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Resumo 

 

A Z E V E D O - M A R T I N S ,  A . C .  S í n t e s e  d e  f o s f a t i d i l c o l i n a  e m  
C r i t h i d i a  d e a n e i :  a  i n f l u ê n c i a  d a  b a c t e r i a  s i m b i ó t i c a.  R i o  d e  
J a n e i r o ,  2 0 0 8 .  D i s s e r t a ç ã o  ( M e s t r a d o  e m  C i ê n c i a s  B io l ó g i c a s  –  
B i o f í s i c a )  I n s t i t u t o  d e  B i o f í s i c a  C a r l o s  C h a g a s  F i lh o ,  
U n i v e r s i d a d e  F e d e r a l  d o  R i o  d e  J a n e i r o ,  R i o  d e  J a n ei r o ,  2 0 0 8 .  

 

A l g u n s  t r i p a n o s o m a t í d e o s  a b r i g a m  u m a  b a c t é r i a  
s i m b i ó t i c a  e m  s e u  c i t o p l a s m a ,  c o m  a  q u a l  m a n t é m  u m a r e l a ç ã o  
m u t u a l í s t i c a ,  c o n s t i t u i n d o  u m  e x c e l e n t e  m o d e l o  p a r a o  e s t u d o  d a  
o r i g e m  d a s  o r g a n e l a s  e  d a  e v o l u ç ã o  c e l u l a r .  E s t e  t ra b a l h o  m o s t r a  
q u e  a  C r i t h i d i a  d e a n e i q u e  h o s p e d a  o  s i m b i o n t e  i n c o r p o r a  d u a s  
v e z e s  m a i s  3 2P i  e m  f o s f o l i p í d e o s ,  a p ó s  c r e s c i m e n t o  e m  m e i o  d e  
c u l t u r a ,  q u a n d o  c o m p a r a d a  a  c e p a  a p o s i m b i ó t i c a .  O  pr i n c i p a l  
f o s f o l i p í d e o  s i n t e t i z a d o  p o r  a m b a s  a s  c e p a s  é  f o s f at i d i l c o l i n a  
( P C ) ,  s e g u i d a  d e  f o s f a t i d i l e t a n o l a m i n a  ( P E )  e  f o s f at i d i l i n o s i t o l  
( P I ) .  O  f r a c i o n a m e n t o  c e l u l a r  i n d i c o u  q u e  3 2P i - P C  é  o  f o s f o l i p í d e o  
m a j o r i t á r i o  n a s  f r a ç õ e s  d e  s i m b i o n t e  e  m i t o c ô n d r i a . O  s i m b i o n t e  
i s o l a d o  é  c a p a z  d e  s i n t e t i z a r  f o s f o l i p í d e o s  i n d e p e nd e n t e  d o  
t r i p a n o s o m a t í d e o  h o s p e d e i r o .  E n t r e t a n t o ,  a s  b a c t é r ia s  i s o l a d a s  
s i n t e t i z a m  g r a n d e  q u a n t i d a d e  d e  P E ,  m a i s  q u e  P C ,  i nd i c a n d o  q u e  a  
a s s o c i a ç ã o  c o m  o  p r o t o z o á r i o  h o s p e d e i r o  é  e s s e n c i a l p a r a  a  
p r o d u ç ã o  d e  P C  d o  s i m b i o n t e .  O  e n d o s s i m b i o n t e  i s o l ad o  f o i  
i n c u b a d o  c o m  [3 H ] - c o l i n a  p a r a  v e r i f i c a r  s e  a  b a c t é r i a  p o d e r i a  
i n c o r p o r a r  o  t r a ç a d o r  d o  m e i o  e  s i n t e t i z a r  P C - m a r c ad o ,  m a s  
n e n h u m a  i n c o r p o r a ç ã o  f o i  o b s e r v a d a .  A l é m  d i s s o ,  o s  g e n e s  q u e  
c o d i f i c a m  a s  e n z i m a s  e n v o l v i d a s  n a  b i o s s í n t e s e  d e  PC  n ã o  f o r a m  
e n c o n t r a d o s  n o  g e n o m a  d o  e n d o s s i m b i o n t e .  C o n t u d o ,  es t a  b u s c a s  
r e v e l a r a m  u m  g e n e  c o d i f i c a n t e  d e  u m a  p u t a t i v a  f o s f ol i p a s e  D ,  
i n d i c a n d o  q u e  a  t r o c a  e n t r e  o s  g r u p o s  d e  c a b e ç a s  p ol a r e s  p o d e  
e x p l i c a r  a  s í n t e s e  d e  P C  e m  p a r t e .  A  r e s p e i t o  d o  c on s u m o  d e  O2  
p e l a  f r a ç ã o  m i t o c o n d r i a l ,  t a x a s  m a i s  e l e v a d a s  s ã o  ob s e r v a d a s  
q u a n d o  c o m p a r a d a s  à  f r a ç ã o  d e  s i m b i o n t e ,  s u g e r i n d o  q u e ,  e m b o r a  
m e t a b o l i c a m e n t e  a t i v a  a p ó s  o  f r a c i o n a m e n t o  c e l u l a r , a  m i t o c ô n d r i a  
é  i n c a p a z  d e  s i n t e t i z a r  f o s f o l i p í d e o s .  O  c o n s u m o  d e O2  p e l o  
p r o t o z o á r i o  q u e  c o n t é m  o  e n d o s s i m b i o n t e  é  m a i s  e l e va d o  q u a n d o  
c o m p a r a d o  a o  a p o s i m b i ó t i c o ,  r e f o r ç a n d o  a  i d é i a  d e  qu e  a  b a c t é r i a  
s i m b i ó t i c a  a c e l e r a  o  m e t a b o l i s m o  d o  h o s p e d e i r o .  O s  d a d o s  o b t i d o s  
p o r  m i c r o s c o p i a  e l e t r ô n i c a  d e  t r a n s m i s s ã o  r e v e l a r a m u m a  
p r o x i m i d a d e  e n t r e  e n d o s s i m b i o n t e ,  n ú c l e o  e  r e t í c u l o 
e n d o p l a s m á t i c o .  J u n t o s ,  e s s e s  r e s u l t a d o s  s u g e r e m  q ue  a  b a c t é r i a  
s i m b i ó t i c a  p o d e  o b t e r  p a r t e  d e  s u a  P C ,  o u  m e s m o  p r ec u r s o r e s  d e  
P C ,  d o  t r i p a n o s o m a t í d e o  h o s p e d e i r o .  
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P a l a v r a s - c h a v e :  C r i t h i d i a  d e a n e i;  e n d o s s i m b i o s e ;  
b a c t é r i a  s i m b i ó t i c a ;  f o s f o l i p í d e o s ;  b i o s s í n t e s e  d e  f o s f a t i d i l c o l i n a .  
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Abs t rac t  

 

A Z E V E D O - M A R T I N S ,  A . C .  S í n t e s e  d e  f o s f a t i d i l c o l i n a  e m  
C r i t h i d i a  d e a n e i :  a  i n f l u ê n c i a  d a  b a c t e r i a  s i m b i ó t i c a.  R i o  d e  
J a n e i r o ,  2 0 0 8 .  D i s s e r t a ç ã o  ( M e s t r a d o  e m  C i ê n c i a s  B io l ó g i c a s  –  
B i o f í s i c a )  I n s t i t u t o  d e  B i o f í s i c a  C a r l o s  C h a g a s  F i lh o ,  
U n i v e r s i d a d e  F e d e r a l  d o  R i o  d e  J a n e i r o ,  R i o  d e  J a n ei r o ,  2 0 0 8 .  

 
S o m e  t r y p a n o s o m a t i d s  h a r b o r  a  s y m b i o t i c  b a c t e r i u m ,  

w h i c h  m a i n t a i n s  a  m u t u a l i s t i c  r e l a t i o n s h i p  w i t h  t h e h o s t ,  
c o n s t i t u t i n g  a n  e x c e l l e n t  m o d e l  t o  s t u d y  o r g a n e l l e  o r i g i n  a n d  
c e l l u l a r  e v o l u t i o n .  T h i s  w o r k  s h o w s  t h a t  s y m b i o n t - be a r i n g  C .  
d e a n e i i n c o r p o r a t e s  m o r e  t h a n  t w o  f o l d  3 2P i  i n t o  p h o s p h o l i p i d s ,  
a f t e r  g r o w t h  i n  c u l t u r e  m e d i u m ,  a s  c o m p a r e d  t o  t h e  a p o s y m b i o t i c  
s t r a i n .  T h e  m a j o r  p h o s p h o l i p i d  s y n t h e s i z e d  b y  b o t h  s t r a i n s  w a s  
p h o s p h a t i d i l c h o l i n e  ( P C ) ,  f o l l o w e d  b y  p h o s p h a t i d y l et h a n o l a m i n e  
( P E )  a n d  p h o s p h a t i d y l i n o s i t o l  ( P I ) .  C e l l u l a r  f r a c t io n a t i o n  
i n d i c a t e d  t h a t  3 2P i - P C  i s  t h e  m a j o r  p h o s p h o l i p i d ,  b o t h  i n  t h e  
s y m b i o n t  a n d  i n  t h e  m i t o c h o n d r i o n  f r a c t i o n s .  I s o l a te d  s y m b i o n t s  
w e r e  c a p a b l e  o f  s y n t h e s i z i n g  p h o s p h o l i p i d s  i n d e p e n de n t l y  f r o m  
t h e  h o s t  t r y p a n o s o m a t i d .  H o w e v e r ,  t h e  i s o l a t e d  b a c te r i a  
s y n t h e s i z e d  m o s t l y  P E ,  r a t h e r  t h a n  P C ,  i n d i c a t i n g  th a t  t h e  
a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  h o s t  p r o t o z o a n  i s  e s s e n t i a l  f or  t h e  s y m b i o n t  
P C  p r o d u c t i o n .  I s o l a t e d  e n d o s y m b i o n t s  w e r e  i n c u b a t ed  w i t h  [3 H ] -
c h o l i n e  i n  o r d e r  t o  v e r i f y  i f  t h e  b a c t e r i u m  c o u l d  up t a k e  t h e  t r a c e r  
f r o m  t h e  m e d i u m  t o  s y n t h e s i z e  r a d i o l a b e l e d - P C ,  b u t  n o  
i n c o r p o r a t i o n  w a s  o b s e r v e d .  F u r t h e r m o r e ,  g e n e s  t h a t c o d i f y  
e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  P C  b i o s y n t h e s i s  w e r e  n o t  f o u n d  i n  t h e  
e n d o s y m b i o n t  g e n o m e .  H o w e v e r ,  t h i s  s e a r c h  r e v e a l e d  a  p u t a t i v e  
g e n e  e n c o n d i n g  a  p h o s p h o l i p a s e  D ,  i n d i c a t i n g  t h a t  th e  c h a n g e  
b e t w e e n  p o l a r  h e a d  g r o u p s  c o u l d  e x p l a i n  i n  p a r t  t h e P C  
p r o d u c t i o n .  R e g a r d i n g  O2  c o n s u m p t i o n  b y  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n ,  
h i g h e r  r a t e s  w e r e  o b s e r v e d  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  s y mb i o n t  
f r a c t i o n ,  s u g g e s t i n g  t h a t  a l t h o u g h  m e t a b o l i c a l l y  a ct i v e  a f t e r  c e l l  
f r a c t i o n i n g ,  m i t o c h o n d r i o n  i s  u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e  p h o s p h o l i p i d s .  
T h e  c o n s u m p t i o n  o f  O2  b y  s y m b i o n t - c o n t a i n i n g  p r o t o z o a  w a s  
h i g h e r  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  t h e  a p o s y m b i o t i c  c e l l s ,  re i n f o r c i n g  t h e  
i d e a  t h a t  t h e  s y m b i o t i c  b a c t e r i u m  a c c e l e r a t e s  t h e  ho s t  m e t a b o l i s m .  
D a t a  o b t a i n e d  b y  t r a n s m i s s i o n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  re v e a l e d  a  
c l o s e  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  t h e  e n d o s y m b i o n t ,  t h e  n u cl e u s  a n d  t h e  
e n d o p l a s m a t i c  r e t i c u l u m .  T a k e n  t o g e t h e r ,  t h e s e  r e s ul t s  s u g g e s t  
t h a t  t h e  s y m b i o t i c  b a c t e r i u m  m a y  o b t a i n  p a r t  o f  i t s P C ,  o r  e v e n  P C  
p r e c u r s o r s ,  f r o m  t h e  h o s t  t r y p a n o s o m a t i d .  

K e y w o r d s :  C r i t h i d i a  d e a n e i;  e n d o s y m b i o s e s ;  s y m b i o t i c  
b a c t e r i a ;  p h o s p h o l i p i d s ;  p h o s p h a t i d i l c h o l i n e  b i o s y nt h e s i s .  
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1  In t rodução  

1 . 1 A  f a m í l i a  T r y p a n o s o m a t i d a e  

D e n t r e  a s  e s p é c i e s  p a r a s i t á r i a s ,  o s  p r o t o z o á r i o s  d a 

f a m í l i a  T r y p a n o s o m a t i d a e  d e s p e r t a m  g r a n d e  i n t e r e s s e d e  e s t u d o  

p o r  c a u s a r e m  d o e n ç a s  a o  h o m e m ,  c o m o  a s  l e i s h m a n i o s es ,  c a u s a d a s  

p o r  v á r i a s  e s p é c i e s  d o  g ê n e r o  L e i s h m a n i a,  a  D o e n ç a  d e  C h a g a s ,  

c a u s a d a  p e l o  T r y p a n o s o m a c r u z i,  e  a  D o e n ç a  d o  s o n o ,  c a u s a d a  p e l o  

T r y p a n o s o m a  b r u c e i ( W H O ,  1 9 9 8 ) .  O s  t r i p a n o s o m a t í d e o s  

p e r t e n c e m  à  O r d e m  K i n e t o p l a s t i d a ,  p o s s u i n d o  c a r a c t er í s t i c a s  

u l t r a e s t r u t u r a i s  t í p i c a s  ( F I G U R A  1 ) ,  c o m o :  f l a g e l o  ú n i c o  c o n t e n d o  

u m a  c o m p l e x a  e s t r u t u r a  p a r a f l a g e l a r ;  m i t o c ô n d r i a  ú ni c a  e  

r a m i f i c a d a  q u e  c o n t é m  u m a  r e g i ã o  m a i s  a l a r g a d a  e  c om  a c ú m u l o  d e  

D N A  ( d e n o m i n a d a  d e  c i n e t o p l a s t o ) ,  g l i c o s s o m o s  ( t i p o d e  

p e r o x i s o m o  q u e  c o n t é m  e n z i m a s  d a  v i a  g l i c o l í t i c a )  e m i c r o t ú b u l o s  

s u b p e l i c u l a r e s  a s s o c i a d o s  à  m e m b r a n a  p l a s m á t i c a  ( D e S O U Z A ,  

2 0 0 2 ) .  

