UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE BIOFISICA CARLOS CHAGAS FILHO

PROGRAMA DE BIOLOGIA CELULAR E PARASITOLOGIA

ALLAN CEZAR DE AZEVEDO MARTINS

SINTESE DE FOSFATIDILCOLINA EM CRITHIDIA

DEANEI a influéncia do endossimbionte

RIO DE JANEIRO

2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



ALLAN CEZAR DE AZEVEDO MARTINS

SINTESE DE FOSFATIDILCOLINA EMCRITHIDIA DEANEL a

influéncia do endossimbionte

Dissertacéao de Mestrado
apresentada ao Programa de
Biologia Celular e Parasitologia
de Pdés-Graduacdo em Ciéncias
Biol6gicas (Biofisica), Instituto
de Biofisica Carlos Chagas
Filho, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como requisito
parcial para obtencdo do titulo
de Mestre Ciéncias Bioldgicas
(Biofisica)

Orientadores: Prof. Dr2 Maria Cristina Machado Maté¢
Prof. Dr Marcelo Einicker Lamas

RIO DE JANEIRO

2008



ALLAN CEZAR DE AZEVEDO MARTINS

SINTESE DE FOSFATIDILCOLINA EMCRITHIDIA DEANEL a

influéncia do endossimbionte

Dissertacéao de Mestrado
apresentada ao Programa de
Biologia Celular e Parasitologia
de Pdés-Graduacdo em Ciéncias
Biol6gicas (Biofisica), Instituto
de Biofisica Carlos Chagas
Filho, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como requisito
parcial para obtencdo do titulo
de Mestre Ciéncias Biolbdgicas
(Biofisica)

Aprovada em de de

PROF2 DR2 MARIA CRISTINA MACHADO MOTTA, IBCCF

PROF DR MARCELO EINICKER LAMAS, IBCCF

DR2 CLAUDIA D’AVILA LEVY, IOC

PROF DR EDNILDO DE ALCANTARA MACHADO, IBCCF

PROF2 DR2 GEORGIA CORREA ATELLA, IBCCF

PROF DR NORTON HEISE, IBCCF



A Luciana, por tudo que aprendi.



A  Dra. Cristina Motta, pela

confianca.



Vi

Ao Anténio, Dayse e André

minha familia.



Vil

Agradecimentos

Em primeiro lugar, agrade¢co a Deus pela oportuniead
de desenvolver um estudo e conseguir chegar atéi.aqu

A professora Dr.2 Maria Cristina Machado Motta qme
inseriu na comunidade cientifica, seja através dmjpto que me
incumbiu, seja pelo estimulo em desenvolver o “pans
cientifico”; e pela confianca que teve em minha peas.

Ao professor Dr. Marcelo Einicker Lamas, que
colaborou de maneira essencial nesse projeto ao ilaarx na
resolucdo de ensaios que nao poderiam ser realigado meu
laboratdrio; e pela pessoa muito divertida que é.

A lamara pelo grande auxilio no desenvolvimento dos
experimentos e na organizacdo das hipoteses a sexgtmdadas.

Ao Paulo pela grande ajuda e apoio durante o peoideé
estagio.

Aos conpanheiros de labuta diaria, Aline, Danielle,
Thiago, Carol, Felipe e Jaqueline por contribuirjaecom a troca
de experiéncias, seja passando sua experiéncia, tmaosio a
melhor maneira de realizar alguns ensaios de prgaesento de
amostras.

Ao Bosco e a Nete pelo auxilio tanto na limpeza de
material e higiene do ambiente de trabalho quantms Mmomentos

de descontracéo.



Vili

A FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO
DO RIO DE JANEIRO (FAPERJ) e a COORDENACAO DE
APERFEICOAMENTO DE PESSOAL DE NIVEL SUPERIOR
(CAPES), pelo patrocinio como oO0rgdos fomentadores lolsa de
pos-graduacao.

Ao LABORATORIO DE ULTRAESTRURA CELULAR
HERTHA MEYER, por permitir o desenvolvimento despesquisa
em seu espaco fisico.

Ao LABORATORIO DE FiSICO QUIMICA BIOLOGICA
AIDA HASSON-VOLOCH, por permitir o desenvolvimentdae
ensaios complementares a esta pesquisa em seu esfjaico.

Ao grupo de colaboracédo do Dr. Krieger no INSTITUTO
DE BIOLOGIA MOLECULAR DO PARANA (IBMP), com o qual
deciframos alguns enigmas no genoma do simbionte.

Ao Dr. Anténio Galina Filho do INSTITUTO DE
BIOQUIMICA MEDICA (IBgM) da UFRJ, pela colaboragamo

estudo do consumo de O



Sumario
Lista de figuras Xi
Lista de tabelas Xili
Lista de abreviaturas Xiv
Resumo XV
Abstract XVii
1 Introducao 1
1.1 A familia Trypanosomatidae 1
1.2 Endossimbiose em tripanosomatideos 3
1.3 O envoltorio bacteriano 8
1.4 Metabolismo de fosfatidilcolina 12
1.4.1 Via de Kennedy 14
1.4.2 Via de Greenberg 14
1.4.3 Via da PC sintase 16
2 Objetivos 20
2.1 Objetivo Geral 20
2.2 Objetivos especificos 20
3 Material e métodos 21
3.1 Cultivo 21
3.2 Fracionamento celular 21

3.2.1 Obtencdo das fracdes de endossimbionte e
mitocdndria 21
3.3 Microscopia Eletrénica de Transmissao 24

3.4 Incorporacao de tracadores radioativos 25



3.5 Extracao de lipideos 25
3.6 Cromatografia em camada fina 26
3.7 Pesquisa gendmica 28
3.8 Consumo de ® 29

4 Resultados 32

4.1 Sintese de fosfolipideos nas cepas normal e
curada deC. deanei 32

4.7 Ultraestrutura deC. deanei e das fracdes de
simbionte e de mitocondria 32

4.2 Quantificacdo de fosfolipideos das fracbes de
endossimbionte e de mitocdndria obtidas €e deaneicrescida
em meio contendd?Pi 36

4.3 Capacidade de sintese de fosfolipideos em
endossimbiontes e mitocdndrias isolados dE&. deanei e
incubados com’?Pi 38

4.4 Incorporacdo de®H]-colina pelo endossimbionte
iIsolado deC. deanei 41

4.5 Busca de enzimas das vias de sintese de PC no
genoma do simbionte d€. deanei 41

4.6 Diferengcas no consumo de,(pelas cepas normal

e curada deC. deaneie pelas fragbes de simbionte e mitocdndria

43
5 Discussao 48
6 Conclusdes 57

7 Referéncias Bibliogréaficas 59



Xi

Lista de figuras

Figura 1 —Crithidia deanei 2

Figura 2 Ultraestrutura d€rithidia desouzai 7
Figura 3 — Envoltorio celular de bactérias Gram-
negativas 9

Figura 4 — Envoltorio do endossimbionte de

tripanosomatideos. 11
Figura 5 — Via de Kennedy e Via de Greenberg 15
Figura 6 — Via da PC Sintase (PCS) 18
Figura 7 — Incorporacdo d&Pi em fosfolipideos pelas

cepas selvagem e aposimbidtica €e deanei 33
Figura 8 — Ultraestrutura d€rithidia deanei 34

Figura 9 — Ultraestrutura das fragcbes de simbioete
mitocdndria 35
Figura 10 — Quantificacdo fosfolipidica de simbi@mst e
mitocondrias deC. deanei 37
Figura 11 — Sintese de fosfolipideos pelas frac@es
simbionte e mitocondria. 39
Figura 12 — Quantificacdo fosfolipidica da fracéde d
simbionte isolada 40
Figura 13 — Incorporacdo de’fi]-colina pela fracdos de
simbionte 42
Figura 14 — Consumo de Opela cepa aposimbidtica e

selvagem deCrithidia deanei 45



Xil

Figura 15 — Consumo de LOpelas fracbes de simbionte e

mitocodndria apos isolamento d@rithidia deanei 46



Xiii

Lista de tabelas

Tabela 1 - Ezimas das vias de sintese de PC (Via de
Kennedy, Via de Greenberg e Via da PC Sintase)...ce........... 19
Tabela 2 - Genes similares a fosfolipase D do géner

Bordetellaencontrados no genoma do simbionte................. 44



Lista de abreviaturas

C, K = Cinetoplasto

E = Endossimbionte

EP = estrutura para-flagelar
F = flagelo

G

glicossomos

M

Mitocondria

MS = microtubulos sub-peliculares
PA = Acido Fosfatidico

PC = Fosfatidilcolina

PCS = Fosfatidilcolina sintase

PE = Fosfatidiletanolamina

Pl = Fosfatidilinositol

Xiv



XV

Resumo

AZEVEDO-MARTINS, A.C. Sintese de fosfatidilcolina em
Crithidia deanei: a influéncia da bacteria simbidética Rio de
Janeiro, 2008. Dissertacdo (Mestrado em CiéncialBgicas -
Biofisica) Instituto de Biofisica Carlos Chagas Rol,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Jame2008.

Alguns tripanosomatideos abrigam uma bactéria
simbidotica em seu citoplasma, com a qual mantém unedacao
mutualistica, constituindo um excelente modelo paraestudo da
origem das organelas e da evolucdo celular. Estebalho mostra
gue a Crithidia deanei que hospeda o simbionte incorpora duas
vezes mais®’Pi em fosfolipideos, ap6s crescimento em meio de
cultura, quando comparada a cepa aposimbidtica. @n@gipal
fosfolipideo sintetizado por ambas as cepas ¢é foigfidcolina
(PC), seguida de fosfatidiletanolamina (PE) e fotstlalinositol
(P1). O fracionamento celular indicou quéPi-PC é o fosfolipideo
majoritario nas fracdes de simbionte e mitocdndri@. simbionte
isolado ¢é capaz de sintetizar fosfolipideos indegente do
tripanosomatideo hospedeiro. Entretanto, as baaeriisoladas
sintetizam grande quantidade de PE, mais que P@,jdando que a
associacdao com o protozoario hospedeiro é essencpaka a
producdo de PC do simbionte. O endossimbionte isl@lafoi
incubado com {H]-colina para verificar se a bactéria poderia
incorporar o tragador do meio e sintetizar PC-matea mas
nenhuma incorporacdo foi observada. Além disso, gsnes que
codificam as enzimas envolvidas na biossintese d® Ao foram
encontrados no genoma do endossimbionte. Contud®ta ebuscas
revelaram um gene codificante de uma putativa fdgfase D,
indicando que a troca entre os grupos de cabecabkames pode
explicar a sintese de PC em parte. A respeito domsaomo de Q
pela fracdo mitocondrial, taxas mais elevadas séabservadas
guando comparadas a fracdo de simbionte, sugerinde, embora
metabolicamente ativa apos o fracionamento celularmitocéndria
€ incapaz de sintetizar fosfolipideos. O consumo e pelo
protozoario que contém o endossimbionte é mais alkko quando
comparado ao aposimbidtico, reforcando a idéia dee cp bactéria
simbidtica acelera o metabolismo do hospedeiro. daddos obtidos
por microscopia eletrébnica de transmissdo revelaramma
proximidade entre endossimbionte, nuacleo e reticulo
endoplasmatico. Juntos, esses resultados sugerem a@ubactéria
simbidtica pode obter parte de sua PC, ou mesmocprsores de
PC, do tripanosomatideo hospedeiro.
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Palavras-chave: Crithidia deaneij endossimbiose;
bactéria simbidtica; fosfolipideos; biossintese fibesfatidilcolina.



