig. 7.3).
A regido Fab consiste das cadeias leves e parte das cadeias pesadas. E essa porcdo que
interage com o antigeno. Ja a porgao Fc consiste apenas de uma parte da regido cons-
tante das cadeias pesadas e ndo interage com o antigeno, mas sim com outras celulas e

moléculas efetoras do sistema imune.

porgéo Fc

porcao Fab

Fig.7.3 Divisdo da molécula de anticorpo em por¢ao Fc e Fab.

Imagem: Rubem F. S. Menna-Barreto

A habilidade dos anticorpos de se ligar a epitopos de diversas moléculas biolégicas
constitui uma ferramenta de grande importancia na pesquisa. Trés caracteristicas dos
anticorpos estdo envolvidas com o reconhecimento do antigeno: especificidade, afini-
dade e avidez. A especificidade refere-se a capacidade do anticorpo de reconhecer um
epitopo especifico, distinguindo diferengas na sua estrutura, mesmo que pequenas. An-
ticorpos com alta especificidade apresentam menor probabilidade de reagdo cruzada
com outros antigenos. Afinidade e avidez sdo caracteristicas referentes a forga de li-
gacdo do anticorpo ao antigeno. A afinidade refere-se a forca de ligagdo do anticorpo a
um unico epitopo do antigeno e a avidez refere-se a intensidade de ligacdo entre anti-
corpos e um antigeno multivalente, ou seja, apresentando multiplos epitopos. A avidez é
influenciada pela afinidade do anticorpo, pelo niumero de sitios de ligacdo do anticorpo
ao antigeno e pela geometria resultante da interagdo antigeno-anticorpo. A IgM, por ser
um anticorpo pentavalente, apresenta maior avidez pelo antigeno do que a lgG que é mo-

novalente.
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Além das caracteristicas descritas acima, também é de grande importancia o conhe-
cimento se um dado anticorpo é proveniente de uma resposta policlonal ou monoclonal.
Como descrito anteriormente, cada clone de linfocito B produz anticorpos com a mesma
especificidade, ou seja, que reconhecem o mesmo epitopo do antigeno. Porém, a maioria
dos antigenos apresenta multiplos epitopos e sdo capazes de ativar linfdcitos B com di-
ferentes especificidades, gerando inimeros clones de linfécitos B. Cada clone apresen-
ta especificidade para um epitopo distinto. Os anticorpos produzidos por esses varios
clones de linfécitos B sdo chamados policlonais, pois sdo provenientes de umaresposta
policlonal. Sendo assim, anticorpos policlonais sdo aqueles que se ligam a diferentes
epitopos de um mesmo antigeno. Por outro lado, os anticorpos monoclonais sao aque-
les produzidos por um unico clone de linfocitos B, logo reconhecem um Unico epitopo do
antigeno.

Abaixo descreveremos o processo de producdo desses anticorpos para utilizagdo na
pesquisa cientifica.

7.5.1. Producao de anticorpos policlonais

A produgdo de anticorpos policlonais requer a imunizacdo de animais, nor-
malmente mamiferos, com o antigeno de interesse. A escolha da espécie de
animal que sera imunizada é relevante e deve ser feita com cautela. Quanto
maior o animal, maior sera a quantidade de anticorpo obtida, uma vez que uma
maior quantidade de soro podera ser obtida devido a maior volemia do animal.
Os animais mais utilizados sao o coelho, a cabra e o carneiro. A qualidade da
respostaimune e a producdo de anticorpos também variam com a espécie utili-
zada e pode requerer diversas imunizagdes com o antigeno de interesse. Apds
a estimulagdo com o antigeno, o animal ira desenvolver uma resposta imune e
produzira plasmacitos que secretam anticorpos contra o antigeno alvo. O soro
desses animais sera coletado e os anticorpos purificados. Nesse caso, obte-
mos anticorpos policlonais, ou seja, um conjunto de anticorpos com diferentes
especificidades. Ainda que o antigeno que serviu para inocular o animal de la-
boratdrio seja bastante puro (ex. proteina purificada), o soro obtido é sempre
constituido por uma mistura de anticorpos dirigidos contra as diferentes por-
¢Oes daquela proteina, uma vez que uma unica proteina pode possuir diversos

determinantes antigénicos (epitopos).
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7.5.2. Producao de anticorpos monoclonais