C o m  t a n t o s  o r g a n i s m o s  d e  i m p o r t â n c i a  m é d i c a ,  n e s t a  

f a m í l i a  t a m b é m  s ã o  e n c o n t r a d a s  e s p é c i e s  n ã o  p a t o g ê ni c a s  a o  s e r  

h u m a n o ,  q u e  p a r a s i t a m  s o m e n t e  u m  h o s p e d e i r o  i n v e r t eb r a d o ,  

g e r a l m e n t e  i n s e t o s .  T a i s  e s p é c i e s  q u e  p a r a s i t a m  a p en a s  u m  

h o s p e d e i r o  s ã o  d e n o m i n a d a s  m o n o x ê n i c a s  e  p e r t e n c e m  a  d i f e r e n t e s  

g ê n e r o s  ( M c G H E E  &  C O S G R O V E ,  1 9 8 0 ;  B A R O N  e t  a l .,  1 9 9 6 ) .  

E n t r e  o s  t r i p a n o s o m a t í d e o s  m o n o x ê n i c o s ,  e x i s t e  u m  pe q u e n o  

n ú m e r o   d e   e s p é c i e s   q u e   a p r e s e n t a m  u m a   b a c t é r i a s i m b i ó t i c a  e m  
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F i g u r a  1  –  C r i t h i d i a  d e a n e i .  
D e s e n h o  e s q u e m á t i c o  d o  t r i p a n o s o m a t í d e o  C .  d e a n e i,  p o r  M á r c i a  S h i m a d a .  
N o t a r  a  p r e s e n ç a  d o  e n d o s s i m b i o n t e  ( E )  p r ó x i m o  a o  nú c l e o  ( N )  e  o  
c i n e t o p l a s t o  ( C )  n a  e x t r e m i d a d e  a n t e r i o r  d o  p r o t o z oá r i o .  
E P  =  e s t r u t u r a  p a r a -f l a g e l a r ;  F  =  f l a g e l o ;  G  =  g l i c o s s o m o ;  M  =  
m i t o c ô n d r i a ;  M S  =  m i c r o t ú b u l o s  s u b - p e l i c u l a r e s . 
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s e u  c i t o p l a s m a ,  s ã o   e l a s :   C r i t h i d i a   d e a n e i;   C r i t h i d i a   d e s o u z a i;  

C r i t h i d i a  o n c o p e l t i;  B l a s t o c r i t h i d i a  c u l i c i s;  e  H e r p e t o m o n a s  

r o i t m a n i.  ( r e v i s t o  p o r  D E  S O U Z A  e  M O T T A ,  1 9 9 9 ) .  

1 . 2 E n d o s s i m b i o s e  e m  t r i p a n o s o m a t í d e o s  

O s  e n d o s s i m b i o n t e s  p r e s e n t e s  n a s  d i f e r e n t e s  e s p é c i es  d e  

t r i p a n o s o m a t í d e o s  g u a r d a m  g r a n d e  i d e n t i d a d e  e n t r e  si  e  c o m  

b a c t é r i a s  d o  g ê n e r o  B o r d e t e l l a,  l e v a n t a n d o  a  h i p ó t e s e  d e  q u e  u m  

ú n i c o  e v e n t o  e v o l u t i v o  o r i g i n o u  a  e n d o s s i m b i o s e  n e st a  f a m í l i a  d e  

p r o t o z o á r i o s  ( D U  e t  a l. ,  1 9 9 4 a  e  1 9 9 4 b ) .  O  p r o j e t o  g e n o m a  d o  

e n d o s s i m b i o n t e  d e  C .  d e a n e i e s t á  e m  f a s e  f i n a l ,  s e n d o  q u e  o s  

r e s u l t a d o s  d o  s e q ü e n c i a m e n t o  r e v e l a m  m a i o r  h o m o l o g ia  e n t r e  e s t e  

p r o c a r i o t o  e  a  b a c t é r i a  B o r d e t e l l a  p a r a p e r t u s s i s,  u m a  G r a m -

n e g a t i v a ,  p e r t e n c e n t e  à  s u b d i v i s ã o  β  d a s  P r o t e o b a c t é r i a s  ( P R O B S T  

e t  a l .,  2 0 0 6 ) .  

A  e n d o s s i m b i o s e  e m  t r i p a n o s o m a t í d e o s  a p r e s e n t a  u m  

c a r á t e r  m u t u a l í s t i c o ,  s e n d o  q u e  i n t e n s a s  t r o c a s  m e ta b ó l i c a s  

o c o r r e m  e n t r e  a  b a c t é r i a  s i m b i ó t i c a  e  o  p r o t o z o á r i o h o s p e d e i r o .  O  

e n d o s s i m b i o n t e  f e c h a  d i v e r s o s  c i c l o s  m e t a b ó l i c o s  c om  o  

p r o t o z o á r i o ,  q u e  a p r e s e n t a  b a i x a s  e x i g ê n c i a s  n u t r i ci o n a i s  ( r e v i s t o  

p o r  D e  S O U Z A  &  M O T T A ,  1 9 9 9 ) .  A  c a r a c t e r í s t i c a  m a r c an t e  d o  

m u t u a l i s m o  r e s i d e  n o  f a t o  d o  h o s p e d e i r o  e  d o  s i m b i on t e  s e r e m  

i n c a p a z e s  d e  s o b r e v i v e r  n a  n a t u r e z a  q u a n d o  s e p a r a d os ,  o  q u e  é  

o b s e r v a d o  e m  C .  d e a n e i.  A  b a c t é r i a  s i m b i ó t i c a  n ã o  é  c a p a z  d e  s e  

r e p l i c a r  f o r a  d a  c é l u l a  h o s p e d e i r a  e  s o f r e  l i s e  o s mó t i c a  p o u c a s  

h o r a s  a p ó s  o  s e u  i s o l a m e n t o .  J á  o  p r o t o z o á r i o  c u r a do  ( o b t i d o  a p ó s  
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t r a t a m e n t o  c o m  a n t i b i ó t i c o ) ,  s ó  c o n s e g u e  s o b r e v i v e r i n  v i t r o  s e  

s u p l e m e n t o s  n u t r i c i o n a i s  f o r e m  a d i c i o n a d o s  a o  m e i o  d e  c u l t u r a  

( r e v i s t o  p o r  D e  S O U Z A  &  M O T T A ,  1 9 9 9 ) .  A l é m  d i s s o ,  es s a  c e p a  

a p o s i m b i ó t i c a  é  i n c a p a z  d e  c o l o n i z a r  i n s e t o s  ( F A M P A e t  a l .,  

2 0 0 3 ) .  

É  p o s s í v e l  o b t e r  u m a  c e p a  a p o s i m b i ó t i c a ,  t a m b é m  

c h a m a d a  c e p a  c u r a d a ,  a p ó s  o  c r e s c i m e n t o  d o  p r o t o z o ár i o  e m  m e i o  

c o n t e n d o  c l o r a n f e n i c o l ,  u m  a n t i b i ó t i c o  q u e  i n i b e  a  s í n t e s e  p r o t é i c a  

e m  p r o c a r i o t o s ,  c o m o  d e s c r i t o  p o r  M u n d i m  e t  a l . e m  1 9 7 4  p a r a  

C r i t h i d i a  d e a n e i e  p o r  C h a n g  e m  1 9 7 4  p a r a  B l a s t o c r i t h i d i a  c u l i c i s 

e  C r i t h i d i a  o n c o p e l t i.  A s s i m ,  é  p o s s í v e l  s e  u t i l i z a r  u m a  c e p a  

a p o s i m b i ó t i c a  e m  e s t u d o s  c o m p a r a t i v o s  c o m  a  c e p a  n or m a l  o u  

s e l v a g e m  p a r a  c o m p r e e n s ã o  d o  p a p e l  m e t a b ó l i c o  d o  s im b i o n t e  n a  

b i o l o g i a  d o  p r o t o z o á r i o  h o s p e d e i r o .  

A  i n t e n s a  t r o c a  m e t a b ó l i c a  o b s e r v a d a  n a  e n d o s s i m b i os e  

d e  t r i p a n o s o m a t í d e o s  c o n f e r e  a o  p r o t o z o á r i o  h o s p e d ei r o  b a i x a  

e x i g ê n c i a  n u t r i c i o n a l .  U m  e x e m p l o  é  o  f a t o  d a  C .  d e a n e i n ã o  

n e c e s s i t a r  d e  f o n t e s  e x t e r n a s  d o s  a m i n o á c i d o s  o r n i ti n a ,  a r g i n i n a  e  

c i t r u l i n a ,  j á  q u e  o  s i m b i o n t e  c o n t é m  a  e n z i m a  o r n i ti n a  

c a r b a m o i l t r a n s f e r a s e  ( O C T ) ,  q u e  t o r n a  o  c i c l o  d a  u ré i a  c o m p l e t o  

n e s t e s  p r o t o z o á r i o s  ( C A M A R G O  &  F R E Y M Ü L L E R ,  1 9 7 7 ) .  A 

p r e s e n ç a  d o  e n d o s s i m b i o n t e  a u m e n t a  a  c a p a c i d a d e  b i os s i n t é t i c a  d e  

h e m i n a  j á  q u e  a  b a c t é r i a  c o n t é m  p r e c u r s o r e s  m e t a b ó li c o s  e  a  

e n z i m a  u r o p o r f i r i n o g ê n i o  s i n t a s e ,  e n v o l v i d a  n a  f o r ma ç ã o  d e  

g r u p a m e n t o s  h e m e  ( S A L Z M A N  e t  a l .,  1 9 8 5 ) .  
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A  b i o s s í n t e s e  d e  p o l i a m i n a s ,  q u e  e s t á  d i r e t a m e n t e  

r e l a c i o n a d a  à  p r o d u ç ã o  d e  o r n i t i n a ,  m o s t r a - s e  e l e v ad a  e m  

t r i p a n o s o m a t í d e o s  q u e  c o n t ê m  o  e n d o s s i m b i o n t e  ( F R O SS A R D  e t  

a l . ,  2 0 0 6 ) .  E s t e s  p o l i c á t i o n s  e s t ã o  e n v o l v i d o s  e m  p r o ce s s o s  

c e l u l a r e s  c o m o  d u p l i c a ç ã o  d o  D N A ,  p r o l i f e r a ç ã o  e  d if e r e n c i a ç ã o  

c e l u l a r  ( H E R B Y  &  P E R S S O N ,  1 9 9 0 ;  P E G G  e t  a l .,  1 9 9 5 ) .  

R e c e n t e m e n t e ,  n o s s o  g r u p o  d e m o n s t r o u  a  c a p a c i d a d e  da  b a c t é r i a  

s i m b i ó t i c a  e m  p r o d u z i r  u m  f a t o r  p r o t é i c o  q u e  a u m e n ta  a  a t i v i d a d e  

d a  o r n i t i n a  d e c a r b o x i l a s e  ( O D C ) ,  q u e  e s t á  d i r e t a m e nt e  l i g a d a  a  

b i o s s í n t e s e  d e  p o l i a m i n a s ,  a t u a n d o  n a  c o n v e r s ã o  d a  o r n i t i n a  e m  

p u t r e s c i n a .  N a s  e s p é c i e s  d e  t r i p a n o s o m a t í d e o s  c o m  si m b i o n t e ,  a  

m a i o r  a t i v i d a d e  d e s t a  e n z i m a  p r o m o v e  u m a  m a i o r  p r o li f e r a ç ã o  

d e s t a s  c é l u l a s ,  q u a n d o  c o m p a r a d a s  à  c e p a  c u r a d a  e  ta m b é m  a  

o u t r o s  p r o t o z o á r i o s  d a  f a m í l i a  ( F R O S S A R D  e t  a l .,  2 0 0 6 ) .  

N o s s o  g r u p o  c o n s t a t o u  d i f e r e n ç a s  e n t r e  a s  c e p a s  n o rm a l  

e  c u r a d a  e m  u m  e s t u d o  s o b r e  a  i n f l u ê n c i a  d o  e n d o s s im b i o n t e  n a  

b i o s s í n t e s e  d e  f o s f o l i p í d e o s  d o  p r o t o z o á r i o  h o s p e d ei r o .  A  p r e s e n ç a  

d a  b a c t é r i a  s i m b i ó t i c a  i m p l i c a  e m  m a i o r  p r o d u ç ã o  d e f o s f o l i p í d e o s  

p e l o  p r o t o z o á r i o ,  s e n d o  a  f o s f a t i d i l c o l i n a  ( P C )  o  pr i n c i p a l  

f o s f o l i p í d e o  f o r m a d o .  E s t e  d a d o  r e f o r ç a  a  i m p o r t â n ci a  d a  s í n t e s e  

d e  P C  e m  C .  d e a n e i,  u m  f o s f o l i p í d e o  m a j o r i t á r i o  n a  c o m p o s i ç ã o  d a  

m e m b r a n a  p l a s m á t i c a  e  t a m b é m  n a s  m e m b r a n a s  m i t o c o n dr i a i s  

( P A L M I É - P E I X O T O  e t  a l .,  2 0 0 6 ) .  

A  p r e s e n ç a  d o  e n d o s s i m b i o n t e  p r o m o v e  a l t e r a ç õ e s  

u l t r a e s t r u t u r a i s  n a  c é l u l a  h o s p e d e i r a .  A s  c e p a s  s e lv a g e m  e  c u r a d a  
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d e  e s p é c i e s  q u e  c o n t é m  a  b a c t é r i a  s i m b i ó t i c a  a p r e s en t a m  u m a  

e s t r u t u r a  p a r a x i a l  r e d u z i d a  ( G A D E L H A  e t  a l .,  2 0 0 5 )  e  u m  

c i n e t o p l a s t o  a r r e d o n d a d o ,  o n d e  o  a r r a n j o  d e  f i b r i l as  d e  D N A  é  

m a i s  f r o u x o  ( C A V A L C A N T I  e t  a l .,  2 0 0 8 ) .  A l é m  d i s s o ,  e s t e s  

t r i p a n o s o m a t í d e o s  a p r e s e n t a m  u m a  m i t o c ô n d r i a  m a i s  ra m i f i c a d a  e  

m i c r o t ú b u l o s  s u b p e l i c u l a r e s  a u s e n t e s  n o s  p o n t o s  e m  q u e  o s  r a m o s  

m i t o c o n d r i a i s  e s t ã o  p r ó x i m o s  à  m e m b r a n a  p l a s m á t i c a  ( F I G U R A  2 )  

( F R E Y M U L L E R  &  C A M A R G O ,  1 9 8 1 ) .  O  e n d o s s i m b i o n t e  p a r ec e  

d i v i d i r - s e  e m  s i n c r o n i a  c o m  o u t r a s  e s t r u t u r a s  d o  t ri p a n o s o m a t í d e o  

h o s p e d e i r o ,  j á  q u e  c a d a  c é l u l a  f i l h a  c o n t é m  a p e n a s  u m a  ú n i c a  

b a c t é r i a  s i m b i ó t i c a  ( M O T T A  e t  a l .,  2 0 0 4 ) .  