XVil

Abstract

AZEVEDO-MARTINS, A.C. Sintese de fosfatidilcolina em
Crithidia deanei: a influéncia da bacteria simbidética Rio de
Janeiro, 2008. Dissertacdo (Mestrado em CiéncialBgicas -
Biofisica) Instituto de Biofisica Carlos Chagas Rol,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Jame2008.

Some trypanosomatids harbor a symbiotic bacterium,
which maintains a mutualistic relationship with theiost,
constituting an excellent model to study organelbxigin and
cellular evolution. This work shows that symbione&éring C.
deaneiincorporates more than two fold?Pi into phospholipids,
after growth in culture medium, as compared to tAposymbiotic
strain. The major phospholipid synthesized by boshrains was
phosphatidilcholine (PC), followed by phosphatidyhanolamine
(PE) and phosphatidylinositol (PIl). Cellular fraomation
indicated that *?Pi-PC is the major phospholipid, both in the
symbiont and in the mitochondrion fractions. Isoéat symbionts
were capable of synthesizing phospholipids independy from
the host trypanosomatid. However, the isolated |leaca
synthesized mostly PE, rather than PC, indicatind¢pat the
association with the host protozoan is essential the symbiont
PC production. Isolated endosymbionts were incultateith [*H]-
choline in order to verify if the bacterium couldptake the tracer
from the medium to synthesize radiolabeled-PC, buto
incorporation was observed. Furthermore, genes thaodify
enzymes involved in PC biosynthesis were not found the
endosymbiont genome. However, this search reveabkdgutative
gene enconding a phospholipase D, indicating thdt tchange
between polar head groups could explain in part theC
production. Regarding ®© consumption by mitochondrial fraction,
higher rates were observed when compared to the Ilsipmt
fraction, suggesting that although metabolicallytame after cell
fractioning, mitochondrion is unable to synthesipdhospholipids.
The consumption of © by symbiont-containing protozoa was
higher when compared with the aposymbiotic cellgjnforcing the
idea that the symbiotic bacterium accelerates thoesthmetabolism.
Data obtained by transmission electron microscopgvealed a
close association between the endosymbiont, thelaus and the
endoplasmatic reticulum. Taken together, these iHdésusuggest
that the symbiotic bacterium may obtain part of iR, or even PC
precursors, from the host trypanosomatid.

Keywords: Crithidia deanei endosymbioses; symbiotic
bacteria; phospholipids; phosphatidilcholine biogiiesis.



1 Introducao

1.1 A familia Trypanosomatidae

Dentre as espécies parasitarias, os protozoarios da
familia Trypanosomatidae despertam grande interegiee estudo
por causarem doencas ao homem, como as leishmamsiosausadas
por varias espécies do géneroeishmanig a Doenca de Chagas,
causada peldrypanosomacruzi, e a Doengca do sono, causada pelo
Trypanosoma brucei (WHO, 1998). Os tripanosomatideos
pertencem a Ordem Kinetoplastida, possuindo caraisttacas
ultraestruturais tipicas (FIGURA 1), como: flagelmico contendo
uma complexa estrutura paraflagelar; mitocdndria iden e
ramificada que contém uma regido mais alargada macumulo de
DNA (denominada de cinetoplasto), glicossomos (tipde
peroxisomo que contém enzimas da via glicoliticameécrotubulos
subpeliculares associados a membrana plasmatica @@UZA,
2002).

Com tantos organismos de importancia médica, nesta
familia também sdo encontradas espécies nao paticgésnao ser
humano, que parasitam somente um hospedeiro inveddo,
geralmente insetos. Tais espécies que parasitam nape um
hospedeiro sdo denominadas monoxénicas e pertengednferentes
géneros (McGHEE & COSGROVE, 1980; BARONMNt al., 1996).
Entre os tripanosomatideos monoxénicos, existe umqueno

namero de espécies que apresentam uma bact@mdidtica em



Figura 1 — Crithidia deanei.

Desenho esquematico do tripanosomatid€o deanej por Marcia Shimade
Notar a presenca do endossimbionte (E) préximo adcleo (N) e ¢
cinetoplasto (C) na extremidade anterior do protdrio.

EP = estrutura pardtagelar; F = flagelo; G = glicossomo; M
mitocOndria; MS = microtdbulos sub-peliculares.



seu citoplasma, sdao elasCrithidia deanei Crithidia desouzaj
Crithidia oncopelti Blastocrithidia culicis e Herpetomonas

roitmani. (revisto por DE SOUZA e MOTTA, 1999).

1.2 Endossimbiose em tripanosomatideos

Os endossimbiontes presentes nas diferentes espédee
tripanosomatideos guardam grande identidade entie es com
bactérias do géner@ordetella levantando a hipdétese de que um
uGnico evento evolutivo originou a endossimbiose teegamilia de
protozoarios (DUet al., 1994a e 1994b). O projeto genoma do
endossimbionte deC. deanei estd em fase final, sendo que o0s
resultados do seqiuenciamento revelam maior homodogntre este
procarioto e a bactériaBordetella parapertussis uma Gram-
negativa, pertencente a subdivisodas Proteobactérias (PROBST
et al., 2006).

A endossimbiose em tripanosomatideos apresenta um
carater mutualistico, sendo que intensas trocas ahéticas
ocorrem entre a bactéria simbidtica e o protozodhimspedeiro. O
endossimbionte fecha diversos ciclos metabdlicos mcoo
protozoario, que apresenta baixas exigéncias nubmais (revisto
por De SOUZA & MOTTA, 1999). A caracteristica mantte do
mutualismo reside no fato do hospedeiro e do sinmidie serem
incapazes de sobreviver na natureza quando sepayado que é
observado emC. deanei A bactéria simbidtica ndo é capaz de se
replicar fora da célula hospedeira e sofre lise @sma poucas

horas apés o seu isolamento. J4 o protozoéario caréabtido apés



tratamento com antibidtico), sO0 consegue sobreviver vitro se
suplementos nutricionais forem adicionados ao mede cultura
(revisto por De SOUZA & MOTTA, 1999). Além disso,sea cepa
aposimbidtica € incapaz de colonizar insetos (FAMP&A al.,
2003).

E possivel obter uma cepa aposimbidtica, também
chamada cepa curada, ap6s o crescimento do protdpoédm meio
contendo cloranfenicol, um antibidético que inibesantese protéica
em procariotos, como descrito por Mundimt al. em 1974 para
Crithidia deaneie por Chang em 1974 parBlastocrithidia culicis
e Crithidia oncopelti Assim, é possivel se utilizar uma cepa
aposimbidtica em estudos comparativos com a cepamal ou
selvagem para compreensdo do papel metabolico dobsonte na
biologia do protozoario hospedeiro.

A intensa troca metabdlica observada na endossimbio
de tripanosomatideos confere ao protozoario hospedebaixa
exigéncia nutricional. Um exemplo é o fato d@. deanei ndo
necessitar de fontes externas dos aminoacidos aomait arginina e
citrulina, ja que o0 simbionte contém a enzima oling
carbamoiltransferase (OCT), que torna o ciclo daéiar completo
nestes protozoarios (CAMARGO & FREYMULLER, 1977). A
presenca do endossimbionte aumenta a capacidadsshnaética de
hemina ja& que a bactéria contém precursores metacmsl e a
enzima wuroporfirinogénio sintase, envolvida na foaagéo de

grupamentos heme (SALZMANMNt al., 1985).



A biossintese de poliaminas, que esta diretamente
relacionada a producdo de ornitina, mostra-se ebmvaem
tripanosomatideos que contém o endossimbionte (FBABD et
al., 2006). Estes polications estdo envolvidos em pF®os
celulares como duplicacdo do DNA, proliferacdo efexienciacao
celular (HERBY & PERSSON, 1990; PEGGet al., 1995).
Recentemente, nosso grupo demonstrou a capacidaalebalctéria
simbidtica em produzir um fator protéico que aumana atividade
da ornitina decarboxilase (ODC), que estad diretameenigada a
biossintese de poliaminas, atuando na conversaoodmitina em
putrescina. Nas espécies de tripanosomatideos combionte, a
maior atividade desta enzima promove uma maior pfedacao
destas células, gquando comparadas a cepa curadaanmnebdém a
outros protozoarios da familia (FROSSARd&x al., 2006).

Nosso grupo constatou diferencas entre as cepam@abr
e curada em um estudo sobre a influéncia do endobsonte na
biossintese de fosfolipideos do protozoario hospiedeA presenca
da bactéria simbiodtica implica em maior producédo fibesfolipideos
pelo protozoéario, sendo a fosfatidilcolina (PC) orimpcipal
fosfolipideo formado. Este dado refor¢ca a importéamada sintese
de PC emC. deanej um fosfolipideo majoritario na composi¢cdo da
membrana plasmatica e também nas membranas mitodang
(PALMIE-PEIXOTO et al., 2006).

A presenca do endossimbionte promove alteracdes

ultraestruturais na célula hospedeira. As cepasvagkem e curada



de espécies que contém a bactéria simbidtica apmesm uma
estrutura paraxial reduzida (GADELHAet al., 2005) e um
cinetoplasto arredondado, onde o arranjo de fibsilde DNA é
mais frouxo (CAVALCANTI et al., 2008). Além disso, estes
tripanosomatideos apresentam uma mitocéndria mamificada e
microtubulos subpeliculares ausentes nos pontos c(gue 0S ramos
mitocondriais estdo proximos a membrana plasmat(EaGURA 2)
(FREYMULLER & CAMARGO, 1981). O endossimbionte pagce
dividir-se em sincronia com outras estruturas doeparmnosomatideo
hospedeiro, jA que cada célula filha contém apenasa Uunica
bactéria simbidética (MOTTAet al.,, 2004).