Assim como descrito para os anticorpos policlonais, a producdo de an-
ticorpos monoclonais também requer a imunizagao de animais, normalmente
mamiferos, com o antigeno de interesse. Porém, para a producdo de anticorpos
monoclonais o tamanho do animal ndo influencia na quantidade de anticorpo
obtida. Nesse caso, o camundongo € o animal mais comumente utilizado. Para
a producdo desse tipo de anticorpo, imuniza-se um animal de laboratorio com
o antigeno de interesse e isola-se seus linfocitos B de orgdos linfoides peri-
féricos. O 6rgao mais frequentemente utilizado é o bago. Uma vez que linfo-
citos B ndo proliferam indefinidamente, precisam ser fusionados com células
que tenham a capacidade de proliferacdo infinita e por isso sdo chamadas de
linhagens celulares imortalizadas. A linhagem celular imortalizada de escolha
para a producdo de anticorpos monoclonais € a de células de mieloma, uma
neoplasia de plasmdcitos. A fusdo dos linfocitos B obtidos do baco de animais
imunizados com o antigeno de interesse com as células de mieloma formara os
hibridomas. Os hibridomas, neste caso, sao células secretoras de anticorpos
que proliferamindefinidamente. Em seguida, faz-se entdo a selecdo de hibrido-
mas que secretem anticorpos com a especificidade desejada. Ha duas formas
de crescer esses hibridomas secretores dos anticorpos de interesse: injetando
essas celulas na cavidade peritoneal de camundongos ou utilizando tecnicas de
culturacelularinvitro. As células de hibridoma injetadas na cavidade peritoneal
de camundongos se multiplicam e produzem um fluido na cavidade abdominal
do animal. Esse flu{do é chamado ascite e contém uma grande concentragdo
de anticorpos com a especificidade desejada (monoclonais). Uma alternativa
a técnica de ascite € o cultivo dos hibridomas em placas com meio de cultura.
O crescimento dos hibridomas in vitro apresenta beneficios como uma menor
utilizacdo de camundongos, poréem é uma técnica que requer grande conheci-
mento, consome mais tempo e gera mais custos.

7.5.3. AplicacGes de anticorpos no estudo de trafego de vesiculas

Esses anticorpos monoclonais ou policlonais, apds purificagdo, podem ser aco-
plados a outras moléculas como fluorocromos, enzimas ou ouro coloidal. Sdo essas
moleculas acopladas aos anticorpos que permitirao a detecgao da proteina ou an-
tigeno de interesse em diversos modelos experimentais. Um anticorpo acoplado
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a fluorocromo, por exemplo, pode ser empregado em técnicas como imunofluo-
rescéncia e citometria de fluxo. O anticorpo acoplado a ouro coloidal é de grande
importancia em técnicas como imunocitoquimica ultraestrutural. Ja o acoplado a
enzima e utilizado em técnicas como imunohistoquimica, Western blotting e ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). A utilizagdo de fluorocromos e ouro coloi-
dal acoplados a anticorpos foi descrita nos capitulos 4, 5 e 6. Com relacdo as enzi-
mas conjugadas aos anticorpos, as mais utilizadas sdo a peroxidase e a fosfatase
alcalina. A detecgdo do antigeno nesse caso, se faz pela adi¢do do substrato espe-
cifico da enzima, que serd degradado por ela, gerando um precipitado colorido. No

local onde o precipitado se formou esta o antigeno de interesse.

Atécnicapararevelacdo de antigenos mais utilizada € um sistema composto
por dois anticorpos, um primario e um secundario: o primeiro anticorpo se liga
aproteina de interesse e o segundo anticorpo se liga ao primeiro. Isso permite
a deteccdo da proteina alvo nos diversos sistemas de estudo (Fig. 7.4). Neste
caso, o segundo anticorpo é acoplado a um fluorocromo, ouro coloidal ou enzi-
ma. Para o estudo do trafego de vesiculas, podemos utilizar, por exemplo, um
anticorpo contra clatrina acoplado a ouro coloidal, fluorocromo ou peroxidase.
Dessa forma podemos detectar a formagao de vesiculas endociticas revesti-
das por essa proteina utilizando técnicas como microscopia de fluorescéncia

ou eletrdnica de transmissao.

Fig.7.4

anticorpo
primario

anticorpo
secundario

corte de
tecido

Marcagdo da proteina de interesse por um anticorpo primario e um secundario aco-
plado a fluorocromo.

Imagem: Rubem F. S. Menna-Barreto
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