P e l a  a n á l i s e  u l t r a e s t r u t u r a l  e  b i o q u í m i c a  d a  r e l a ç ão  

e n t r e  C r i t h i d i a  d e a n e i e  s u a  b a c t é r i a  s i m b i ó t i c a ,  f o i  c o n s t a t a d a  a  

l o c a l i z a ç ã o  d e  g l i c o s s o m o s  p r ó x i m o s  a o  e n d o s s i m b i o nt e .  E s t e  

d a d o ,  s o m a d o  à  b a i x a  a t i v i d a d e  d a  c a d e i a  r e s p i r a t ó ri a  d a  b a c t é r i a ,  

s u g e r e  q u e  o  p r o t o z o á r i o  h o s p e d e i r o  p o d e  e s t a r  f o r ne c e n d o ,  

a t r a v é s  d o  m e t a b o l i s m o  g l i c o s s o m a l ,  p a r t e  d o  A T P  c on s u m i d o  p e l o  

e n d o s s i m b i o n t e .  A l é m  d i s s o ,  a  p r e s e n ç a  d e  u m a  e c t o AT P a s e  n o  

e n v o l t ó r i o  d o  e n d o s s i m b i o n t e ,  s u g e r e  q u e  a  e n e r g i a  r e s u l t a n t e  d a  

h i d r ó l i s e  d e  A T P  p o d e  e s t a r  s e n d o  u t i l i z a d a  p a r a  t ra n s p o r t e  a t i v o  

d e  s u b s t â n c i a s  e s s e n c i a i s  à  b a c t é r i a  s i m b i ó t i c a  ( M OT T A  e t  a l. ,  

1 9 9 7 a ) .  

Q u a n t o  à  m o r f o l o g i a  d o  e n d o s s i m b i o n t e ,  e s t u d o s  

i m u n o c i t o q u í m i c o s  d e m o n s t r a m  q u e  a  s u a  m a t r i z  é  c o mp o s t a  p o r  

u m a   r e g i ã o   g r a n u l a r   e   u m a   z o n a   f i b r i l a r .  A   re g i ã o   g r a n u l a r  é   
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F i g u r a  2  –  U l t r a e s t r u t u r a  d e  C r i t h i d i a  d e s o u z a i .  
M i c r o s c o p i a  e l e t r ô n i c a  d e  t r a n s m i s s ã o  d e  C r i t h i d i a  d e s o u z a i e v i d e n c i a n d o  a  
m o r f o l o g i a  d e  t r i p a n o s om a t í d e o s  q u e  c o n t é m  o  e n d o s s i m b i o n t e :  c i n e t o p l a s t o  
( K )  a r r e d o n d a d o  c o m  a r r a n j o  d e  D N A  f r o u x o ;  e n d o s s i mb i o n t e  ( E )  p r ó x i m o  
a o  n ú c l e o  ( N ) ;  a u s ê n c i a  d e  m i c r o t ú b u l o s  s u b -p e l i c l a r e s  n o s  p o n t o s  e m  q u e  
o s  r a m o s  m i t o c o n d r i a i s  ( M )  s e  a p r o x i m a m  d a  m e m b r a n a p l a s m á t i c a  d o  
h o s p e d e i r o .  
F  =  f l a g e l o ;  F P  =  b o l s a  f l a g e l a r ;  G  =  c o m p l e x o  d e  Go l g i ;  V  =  a g r e g a d o  d e  
p a r t í c u l a s  v i r a i s .  2 6 0 0 0  X .  
S o a r e s  e t  a l. ,  1 9 8 9 .  
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e l é t r o n - d e n s a ,  s e n d o  c o m p o s t a  p r i n c i p a l m e n t e  p o r  r ib o s s o m o s  e  

d i s t i n g u e - s e  d a  f i b r i l a r ,  q u e  é  m a i s  e l é t r o n - l u c e n te  e  c o m p o s t a  p o r  

D N A  ( M O T T A  e t  a l. ,  2 0 0 3 ) .  

1 . 3 O  e n v o l t ó r i o  b a c t e r i a n o  

B a c t é r i a s  G r a m  n e g a t i v a s  s ã o  d e l i m i t a d a s  p o r  d u a s  

u n i d a d e s  d e  m e m b r a n a  s e p a r a d a s  e n t r e  s i  p e l o  e s p a ç o 

p e r i p l a s m á t i c o ,  o n d e  e s t á  p r e s e n t e  u m a  c a m a d a  d e  m ur e í n a  o u  

p e p t i d i o g l i c a n o  ( F I G U R A  3 ) .  E s t a  e s t r u t u r a  m a c r o m o le c u l a r  é  

c o m p o s t a  p o r  g l i c a n a s  u n i d a s  c o v a l e n t e m e n t e  p o r  l i ga ç õ e s  

p e p t í d i c a s ,  a p r e s e n t a n d o  a  f u n ç ã o  d e  m a n t e r  o  f o r m at o  c e l u l a r  e  

c o n f e r i r  e s t a b i l i d a d e  o s m ó t i c a  ( C A B E E N  &  J A C O B S - W A GN E R ,  

2 0 0 5 ;  R U I Z  e t  a l,  2 0 0 6 ) .  A s  m e m b r a n a s  p l a s m á t i c a s  d e  p r o c a r i o t o s  

n o r m a l m e n t e  n ã o  a p r e s e n t a m  e s t e r ó i s  e  s u a  c o m p o s i ç ão  

f o s f o l i p í d i c a  é  v a r i a d a .  E m  E s c h e r i c h i a  c o l i a  m e m b r a n a  i n t e r n a  

a p r e s e n t a  7 0 - 8 0 %  d e  f o s f a t i d i l e t a n o l a m i n a  ( P E ) ,  1 5 -2 0 %  d e  

f o s f a t i d i l g l i c e r o l  ( P G )  e  5 %  o u  m e n o s  d e  c a r d i o l i p in a  ( C L ) .  E s t e s  

p e r c e n t u a i s  s ã o  s i m i l a r e s  a o s  e n c o n t r a d o s  n a  m e m b r an a  e x t e r n a ,  

e m b o r a  o s  f o s f o l i p í d e o s  s e  l o c a l i z e m  a p e n a s  n o  f o l he t o  i n t e r n o ,  

p o i s  o  f o l h e t o  e x t e r n o  d e s t a  m e m b r a n a  é  c o m p o s t o  e xc l u s i v a m e n t e  

p o r  l i p o p o l i s a c a r í d e o s  ( L P S )  ( R U I Z  e t  a l .,  2 0 0 6 ) .  A  P C  e s t á  

a u s e n t e  n a  m a i o r i a  d o s  p r o c a r i o t o s ,  m a s  c o m p õ e m  o  en v o l t ó r i o  d e  

b a c t é r i a s  i n t i m a m e n t e  a s s o c i a d a s  a  e u c a r i o t o s  ( L Ó P EZ - L A R A  &  

G E I G E R ,  2 0 0 1 ) .  



 

 

9

 

F i g u r a  3  –  E n v o l t ó r i o  c e l u l a r  d e  b a c t é r i a s  G r a m - n e ga t i v a s .  
D e s e n h o  e s q u e m á t i c o  o b t i d o  d o  s i t e  h t t p : / / w w w . c o n c e p t d r a w . c o m
e v i d e n c i a n d o  a s  e s t r u t u r a s  q u e  c o m p õ e m  o  e n v o l t ó r i o d e  b a c t é r i a s  G r a m-
n e g a t i v a s :  m e m b r a n a  i n t e r n a ,  q u e  d e l i m i t a  o  c i t o p l as m a ,  c o m p os t a  p o r  
p r o t e í n a s  e  f o s f o l i p í d e o s ;  p e r i p l a s m a  ( o u  e s p a ç o  p er i p l a s m á t i c o ) ,  o n d e  s e  
e n c o n t r a  a  c a m a d a  d e  p e p t i d i o g l i c a n o ;  e  m e m b r a n a  e xt e r n a ,  l i g a d a  a  c a m a d a  
d e  p e p t i d i o g l i c a n o  p o r  l i p o p r o t e í n a s  e  c o n s t i t u í d a  p o r  l i p o p o l i s a c a r í d e o s  e  
p r o t e í n a s  c o m o  a s  p o r i n a s .  
h t t p : / / w w w . c o n c e p t d r a w . c o m / s a m p l e t o u r / m e d i c a l / G r a m Ne g a t i v e E n v e l o p e . g i f
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O  e n v o l t ó r i o  d o  e n d o s s i m b i o n t e  é  c o m p o s t o  p o r  d u a s  

u n i d a d e s  d e  m e m b r a n a ,  e n t r e t a n t o  a n á l i s e s  u l t r a e s t ru t u r a i s  

m o s t r a m  q u e  u m a  p a r e d e  c e l u l a r  d e  b a c t é r i a s  G r a m - n eg a t i v a s  e s t á  

r e d u z i d a  ( F I G U R A  4 )  ( S O A R E S  &  D e  S O U Z A ,  1 9 8 7 ;  M O T T A e t  

a l . ,  1 9 9 1 ) .  S e g u n d o  M o t t a  e t  a l . ( 1 9 9 7 b ) ,  a  a ç ã o  d e  a n t i b i ó t i c o s  β -

l a c t â m i c o s  e m  C .  d e a n e i a f e t a  t a n t o  a  f o r m a  q u a n t o  a  d i v i s ã o  d a  

b a c t é r i a  s i m b i ó t i c a  s u g e r i n d o  q u e ,  a p e s a r  d e  e x t r e ma m e n t e  

r e d u z i d a ,  a  p a r e d e  c e l u l a r  d e s e m p e n h a  p a p é i s  e s s e n ci a i s  n o  

e n d o s s i m b i o n t e .  

A  e x i s t ê n c i a  d e  d u a s  m e m b r a n a s  e  a  p r e s e n ç a  d e  u m a  

p a r e d e  r e d u z i d a  ( F I G U R A  4 A - B )  l e v a  a  u m a  c o n t r o v é r si a  q u a n t o  à  

o r i g e m  d a  m e m b r a n a  e x t e r n a .  A l g u n s  a u t o r e s  d e f e n d e m a  h i p ó t e s e  

d e  q u e  e s t a  m e m b r a n a  é  d e r i v a d a  d a  m e m b r a n a  p l a s m á ti c a  d o  

p r o t o z o á r i o  h o s p e d e i r o  n o  m o m e n t o  e m  q u e  a  b a c t é r i a f o i  

i n c o r p o r a d a ,  f o r m a n d o  o  s i m b i o s o m o  –  v a c ú o l o  q u e  c on t é m  a  

b a c t é r i a  s i m b i ó t i c a  ( C H A N G ,  1 9 7 4 ) .  P o r é m ,  p a r a  o u t ro s  a u t o r e s  a  

m e m b r a n a  e x t e r n a  t e m  c a r a c t e r í s t i c a s  p r o c a r i o t a s ,  po r  a p r e s e n t a r  

p o r i n a s  ( A N D R A D E  e t  a l .,  2 0 0 8 )  e  a l t a  q u a n t i d a d e  d e  p r o t e í n a s  

t r a n s m e m b r a n a  ( F I G U R A  4 C ) ,  c o m o  d e s c r i t o  e m  b a c t é r ia s  G r a m  

n e g a t i v a s  ( M O T T A  e t  a l .,  1 9 9 1 ;  S O A R E S  &  D E  S O U Z A ,  1 9 8 7 ) .  

E s t u d o s  r e c e n t e s  c o n f i r m a r a m  a  a u s ê n c i a  d e  e s t e r ó i s n o  

e n v o l t ó r i o  d o  e n d o s s i m b i o n t e  e  m o s t r a r a m  q u e  s u a  c om p o s i ç ã o  

f o s f o l i p í d i c a  é  c o n s t i t u í d a  p o r  2 5 , 7 %  d e  C L ,  2 0 , 1 %  d e  P C ,  1 9 %  d e  

P E  e  1 5 , 4 %  d e  P I  ( P A L M I É - P E I X O T O  e t  a l .,  2 0 0 6 ) .  I m p o r t a n t e  

m e n c i o n a r    q u e    P C    n ã o    e s t á    p r e s e n t e    e m   p r o c a r i o t o s ,   m a s   
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A  

B  C  

F i g u r a  4  –  E n v o l t ó r i o  d o  e n d o s s i m b i o n t e  d e  t r i p a n o so m a t í d e o s .   
E m  A ,  m i c r o s c o p i a  e l e t r ô n i c a  d e  t r a n s m i s s ã o  d o  e n d os i m b i n o t e  ( E )  d e  
B l a s t o c r i t h i d i a  c u l i c i s.  S e t a s  i n d i c a m  o  a u m e n t o  d a  f i g u r a  A  n a  f i g u r a  B .  
1 5 . 0 0 0  X  
E m  B ,  m i c r o s c o p i a  e l e t r ô n i c a  d e  t r a n s m i s s ã o  m o s t r a nd o  e m  m a i o r  a u m e n t o  
d a  f i g u r a  A  ( s e t a s ) ,  e v i d e n c i a n d o  a s  m e m b r a n a s  i n t er n a  ( I M )  e  m e m b r a n a  
e x t e r n a  ( O M ) .  N o t a r  q u e  a  f o r m a  d a  b a c t é r i a  n ã o  é  be m  de f i n i d a  s u g e r i n d o  
a  a u s ê n c i a  d e  p a r e d e  e x t e r n a  e n t r e  a s  d u a s  m e m b r a n as  d o  s i m b i o n t e .  P M  =  
m e m b r a n a  p l a s m á t i c a .  4 0 . 0 0 0  X .  
E m  C ,  c r i o f r a t u r a  d o  e n d o s s i m b i o n t e  r e v e l a n d o  p r o t eí n a s  t r a n s m e m b r a n a s  
p r e s e n t e s  n o  e n v o l t ó r i o  d a  b a c t é r i a  s i m b i ó t i c a .  P F o =  f a c e  p r o t op l a s m á t i c a  
d a  m e m b r a n a  e x t e r n a ;  P F i  =  f a c e  p r o t o p l a s m á t i c a  d a  m e m b r a n a  i t e r n a ;  E F o  
=  f a c e  e x t r a c e l u l a r  d a  m e m b r a n a  e x t e r n a ;  E F i  =  f a c e e x t r a c e l u l a r  d a  
m e m b r a n a  i t e r n a .  6 4 0 0 0  X .  
S o a r e s  &  D e  S o u z a  1 9 8 7  
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e n c o n t r a s - s e  n o  e n v o l t ó r i o  d e  b a c t é r i a s  i n t i m a m e n t e a s s o c i a d a s  a  

c é l u l a s  e u c a r i o t a s ,  s e j a  p o r  s i m b i o s e  o u  p a t o g ê n i c as  ( L Ó P E Z -

L A R A  &  G E I G E R ,  2 0 0 1 ) .  