Pela analise ultraestrutural e bioquimica da relacéa
entre Crithidia deaneie sua bactéria simbidtica, foi constatada a
localizagcdo de glicossomos préximos ao endossimleon Este
dado, somado a baixa atividade da cadeia respiriatd@ra bactéria,
sugere que o0 protozoario hospedeiro pode estar décemdo,
através do metabolismo glicossomal, parte do ATRsomido pelo
endossimbionte. Além disso, a presenca de uma edt®#se no
envoltéorio do endossimbionte, sugere que a enerpgeaultante da
hidrélise de ATP pode estar sendo utilizada parantgporte ativo
de substdncias essenciais a bactéria simbidtica TNMI® et al.,
1997a).

Quanto a morfologia do endossimbionte, estudos
imunocitoquimicos demonstram que a sua matriz é posta por

uma regido granular e uma zona fibrilar. Aegido granular é



Figura 2 — Ultraestrutura de Crithidia desouzai.

Microscopia eletrénica de transmissdo €githidia desouzaievidenciando
morfologia de tripanosmatideos que contém o endossimbionte: cinetopl:
(K) arredondado com arranjo de DNA frouxo; endos®$imnte (E) préxime
ao nicleo (N); auséncia de microtibulos splkiiclares nos pontos em q
0s ramos mitocondriais (M) se aproximam da membrapbasmatica do
hospedeiro.

F = flagelo; FP = bolsa flagelar; G = complexo deol@i; V = agregado d
particulas virais. 26000 X.

Soareset al., 1989.



elétron-densa, sendo composta principalmente polbosisomos e
distingue-se da fibrilar, que é mais elétron-lucend composta por

DNA (MOTTA et al., 2003).

1.3 O envoltério bacteriano

Bactérias Gram negativas sdo delimitadas por duas
unidades de membrana separadas entre si pelo espacgo
periplasmatico, onde estada presente uma camada deemima ou
peptidioglicano (FIGURA 3). Esta estrutura macromollar é
composta por glicanas wunidas covalentemente por ati@es
peptidicas, apresentando a funcdo de manter o fdomaelular e
conferir estabilidade osmética (CABEEN & JACOBS-WAER,
2005; RUIZet al, 2006). As membranas plasmaticas de procariotos
normalmente n&do apresentam esterdéis e sua composica
fosfolipidica é variada. EmEscherichia colia membrana interna
apresenta 70-80% de fosfatidiletanolamina (PE), 2®% de
fosfatidilglicerol (PG) e 5% ou menos de cardiolha (CL). Estes
percentuais sao similares aos encontrados na memdraxterna,
embora os fosfolipideos se localizem apenas no &abhinterno,
pois o folheto externo desta membrana € compostolesivamente
por lipopolisacarideos (LPS) (RUlIZet al., 2006). A PC esta
ausente na maioria dos procariotos, mas compodemnwoé&tdrio de
bactérias intimamente associadas a eucariotos (LDRBRA &

GEIGER, 2001).



Feptidioglicano Porina

Lipoproteina

) | Lipopolisacarideo

hWembrana
Externa

FMembrana
Interna

Interma Citoplasma
Figura 3 — Envoltério celular de bactérias Gram-ne@tivas.

Desenho esquematico obtido do sitehttp://www.conceptdraw.col
evidenciando as estruturas que compdem o envoltédi® bactérias Gram
negativas: membrana interna, que delimita o citogprhea, compata pol
proteinas e fosfolipideos; periplasma (ou espacoripkasmatico), onde s
encontra a camada de peptidioglicano; e membranéaeexa, ligada a camac
de peptidioglicano por lipoproteinas e constituigar lipopolisacarideos
proteinas como as porinas.
http://www.conceptdraw.com/sampletour/medical/GramdlativeEnvelope.qgi
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O envoltorio do endossimbionte é composto por duas
unidades de membrana, entretanto anéalises ultradsrais
mostram que uma parede celular de bactérias Gramanieras esta
reduzida (FIGURA 4) (SOARES & De SOUZA, 1987; MOTTAt
al., 1991). Segundo Mottat al. (1997b), a acdo de antibidticoks
lactamicos emC. deaneiafeta tanto a forma quanto a divisdo da
bactéria simbiotica sugerindo que, apesar de extapmante
reduzida, a parede celular desempenha papéis edaencno
endossimbionte.

A existéncia de duas membranas e a presenca de uma
parede reduzida (FIGURA 4A-B) leva a uma controviguanto a
origem da membrana externa. Alguns autores defendemipdtese
de que esta membrana é derivada da membrana plasamato
protozoario hospedeiro no momento em que a bactéfia
incorporada, formando o simbiosomo - vacuolo quentdm a
bactéria simbiética (CHANG, 1974). Porém, para oagrautores a
membrana externa tem caracteristicas procariotast apresentar
porinas (ANDRADE et al., 2008) e alta gquantidade de proteinas
transmembrana (FIGURA 4C), como descrito em bacaériGram
negativas (MOTTAet al.,, 1991; SOARES & DE SOUZA, 1987).

Estudos recentes confirmaram a auséncia de esten®@is
envoltério do endossimbionte e mostraram que suamposi¢cdo
fosfolipidica € constituida por 25,7% de CL, 20,16 PC, 19% de
PE e 15,4% de Pl (PALMIE-PEIXOTQet al., 2006). Importante

mencionar que PC ndo esta presente pnocariotos, mas
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Figura 4 — Envoltério do endossimbionte de tripanosmatideos.

Em A, microscopia eletrébnica de transmissdao do esidmbinote (E) di
Blastocrithidia culicis. Setas indicam o aumento da figura A na figura
15.000 X

Em B, microscopia eletrdénica de transmissdo mosttanem maior aument
da figura A (setas), evidenciando as membranas inte (IM) e membran
externa (OM). Notar que a forma da bactéria ndo eémbdefinida sugerind:
a auséncia de parede externa entre as duas memtsrallasimbionte. PM

membrana plasmatica. 40.000 X.

Em C, criofratura do endossimbionte revelando priot&s transmembran:
presentes no envoltorio da bactéria simbidtica. PFdace prot@lasmaticse
da membrana externa; PFi = face protoplasmaticandeambrana iterna; EF
= face extracelular da membrana externa; EFi = faeeatracelular d.
membrana iterna. 64000 X.

Soares & De Souza 1987
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encontras-se no envoltério de bactérias intimamemssociadas a
células eucariotas, seja por simbiose ou patogésicdaOPEZ-

LARA & GEIGER, 2001).

1.4 Metabolismo de fosfatidilcolina

O estudo da estrutura dos fosfolipideos, bem como d
suas funcdes e vias de sintese, teve grandes avam@década de
50, quando Eugene Kennedy e colaboradores utilirarlaactérias
como modelo experimental. Nas décadas seguintegjosaestudos
foram realizados sobre a regulacdo das vias de edat de
fosfolipideos, utilizando inclusive abordagens moldares. De um
modo geral, os fosfolipideos apresentam importanfeacdes: sédo
constituintes majoritarios da membrana plasmaticateragem com
enzimas e proteinas integrais, contribuindo paraa@uisicdao de
uma conformacao funcional final; participam de inrpantes
processos de sinalizacao celular e influenciam ap®ntacéao
protéica e a replicacdo de DNA (CRONAN, 2003). Cofmncdes
tdo importantes e diversificadas, essas macromoléasuapresentam
composicao e distribuicdo variada nos diferentepotds celulares
(DOWHAN, 1997; KENT, 1995). A funcdo unicamente estural
de PC, fosfolipideo predominante na membrana plasog de
eucariotos, ainda é discutida. Assim como PC, PE uén
fosfolipideo zwitteriénico, e também parece desempar um papel
importante na estruturacdo de membranas e na citese
bacteriana (MATSUMOTO et al., 2006). Ja PIl, partpai da

sinalizacdo celular em eucariotos, apoés ser foslfadb a
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fosfatidilinositol 4,5-bifosfato que €& substrato dasfolipase C,
resultando na producdo de inositol 1,4,5-trifosfatdP3), que
libera Ca " de estoques intracelulares, e diacilglicerol (DAGYe
ativa proteinas cinase C (SASAKdt al., 2007).

Os fosfolipideos possuem varias vias de sinteseg qu
podem variar de um organismo para outro. Entretanta
biossintese de fosfolipideos sempre comeca com ambxao de
acido fosfatidico (PA) apés duas acilacdes d&@-glicerol-3-P.
Nestas vias de sintese, um fosfolipideo formado @oder
convertido em outro, considerando as enzimas enveds nestes
processos e 0S precursores metabdlicos disponivd®OWHAN,
1997).

Embora resultem nos mesmos fosfolipideos, as vias d
sintese dessas macromolélulas variam entre prodaso e
eucariotos (DOWHAN, 1997; KENT, 1995). Dentres estaias, a
de sintese de PC é um alvo de estudo muito impotédapelo fato
deste fosfolipideo estar ausente em procariotosrdb;, mas
presente em bactérias associadas intimamente a reobes
(LOPEZ-LARA & GEIGER, 2001 e RUDDERet al., 1999, 1997). A
sintese de PC pode ocorrer a partir de trés viadngpipais:
Kennedy, Greenberg e PC sintase. Alguns dados ri@maados as
enzimas presentes nas vias de sintese de PC forammidos em

uma tabela no final deste capitulo (TABELA 1).
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1.4.1Via de Kennedy

Também conhecida como via da CDP-colina, a via de
Kennedy é a principal via de sintese de PC em c&sulde
mamiferos. Nessa via, a colina livre é utilizadarpasintese de
PC, passando por 3 etapas: a primeira conta cong&oada enzima
colina cinase, que fosforila a colina livre em fosflina; a
segunda etapa, que ¢é Ilimitante da reacdo, tem coenzima
catalisadora a CTP:fosfocolina citidililtransferaseCCT), que
forma CDP-colina a partir de colina fosfato e CTHpalmente, na
terceira etapa a enzima CDP-colina:1,2-diacilgliokr
colinafosfotransferase converte CDP-colina e digditerol em PC
(FIGURA 5).

A miltefosina atua como droga inibidora dessa viaQ
impedir a ligacdo da CTP:fosfocolina citidililtrafsrase a
membrana, para que esta torne-se ativa (URBINA, 219CTUI &
HOUWELING, 2002). Entretanto, esta droga apeata outros
alvos na célula, como os glicossomos (LUt al., 2000) e a
mitocondria, desencadeando o0 processo de apoptoNEEDER et

al., 1999).

1.4.2Via de Greenberg

Posteriormente denominada via das metilacbes por €u
Houweling (2002), esta via é descrita como a primali em células
procariotas e como uma via adicional em hepatécitos

A via de Greenberg utiliza como substrato inicialP&

para formar PC em trés etapas. Tais etapas d@ustituidas por
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Via de Kennedy Via de Greenberg
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I
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Figura 5 — Via de Kennedy e Via de Greenberg.