1 . 4 M e t a b o l i s m o  d e  f o s f a t i d i l c o l i n a  

O  e s t u d o  d a  e s t r u t u r a  d o s  f o s f o l i p í d e o s ,  b e m  c o m o  de  

s u a s  f u n ç õ e s  e  v i a s  d e  s í n t e s e ,  t e v e  g r a n d e s  a v a n ç os  n a  d é c a d a  d e  

5 0 ,  q u a n d o  E u g e n e  K e n n e d y  e  c o l a b o r a d o r e s  u t i l i z a r am  b a c t é r i a s  

c o m o  m o d e l o  e x p e r i m e n t a l .  N a s  d é c a d a s  s e g u i n t e s ,  v ár i o s  e s t u d o s  

f o r a m  r e a l i z a d o s  s o b r e  a  r e g u l a ç ã o  d a s  v i a s  d e  s í n te s e  d e  

f o s f o l i p í d e o s ,  u t i l i z a n d o  i n c l u s i v e  a b o r d a g e n s  m o l ec u l a r e s .  D e  u m  

m o d o  g e r a l ,  o s  f o s f o l i p í d e o s  a p r e s e n t a m  i m p o r t a n t e s f u n ç õ e s :  s ã o  

c o n s t i t u i n t e s  m a j o r i t á r i o s  d a  m e m b r a n a  p l a s m á t i c a ;  i n t e r a g e m  c o m  

e n z i m a s  e  p r o t e í n a s  i n t e g r a i s ,  c o n t r i b u i n d o  p a r a  a  a q u i s i ç ã o  d e  

u m a  c o n f o r m a ç ã o  f u n c i o n a l  f i n a l ;  p a r t i c i p a m  d e  i m p or t a n t e s  

p r o c e s s o s  d e  s i n a l i z a ç ã o  c e l u l a r  e  i n f l u e n c i a m  a  e xp o r t a ç ã o  

p r o t é i c a  e  a  r e p l i c a ç ã o  d e  D N A  ( C R O N A N ,  2 0 0 3 ) .  C o m  f u n ç õ e s  

t ã o  i m p o r t a n t e s  e  d i v e r s i f i c a d a s ,  e s s a s  m a c r o m o l é c ul a s  a p r e s e n t a m  

c o m p o s i ç ã o  e  d i s t r i b u i ç ã o  v a r i a d a  n o s  d i f e r e n t e s  t ip o s  c e l u l a r e s  

( D O W H A N ,  1 9 9 7 ;  K E N T ,  1 9 9 5 ) .  A  f u n ç ã o  u n i c a m e n t e  e s tr u t u r a l  

d e  P C ,  f o s f o l i p í d e o  p r e d o m i n a n t e  n a  m e m b r a n a  p l a s m át i c a  d e  

e u c a r i o t o s ,  a i n d a  é  d i s c u t i d a .  A s s i m  c o m o  P C ,  P E  é  u m  

f o s f o l i p í d e o  z w i t t e r i ô n i c o ,  e  t a m b é m  p a r e c e  d e s e m p en h a r  u m  p a p e l  

i m p o r t a n t e  n a  e s t r u t u r a ç ã o  d e  m e m b r a n a s  e  n a  c i t o c in e s e  

b a c t e r i a n a  ( M A T S U M O T O  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  J á  P I ,  p a r t i c ip a  d a  

s i n a l i z a ç ã o  c e l u l a r  e m  e u c a r i o t o s ,  a p ó s  s e r  f o s f o r il a d o  a  
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f o s f a t i d i l i n o s i t o l  4 , 5 - b i f o s f a t o  q u e  é  s u b s t r a t o  d a f o s f o l i p a s e  C ,  

r e s u l t a n d o  n a  p r o d u ç ã o  d e  i n o s i t o l  1 , 4 , 5 - t r i f o s f a t o ( I P3 ) ,  q u e  

l i b e r a  C a+ +  d e  e s t o q u e s  i n t r a c e l u l a r e s ,  e  d i a c i l g l i c e r o l  ( D A G ) q u e  

a t i v a  p r o t e í n a s  c i n a s e  C  ( S A S A K I e t  a l .,  2 0 0 7 ) .  

O s  f o s f o l i p í d e o s  p o s s u e m  v á r i a s  v i a s  d e  s í n t e s e ,  q ue  

p o d e m  v a r i a r  d e  u m  o r g a n i s m o  p a r a  o u t r o .  E n t r e t a n t o,  a  

b i o s s í n t e s e  d e  f o s f o l i p í d e o s  s e m p r e  c o m e ç a  c o m  a  f or m a ç ã o  d e  

á c i d o  f o s f a t í d i c o  ( P A )  a p ó s  d u a s  a c i l a ç õ e s  d e  s n- g l i c e r o l - 3 - P .  

N e s t a s  v i a s  d e  s í n t e s e ,  u m  f o s f o l i p í d e o  f o r m a d o  p o de  s e r  

c o n v e r t i d o  e m  o u t r o ,  c o n s i d e r a n d o  a s  e n z i m a s  e n v o l vi d a s  n e s t e s  

p r o c e s s o s  e  o s  p r e c u r s o r e s  m e t a b ó l i c o s  d i s p o n í v e i s  ( D O W H A N ,  

1 9 9 7 ) .  

E m b o r a  r e s u l t e m  n o s  m e s m o s  f o s f o l i p í d e o s ,  a s  v i a s  de  

s í n t e s e  d e s s a s  m a c r o m o l é l u l a s  v a r i a m  e n t r e  p r o c a r i ot o s  e  

e u c a r i o t o s  ( D O W H A N ,  1 9 9 7 ;  K E N T ,  1 9 9 5 ) .  D e n t r e s  e s t as  v i a s ,  a  

d e  s í n t e s e  d e  P C  é  u m  a l v o  d e  e s t u d o  m u i t o  i m p o r t a nt e  p e l o  f a t o  

d e s t e  f o s f o l i p í d e o  e s t a r  a u s e n t e  e m  p r o c a r i o t o s  l i vr e s ,  m a s  

p r e s e n t e  e m  b a c t é r i a s  a s s o c i a d a s  i n t i m a m e n t e  a  e u c ar i o t o s  

( L Ó P E Z - L A R A  &  G E I G E R ,  2 0 0 1  e  R U D D E R  e t  a l .,  1 9 9 9 ,  1 9 9 7 ) .  A  

s í n t e s e  d e  P C  p o d e  o c o r r e r  a  p a r t i r  d e  t r ê s  v i a s  p ri n c i p a i s :  

K e n n e d y ,  G r e e n b e r g  e  P C  s i n t a s e .  A l g u n s  d a d o s  r e l a ci o n a d o s  à s  

e n z i m a s  p r e s e n t e s  n a s  v i a s  d e  s í n t e s e  d e  P C  f o r a m  re u n i d o s  e m  

u m a  t a b e l a  n o  f i n a l  d e s t e  c a p í t u l o  ( T A B E L A  1 ) .  
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1 . 4 . 1 V i a  d e  K e n n e d y  

T a m b é m  c o n h e c i d a  c o m o  v i a  d a  C D P - c o l i n a ,  a  v i a  d e  

K e n n e d y  é  a  p r i n c i p a l  v i a  d e  s í n t e s e  d e  P C  e m  c é l u la s  d e  

m a m í f e r o s .  N e s s a  v i a ,  a  c o l i n a  l i v r e  é  u t i l i z a d a  p ar a  s í n t e s e  d e  

P C ,  p a s s a n d o  p o r  3  e t a p a s :  a  p r i m e i r a  c o n t a  c o m  a  aç ã o  d a  e n z i m a  

c o l i n a  c i n a s e ,  q u e  f o s f o r i l a  a  c o l i n a  l i v r e  e m  f o s fo c o l i n a ;  a  

s e g u n d a  e t a p a ,  q u e  é  l i m i t a n t e  d a  r e a ç ã o ,  t e m  c o m o  e n z i m a  

c a t a l i s a d o r a  a  C T P : f o s f o c o l i n a  c i t i d i l i l t r a n s f e r a s e ( C C T ) ,  q u e  

f o r m a  C D P - c o l i n a  a  p a r t i r  d e  c o l i n a  f o s f a t o  e  C T P ;  f i n a l m e n t e ,  n a  

t e r c e i r a  e t a p a  a  e n z i m a  C D P - c o l i n a : 1 , 2 - d i a c i l g l i c e ro l  

c o l i n a f o s f o t r a n s f e r a s e  c o n v e r t e  C D P - c o l i n a  e  d i a c i lg l i c e r o l  e m  P C  

( F I G U R A  5 ) .  

A  m i l t e f o s i n a  a t u a  c o m o  d r o g a  i n i b i d o r a  d e s s a  v i a ,  a o  

i m p e d i r  a  l i g a ç ã o  d a  C T P : f o s f o c o l i n a  c i t i d i l i l t r a n sf e r a s e  à  

m e m b r a n a ,  p a r a  q u e  e s t a  t o r n e - s e  a t i v a  ( U R B I N A ,  1 9 97 ;  C U I  &  

H O U W E L I N G ,  2 0 0 2 ) .   E n t r e t a n t o ,   e s t a    d r o g a    a p r es e n t a   o u t r o s  

a l v o s  n a  c é l u l a ,  c o m o  o s  g l i c o s s o m o s  ( L U X  e t  a l .,  2 0 0 0 )  e  a  

m i t o c ô n d r i a ,  d e s e n c a d e a n d o  o  p r o c e s s o  d e  a p o p t o s e  (W I E D E R  e t  

a l . ,  1 9 9 9 ) .   

1 . 4 . 2 V i a  d e  G r e e n b e r g  

P o s t e r i o r m e n t e  d e n o m i n a d a  v i a  d a s  m e t i l a ç õ e s  p o r  C ui  e  

H o u w e l i n g  ( 2 0 0 2 ) ,  e s t a  v i a  é  d e s c r i t a  c o m o  a  p r i n c ip a l  e m  c é l u l a s  

p r o c a r i o t a s  e  c o m o  u m a  v i a  a d i c i o n a l  e m  h e p a t ó c i t o s.  

A  v i a  d e  G r e e n b e r g  u t i l i z a  c o m o  s u b s t r a t o  i n i c i a l  a P E  

p a r a   f o r m a r   P C   e m   t r ê s  e t a p a s .  T a i s  e t a p a s  s ã o  c o n s t i t u í d a s  p o r   
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Via  de  Kennedy  V ia  de  Greenberg  

F i g u r a  5  –  V i a  d e  K e n n e d y  e  V i a  d e  G r e e n b e r g .  
A  s í n t e s e  d e  P C  o c o r r e  p r e d o m i n a n t e m e n te  p e l a  V i a  d e  K e n n e d y  e m  
e u c a r i o t o s  s u p e r i o r e s .  J á  e m  e u c a r i o t o s  i n f e r i o r e s  e  e m  a l g u m a s  b a c t é r i a s  
i n t i m a m e n t e  a s s o c i a d a s  a  e u c a r i o t o s  ( p a r a s i t a s  e  s im b i o n t e s ) ,  a  V i a  d e  
G r e e n b e r g  é  d e s c r i t a  c o m o  a  p r i n c i p a l .  
C K  =  c o l i n a  c i n a s e ;  C C T  =  C T P : f o s f o c o l i n a  c i t i di l i l t r a n s f e r a s e ;  C P T  =  
f o s f a t i d i l c o l i n a  t r a s n f e r a s e ;  P m t  =  f o s f a t i d i l e t a n ol a m i n a  m e t i l t r a n s f e r a s e ;  
S A M  =  S - a d e n o s i l m e t i o n i n a ;  S A H  =  S - a d e n o s i l h o m o c i s te í n a  
L Ó P E Z- L A R A  &  G E I G E R ,  2 0 0 1 
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r e a ç õ e s  d e  m e t i l a ç ã o ,  o n d e  a  P E  p a s s a  p e l o s  i n t e r m ed i á r i o s  

m o n o m e t i l f o s f a t i d i l e t a n o l a m i n a  ( M M P E )  e  d i m e t i l f o s fa -

t i d i l e t a n o l a m i n a  ( D M P E )  a n t e s  d e  f o r m a r  o  p r o d u t o  fi n a l ,  a  P C  

( F I G U R A  5 ) .  

N e s t a  v i a ,  o c o r r e  a  a ç ã o  d e  d u a s  i s o f o r m a s  d a  e n z i ma  

f o s f a t i d i l e t a n o l a m i n a -Ν - m e t i l t r a n s f e r a s e  ( P m t ) ,  a m b a s  d e r i v a d a s  

d e  u m  ú n i c o  g e n e .  T a i s  i s o f o r m a s  s ã o  c a p a z e s  d e  c a ta l i z a r  r e a ç õ e s  

p a r a  a  f o r m a ç ã o  d e  P C ,  m a s  a p r e s e n t a m  d i f e r e n ç a s  q ua n t o  a  

a t i v i d a d e  e  a  l o c a l i z a ç ã o  c e l u l a r :  n o  f í g a d o ,  a  P m t1  é  r e s p o n s á v e l  

p o r  c e r c a  d e  8 0 %  d a  a t i v i d a d e  m e t i l t r a n s f e r a s e  e  l oc a l i z a - s e  n o  

r e t i c u l o   e n d o p l a s m á t i c o ;  j á  a  P m t 2   r e p r e s e n t a   a pe n a s   2 0 %  d e s s a  

a t i v i d a d e  e  l o c a l i z a - s e  e x c l u s i v a m e n t e  e m  m e m b r a n a s a s s o c i a d a s  à  

m i t o c ô n d r i a  ( C U I  &  H O U W E L I N G ,  2 0 0 2 ) .  

E m b o r a   t e n h a   c o m o   a l v o   a   i n i b i ç ã o    d a    s í n t es e   d e  

e s t e r ó i s ,  o  2 2 , 2 6 - a z a s t e r o l  p o d e  s e r  u t i l i z a d o  c o m o i n i b i d o r  d e s s a  

v i a  p o r  i n i b i r  a  a t i v i d a d e  d a s  P m t  ( U R B I N A ,  1 9 9 7 ;  RO D R I G U E S  e t  

a l . ,  2 0 0 2 ;  P A L M I É - P E I X O T O  e t  a l. ,  2 0 0 6 ) .  

1 . 4 . 3 V i a  d a  P C  s i n t a s e  

D e s c r i t a  e m  p r o c a r i o t o s  c o m  í n t i m a  a s s o c i a ç ã o  a  

e u c a r i o t o s ,  c o m o  n o  c a s o  d e  s i m b i o s e s ,  e s s a  v i a  a p re s e n t a - s e  c o m o  

u m a  a l t e r n a t i v a  à  s í n t e s e  d e  P C  e m  b a c t é r i a s  c o m o  S i n o r h i z o b i u m  

m e l i l l o t i .  S e g u n d o  R u d d e r  e  c o l a b o r a d o r e s  ( 1 9 9 7 )  m u t a n t e s  d o 

g ê n e r o  R h i z o b i u m d e f i c i e n t e s  e m  N - m e t i l t r a n s f e r a s e  a p r e s e n t a r a m  

P C  e m  s u a s  m e m b r a n a s ,  s u g e r i n d o  u m a  v i a  a l t e r n a t i v a à  d e  

G r e e n b e r g  p a r a  a  s í n t e s e  d e s t e  f o s f o l i p í d e o .  
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E m  1 9 9 9 ,  R u d d e r  e  c o l a b o r a d o r e s  d e s c r e v e r a m ,  e m  

p r o c a r i o t o s  i n t i m a m e n t e  a s s o c i a d o s  a  e u c a r i o t o s ,  u ma  v i a  

a l t e r n a t i v a  p a r a  s í n t e s e  d e  P C .  N e s t a  v i a ,  P C  é  s i nt e t i z a d a  e m  

a p e n a s  u m a  r e a ç ã o :  a  e n z i m a  f o s f a t i d i l c o l i n a  s i n t a se  ( P c s )  c a t a l i z a  

a  r e a ç ã o  d e  C D P - d i a c i l g l i c e r í d e o  c o m  c o l i n a  l i v r e ,  f o r m a n d o  P C  e  

C M P  ( F I G U R A  6 ) .  

N e s t e  t r a b a l h o  v e r i f i c a m o s  a  i n f l u ê n c i a  d o  

e n d o s s i m b i o n t e   n a   s í n t e s e   d e   f o s f o l i p í d e o s   d e   C .   d e a n e i  e  

s u a  p o s s í v e l  d e p e n d ê n c i a  d a  c é l u l a  h o s p e d e i r a  p a r a  a  s í n t e s e  d e  

P C .  O  e s t u d o  d a s  v i a s  d e  s í n t e s e  d e  f o s f o l i p í d e o s  em  C .  d e a n e i 

p o d e r á  r e v e l a r  n o v a s  t r o c a s  m e t a b ó l i c a s  e n t r e  a  b a ct é r i a  

s i m b i ó t i c a  e  o  p r o t o z o á r i o  h o s p e d e i r o ,  p o s s i b i l i t a nd o  m a i o r  

c o m p r e e n s ã o  s o b r e  o  e s t a b e l e c i m e n t o  d a  e n d o s s i m b i o se  e m  

t r i p a n o s o m a t í d e o s .  
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F i g u r a  6  –  V i a  d a  P C  S i n t a s e  ( P C S ) .  
V i a  a l t e r n a t i v a  d e  s í n t e s e  d e  P C  d e s c ri t a  e m  a l g u m a s  b a c t é r i a s  i n t i m a m e n t e  
a s s o c i a d a s  a  e u c a r i o t o s ,  e m  c a s o s  d e  p a r a s i t i s m o s  e s i m b i o s e s .  

CDP-diac i lg l icero l  

Fosfat i f i l co l ina  

co l i na  

CMP 

pcs  
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T a b e l a  1  –  E z i m a s  d a s  v i a s  d e  s í n t e s e  d e  P C  ( V i a  d e K e n n e d y ,  V i a  d e  G r e e n b e r g  e  V i a  d a  P C  S i n t a s e ) .  
E n z i m a  V i a  F u n ç ã o  R e a g e n t e  P r o d u t o  T i p o  

c e l u l a r  
I n i b i d o r e s  

C o l i n a  ci n a s e  
( C K )  

K e n n e d y  F o s f o r il a ç ã o  d a  
c o l i n a  e  
e t a n o l a m i n a  

C o l i n a  l i v r e  C o l i n a  
f o s f a t o  

E u c a r i o t o s  H e m i c h o l i u m - 3  
( H C - 3 )  

C T P : f o s f o c o l i n a  
c i t i d i l i l t r a n s f e r a s e  
( C T )  

K e n n e d y  A d i ç ã o  d e  C M P  
à  c o l i n a  
f o s f o r i l a d a  
( e t a p a  
l i m i t a n t e )  

C o l i n a  f o s f a t o  +  
C T P  

C D P - c o l i n a  E u c a r i o t o s  L i s o f o s f o l i p í d e o s :  
m i l t e f o s i n a  
( H e P C ) ;  
e d e l f o s i n a  ( E T -
1 8 - O C H 3 )  

C D P - c o l i n a : 1 , 2 -
d i a c i l g l i c e r o l  
c o l i n a f o s f o t r a n s f e
r a s e  ( C P T )  

K e n n e d y  T r o c a  d a  C M P  
p e l o  1 , 2  
d i a c i l g l i c e r o l  

C D P -c o l i n a  +  
D A G  

P C  E u c a r i o t o s  F a r s e n o l ;  
g e r a n i l g e r a n o l ;  
c e l e r i t r i n a  

F o s f a t i d i l s e r i n a  
d e s c a r b o x i l a s e  

 D e s c a r b o x i l a ç ã o  
d a  
f o s f a t i d i l s e r i n a  

F o s f a t i d i l s e r i n a  P E  E u c a r i o t o s   

F o s f a t i d i l -
e t a n o l a m i n a -Ν -
m e t i l t r a n s f e r a s e  
( P m t )  

G r e e n b e r g  M e t i l a ç ã o  d a  P E 
e  i n t e r m e d i á r i o s 

P E;  M M P E ;  
D M P E  

M M P E ;  
D M P E ;  P C  

E u c a r i o t o s ,  
p r o c a r i o t o s  

2 2 - 2 6  A z a s t e r o l  

P C  s i n t a s e  P c s  S í n t e s e  d e  P C  c o l i n a  +  C D P -
d i a c i l g l i c e r o l  

C M P  +  P C  P r o c a r i o t o s  
í n t i m a m e n t e  
a s s o c i a d o s  a  
e u c a r i o t o s  
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2  Ob je t i vos  

2 . 1 O b j e t i v o  G e r a l  

E s t u d a r  a  s í n t e s e  d e  f o s f o l i p í d e o s  e m  C r i t h i d i a  d e a n e i e  

e m  s e u  e n d o s s i m b i o n t e  i s o l a d o .  

2 . 2 O b j e t i v o s  e s p e c í f i c o s  

•  C o m p a r a r  a  s í n t e s e  d e  f o s f o l i p í d e o s  n a s  c e p a s  

n o r m a l  e  c u r a d a  d e  C .  d e a n e i;  

•  O b s e r v a r  p o r  m i c r o s c o p i a  d e  t r a n s m i s s ã o  a  

u l t r a e s t r u t u r a  d a s  f r a ç õ e s  d e  s i m b i o n t e  e  m i t o c ô n d ri a  a p ó s  3  h o r a s  

d e  i s o l a m e n t o ;  

•  A v a l i a r  a  c o m p o s i ç ã o  f o s f o l i p í d i c a  d a s  f r a ç õ e s  d e  

s i m b i o n t e  e  m i t o c ô n d r i a  ( m o d e l o  c o m p a r a t i v o )  o b t i d as  d e  C .  

d e a n e i c r e s c i d a  e m  m e i o  c o n t e n d o  3 2P i ;  

•  A n a l i s a r  a  c a p a c i d a d e  d e  s í n t e s e  d e  f o s f o l i p í d e o s  

e m  e n d o s s i m b i o n t e s  e  m i t o c ô n d r i a s  i s o l a d o s  d e  C .  d e a n e i;  

•  I d e n t i f i c a r  e n z i m a s  e n v o l v i d a s  n a  s í n t e s e  d e  P C  n o  

g e n o m a  d o  e n d o s s i m b i o n t e ;  

•  C a r a c t e r i z a r  a  v i a  d e  s í n t e s e  d e  P C  p e l o  s i m b i o n t e  

i s o l a d o  d e  C .  d e a n e i;  

•  O b s e r v a r  a  d i f e r e n ç a  n o  c o n s u m o  d e  O2  e n t r e  c e p a s  

n o r m a l  e  c u r a d a  d e  C .  d e a n e i;  

•  O b s e r v a r  o  c o n s u m o  d e  O2  e m  f r a ç õ e s  d e  s i m b i o n t e  

e  m i t o c ô n d r i a  d e  C .  d e a n e i,  v i s a n d o  p r o v a r  a  v i a b i l i d a d e .  
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3  Mate r ia l  e  mé todos  

3 . 1 C u l t i v o  

A s  c e p a s  n o r m a l  e  c u r a d a  d e  C r i t h i d i a  d e a n e i f o r a m  

c u l t i v a d a s  c o m  i n o c u l o  d e  1 0 %  d e  c é l u l a s  e m  m e i o  W ar r e n  

( W A R R E N ,  1 9 6 0 )  e n r i q u e c i d o  c o m  1 0 %  d e  s o r o  f e t a l  b ov i n o  

( C u l t i l a b ) .  

A s  c é l u l a s  f o r a m  m a n t i d a s  a t r a v é s  d e  r e p i q u e s  s e m a na i s ,  

o n d e  u m  i n ó c u l o  d e  1 0 %  d a  c u l t u r a  d e  c é l u l a s  f o i  a di c i o n a d o  a o  

m e i o  f r e s c o .  E m  s e g u i d a ,  a s  c é l u l a s  f o r a m  c r e s c i d a s p o r  2 4  h o r a s  

e m  e s t u f a  a  2 8 ° C .  A p ó s  2 4  h o r a s ,  a s  c é l u l a s  f o r a m  ar m a z e n a d a s  e m  

g e l a d e i r a  a  4  ° C  p o r  7  d i a s  a t é  o  p r ó x i m o  r e p i q u e .  

3 . 2 F r a c i o n a m e n t o  c e l u l a r  

3 . 2 . 1 O b t e n ç ã o  d a s  f r a ç õ e s  d e  e n d o s s i m b i o n t e  e  m i t o c ô n d r ia  

P a r a  i s o l a r  o  e n d o s s i m b i o n t e  d e  C r i t h i d i a  d e a n e i f o i  

u t i l i z a d a  a  t é c n i c a  d e  f r a c i o n a m e n t o  c e l u l a r  e s t a b el e c i d a  p o r  

A l f i e r i  e t  a l.  ( 1 9 8 2 )  c o m  a l g u m a s  m o d i f i c a ç õ e s ,  c o m o  d e s c r i t o  a  

s e g u i r .  

F o r a m  c r e s c i d a s  e n t r e  8 0 0  m L  e  1 , 2  l i t r o s  d e  c é l u l as ,  

o b t e n d o - s e  a  c o n c e n t r a ç ã o  d e  1 07  c é l u l a s / m L  ( c o n c e n t r a ç ã o  c e l u l a r  

e m  q u e  a  C r i t h i d i a  d e n e i a t i n g e  a  f a s e  l o g  d e  c r e s c i m e n t o ) ,  e m  

m e i o  W a r r e n  ( W A R R E N ,  1 9 6 0 )  c o n t e n d o  1 0 %  d e  s o r o  f e ta l  b o v i n o .  

O s  p r o t o z o á r i o s  f o r a m  c e n t r i f u g a d o s  e  l a v a d o s  2  v e ze s  e m  t a m p ã o  

f o s f a t o  d e  s ó d i o  ( P B S ) ,  p H  7 , 2  e  c e n t r i f u g a d o s  a  4 .0 0 0 g  p o r  1 0  
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m i n u t o s  a  4  ° C  e m  c e n t r í f u g a  S o r v a l l  ( R C - 5 B  r e f r i g er a t e d  

s u p e r s p e e d  c e n t r i f u g u e  –  D u  P o n t  I n s t r u m e n t s ) .  

O  s e d i m e n t o  o b t i d o  f o i  r e s s u s p e n s o  e m  4  a  6  m L  d e  

á g u a  d e i o n i z a d a  g e l a d a  o n d e  é  m a n t i d o  e m  t u b o  d e  e ns a i o ,  e m  

b a n h o  d e  g e l o ,  p o r  c e r c a  d e  3 5  m i n u t o s .  A p ó s  e s s e  te m p o ,  a s  

c é l u l a s  f o r a m  c e n t r i f u g a d a s  a  4 . 0 0 0 g  p o r  1 0  m i n u t o s  a  4  ° C  n a  

m e s m a  c e n t r í f u g a  e  r e s s u s p e n s a s  e m  1 0  a  1 3  m L  d e  t am p ã o  t r i s -

H C L  2 0  m M ,  p H  7 , 6  c o n t e n d o  s a c a r o s e  0 , 2 5  M .  O  r o m p im e n t o  

c e l u l a r  f o i  r e a l i z a d o  p o r  u l t r a - s o m  ( U l t r a s o n i c  p r oc e s s o r  m o d e l  

G E X - 6 0 0 )  e m  b a n h o  d e  g e l o ,  o n d e  f o r a m  a p l i c a d a s  t r ês  s e s s õ e s  d e  

t r ê s  s é r i e s  d e  p u l s o s  d e  1 5  s  c o m  a m p l i t u d e  d e  1 0 % . E n t r e  c a d a  

s é r i e  d e  p u l s o s ,  d e u - s e  u m  i n t e r v a l o  d e  u m  m i n u t o  pa r a  p r o m o v e r  a  

s e d i m e n t a ç ã o  d a s  c é l u l a s  i n t e i r a s ,  o  q u e  o t i m i z a  o  r o m p i m e n t o .  