A sintese de PC ocorre predominantementpela Via de Kennedy e
eucariotos superiores. Ja em eucariotos inferiomesm algumas bactérii
intimamente associadas a eucariotos (parasitas mbsontes), a Via d
Greenberg é descrita como a principal.

CK = colina cinase; CCT = CTP:fosfocolina citildltransferase; CPT

fosfatidilcolina trasnferase; Pmt fosfatidiletaleamina metiltransferase
S-adenosilhomocdsta

SAM = S-adenosilmetionina; SAH
LOPEZ-LARA & GEIGER, 2001
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reacdbes de metilacdo, onde a PE passa pelos intdrareos
monometilfosfatidiletanolamina (MMPE) e dimetilfoa{f
tidiletanolamina (DMPE) antes de formar o produtondl, a PC
(FIGURA 5).

Nesta via, ocorre a acao de duas isoformas da emazim
fosfatidiletanolaminaN-metiltransferase (Pmt), ambas derivadas
de um Unico gene. Tais isoformas sdo capazes dalcadr reacdes
para a formacdo de PC, mas apresentam diferencaantgu a
atividade e a localizacao celular: no figado, a Rn& responsavel
por cerca de 80% da atividade metiltransferase ealoza-se no
reticulo endoplasmatico; ja a Pmt2 representaem@ps 20% dessa
atividade e localiza-se exclusivamente em membraaasociadas a
mitocéndria (CUl & HOUWELING, 2002).

Embora tenha como alvo a inibicdo da sigdede
esterdis, o0 22,26-azasterol pode ser utilizado comobidor dessa
via por inibir a atividade das Pmt (URBINA, 19970 RIGUES et

al., 2002; PALMIE-PEIXOTOet al., 2006).

1.4.3Via da PC sintase

Descrita em procariotos com intima associacdao a
eucariotos, como no caso de simbioses, essa viespmta-se como
uma alternativa a sintese de PC em bactérias cdnoorhizobium
melilloti. Segundo Rudder e colaboradores (1997) mutantes do
género Rhizobiumdeficientes emN-metiltransferase apresentaram
PC em suas membranas, sugerindo uma via alternatevade

Greenberg para a sintese deste fosfolipideo.
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Em 1999, Rudder e colaboradores descreveram, em
procariotos intimamente associados a eucariotos, aunvia
alternativa para sintese de PC. Nesta via, PC eétedimada em
apenas uma reacao: a enzima fosfatidilcolina sietdBcs) cataliza
a reacao de CDP-diacilglicerideo com colina livifmrmando PC e
CMP (FIGURA 6).

Neste trabalho verificamos a influéncia do
endossimbionte na sintese de fosfolipideos &e deanei e
sua possivel dependéncia da célula hospedeira pargaintese de
PC. O estudo das vias de sintese de fosfolipideos &. deanei
poderd revelar novas trocas metabdlicas entre a téda
simbidotica e o protozoario hospedeiro, possibiliton maior
compreensdo sobre o0 estabelecimento da endossinebicsm

tripanosomatideos.
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pcs colina

CMP CDP-diacilglicerol

Fosfatifilcolina

Figura 6 — Via da PC Sintase (PCS).
Via alternativa de sintese de PC destar em algumas bactérias intimamer
associadas a eucariotos, em casos de parasitismesmdioses.



Tabela 1 — Ezimas das vias de

sintese de PC (Via Kkennedy, Via de Greenberg
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e Via da PC Sintase).

diacilglicerol

intimamente
associados

eucariotos

Enzima Via Funcao Reagente Produto Tipo Inibidores
celular
Colina cinase|Kennedy Fosforliagcdo da/Colina livre Colina Eucariotos Hemicholium-3
(CK) colina e fosfato (HC-3)
etanolamina
CTP:fosfocolina Kennedy Adicdo de CMP|Colina fosfato + |CDP-colina Eucariotos Lisofosfolipideos:
citidililtransferase a colina|CTP miltefosina
(CT) fosforilada (HePC);
(etapa edelfosina (ETH
limitante) 18-OCH3)
CDP-colina:1,2- Kennedy Troca da CMPCDP-colina +|PC Eucariotos Farsenol;
diacilglicerol pelo 1,2|DAG geranilgeranol;
colinafosfotransfe diacilglicerol celeritrina
rase (CPT)
Fosfatidilserina Descarboxilacdo Fosfatidilserina PE Eucariotos
descarboxilase da
fosfatidilserina
Fosfatidil- Greenberg | Metilacdo da P[P E; MMPE; MMPE,; Eucariotos, |22-26 Azasterol
etanolamina¥- e intermediarios|DMPE DMPE; PC procariotos
metiltransferase
(Pmt)
PC sintase Pcs Sintese de PC colina + CDEeMP + PC Procariotos
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Estudar a sintese de fosfolipideos demithidia deaneie

em seu endossimbionte isolado.

2.2 Objetivos especificos

. Comparar a sintese de fosfolipideos nas cepas
normal e curada d€. deanej

. Observar por microscopia de transmissdo a
ultraestrutura das fracbes de simbionte e mitocGadapdés 3 horas
de isolamento;

. Avaliar a composicao fosfolipidica das fracbes de
simbionte e mitocdondria (modelo comparativo) obtsdade C.
deaneicrescida em meio contendtPi;

. Analisar a capacidade de sintese de fosfolipideos
em endossimbiontes e mitocOndrias isolados@l.edeane]

. Identificar enzimas envolvidas na sintese de PC no
genoma do endossimbionte;

. Caracterizar a via de sintese de PC pelo simbionte
isolado deC. deanej

. Observar a diferengca no consumo de ©Ontre cepas
normal e curada d€. deanej

. Observar o consumo de,Oem fragcbes de simbionte

e mitocondria deC. deanej visando provar a viabilidade.
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3 Material e métodos

3.1 Cultivo

As cepas normal e curada d€rithidia deanei foram
cultivadas com inoculo de 10% de células em meio rYéa
(WARREN, 1960) enriquecido com 10% de soro fetal vibmo
(Cultilab).

As células foram mantidas através de repiques seamng,n
onde um indéculo de 10% da cultura de células foiicddnado ao
meio fresco. Em seguida, as células foram crescigas 24 horas
em estufa a 28°C. ApO6s 24 horas, as células foramazenadas em

geladeira a 4 °C por 7 dias até o préximo repique.

3.2 Fracionamento celular
3.2.10btencédo das fracdes de endossimbionte e mitocondxri

Para isolar o endossimbionte dE€rithidia deanei foi
utilizada a técnica de fracionamento celular estlelweda por
Alfieri et al. (1982) com algumas modificagcdes, como descrito a
segqguir.

Foram crescidas entre 800 mL e 1,2 litros de céblyla
obtendo-se a concentracdo de’l1®lulas/mL (concentracdo celular
em que aCrithidia denei atinge a fase log de crescimento), em
meio Warren (WARREN, 1960) contendo 10% de soroaflebovino.
Os protozoarios foram centrifugados e lavados 2 ee2Zm tampao

fosfato de sodio (PBS), pH 7,2 e centrifugados &@@Q g por 10
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minutos a 4 °C em centrifuga Sorvall (RC-5B refrraeed
superspeed centrifugue — Du Pont Instruments).

O sedimento obtido foi ressuspenso em 4 a 6 mL de
agua deionizada gelada onde € mantido em tubo desaem em
banho de gelo, por cerca de 35 minutos. Apdés essepto, as
células foram centrifugadas a 4.009 por 10 minutos a 4 °C na
mesma centrifuga e ressuspensas em 10 a 13 mL depda tris-
HCL 20 mM, pH 7,6 contendo sacarose 0,25 M. O rompnto
celular foi realizado por ultra-som (Ultrasonic pr@ssor model
GEX-600) em banho de gelo, onde foram aplicadasste@&ssdes de
trés séries de pulsos de 15 s com amplitude de 1®ntre cada
série de pulsos, deu-se um intervalo de um minuaggpromover a
sedimentacdo das células inteiras, o0 que otimizeompimento.

Em seguida, o homogeneizado obtido do rompimento fo
incubado em proveta de 50 mL em estufa a 25°C p@Orminutos
em um volume final de solugcdao de 20 mL de tampaostHCL 20
mM, pH 7,6 contendo sacarose 0,25 M, Cald mM e MgChL 10
mM e 25 pg/mL de DNAse (Sigma tipo 1|). Apdés este periodo,
adicionou-se 10 mL de tampéao tris-HCL 20 mM, pH 7¢6ntendo
sacarose 0,25 M e acido etilenodiamino tetra-aceticEDTA) 2
mM. O volume total de 30ml é homogeneizado e cefugiado a
5.000g por 20 minutos a 4 °C em centrifuga Sorvall. O sménto
obtido foi ressuspendido em 20 mL tampdao tris-HCOD oM, pH
7,6 contendo sacarose 0,25 M e 0,5 mg/mL de Prongsmtease

tipo XIV de Streptomyces griseysSigma). Em seguida, a solucéao
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foi centrifugada em centrifuga Sorvall por 20 mimsta 4.000g 4
°C e o0 sedimento formado foi ressuspendido em 20 dd tampéao
tris-HCL 20 mM, pH 7,6 contendo sacarose 0,25 M PTEA 2mM.

Com o objetivo de retirar as ceélulas inteiras
persistentes, o homogeneizado foi colocado sob bdlkc de
sacarose O0,5M diluida em tampao tris-HCL 20 mM, pHH6
(proporcdo de 2,5 mL de homogeneizado para 2,5 md tdmpao
contendo sacarose). Apoé6s centrifugacdo a 5p@or 10 minutos 4
°C em centrifuga refrigerada (Spin IV — Incibrasdp, sedimento
contendo as células inteiras foi descartado e patdesobrenadante
(a banda formada na parte superior de cada tubd)cfntrifugada
a 4.000g por 10 minutos 4 °C em centrifuga Sorvall. O sedme
obtido apds esta centrifugacdo equivale a fracao giembionte,
ainda impura, utilizada nos experimentos. J4 o satadante
obtido foi centrifugado a 8.000g por 10 minutos 4 °C em
centrifuga Sorvall, donde obteve-se a fracdo deaondéndrias.