E m  s e g u i d a ,  o  h o m o g e n e i z a d o  o b t i d o  d o  r o m p i m e n t o  f oi  

i n c u b a d o  e m  p r o v e t a  d e  5 0  m L  e m  e s t u f a  a  2 5 ° C  p o r  30  m i n u t o s  

e m  u m  v o l u m e  f i n a l  d e  s o l u ç ã o  d e  2 0  m L  d e  t a m p ã o  t ri s - H C L  2 0  

m M ,  p H  7 , 6  c o n t e n d o  s a c a r o s e  0 , 2 5  M ,  C a C l2  2  m M  e  M g C l2  1 0  

m M  e  2 5  µ g / m L  d e  D N A s e  ( S i g m a  t i p o  I ) .  A p ó s  e s t e  p e r í o d o ,  

a d i c i o n o u - s e  1 0  m L  d e  t a m p ã o  t r i s - H C L  2 0  m M ,  p H  7 , 6 c o n t e n d o  

s a c a r o s e  0 , 2 5  M  e  á c i d o  e t i l e n o d i a m i n o  t e t r a - a c é t i co  ( E D T A )  2  

m M .  O  v o l u m e  t o t a l  d e  3 0 m l  é  h o m o g e n e i z a d o  e  c e n t r if u g a d o  a  

5 . 0 0 0 g  p o r  2 0  m i n u t o s  a  4  ° C  e m  c e n t r í f u g a  S o r v a l l .  O  s e d im e n t o  

o b t i d o  f o i  r e s s u s p e n d i d o  e m  2 0  m L  t a m p ã o  t r i s - H C L  20  m M ,  p H  

7 , 6  c o n t e n d o  s a c a r o s e  0 , 2 5  M  e  0 , 5  m g / m L  d e  P r o n a s e ( p r o t e a s e  

t i p o  X I V  d e  S t r e p t o m y c e s  g r i s é u s,  S i g m a ) .  E m  s e g u i d a ,  a  s o l u ç ã o  
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f o i  c e n t r i f u g a d a  e m  c e n t r í f u g a  S o r v a l l  p o r  2 0  m i n u to s  a  4 . 0 0 0 g  4  

° C  e  o  s e d i m e n t o  f o r m a d o  f o i  r e s s u s p e n d i d o  e m  2 0  m L d e  t a m p ã o  

t r i s - H C L  2 0  m M ,  p H  7 , 6  c o n t e n d o  s a c a r o s e  0 , 2 5  M  e  ED T A  2 m M .  

C o m  o  o b j e t i v o  d e  r e t i r a r  a s  c é l u l a s  i n t e i r a s  

p e r s i s t e n t e s ,  o  h o m o g e n e i z a d o  f o i  c o l o c a d o  s o b  c o l ch ã o  d e  

s a c a r o s e  0 , 5 M  d i l u í d a  e m  t a m p ã o  t r i s - H C L  2 0  m M ,  p H  7 , 6  

( p r o p o r ç ã o  d e  2 , 5  m L  d e  h o m o g e n e i z a d o  p a r a  2 , 5  m L  de  t a m p ã o  

c o n t e n d o  s a c a r o s e ) .  A p ó s  c e n t r i f u g a ç ã o  a  5 5 0 g  p o r  1 0  m i n u t o s  4  

° C  e m  c e n t r í f u g a  r e f r i g e r a d a  ( S p i n  I V  –  I n c i b r á s ) ,  o  s e d i m e n t o  

c o n t e n d o  a s  c é l u l a s  i n t e i r a s  f o i  d e s c a r t a d o  e  p a r t e d o  s o b r e n a d a n t e  

( a  b a n d a  f o r m a d a  n a  p a r t e  s u p e r i o r  d e  c a d a  t u b o )  f oi  c e n t r i f u g a d a  

a  4 . 0 0 0 g  p o r  1 0  m i n u t o s  4  ° C  e m  c e n t r í f u g a  S o r v a l l .  O  s e d i m en t o  

o b t i d o  a p ó s  e s t a  c e n t r i f u g a ç ã o  e q u i v a l e  à  f r a ç ã o  d e s i m b i o n t e ,  

a i n d a  i m p u r a ,  u t i l i z a d a  n o s  e x p e r i m e n t o s .  J á  o  s o b re n a d a n t e  

o b t i d o  f o i  c e n t r i f u g a d o  a  8 . 0 0 0 g  p o r  1 0  m i n u t o s  4  ° C  e m  

c e n t r í f u g a  S o r v a l l ,  d o n d e  o b t e v e - s e  a  f r a ç ã o  d e  m i to c ô n d r i a s .  

A  p u r i f i c a ç ã o  d a  f r a ç ã o  d e  s i m b i o n t e  s e  d e u  

r e s s u s p e n d e n d o  o  s e d i m e n t o  e m  6  m L  d e  t a m p ã o  t r i s - HC L  2 0  m M ,  

p H  7 , 6  c o n t e n d o  s a c a r o s e  0 , 2 5  M  e  a p l i c a d o  e m  g r a d ie n t e  d e  

s a c a r o s e :  c a d a  t u b o  c o n t é m  1  m L  d e  u m a  s o l u ç ã o  0 , 8 8 M  d e  

s a c a r o s e  n a  f a s e  i n f e r i o r ;  2  m L  d e  s o l u ç ã o  0 , 4 4  M  de  s a c a r o s e  n a  

f a s e  i n e r m e d i á r i a ;  e ,  n a  f a s e  s u p e r i o r ,  1  m L  d o  h o mo g e n e i z a d o  

c e l u l a r .  A p ó s  c e n t r i f u g a ç ã o  a  1 . 7 4 0 g  p o r  3 0  m i n u t o s  a  4  ° C  e m  

c e n t r í f u g a  B e c k m a n  ( L 8 - 7 0 M  u l t r a c e n t r i f u g u e ,  c o m  r ot o r  S W  

5 0 . 1 ) ,  o b t e v e - s e  u m  s e d i m e n t o  r i c o  e m  s i m b i o n t e s .  
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3 . 3 M i c r o s c o p i a  E l e t r ô n i c a  d e  T r a n s m i s s ã o  

C o m  o b j e t i v o  d e  a n a l i s a r  u l t r a e s t r u t u r a l m e n t e  a s  c ep a s  

n o r m a l  e  c u r a d a  d e  C .  d e a n e i e  a s  f r a ç õ e s  d e  s i m b i o n t e  e  

m i t o c ô n d r i a ,  b e m  c o m o  a  i n t e g r i d a d e  d a s  f r a ç õ e s  a p ós  3  h o r a s  d e  

i s o l a m e n t o  d o  p r o t o z o á r i o  h o s p e d e i r o ,  f o i  u t i l i z a d a a  m i c r o s c o p i a  

e l e t r ô n i c a  d e  t r a n s m i s s ã o  c o m o  f e r r a m e n t a  d e  a n á l i se ,  s e g u i n d o  

p r o t o c o l o  d e  p r o c e s s a m e n t o  d e  r o t i n a .  

O s  p r o t o z o á r i o s  e  a s  f r a ç õ e s  d e  s i m b i o n t e  e  m i t o c ô nd r i a  

f o r a m  f i x a d o s  c o m  g l u t a r a l d e í d o  2 , 5 %  d i l u í d o  e m  t a mp ã o  

c a c o d i l a t o  d e  s ó d i o  0 , 1 M  p H  7 , 2 .  A p ó s  c e n t r i f u g a ç ã o e  l a v a g e m  

n e s t e  m e s m o  t a m p ã o ,  o  m a t e r i a l  f o i  p ó s - f i x a d o  p o r  1 h o r a  e m  

s o l u ç ã o  d e  f e r r o c i a n e t o  d e  p o t á s s i o  1 , 2 5 %  e  t e t r ó x id o  d e  ó s m i o  1 %  

d i l u í d o s  e m  i g u a l  p r o p o r ç ã o  n o  t a m p ã o  c a c o d i l a t o  d e s ó d i o  0 , 1 M  

p H  7 , 2 .  A p ó s  c e n t r i f u g a ç ã o  e  l a v a g e m  n o  t a m p ã o  c a c od i l a t o  d e  

s ó d i o  0 , 1 M  p H  7 , 2 ,  o  m a t e r i a l  f o i  d e s i d r a t a d o  e m  c on c e n t r a ç õ e s  

c r e s c e n t e s  d e  a c e t o n a  ( 5 0 % ,  7 0 % ,  9 0 %  e  d u a s  v e z e s  10 0 % ) .  E m  

s e g u i d a  o  m a t e r i a l  f o i  i n f i l t r a d o  ( e m  u m  f r a s c o  f e ch a d o ,  o  m a t e r i a l  

f i c o u  m e r g u l h a d o  n a  s o l u ç ã o  e s p e c i f i c a d a )  p o r  a p r o xi m a d a m e n t e  

1 2 h s  e m  r e s i n a  e p ó x i  ( E p o n )  d i l u í d a  e m  a c e t o n a  1 0 0 % 1 : 1 .  N o  d i a  

s e g u i n t e ,  o  m a t e r i a l  f o i  i n f i l t r a d o  e m  r e s i n a  E p o n  p u r a  o n d e  

p e r m a n e c e u  p o r  c e r c a  d e  6  h o r a s  e  d e p o i s  f o i  i n c l u íd o  e m  r e s i n a  

E p o n  p u r a  e m  p o ç o s  d e  p l a c a  e s p e c í f i c a  p a r a  i n c l u s ão ,  o n d e  

o c o r r e u  a  p o l i m e r i z a ç ã o  a  6 0  ° C  e m  f o r n o  ( B i o m a t i c ) p o r  4 8 h .  

C o r t e s  u l t r a f i n o s  f o r a m  o b t i d o s  a p ó s  u l t r a m i c r o t o m ia  

d o s  b l o c o s  e m  u l t r a m i c r ó t o m o  R e i c h e r t  u l t r a c u t s  ( t ip o  7 0 2 5 0 1  –  



 

 

2 5

L e i c a )  e  c o l e t a d o s  c o m  g r a d e  d e  c o b r e  d e  4 0 0  m e s h .  S e g u i u - s e  

p a r a  o  c o n t r a s t e  d o s  c o r t e s  d a s  g r a d e s  e m  a c e t a t o  de  u r a n i l a  5 %  e  

H 2 O  e  c i t r a t o  d e  c h u m b o  e  o b s e r v a ç ã o  e m  m i c r o s c ó p i o  el e t r ô n i c o  

d e  t r a n s m i s s ã o  ( Z e i s s  9 0 2 ) .  

3 . 4 I n c o r p o r a ç ã o  d e  t r a ç a d o r e s  r a d i o a t i v o s  

A  i n c o r p o r a ç ã o  f o i  m e d i d a  s e g u i n d o  o  p r o t o c o l o  d e  

E I N I C K E R - L A M A S  e t  a l.  ( 1 9 9 9 ) .  

E s t e s  e n s a i o s  t i v e r a m  c o m o  o b j e t i v o ,  f a z e r  u m a  a n á li s e  

c o m p a r a t i v a  d a  i n c o r p o r a ç ã o  d e  1 0  µ C i  d e  3 2P i  e n t r e  a s  c e p a s  

n o r m a l  e  c u r a d a ,  b e m  c o m o  a n a l i s a r  a  c a p a c i d a d e  d e  s í n t e s e  d e  

f o s f o l i p í d e o s  p e l a s  f r a ç õ e s  d e  s i m b i o n t e  e  m i t o c ô n dr i a ;  e  v e r i f i c a r  

a  v i a  d e  s í n t e s e  d e  P C  n o s  s i m b i o n t e s  i s o l a d o s  a  p ar t i r  d a  

i n c o r p o r a ç ã o  d e  2 , 5  µ C i  [3 H ] - c o l i n a  p e l a  f r a ç ã o  e m  e s t u d o .  

A s  c e p a s  n o r m a l  e  c u r a d a  d e  C .  d e a n e i ,  b e m  c o m o  a s  

f r a ç õ e s  d e  s i m b i o n t e  e  m i t o c ô n d r i a ,  f o r a m  m a n t i d a s  e m  m e i o  

W a r r e n  e n r i q u e c i d o  c o m  1 0 %  d e  s o r o  f e t a l  b o v i n o  n a  c o n c e n t r a ç ã o  

d e  1 07  c é l u l a s / m L .  N e s t e  m e i o  f o i  a d i c i o n a d o  o  t r a ç a d o r  

r a d i o a t i v o  (3 2P i  o u  [3 H ] - c o l i n a )  e  a  i n c u b a ç ã o  f o i  r e a l i z a d a  p o r  1  

h o r a  e  3  h o r a s  e m  t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e .  

3 . 5 E x t r a ç ã o  d e  l i p í d e o s  

A s  c e p a s  n o r m a l  e  c u r a d a  d e  C .  d e a n e i e  a s  f r a ç õ e s  d e  

s i m b i o n t e  e  m i t o c ô n d r i a s  f o r a m  c e n t r i f u g a d a s  p o r  3  m i n u t o s  a  6 0 0 

g  e m  c e n t r í f u g a  5 4 1 5  C  ( E p p e n d o r f ) .  O  s o b r e n a d a n t e  f oi  

d e s c a r t a d o  e  f o i  a d i c i o n a d o  0 , 3  m L  d e  H2 O  a o  t u b o .  A  s o l u ç ã o  f o i  
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h o m o g e n e i z a d a  e  t r a n s f e r i d a  p a r a  t u b o  d e  s e d i m e n t a çã o ,  o n d e  

t a m b é m  a d c i o n o u - s e  2  m L  d e  s o l u ç ã o  c l o r o f ó r m i o : m e t an o l : á c i d o  

c l o r í d r i c o  0 , 6  N  ( 2 0 0 : 1 0 0 : 0 , 7 5 ,  v / v ) .  À  s o l u ç ã o  h o mo g e n e i z a d a  f o i  

a d i c i o n a d a  0 , 3  m L  d e  á c i d o  c l o r í d r i c o  0 , 6  N .  A  s o l uç ã o  f o i  

c e n t r i f u g a d a  a  8 0 0 g  p o r  1 0  m i n u t o s  ( E x c e l s a  B a b y  I  2 0 6 ,  F A N E M )  

p a r a  s e p a r a ç ã o  d e  f a s e s ,  e s t a n d o  o s  f o s f o l i p í d e o s  na  f a s e  i n f e r i o r .  

À  f a s e  i n f e r i o r  r e c o l h i d a  f o r a m  a d i c i o n a d o s  2  m L  d e s o l u ç ã o  

c l o r o f ó r m i o : m e t a n o l : H2 O  ( 3 : 4 8 : 4 7 ,  v / v ) ,  s e g u i n d o - s e  p a r a  

c e n t r i f u g a ç ã o  a  8 0 0 g  p o r  1 0  m i n u t o s  ( E x c e l s a  B a b y  I  2 0 6 ,  

F A N E M )  p a r a  n o v a  s e p a r a ç ã o  d e  f a s e s .  A  f a s e  s u p e r i or  f o i  

d e s c a r t a d a  e  a  f a s e  i n f e r i o r  p e r m a n e c e u  n o  t u b o  o n de  o s  

f o s f o l i p í d e o s  f o r a m  s e c o s  s o b  f l u x o  d e  N2 .  

3 . 6 C r o m a t o g r a f i a  e m  c a m a d a  f i n a  

A  c r o m a t o g r a f i a  f o i  r e a l i z a d a  s e g u n d o  o  p r o t o c o l o  

u t i l i z a d o  p o r  E I N I C K E R - L A M A S  e t  a l.  ( 1 9 9 9 ) ,  s e n d o  t o d o s  o s  

r e a g e n t e s  u t i l i z a d o s  d a  m a r c a  M e r c k  e  o s  p a d r õ e s  d a m a r c a  S i g m a .  

I n i c i a l m e n t e ,  f e z - s e  a  d e l i m i t a ç ã o  d e  e s p a ç o s  n a  p la c a  p a r a  a  

a p l i c a ç ã o  d a s  a m o s t r a s ,  g u a r d a n d o - s e  2  c m  a  p a r t i r  d a  b a s e  d a  

p l a c a .  A  p l a c a  d e  s í l i c a  f o i  c o l o c a d a  n a  e s t u f a  a  11 0  ° C  p o r  1 0  

m i n u t o s  p a r a  q u e  a  á g u a  a d s o r v i d a  e v a p o r a s s e .  O  c o nt e ú d o  l i p í d i c o  

d e  c a d a  a m o s t r a  f o i  r e s s u s p e n d i d o  e m  9 0  µL  d e  s o l u ç ã o  

c l o r o f ó r m i o : m e t a n o l : H2 O  ( 7 , 5 : 2 , 5 : 0 , 2 ,  v / v ) .  U m  v o l u m e  t o t a l  d e  

6 0  µ L  d e s t a  s o l u ç ã o  j á  h o m o g e n e i z a d a  c o m  a  a m o s t r a ,  f o i a p l i c a d o  

n a  p l a c a ,  s e n d o  1 0  µ L  d e  c a d a  v e z .  U t i l i z a r a m - s e  c o m o  p a d r õ e s :  

P A ,  C L ,  P E ,  P C  e  P I ,  q u e  f o r a m  d i l u í d o s  e m  c l o r o f ó rm i o : m e t a n o l  
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( 2 : 1 )  p a r a  a  c o n c e n t r a ç ã o  1 0  m g / m L .  O  v o l u m e  a p l i c ad o  d o s  

p a d r õ e s  f o i  d e  5  µL .  

O  s o l v e n t e  u t i l i z a d o  p a r a  a  c o r r i d a  f o i  c l o r o f ó r m i o:  

a c e t o n a : m e t a n o l : á c i d o  a c é t i c o : H2 O  ( 1 2 0 : 4 5 : 3 9 : 3 6 : 2 4 ,  v / v ) .  A  

c o r r i d a  s e g u i u  p o r  a p r o x i m a d a m e n t e  8 0  m i n u t o s  d e n t ro  d a  c a p e l a  

d e  e x a u s t ã o .  P o s t e r i o r m e n t e ,  r e t i r o u - s e  a  p l a c a  d a  c u b a  d e  c o r r i d a  

e  o  s o l v e n t e  f o i  e v a p o r a d o  p o r  c e r c a  d e  1 2  h  e m  c a pe l a  d e  

e x a u s t ã o  a  t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e .  C o m  o  i n t u i t o  d e  vi s u a l i z a r  o s  

f o s f o l i p í d e o s  p r e s e n t e s  n a  p l a c a  e s t a  f o i  c o l o c a d a  e m  u m a  c u b a  

c o n t e n d o  i o d o  m e t á l i c o ,  q u e  s u b l i m a  e  p a s s a  r a p i d a me n t e  p a r a  o  

e s t a d o  g a s o s o .  O s  v a p o r e s  d e  i o d o  s e  l i g a m  n a s  d u p la s  l i g a ç õ e s  d e  

l i p í d i o s ,  p e r m i t i n d o  a s s i m  a  v i s u a l i z a ç ã o  d o s  l i p í de o s  d a  a m o s t r a  

e  d o s  p a d r õ e s  u t i l i z a d o s .  

A s s i m ,  f o i  r e a l i z a d a  c r o m a t o g r a f i a  e m  c a m a d a  f i n a  em  

p l a c a  d e  s í l i c a  d a s  c e p a s  n o r m a l  e  c u r a d a  d e  C .  d e a n e i e  t a m b é m  

d a s  f r a ç õ e s  d e  s i m b i o n t e  e  m i t o c ô n d r i a ,  c o m o  d e s c r it o  

p r e v i a m e n t e .  A p ó s  c r o m a t o g r a f i a ,  e m  e x p e r i m e n t o s  e m q u e  a  [3 H ] -

c o l i n a  f o i  u t i l i z a d a  c o m o  t r a ç a d o r  r a d i o a t i v o ,  o s  fo s f o l i p í d e o s  

f o r a m  i d e n t i f i c a d o s  n a  p l a c a  d e  s í l i c a  e  a s  b a n d a s  f o r a m  a u t o -

r a d i o g r a f a d a s  c o m  f i l m e  d e  r a i o - X  ( K o d a k  T - M a t )  o u  o b s e r v a d a  

u s a n d o  P h o p h o r  S c r e e n  e m  e q u i p a m e n t o  P h o s p h o r - I m a g e.  N o  c a s o  

e m  q u e  o  t r a ç a d o r  u t i l i z a d o  f o i  o  3 2P i ,  o s  f o s f o l i p í d e o s  t a m b é m  

f o r a m  i d e n t i f i c a d o s  n a  c r o m a t o g r a f i a  e  a s  b a n d a s  f or a m  a u t o -

r a d i o g r a f a d a s  c o m  f i l m e  d e  r a i o - X  ( K o d a k  T - M a t ) .  N es t e  c a s o ,  a  

q u a n t i f i c a ç ã o  d o s  f o s f o l i p í d e o s  ( i d e n t i f i c a d o s  n a  pl a c a  d e  s í l i c a )  



 

 

2 8

f o i  r e a l i z a d a  r a s p a n d o  a  b a n d a  c o r r e s p o n d e n t e  a  c a da  f o s f o l i p í d e o  

e  d e t e r m i n a n d o  a  r a d i o a t i v i d a d e  e m  c i n t i l a d o r  ( T R I -C A R B  2 1 0 0 T R  

–  P a c k a r d  B i o s c i e n c e ) ,  m e d i d a  e m  c p m  ( c i n t i l a ç õ e s  po r  m i n u t o ) .  

3 . 7 P e s q u i s a  g e n ô m i c a  

E m b o r a  o  g e n o m a  d o  s i m b i o n t e  a i n d a  n ã o  e s t e j a  

c o m p l e t a m e n t e  s e q ü e n c i a d o ,  o s  c o n t i g s  a t é  o  m o m e n t o d e s c r i t o s  

f o r a m  u t i l i z a d o s  p a r a  a  b u s c a  d e  g e n e s  q u e  c o d i f i c am  e n z i m a s  

e n v o l v i d a s  n a  s í n t e s e  d e  P C ,  c o m o  a  P m t  ( v i a  d e  G r ee n b e r g )  e  a  

P C S  ( v i a  d a  P C S ) .  T o d a s  a s  b u s c a s  f o r a m  r e a l i z a d a s  u t i l i z a n d o  o  

p r o g r a m a  B L A S T  ( B a s i c  L o c a l  A l i g n m e n t  S e a r c h  T o o l ) , c o m  a  

M a t r i z  b l o s u m 6 2  ( A L T S C H U L  e t  a l. ,  1 9 9 0 ) .  

A  p e s q u i s a  g e n ô m i c a  d a  e n z i m a  P C S  f o i  i n i c i a d a  

c r i a n d o - s e  u m  b a n c o  d e  d a d o s  n o  f o r m a t o  F A S T A  a t r a vé s  d o s  

c o m a n d o s  d e  b u s c a  “ p c s [ a l l  f i e l d s ]  b r u c e l l a [ o r g a n i sm ] ”  ( e n z i m a s  

c o m  o  n o m e  P C S  d o  g ê n e r o  B r u c e l l a) ,  “ p c s [ a l l  f i e l d s ]  r h i z o b i u m ”  

( e n z i m a s  c o m  o  n o m e  P C S  c r u z a n d o  c o m  o  n o m e  r h i z o b iu m )  e  

“ p c s [ a l l  f i e l d s ] ”  ( t o d a s  a s  e n z i m a s  c o m  o  n o m e  P C S ) d o  b a n c o  d e  

d a d o s  P R O T E I N  d o  N C B I  ( 2 0 0 7 ) .  A  p r i m e i r a  b u s c a  g e r ou  4  

s e q u ê n c i a s ,  a  s e g u n d a  g e r o u  9  e  a  t e r c e i r a  g e r o u  3 5 s e q u ê n c i a s ,  

r e s p e c t i v a m e n t e .  O s  g ê n e r o s  B r u c e l l a e  R h i z o b i u m f o r a m  

u t i l i z a d o s  p o r  a p r e s e n t a r e m  a  a t i v i d a d e  d e s t a  e n z i ma  ( C O M E R C I  

e t  a l .,  2 0 0 6 ;  D E  R U D D E R  e t  a l. ,  1 9 9 9 ) .  E n t ã o ,  t o d a s  a s  s e q ü ê n c i a s  

d e  c a d a  b a n c o  d e  d a d o s  f o r a m  c r u z a d a s  c o m  o  b a n c o  de  d a d o s  d o  

g e n o m a  d o  e n d o s s i m b i o n t e  ( P R O B S T  e t  a l .,  2 0 0 6 )  c o m  o  “ e  v a l u e ”  

d e  e 1 0- 5 .  
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C o m  r e l a ç ã o  à  P m t ,  f o r a m  c r i a d o s  t r ê s  b a n c o s  d e  d a do s  

d e  s e q ü ê n c i a s  d e  p r o t e í n a s  n o  f o r m a t o  F A S T A .  I n i c i al m e n t e  f o r a m  

r e a l i z a d a s  a s  b u s c a s  “ p h o s p h a t i d y l e t h a n o l a m i n e  

m e t h y l t r a n s f e r a s e ”  ( t o d a s  a s  e n z i m a s  c o m  o  n o m e  

p h o s p h a t i d y l e t h a n o l a m i n e  m e t h y l t r a n s f e r a s e )  ( 2 0 3  s eq ü ê n c i a s )  e  

“ p m t [ a l l  f i e l d s ]  b o r d e t e l l a [ o r g a n i s m ] ”  ( e n z i m a s  c o m o  n o m e  P M T  

d o  g ê n e r o  B o r d e t e l l a)  ( 2  s e q ü ê n c i a s ) .  T a m b é m  n e s s e  c a s o ,  t o d a s  

a s  s e q ü ê n c i a s  d o s  b a n c o s  d e  d a d o s  t a m b é m  f o r a m  c r u za d a s  c o m  o  

b a n c o  d e  d a d o s  d o  g e n o m a  d o  e n d o s s i m b i o n t e  c o m  o  “ e v a l u e ”  d e  

e 1 0- 5 .  

P a r a l e l a m e n t e ,  b u s c a n d o  a  p r e s e n ç a  d e  u m a  f o s f o l i p as e  

D ,  f o i  c r i a d o  u m  b a n c o  d e  d a d o s  d e s t a  p r o t e í n a  u s a nd o  o  c o m a n d o  

d e  b u s c a  “ p l d [ a l l  f i e l d s ]  b o r d e t e l l a [ o r g a n i s m ] ” ,  o nd e  f o r a m  

e n c o n t r a d a s  3 9  s e q ü ê n c i a s .  T o d a s  a s  s e q ü ê n c i a s  o b t id a s  f o r a m  

c r u z a d a s  c o m  o  b a n c o  d e  d a d o s  d o  g e n o m a  d o  e n d o s s i mb i o n t e  c o m  

o  “ e  v a l u e ”  d e  e 1 0- 5 .  

3 . 8 C o n s u m o  d e  O2  

P a r a  o  c o n s u m o  d e  O2  d a s  c e p a s  n o r m a l  e  c u r a d a  d e  C .  

d e a n e i f o i  m e d i d o  e m  o x í g r a f o  c o m  e l e t r o d o  C l a r k  ( O x y t h e rm ,  

H a n s a t e c h  I n s t r u m e n t )  e  e m  r e s p i r o m e t r i a  d e  a l t a  r es o l u ç ã o  

( O r o b o r o s  O x y g r a p h - 2 K ,  I n s t r u m e n t s ,  I n n s b r u c k ) ,  c o nf o r m e  

e s p e c i f i c a ç õ e s  d o s  f a b r i c a n t e s .  F o i  u t i l i z a d o  o  t o ta l  d e  1 07  

c é l u l a s / m l ,  c o n c e n t r a ç ã o  c e l u l a r  e m  q u e  o  p r o t o z o á ri o  a t i n g e  a  

f a s e  l o g ,  q u e  f o r a m  a c o n d i c i o n a d a s  e m  m e i o  W a r r e n  s u p l e m e n ta d o  
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c o m  1 0 %  d e  s o r o  f e t a l  b o v i n o  a  2 8  ° C .  E s t e  m e i o  t a mb é m  f o i  

u t i l i z a d o  p a r a  n o r m a l i z a r  a  l e i t u r a  d o  e q u i p a m e n t o . 

O  f l u x o  t o t a l  d e  c o n s u m o  d e  o x i g ê n i o  e m  t e m p o  r e a l  f o i  

d a d o  p e l a  e q u a ç ã o  d o  p r o g r a m a  D a t a L a b :  

JO 2  =  - d CO 2  /  d t  *  1 03  –  ( CO 2  *  b 0  +  a0 )  

O n d e :  

JO 2  =  F l u x o  d e  o x i g ê n i o  v o l u m e  e s p e c í f i c o  ( p m o l  *  s- 1  *  

m l  - 1 ) ;  

C O 2  =  C o n c e n t r a ç ã o  d e  O2  e m  µM ;  

J0
v , , O 2 =  F l u x o  d o  c o n s u m o  d e  o x i g ê n i o  p e l o  s e n s o r  

p o l a r o g r á f i c o  ( CO 2  *  b 0  +  a0 ) ;  

b 0  =  P e n d e n t e  d a  r e t a ; 

a0  =  F l u x o  d e  r e t r o d i f u s ã o  d e  O2  d o  s i s t e m a  a  z e r o  

o x i g ê n i o  d i s s o l v i d o  ( - 1 , 5  p m o l  *  s- 1  *  m l - 1 ) .  