A purificacdo da fragcdo de simbionte se deu
ressuspendendo o sedimento em 6 mL de tampé&o tr€¢d-R20 mM,
pH 7,6 contendo sacarose 0,25 M e aplicado em geatle de
sacarose: cada tubo contém 1 mL de uma solucdo OMB8de
sacarose na fase inferior; 2 mL de solugcédo 0,44 B shcarose na
fase inermediaria; e, na fase superior, 1 mL do lgmneizado
celular. Apo6s centrifugacdo a 1.74@ por 30 minutos a 4 °C em
centrifuga Beckman (L8-70M ultracentrifugue, com too SW

50.1), obteve-se um sedimento rico em simbiontes.
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3.3 Microscopia Eletronica de Transmissao

Com objetivo de analisar ultraestruturalmente aspae®
normal e curada deC. deanei e as fracdbes de simbionte e
mitocdndria, bem como a integridade das fracfes a@béhoras de
isolamento do protozoario hospedeiro, foi utilizadamicroscopia
eletrénica de transmissdo como ferramenta de aregliseguindo
protocolo de processamento de rotina.

Os protozoarios e as fracdes de simbionte e mitatroa
foram fixados com glutaraldeido 2,5% diluido em t@&o
cacodilato de sédio 0,1M pH 7,2. Apd6s centrifugac&olavagem
neste mesmo tampao, o material foi pés-fixado porhtra em
solucdo de ferrocianeto de potassio 1,25% e tetdoxde 6smio 1%
diluidos em igual propor¢cdo no tampéao cacodilato si@dio 0,1M
pH 7,2. Apdés centrifugacdo e lavagem no tampado ahtato de
sédio 0,1M pH 7,2, o material foi desidratado emncentracdes
crescentes de acetona (50%, 70%, 90% e duas vezZE®%). Em
seguida o material foi infiltrado (em um frasco freedo, o material
ficou mergulhado na solucédo especificada) por apmadamente
12hs em resina epo6xi (Epon) diluida em acetona 10D%. No dia
seguinte, o material foi infiltrado em resina Epomura onde
permaneceu por cerca de 6 horas e depois foi indbuem resina
Epon pura em pocos de placa especifica para incoysédnde
ocorreu a polimerizacédo a 60 °C em forno (Biomatigr 48h.

Cortes ultrafinos foram obtidos apo6s ultramicrotami

dos blocos em ultramicrétomo Reichert ultracuts p@i 702501 -
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Leica) e coletados com grade de cobre de 400 meShguiu-se
para o contraste dos cortes das grades em acetatoaranila 5% e
H,O e citrato de chumbo e observacdo em microscoéplietrénico

de transmissao (Zeiss 902).

3.4 Incorporacado de tracadores radioativos

A incorporacdo foi medida seguindo o protocolo de
EINICKER-LAMAS et al. (1999).

Estes ensaios tiveram como objetivo, fazer uma asal
comparativa da incorporacdo de 10 uCi déPi entre as cepas
normal e curada, bem como analisar a capacidadesdetese de
fosfolipideos pelas fracdes de simbionte e mitocbimg e verificar
a via de sintese de PC nos simbiontes isolados atipada
incorporacdo de 2,5 pCi*H]-colina pela fracdo em estudo.

As cepas normal e curada dé. deanei,bem como as
fracdes de simbionte e mitocdndria, foram mantidasn meio
Warren enriquecido com 10% de soro fetal bovino exancentracao
de 10 ~células/mL. Neste meio foi adicionado o tracador
radioativo ¢?Pi ou [PH]-colina) e a incubacdo foi realizada por 1

hora e 3 horas em temperatura ambiente.

3.5 Extracado de lipideos

As cepas normal e curada de. deaneie as fracbes de
simbionte e mitoc6ndrias foram centrifugadas pom3nutos a 600
g em centrifuga 5415 C (Eppendorf). O sobrenadantei fo

descartado e foi adicionado 0,3 mL de® ao tubo. A solucédo foi



26

homogeneizada e transferida para tubo de sedimeddaconde
também adcionou-se 2 mL de solucdo cloroférmio:nmedbéacido
cloridrico 0,6 N (200:100:0,75, v/v). A solucdo homeneizada foi
adicionada 0,3 mL de acido cloridrico 0,6 N. A sgho foi
centrifugada a 80@ por 10 minutos (Excelsa Baby | 206, FANEM)
para separacao de fases, estando os fosfolipidesodase inferior.
A fase inferior recolhida foram adicionados 2 mL dsolucéo
cloroférmio:metanol:HO (3:48:47, v/iv), seguindo-se para
centrifugacdo a 800g por 10 minutos (Excelsa Baby | 206,
FANEM) para nova separacdo de fases. A fase suprerfoi
descartada e a fase inferior permaneceu no tubo eonds

fosfolipideos foram secos sob fluxo de; N

3.6 Cromatografia em camada fina

A cromatografia foi realizada segundo o protocolo
utilizado por EINICKER-LAMAS et al. (1999), sendo todos os
reagentes utilizados da marca Merck e os padrdegn@daca Sigma.
Inicialmente, fez-se a delimitacdo de espacos nacpl para a
aplicacdo das amostras, guardando-se 2 cm a padtrbase da
placa. A placa de silica foi colocada na estufa B01°C por 10
minutos para que a adagua adsorvida evaporasse. Gexodo lipidico
de cada amostra foi ressuspendido em 90. de solucéao
cloroférmio:metanol:HO (7,5:2,5:0,2, v/v). Um volume total de
60 uL desta solucdo jA homogeneizada com a amostra,afwlicado
na placa, sendo 1QL de cada vez. Utilizaram-se como padrdes:

PA, CL, PE, PC e PI, que foram diluidos em clorofdpb:metanol
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(2:1) para a concentracdo 10 mg/mL. O volume apticados
padrdes foi de SulL.

O solvente utilizado para a corrida foi cloroférmio
acetona:metanol:acido aceéticoz;8 (120:45:39:36:24, v/v). A
corrida seguiu por aproximadamente 80 minutos dentla capela
de exaustdo. Posteriormente, retirou-se a placacdba de corrida
e 0 solvente foi evaporado por cerca de 12 h em edapde
exaustdo a temperatura ambiente. Com o intuito dsuwalizar os
fosfolipideos presentes na placa esta foi colocaala uma cuba
contendo iodo metalico, que sublima e passa rapidate para o
estado gasoso. Os vapores de iodo se ligam nas akpilgacdes de
lipidios, permitindo assim a visualizacdo dos ligiadds da amostra
e dos padrdes utilizados.

Assim, foi realizada cromatografia em camada finm e
placa de silica das cepas normal e curadaGledeaneie também
das fragcbes de simbionte e mitocdndria, como detxri
previamente. Apés cromatografia, em experimentos gue a fH]-
colina foi utilizada como tracador radioativo, ossffolipideos
foram identificados na placa de silica e as bandasam auto-
radiografadas com filme de raio-X (Kodak T-Mat) ombservada
usando Phophor Screen em equipamento Phosphor-image caso
em que o tracador utilizado foi 8°Pi, os fosfolipideos também
foram identificados na cromatografia e as bandasraib auto-
radiografadas com filme de raio-X (Kodak T-Mat). bite caso, a

gquantificacdo dos fosfolipideos (identificados ndapa de silica)
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foi realizada raspando a banda correspondente aacfodsfolipideo
e determinando a radioatividade em cintilador (TRARB 2100TR

— Packard Bioscience), medida em cpm (cintilacfes minuto).

3.7 Pesquisa gen6mica

Embora o genoma do simbionte ainda ndo esteja
completamente sequUenciado, 0os contigs até o momedéscritos
foram utilizados para a busca de genes que codificanzimas
envolvidas na sintese de PC, como a Pmt (via de e@berg) e a
PCS (via da PCS). Todas as buscas foram realizadtasEzando o
programa BLAST (Basic Local Alignment Search Toolrom a
Matriz blosum62 (ALTSCHULet al., 1990).

A pesquisa genbmica da enzima PCS foi iniciada
criando-se um banco de dados no formato FASTA a€ravdos
comandos de busca “pcs[all fields] brucellal[orgami$ (enzimas
com o nome PCS do génerBrucella), “pcs[all fields] rhizobium”
(enzimas com o nome PCS cruzando com o nome rhiaobi e
“pcslall fields]” (todas as enzimas com o nome PC&) banco de
dados PROTEIN do NCBI (2007). A primeira busca gerod
sequéncias, a segunda gerou 9 e a terceira gerous8&®duéncias,
respectivamente. Os g¢génerosBrucella e Rhizobium foram
utilizados por apresentarem a atividade desta emzifCEOMERCI
et al.,, 2006; DE RUDDERet al., 1999). Entdo, todas as seqUéncias
de cada banco de dados foram cruzadas com o bamcaados do
genoma do endossimbionte (PROBST al., 2006) com o “e value”

de e10°.
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Com relacdo a Pmt, foram criados trés bancos deodad
de sequéncias de proteinas no formato FASTA. Inimi@ante foram
realizadas as buscas “phosphatidylethanolamine
methyltransferase” (todas as enzimas com 0 nome
phosphatidylethanolamine methyltransferase) (203qgis&ncias) e
“pmt[all fields] bordetellaJorganism]” (enzimas com nome PMT
do géneroBordetella) (2 sequéncias). Também nesse caso, todas
as seqUéncias dos bancos de dados também foramadrauz com o
banco de dados do genoma do endossimbionte com wodlue” de
el0°.

Paralelamente, buscando a presenca de uma fosfgkpa
D, foi criado um banco de dados desta proteina wWsawm comando
de busca “pld[all fields] bordetella[organism]”, de foram
encontradas 39 sequUéncias. Todas as seqUénciasda$tiforam
cruzadas com o banco de dados do genoma do endddsimie com

0 “e value” de el0.

3.8 Consumo de O

Para o consumo de L0Odas cepas normal e curada de
deanei foi medido em oxigrafo com eletrodo Clark (Oxyther
Hansatech Instrument) e em respirometria de altasolecéao
(Oroboros Oxygraph-2K, Instruments, Innsbruck), donme
especificacées dos fabricantes. Foi utilizado o alotde 10
células/ml, concentracdo celular em que o protoZoamtinge a

faselog, que foram acondicionadas em meio Warren suplemdot
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com 10% de soro fetal bovino a 28 °C. Este meio ba&m foi
utilizado para normalizar a leitura do equipamento.

O fluxo total de consumo de oxigénio em tempo rdal
dado pela equacao do programa DatalLab:

Joz = -dCoa / dt * 10° — (Co, * b? + &°)

Onde:

Jo» = Fluxo de oxigénio volume especifico (pmol *'s*

Co2 = Concentracdo de PDem uM;
J°, 02 = Fluxo do consumo de oxigénio pelo sensor
0

polarogréafico (G2 * b® + a°);

b° = Pendente da reta;

a® = Fluxo de retrodifusdo de Odo sistema a zero
oxigénio dissolvido (-1,5 pmol *'§ * m|™?%).

Os valores de e b’ foram previamente determinados
na calibracdo do oxigénio dissolvido no oxigrafo OBOROS
Oxygraph-2K.

O consumo de © das fracbes de mitocdndria e
simbionte de C. deanei foi medido apenas em oxigrafo com
eletrodo Clark (oxytherm, Hansatech Instrument), nferme
especificagcdes dos fabricantes. A concentracdo dmbsontes e
mitocdndrias foi relativa a obtida apdés o fracionamto, ndo sendo

possivel quantificar. As fra¢cdes foram acondiciomadem meio

Warren suplementado com 10% de soro fetal bovino2& °C.
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Também neste caso, o meio foi utilizado para norimal a leitura

do equipamento.
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4 Resultados

4.1 Sintese de fosfolipideos nas cepas normal e curadia C.
deanei

Quando adicionamos®?’Pi ao meio de cultura, para o
crescimento das cepas normal e curada, observanmma diferenca
significativa na incorporacdo deste tracador em ffdgspideos
(FIGURA 7A-C). A quantificacdo dos fosfolipideos, bservada
ap6s 5 horas de incubacdo na presenca do tracammostrou que a
cepa normal sintetizou cerca de 3 vezes mais PCGUFRA 7A),
cerca de 4 vezes mais PE (FIGURA 7B) e cerca deezes mais Pl
(FIGURA 7C) do que a cepa curada. Essa relacdo ssatmve apos
10 horas de crescimento.

Em ambas as cepas, a maior parte ddPi foi
incorporado em PC, o fosfolipideo majoritario, seda por PE e
Pl.

4.2 Ultraestrutura de C. deanei e das fracbes de simbionte e
de mitocondria

Os protozoarios e as fragcbes de simbionte e de
mitocondria utilizados neste estudo foram analisado
ultraestruturalmente por microscopia eletrébnica deansmissao
(FIGURA 8-9). Crithidia deanei apresenta estruturas tipicas de
tripanosomatideos, como nlGcleo, cinetoplasto e gkisomos. E

interessante observar a proximidade do simbeoem relacdo ao
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Figura 7 — Incorporacdo de®?Pi em fosfolipideos pelas cepas selvagem

aposimbidtica de C. deanei.

Os graficos mostram os resultados de 3 experimentosiependentes d
incubacdo de 10 células de cada cepa (selvagem (+) e aposimbidt{ek)
por 5 e 10 horas coni’Pi em meior Warren suplementado com 10% de

fetal bovino.

Em A, incorporacdo dé?Pi em PC.

Em B, incorporacdo dé?Pi em PE.

Em C, incorporacédo dé?Pi em PI.
Observar, pela escala dos graficos,
incorporacao de*?Pi.

Q

gue PC é o obipfideo com maio

As barras indicam a média da incorporacao.
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Figura 8 — Ultraestrutura de Crithidia deanei.

Miscroscopia eletrdénica de transmissdo de rotinaen(vwaterial e Métodos
do protozoéario hospedeiro.

Em A, notar a proximidade do endossimbionte (E) ealacdo ao nucleo (N
e ao reticulo endoplasmético (setas).

Em B, notar a a proximidade do endossimbionte (EJn erelagcdo ao
glicossomos (G) C = cinetoplasto; BF = bolsa flage]l F = flagelo; M =
mitocondria.

Barras de aumento = m.
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Figura 9 — Ultraestrutura das frac8es de simbiontee mitocdndria.
Miscroscopia eletrdnica de transmissao de rotinaenvwaterial e Métodos
das fracdes de simbionte e mitocdndria apdés incubage 3 horas em me
Warren suplementado com 10 % de soro fetal bovino.

Em A, as setas indicam a membrana externa do en&mk formado por dua
unidades de membrana, revelando a integridade danbreana mesmo apoés
horas de fracionamento.

Em B, as setas pretas indicam as cristas mitocondsj setas vermelhe
indicam membrana interna; setas azuis indicam meara externa. C
cinetoplasto.

Barras de aumento = m.
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nacleo, ao reticulo endoplasmatico (FIGURA 8A) emtaém aos
glicossomos (FIGURA 8B).

A fracdo da bactéria simbiotica também foi analisad
por microscopia eletréonica de transmissdo apoés 3ralso de
isolamento. Constatou-se a presenca das duas uresladle
membrana que compdem o envoltorio do endossimbioMefato do
envoltorio do endossimbionte permanecer integro igdalb a
realizacdo dos estudos de identificacdo dos fosgodieos.
(FIGURA 9A)

Na analise ultraestrutural da fracdo de mitocondrfai
possivel observar que, apesar de fragmentadas pedoionamento,
as mitocbndrias apresentam duas unidades de meneran as
cristas mitocondriais (FIGURA 9B).

4.3 Quantificacéao de fosfolipideos das fracbes de

endossimbionte e de mitocbndria obtidas deC. deanei
crescida em meio contendd ?Pi

Nos ensaios em que os protozoarios foram crescidos
meio de cultura contendo 10 pCi déPi e em seguida submetidos
ao fracionamento celular, observamos que tanto macéo de
simbionte como na de mitocdndria o tracador radiwvat foi
utilizado principalmente para a formacédo de PC (ebsar a escala
da incorporagdao. Foram encontradas menompsantidades de
fosfolipideos marcados com?Pi na fracdo de simbionte (FIGURA
10A) em relacao a fragdao mitocondrial (FIGURARB): 7 vezes

mais PC, 6 vezes mais Pl e 10 vezes mais PE.
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Figura 10 — Quantificacdo fosfolipidica de simbionés e mitocéndrias de
C. deanei.

Em A, quantificacao fosfolipidica de simbiontes
deaneicrescida em meio contend®Pi.

Em B, quantificagdo fosfolipidica de mitocéndriasoladas obtidas deC.
deaneicrescida em meio contend®Pi.

Graficos representativos de 3 experimentos indepemtes.

Pl = fosfatidilinositol; PC = fosfatidilcolina; PE fosfatidiletanolamina.

ils@os obtidos deC.
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4.4 Capacidade de sintese de fosfolipideos em
endossimbiontes e mitocondrias isolados d€. deanel e
incubados com?32?Pi

A sintese de fosfolipideos por fracdes de simbiorge
mitocondria foi observada por até 3 horas de incugdb@a em meio
de cultura contendcd’®?Pi. A fracdo de mitocdndria ndo mostrou a
capacidade de incorporar?Pi ou sintetizar fosfolipideos na
presenca do tracador radioativo, mesmo apo6s 3 haeasncubacao
(FIGURA 11). Ja os simbiontes isolados, foram caeszde
incorporar *?Pi e sintetizar fosfolipideos (FIGURA 11), como
observado ap0s extracdo e separacdo por cromatografm camada
fina (TLC).

A comparacdao em fun¢cdo do tempo mostra uma
modificacdo no perfil fosfolipidico do endossimbitn Apo6s 3
horas, a PC deixa de ser o fosfolipideo majoritdrodmando lugar a
PE (FIGURA 12). Contudo, a maior taxa de incorpodac¢ do
tracador destinou-se a sintese de PIl: ap6s 3 homasservou-se
incorporacao 22 vezes maior quando comparado cotempo de 1
hora. O conteudo de PC e de PE também aumentou ideple 3
horas: cerca de 6 vezes para PC e cerca de 13 vgeasa PE

(FIGURA 12).
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PE

hora 1 hra 3 horas

Figura 11 - Sintese de fosfolipideos pelas fragcdes de simbionte
mitocoéndria.

Apo6s fracionamento celular, as fragcdes de simbiomremitocondria deC.
deaneiforam incubadas con?Pi em meio Warren suplementado com 10%
soro fetal bovino por 1 e 3 horas.

Os resultados mostram incorporacdo d&i em PC, PE e Pl na fracgao
simbiontes; porém, nenhuma incorporacdo é observada fracdo d:
mitocondrias.

Filme meramente ilustrativo da incorporacdo éPi de 5 experimento
independentes.

M = fragdo de mitocbndrias; S = facdo de simbiontesPE
fosfatidiletanolamina; PC = fosfatidilcolina; Pl Fosfatidilinositol; O
origem.
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Figura 12 — Quantificagdo fosfolipidica da fracdo & simbionte isolada.

Apés fracionamento celular, a fracdo de simbiontei fincubada com?3?2Pj
em meio Warren suplementado com 10% de soro fetalvimo por 1 e

horas. Apd6s extracdo lipidica e cromatografia emmaaa fina, as band:
correspondentes aos fosfolipideos PC, PE e Pl foreaspadas da placa
silica e seguiuse para a quantificacdao através da cintilacdo dact@dol
radioativo.

Observar que héa incorporacdo d¥¥Pi para os fosfolipideos, sendo que
incorporacao apresenta perfis diferentes entre 13 ehoras: PC que era
principal fosfolipideo incorporandd?Pi em 1 hora, passa a ser o de me
incorporagdo apo6s 3 horas.

PE = fosfatidiletanolamina; PC = fosfatidilcolinaPl = fosfatidilinositol;
1h =1 hora; 3h = 3 horas.
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4.5 Incorporacdo de [*H]-colina pelo endossimbionte isolado
de C. deanei

Considerando que a via da PC sintase forma PC aipar
da incorporacao de colina, simbiontes isolados fmrancubados
com [*H]-colina para checar a possibilidade de incorpogacdo
tracador pela bactéria simbidtica. Este tracadordiceativo foi
adicionado a fracdo simbidtica concentrada em meWarren
contendo 10% de soro fetal bovino e apés 1 e 3 lsoaa amostras
foram submetidas a extracédo lipidica (ver MatereaMétodos).

Os resultados nao revelaram marcacédo radioativaapel
3H-colina, sugerindo a n&do incorporacdo do tracadem PC
(FIGURA 13).

4.6 Busca de enzimas das vias de sintese de PC no gersom
do simbionte deC. deanei

Foram realizadas buscas no genoma do endossimbionte
para os genepmt (que codifica a PE metiltransferase)pes (que
codifica a PC sintase), ambos envolvidos na sintese
fosfatidilcolina. SequUiéncias de aminoacidos destaszimas foram
obtidas no banco de dados PROTEIN do NCBI (2007x é&nzimas
PCS pesquisadas foram de bactérias do géneBordetella
ancestral evolutivo do endossimbionte, e do gén&oizobium Ja
as enzimas PMT pesquisadas foram exclusivamentebaetérias do
géneroBordetella A busca foi feita cruzando os dados do banco
de dados criado com todas as sequUéncias de aminmdmdcidas
enzimas encontradas no NCBI (2007). Com relacdo ao

endossimbionte, o0s contigs sequenciados até o mdmenao
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Pl S-1h S-3h S-1h S-3h PC PE Pl S-1h S-3h S-1h S-3h PC PE

Figura 13 — Incorporacdo de FH]-colina pela fracdo de simbionte.

Ap6s fracionamento celular, a fracdo de simbiontei fincubada com {H]-
colina em meio Warren suplementado com 10% de sébebal bovino por 1
3 horas. Apo6s extracdo lipida e cromatografia em camada fina, néo
observada marcacéao radioativa em Phosphor Screens dédanda
correspondentes aos fosfolipideos PC, PE e PI dacplde silica.

A esquerda, extracdo lipidica de fracdes de simbi@snno periodo de 1 e
horas (duasamostras de cada tempo). A direita, tela sensivel @itio
sobreposta a placa de TLC, onde a incorporacadao d&-cdlina mostrase
nula.

Imagem representativo de 3 experimentos indepenaant

Pl = padrédo de fosfatidilinositol; PE = padrédo desffatidiletamlamina; PC
= padrao de fosfatidilcolina; S-h = fracdao de simbionte de 1 hora
incubacédo; S-3h = fracdo de simbionte de 3 horasideubacéo.



43

apresentam identidade para esses genes. E possigeé genes
ainda ndo sequenciados, codifiguem enzimas envodgitha sintese
de PC.

Paralelamente, baseado na sequUuéncia de aminoacddos
fosfolipase D do géneroBordetellaa no banco de genes do
endosimbionte foi identificado um gene de uma puvat enzima
bifuncional, com atividade de fosfolipase e oxiddugase
(TABELA 2). Foram identificados outros genes simiks a essa
fosfolipase, embora sejam de outras enzimas, como de
polifosfato quinases (troca bases nitrogenadas dsfdrilados) e
carboxilesterases (atua no figado na desintoxicacaae

xenobidticos).

4.7 Diferencas no consumo de @ pelas cepas normal e
curada de C. deanei e pelas fracdes de simbionte e
mitocdndria

A influéncia da bactéria simbidotica no consumo de O
do hospedeiro foi verificada pela diferengca do caomo de Q
entre as cepas normal e curada Ge deanei(FIGURA 14A-B). A
concentracdao de ©no meio de cultivo da cepa normal apresenta
uma queda mais acentuada quando comparada com adajudka
concentracdo de ©H no meio de cultivo da cepa aposimbidtica
(FIGURA 14A). Observando o fluxo de oxigénio, é cdrsada uma
estabilidade por ambas as cepas até a deplecdol t@baoxigénio

do meio (FIGURA 14B). Quantificando, a cepa normagresentou
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Tabela 2 - Genes similares a fosfolipase do géneroBordetella
encontrados no genoma do simbionte.
Proteina Espécie Score |ldentidadefldentidades|Gaps
(bits) positivas
Polifosfato Bordetella 897 139/684 536/684 2/684
guinase petrii DSM|(2318)|(64%) (78%) (0%)
12804
Polifosfato Bordetella 897 139/684 536/684 2/684
guinase petrii (2318)|(64%) (78%) (0%)
Provavel Bordetella 160 82/217 127/217 1/217
carboxilesterase |pertussis (404) [(37%) (58%) (0%)
Tohama |
Provéavel Bordetella 161 82/217 127/217 1/217
carboxilesterase |parapertussit [(407) |(37%) (58%) (0%)
12822
Proteina putativordetella 44.3 |47/192 86/192 8/192
bifuncional: avium 197N (103) [(24%) (44%) (4%)
fosfolipase ¢
oxidoredutase
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Figura 14 - Consumo de Q pela cepa aposimbidtica e selvagem ¢

Crithidia deanei.

Os graficos mostram o consumo de, @elas cepas aposimbiotica (em pre
e selvagem (em vermelho) d€. deanei As setas indicam momento em (q
foram adicionadas 10 células/mL de cada cepa ao meio War
suplementado com 10% de soro fetal bovino que estasendo analisado e
respirometria de alta resolucéo.

A gquantificagdo mostra um consumo de 100,129 pmel @2/s/mL pela cep
selvagem e 84,9902 pmol de O2/s/mL pela cepa apdsimica.

Em A, concentracao de ©Ono meio em nmol/mL.

Em B, fluxo do consumo de Opelas fracdes em pmol/s/mL.

Grafico representativo de 4 experimentos indepentkesn
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um consumo de @ de 100,129 pmol de £2s/mL, enquando que a
cepa curada consumiu cerca de 84,9902 pmol désOnL.

O consumo de O2 pelas fragcbes de simbionte e
mitocondria também foi medido. Embora nestes casos tenha
sido possivel obter dados suficientes para realigamantificacdes
mais precisas, foi observado consumo de €@ meio por ambas as
fracdes (FIGURA 15A e 15C). Também foi observadoeqa fracao
de mitocbndria apresenta um consumo mais acentuato O,
guando comparada a fracdo de simbionte (FIGURA 1&BD). O
consumo de @, observado ap6s 1 hora e 3 horas de fracionamento,
demonstrou que ambas as fracbes apresentaram-sahbwéitamente
ativas para a realizacdo dos experimentos propostoesste

trabalho.
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Figura 16 — Consumo de Q pelas fracbes de simbionte e mitocdndri
apo6s isolamento daCrithidia deanei.

Apdés o fracionamento celular, foi medido o consumde O, pelas fracdes d
simbionte (grafico A) e mitocondria (grafico C) ap06l hora (preto) e

horas (vermelho) de incubacdo em meio Warren supdetado com sor
fetal bovino.

Observar a atividade das fracdes consuminde db meio tanto ap6s 1 ho
(grafico B) quanto ap6s 3 horas (grafico D) de iaalento d¢
tripanosomatideo hospedeiro.

Grafico representativo de 2 experimentos indepentken

Fluxo de & no meio em 0,05 nmol/min/f/mL; M = mitocdbndria; S
simbionte.

S = fracdo de simbionte; M = fracdo de mitocdndria.
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Discussao

Crithidia deanei € um tripanosomatideo que mantém
uma relagdo mutualistica com uma bactéria endossotiba. Este
tipo de relagcdo é constatada pela influéncia do esxdmbionte no
metabolismo do protozoario hospedeiro. Estudos ®ohracentuada
proliferacdo da cepa que contém o endossimbionte refacdo a
cepa aposimbidética demonstram que a cepa selvagemmenos
exigente nutricionalmente, ndo precisando de fontesternas de
ornitina, arginina e citrulina, nem mesmo da adicde hemina ao
meio de cultura (CAMARGO & FREYMULLER, 1977; SALZMN
et al., 1985). A independéncia d&. deaneide uma fonte externa
de ornitina pode ser explicada pela presenca daimazornitina
carbamoiltransferase na bactéria simbidtica (CAMABG &
FREYMULLER, 1977). O simbionte, por sua vez, é capae
produzir um fator protéico que aumenta a atividada ornitina
decarboxilase (ODC), gerando poliaminas. Deste modopresenca
do simbionte promove uma acelerada proliferacdo udat no
protozoario hospedeiro (FROSSAR®t al.,, 2006).

Quanto ao envoltério da bactéria simbidtica de
tripanosomatideos, pouco se conhece sobre a sua posntao
protéica. Todavia, a contagem do numero de protesirnategrais
das membranas do simbionte d€. deanej C. desouzai C.
oncopelti e B. culicis mostrou-se similar ao encontrado em
bactérias Gram negativas: o folheto externo da meama externa

e o folheto citoplasméatico da membrana interna &a®Em®tam um
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namero reduzido de particulas transmembrana quandmparados
com o folheto citoplasmatico da membrana externaoen o folheto
externo da membrana interna (MOTT&t al., 1991).

Em relacdo a composicdo lipidica deste envoltorio,
sabemos que esta apresenta uma maior quantidad€ldg25,7%)
seguida de PC (20,1%) (PALMIE-PEIXOT@t al.,, 2006). A PC ¢é
encontrada como fosfolipideo majoritario em algumeaspécies de
bactérias, especialmente nas que possuem uma indssociacao a
eucariotos, seja por meio de simbiose ou parasiosfLOPEZ-
LARA & GEIGER, 2001). De um modo geral, fosfolipide séo
componentes de membrana essenciais na manutencdo da
permeabilidade celular seletiva e no posicionamente
conformacdo de proteinas (RAETZ & DOWHAN, 1990). Em
eucariotos, a PC ¢é o componente estrutural majaida das
membranas celulares, também desempenhando papéportantes
na sinalizacdo celular (EXTON, 1994). Em procariefotém-se
sugerido que a PC nao apenas desempenha um impbatpmapel
como componente estrutural, mas também contribuirapaa
proliferacdao celular (DE RUDDER et al., 2000), para o
estabelecimento de interagbes simbidticas (GOLDF|NE982;
MINDER et al., 2001), e para a viruléncia do procarioto
(WILDERMAN et al.,, 2002; COMERCIlet al.,, 2006; WESSELet
al., 2006).

Neste trabalho, mostramos pela primeira vez queepea

de C. deaneique contém o endossimbionte é capaz de incorporar
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uma maior quantidade dé?Pi presente no meio de cultura para
sintese de fosfolipideos quando comparado a cepasapbidtica.
Este resultado coincide com o fato da cepa selvagapresentar
taxa de proliferacdo mais elevada quando comparada a cepa
curada (MUNDIM & ROITMAN, 1977). Recentemente, nasgrupo
demonstrou que o endossimbionte dx deaneiproduz um fator
protéico que potencializa a atividade da ornitinasdarboxilase
(ODC). Essa enzima esta envolvida na replicacdo DNA e na
proliferacdo celular e sua alta atividade em tripaomatideos que
hospedam o endossimbionte pode explicar, em pardeglevada
taxa de proliferacdo celular observada nesses pzo#&oios
(FROSSARDet al.,, 2006).

No presente estudo, endossimbiontes e mitocondrias
obtidos apés o fracionamento celular d&. deaneicrescida em
meio de cultura contendo?3?Pi, apresentaram PC como o
fosfolipideo majoritario, seguido por PE e PI. Esseesultados
estdo de acordo com dados obtidos anteriormente questram a
presenca de PC no envoltorio do simbionte (PALMIE{ROTO et
al., 2006). O conteudo fosfolipidico da fracdo mitoaomnal
também apresentou PC como fosfolipideo majoritaregguido de
PE e PI, sendo que os percentuais foram mais adosque aqueles
encontrados na fragcdo simbiodtica. Este fato podeaegelacionado
ao elevado volume relativo que a mitocdndria ocupa citoplasma

de C. deanei(MOTTA et al., 1997D).
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Foi interessante observar neste estudo que simhbasnt
isolados mostraram-se capazes de produzir fosfaemwis
independentemente da célula hospedeira. Trabalhaderdores
mostraram a autonomia da bactéria simbidtica parasiatese de
proteinas, mesmo apo0s 2 horas de isolamento (NOVAK al.,
1988), embora ainda ndo havia sido mostrada a capadte de
sintese de fosfolipideos. Apesar de poder sintetipaoteinas e
lipideos depois de isolado, o simbionte dos tripaomatideos néo
€ capaz de permanecer integro por muitas horas fdeaaceélula
hospedeira. Este fato pode estar relacionado a gareelular
reduzida e a baixa estabilidade osmodtica desses carimtos
(MOTTA et al.,, 1997a). Além disso, dados recentes mostraram que
varios genes que codificam proteinas envolvidas diaisdo e na
sintese da parede celular foram perdidos ao longo evolucédo
pelo simbionte de C. deanej explicando em parte a sua
incapacidade de se dividir fora do hospedeiro (YlM al., 2005;
GONCALVES, 2008).

Diferente do que foi observado com o0s simbiontes
isolados, a fracdao mitocondrial ndo foi capaz dentgitizar
fosfolipideos independentemente da célula hospeaeirEste
resultado poderia estar relacionado a perda de Midhde da
fracdo de mitocéndria ap6s o processo de fracionatoe Porém,
dados bioquimicos mostraram que a fragcdo mitocoatrapresenta
atividade da citocromo succinato c-redutase, indida que esta

organela mantém a cadeia respiratéria ativa, mesdepois de
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isolada (MOTTAet al.,, 1997b). Para explorar este fato, avaliamos
o consumo de @ nas fracdes estudadas: no presente trabalho,
observamos que a fracdo mitocondrial consome altasas de Q,
indicando a viabilidade desta organela apés o foam@amento
celular, ainda que incapaz de sintetizar fosfolipdd. E preciso
considerar que durante o processo evolutivo, a métmdria perdeu
ou transferiu para o nucleo da célula hospedeirmaior parte do
seu conteudo genético (TIMMI®@t al., 2004). Como consequUéncia,
essa organela importa a maioria de suas proteindipieleos, o que
explica sua incapacidade de sintese de fosfolipiglemma vez
isolada do tripanosomatideo.

Ainda em relacdo ao consumo de;,Oresultados obtidos
com o oxigrafo sugerem que o metabolismo energétvagia entre
as cepas normal e curada d& deanei O maior consumo de O
pela cepa selvagem em relagdo a cepa aposimbidéfgode estar
relacionada a presenca do endossimbionte. Resuldadnteriores
indicam que parte do ATP usado pelo simbionte éidbta partir
dos glicossomos da célula hospedeira (MOTTe&t al., 1997a).
Associando este dado com o fato do crescimento @pac normal
ser maior que o da cepa curada, podemos sugerir @peotozoario
tem um metabolismo energético acelerado pela presendo
endossimbionte, consumindo maiores quantidades de f[ara
manter sua homeostasia. Observamos que o simbiotdmbém
consome Q@ quando isolado do seu hospedeiro e este fato pode

estar relacionado a producdo de ATP necesséaria paraintese
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protéica e lipidica. Entretanto, ndo é possivel @amar o consumo
de O, pelo simbionte isolado com o consumo do simbiomteando
dentro de seu hospedeiro, visto ndo ser possivahrcas mesmas
condicbes que o protozoario propicia ao endossimideo em um
modeloin vitro.

Considerando o conteudo fosfolipidico no envoltérido
simbionte e sua relacdo mutualistica com o tripanmsatideo
hospedeiro, algumas questdes importantes ainda iseEn ser
respondidas:

. Como o simbionte obtém a PC que integra as suas
membranas?

. Quais sado as vias de sintese que sdo utilizadas
para a producado de fosfatidilcolina em tripanosond&@&tos que
hospedam simbiontes?

Segundo Palmié-Peixoto e colaboradores (2006), a
atividade da via de Greenberg e@. deaneifoi evidenciada ap6s o
tratamento do protozoario com azasterol. Em tripaomatideos, a
utilizacdo do 22,26-azasterol inibe a sintese de¢eedis e altera a
sintese de fosfolipideos ao inibir a enzima fosthHtetanolamina
metiltransferase (PMT) (URBINA, 1997; RODRIGUESt al,,
2002). O tratamento deC. deanei com esta droga, mostrou a
inibicdo da producdo de PC e o aumento do conted@oPE tanto
na célula hospedeira como na fracdo de simbionteALMIE-

PEIXOTO et al., 2006).
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No presente trabalho, observamos que simbiontesaffor
capazes de sintetizar fosfolipideos independenteteendo
protozoario mesmo ap6és 3 horas de fracionamentodawia, PE
apresenta-se como fosfolipideo majoritario, enquamiue a PC foi
encontrada em menor quantidade. Deste modo, os Itasos
obtidos sugerem que a bactéria simbiotica pode oljarte de seu
conteddo de PC, ou mesmo o0s precursores de PC atirpao
tripanosomatideo hospedeiro. Procariotos que contémC
usualmente possuem tanto a via da metilacdo (Greegp quanto a
via da PC sintase para a producdo de PC. Contudas envolvidas
na sintese de PC em procariotos sdo mais compledasque o
esperado: embora a principal via de sintese de PMCpagocariotos
seja a via de Greenberg, bactérias patogénicas,c®meudomonas
aeruginosa (WILDERMAN et al., 2002) e Brucella abortus
(COMERCI et al.,, 2006), realizam a sintese de PC exclusivamente
pela via da PC sintase. Nestes casos, a sintesé @edepende de
colina provida pelo hospedeiro. De modo similar, umutante de
Sinorhizobium melilotideficiente em enzimas da via de metilacéo
de Greenberg, requer suprimento de colina da célhkespedeira
para formar PC pela via da PC sintase (DE RUDDERal., 1999).
A estratégia utilizada para a sintese de PC usampdecursores
originarios da célula hospedeira foi mantida no sorda evolucéo.
Protozoarios parasitas de mamiferos comloeishmania major
(ZUFFEREY & MAMOUN, 2002), Plasmodium falciparum

(SIMOES et al., 1991; PESSlet al., 2004), e Babesia bovis
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(FLORIN-CHRISTENSEN et al.,, 2000), também utilizam o
transporte de colina a partir do hospedeiro paratstizar a PC.

No entanto, resultados obtidos neste trabalho seger
auséncia da via da PC sintase no endossimbionteCdaleanej ja
que ndo houve formacdo de PC marcada com o tracapfet]-
colina, o substrato da enzima PC sintase. Além disesta enzima
ndao foi identificada no genoma da bactéria simbp@] o mesmo
ocorrendo com todas as outras enzimas das prinapaias de
sintese de PC. Porém, uma enzima putativa bifunaloncom
atividade de oxidoredutase e fosfolipase foi encratta no genoma
do endossimbionte. A atividade de fosfolipase destazima pode
ser responsavel por alteragcdes na composicao fapidica da
bactéria simbidtica, devido a sua atividade em loldsar
fosfolipideos formando PA e liberando o radical fmsfolipideo.

Precisamos ainda considerar a possibilidade de o
simbionte obter grande parte da PC presente no spuoltério, a
partir da célula hospedeira. Neste sentido, é intpote destacar a
proximidade entre o endossimbionte e o reticulo eplkhsmatico,
frequentemente observada através de andlises ustracurais por
microscopia eletrénica. Este aspecto reforgca o ¢ardmutualistico
de uma relacdo simbidtica de intensas trocas metaas.

Estudos em procariotos mostraram que no inicio da
divisdo celular ocorrem mudancas na composicao bdigfidica de
bactérias Gram negativas, que resultam no acumuko REE nos

septos (MATSUMOTOe et al.,, 2006). A presenca de dominios de
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membrana em procariotos também pode estar relacdanaa
sinalizacdo celular. Neste sentido, torna-se immortte estudar
futuramente o papel do fosfatidilinositol presente envoltorio do
endossimbionte, visto que uma das atividades dafdbpase C em
eucariotos consiste em hidrolisar o fosfatidilinbsli 4,5-bifosfato
(fosfatidilinositol fosforilado) em diacilglicerole inositol 1,4,5-
trifosfato que sédo segundos mensageiros de viassdmeralizacéao
celular (SASAKIlet al.,, 2007). Esta € mais uma possibilidade a ser
investigada de como o simbionte pode modular o nbettasmo do
tripanosomatideo hospedeiro.

O uso de inibidores das vias de Kennedy e de Greegghb
em culturas deC. deaneipode esclarecer a importancia de cada
uma destas vias para a sintese de PC pelo protapoddma vez
inibidas, estas vias podem pomover mudanc¢as na ©mINPAO
fosfolipidica do endossimbionte, indicando sua degéncia (ou

ndo) em obter PC a partir do tripanosomatideo halgieo.
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5 Conclusdes

. A maior incorporacdo de’?Pi pela cepa selvagem
de Crithidia deanei quando comparada a cepa aposimbidtica,
sugere a influéncia do endossimbionte no metabolsndo
protozoario hospedeiro pois resulta em uma maiocomporacao do
tracador radioativo para a sintese de fosfolipideos

. Simbiontes e mitocdondrias isolados a partir de
protozoarios crescidos em meio contenddPi apresentam uma
composi¢cao majoritaria de PC.

. O simbionte isolado deC. deanei é capaz de
produzir fosfolipideos como PE, PC e PIl. Todaviama maior
guantidade de PE é observada ap6s o periodo de Badode
fracionamento, enquanto a concentracdao de PC diminHstes
dados indicam que o endossimbionte depende, ao meam parte,
da producdo de PC realizada pelo tripanosomatideepledeiro.

. Ap6s 3 horas de fracionamento, o fosfolipideo
formado em maior quantidade no endossimbionte & PI.

. A incubacdo de simbiontes isolados em meio de
cultura contendo JH]-colina ndo resultou na formacédo de PC.

. Pesquisas no genoma do endossimbionte G@Ge
deanei ndo revelaram quaisquer seqUéncias especificas que
correspondessem as enzimas envolvidas na sintes®@e(vias de
Kennedy, Greenberg e PC sintase). Contudo, forancosrradas

sequUéncias de polifosfato quinases, caboxilestesase uma
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putativa enzima bifuncional (fosfolipase e oxidongédse) quando
se buscou a sequUéncia de fosfolipase D.

. Os resultados obtidos com o oxigrafo mostram o
maior consumo de © pela cepa selvagem d&€rithidia deanei
guando comparada com a cepa aposimbidética. Esteultaslo
sugere que a presenca da bactéria simbidtica proemovw maior
consumo de @ e acelera o metabolismo energético do protozodrio
hospedeiro.

. O consumo de @e a ultraestrutura de simbiontes e
mitocondrias isolados indicam gque estas fracdes aest

metabolicamente ativas.
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