O s  v a l o r e s  d e  a0  e  b0  f o r a m  p r e v i a m e n t e  d e t e r m i n a d o s  

n a  c a l i b r a ç ã o  d o  o x i g ê n i o  d i s s o l v i d o  n o  o x í g r a f o  O RO B O R O S  

O x y g r a p h - 2 K .  

O  c o n s u m o  d e  O2  d a s  f r a ç õ e s  d e  m i t o c ô n d r i a  e  

s i m b i o n t e  d e  C .  d e a n e i f o i  m e d i d o  a p e n a s  e m  o x í g r a f o  c o m  

e l e t r o d o  C l a r k  ( o x y t h e r m ,  H a n s a t e c h  I n s t r u m e n t ) ,  c on f o r m e  

e s p e c i f i c a ç õ e s  d o s  f a b r i c a n t e s .  A  c o n c e n t r a ç ã o  d e  si m b i o n t e s  e  

m i t o c ô n d r i a s  f o i  r e l a t i v a  a  o b t i d a  a p ó s  o  f r a c i o n a me n t o ,  n ã o  s e n d o  

p o s s í v e l  q u a n t i f i c a r .  A s  f r a ç õ e s  f o r a m  a c o n d i c i o n a da s  e m  m e i o  

W a r r e n  s u p l e m e n t a d o  c o m  1 0 %  d e  s o r o  f e t a l  b o v i n o  a  2 8  ° C .  
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T a m b é m  n e s t e  c a s o ,  o  m e i o  f o i  u t i l i z a d o  p a r a  n o r m a li z a r  a  l e i t u r a  

d o  e q u i p a m e n t o .  
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4  Resu l tados  

4 . 1 S í n t e s e  d e  f o s f o l i p í d e o s  n a s  c e p a s  n o r m a l  e  c u r a d a  d e  C .  
d e a n e i  

Q u a n d o  a d i c i o n a m o s  3 2P i  a o  m e i o  d e  c u l t u r a ,  p a r a  o  

c r e s c i m e n t o  d a s  c e p a s  n o r m a l  e  c u r a d a ,  o b s e r v a m o s  um a  d i f e r e n ç a  

s i g n i f i c a t i v a  n a  i n c o r p o r a ç ã o  d e s t e  t r a ç a d o r  e m  f o sf o l i p í d e o s  

( F I G U R A  7 A - C ) .  A  q u a n t i f i c a ç ã o  d o s  f o s f o l i p í d e o s ,  ob s e r v a d a  

a p ó s  5  h o r a s  d e  i n c u b a ç ã o  n a  p r e s e n ç a  d o  t r a ç a d o r ,  m o s t r o u  q u e  a  

c e p a  n o r m a l  s i n t e t i z o u  c e r c a  d e  3  v e z e s  m a i s  P C  ( F IG U R A  7 A ) ,  

c e r c a  d e  4  v e z e s  m a i s  P E  ( F I G U R A  7 B )  e  c e r c a  d e  2  ve z e s  m a i s  P I  

( F I G U R A  7 C )  d o  q u e  a  c e p a  c u r a d a .  E s s a  r e l a ç ã o  s e  ma n t e v e  a p ó s  

1 0  h o r a s  d e  c r e s c i m e n t o .  

E m  a m b a s  a s  c e p a s ,  a  m a i o r  p a r t e  d o  3 2P i  f o i  

i n c o r p o r a d o  e m  P C ,  o  f o s f o l i p í d e o  m a j o r i t á r i o ,  s e g ui d o  p o r  P E  e  

P I .  

4 . 2 U l t r a e s t r u t u r a  d e  C .  d e a n e i  e  d a s  f r a ç õ e s  d e  s i m b i o n t e  e  
d e  m i t o c ô n d r i a  

O s  p r o t o z o á r i o s  e  a s  f r a ç õ e s  d e  s i m b i o n t e  e  d e  

m i t o c ô n d r i a  u t i l i z a d o s  n e s t e  e s t u d o  f o r a m  a n a l i s a d os  

u l t r a e s t r u t u r a l m e n t e  p o r  m i c r o s c o p i a  e l e t r ô n i c a  d e  t r a n s m i s s ã o  

( F I G U R A  8 - 9 ) .  C r i t h i d i a  d e a n e i a p r e s e n t a  e s t r u t u r a s  t í p i c a s  d e  

t r i p a n o s o m a t í d e o s ,  c o m o  n ú c l e o ,  c i n e t o p l a s t o  e  g l i co s s o m o s .  É  

i n t e r e s s a n t e  o b s e r v a r   a   p r o x i m i d a d e   d o   s i m b i o n te  e m  r e l a ç ã o  a o   
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 P I  

A  B  

C  

F i g u r a  7  –  I n c o r p o r a ç ã o  d e  3 2 P i  e m  f o s f o l i p í d e o s  p e l a s  c e p a s  s e l v a g e m  e  
a p o s i m b i ó t i c a  d e  C .  d e a n e i .  
O s  g r á f i c o s  m o s t r a m  o s  r e s u l t a d o s  d e  3  e x p e r i m e n t o s i n d e p e n d e n t e s  d a  
i n c u b a ç ã o  d e  1 07  c é l u l a s  d e  c a d a  c e p a  ( s e l v a g e m  ( + )  e  a p o s i m b i ó t i c a ( - ) )  
p o r  5  e  1 0  h o r a s  c o m  3 2 P i  e m  m e i o r  W a r r e n  s u p l e m e n t a d o  c o m  1 0 %  d e  s o r o  
f e t a l  b o v i n o .  
E m  A ,  i n c o r p o r a ç ã o  d e  3 2 P i  e m  P C .  
E m  B ,  i n c o r p o r a ç ã o  d e  3 2 P i  e m  P E .  
E m  C ,  i n c o r p o r a ç ã o  d e  3 2 P i  e m  P I .  
O b s e r v a r ,  p e l a  e s c a l a  d o s  g r á f i c o s ,  q u e  P C  é  o  f o s fo l i p í d e o  c o m  m a i o r  
i n c o r p o r a ç ã o  d e  3 2 P i .  
A s  b a r r a s  i n d i c a m  a  m é d i a  d a  i n c o r p o r a ç ã o .  
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F i g u r a  8  –  U l t r a e s t r u t u r a  d e  C r i t h i d i a  d e a n e i .  
M i s c r o s c o p i a  e l e t r ô n i c a  d e  t r a n s m i s s ã o  d e  r o t i n a  ( ve r  M a t e r i a l  e  M é t o d o s )  
d o  p r o t o z o á r i o  h o s p e d e i r o .  
E m  A ,  n o t a r  a  p r o x i m i d a d e  d o  e n d o s s i m b i o n t e  ( E )  e m  r el a ç ã o  a o  n ú c l e o  ( N )  
e  a o  r e t í c u l o  e n d o p l a s m á t i c o  ( s e t a s ) .  
E m  B ,  n o t a r  a  a  p r o x i m i d a d e  d o  e n d o s s i m b i o n t e  ( E )  em  r e l a ç ã o  a o s  
g l i c o s s o m o s  ( G )  C  =  c i n e t o p l a s t o ;  B F  =  b o l s a  f l a g e la r ;  F  =  f l a g e l o ;  M  =  
m i t o c ô n d r i a .  
B a r r a s  d e  a u m e n t o  =  1  µm .  
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A  

B  

C  

F i g u r a  9  –  U l t r a e s t r u t u r a  d a s  f r a ç õ e s  d e  s i m b i o n t e  e  m i t o c ô n d r i a .  
M i s c r o s c o p i a  e l e t r ô n i c a  d e  t r a n s m i s s ã o  d e  r o t i n a  ( ve r  M a t e r i a l  e  Mé t o d o s )  
d a s  f r a ç õ e s  d e  s i m b i o n t e  e  m i t o c ô n d r i a  a p ó s  i n c u b a çã o  d e  3  h o r a s  e m  m e i o  
W a r r e n  s u p l e m e n t a d o  c o m  1 0  %  d e  s o r o  f e t a l  b o v i n o .  
E m  A ,  a s  s e t a s  i n d i c a m  a  m e m b r a n a  e x t e r n a  d o  e n v o l tó r i o  f o r m a d o  p o r  d u a s  
u n i d a d e s  d e  m e m b r a n a ,  r e v e l a n d o  a  i n t e g r i d a d e  d a  m em b r a n a  m e s m o  a p ó s  3  
h o r a s  d e  f r a c i o n a m e n t o .  
E m  B ,  a s  s e t a s  p r e t a s  i n d i c a m  a s  c r i s t a s  m i t o c o n d r ia i s ;  s e t a s  v e r m e l h a s  
i n d i c a m  m e m b r a n a  i n t e r n a ;  s e t a s  a z u i s  i n d i c a m  m e m b ra n a  e x t e r n a .  C  =  
c i n e t o p l a s t o .  
B a r r a s  d e  a u m e n t o  =  1  µm .  
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n ú c l e o ,  a o  r e t í c u l o  e n d o p l a s m á t i c o  ( F I G U R A  8 A )  e  t am b é m  a o s  

g l i c o s s o m o s  ( F I G U R A  8 B ) .  

A  f r a ç ã o  d a  b a c t é r i a  s i m b i ó t i c a  t a m b é m  f o i  a n a l i s a da  

p o r  m i c r o s c o p i a  e l e t r ô n i c a  d e  t r a n s m i s s ã o  a p ó s  3  h or a s  d e  

i s o l a m e n t o .  C o n s t a t o u - s e  a  p r e s e n ç a  d a s  d u a s  u n i d a de s  d e  

m e m b r a n a  q u e  c o m p õ e m  o  e n v o l t ó r i o  d o  e n d o s s i m b i o n t e.  O  f a t o  d o  

e n v o l t ó r i o  d o  e n d o s s i m b i o n t e  p e r m a n e c e r  í n t e g r o  v a li d o u  a  

r e a l i z a ç ã o  d o s  e s t u d o s  d e  i d e n t i f i c a ç ã o  d o s  f o s f o l ip í d e o s .  

( F I G U R A  9 A )  

N a  a n á l i s e  u l t r a e s t r u t u r a l  d a  f r a ç ã o  d e  m i t o c ô n d r i a,  f o i  

p o s s í v e l  o b s e r v a r  q u e ,  a p e s a r  d e  f r a g m e n t a d a s  p e l o  f r a c i o n a m e n t o ,  

a s  m i t o c ô n d r i a s  a p r e s e n t a m  d u a s  u n i d a d e s  d e  m e m b r a na  e  a s  

c r i s t a s  m i t o c o n d r i a i s  ( F I G U R A  9 B ) .  

4 . 3 Q u a n t i f i c a ç ã o  d e  f o s f o l i p í d e o s  d a s  f r a ç õ e s  d e  
e n d o s s i m b i o n t e  e  d e  m i t o c ô n d r i a  o b t i d a s  d e  C .  d e a n e i  
c r e s c i d a  e m  m e i o  c o n t e n d o  3 2P i  

N o s  e n s a i o s  e m  q u e  o s  p r o t o z o á r i o s  f o r a m  c r e s c i d o s  e m  

m e i o  d e  c u l t u r a  c o n t e n d o  1 0  µ C i  d e  3 2P i  e  e m  s e g u i d a  s u b m e t i d o s  

a o  f r a c i o n a m e n t o  c e l u l a r ,  o b s e r v a m o s  q u e  t a n t o  n a  fr a ç ã o   d e  

s i m b i o n t e  c o m o  n a  d e  m i t o c ô n d r i a  o  t r a ç a d o r  r a d i o a ti v o  f o i  

u t i l i z a d o  p r i n c i p a l m e n t e  p a r a  a  f o r m a ç ã o  d e  P C  ( o b se r v a r  a  e s c a l a  

d a    i n c o r p o r a ç ã o .    F o r a m    e n c o n t r a d a s   m e n o r e s   q u a n t i d a d e s   d e   

f o s f o l i p í d e o s  m a r c a d o s  c o m  3 2P i  n a  f r a ç ã o   d e  s i m b i o n t e  ( F I G U R A  

1 0 A )   e m   r e l a ç ã o   a   f r a ç ã o  m i t o c o n d r i a l  ( F I G U R A  10 B ) :  7  v e z e s  

m a i s  P C ,  6  v e z e s  m a i s  P I  e  1 0  v e z e s  m a i s  P E .  
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A  B  

F i g u r a  1 0  –  Q u a n t i f i c a ç ã o  f o s f o l i p í d i c a  d e  s i m b i o n tes  e  m i t o c ô n d r i a s  d e  
C .  d e a n e i .  
E m  A ,  q u a n t i f i c a ç ã o  f o s f o l i p í d i c a  d e  s i m b i o n t e s  i s ol a d o s  o b t i d o s  d e  C .  
d e a n e i c r e s c i d a  e m  m e i o  c o n t e n d o  3 2 P i .  
E m  B ,  q u a n t i f i c a ç ã o  f o s f o l i p í d i c a  d e  m i t o c ô n d r i a s  is o l a d a s  o b t i d a s  d e  C .  
d e a n e i c r e s c i d a  e m  m e i o  c o n t e n d o  3 2 P i .  
G r á f i c o s  r e p r e s e n t a t i v o s  d e  3  e x p e r i m e n t o s  i n d e p e n de n t e s .  
P I  =  f o s f a t i d i l i n o s i t o l ;  P C  =  f o s f a t i d i l c o l i n a ;  P E  =  f o s f a t i d i l e t a n o l a m i n a .  
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4 . 4 C a p a c i d a d e  d e  s í n t e s e  d e  f o s f o l i p í d e o s  e m  
e n d o s s i m b i o n t e s  e  m i t o c ô n d r i a s  i s o l a d o s  d e  C .  d e a n e i  e  
i n c u b a d o s  c o m  3 2P i  

A  s í n t e s e  d e  f o s f o l i p í d e o s  p o r  f r a ç õ e s  d e  s i m b i o n t e e  

m i t o c ô n d r i a  f o i  o b s e r v a d a  p o r  a t é  3  h o r a s  d e  i n c u b aç ã o  e m  m e i o  

d e  c u l t u r a  c o n t e n d o  3 2P i .  A  f r a ç ã o  d e  m i t o c ô n d r i a  n ã o  m o s t r o u  a  

c a p a c i d a d e  d e  i n c o r p o r a r  3 2P i  o u  s i n t e t i z a r  f o s f o l i p í d e o s  n a  

p r e s e n ç a  d o  t r a ç a d o r  r a d i o a t i v o ,  m e s m o  a p ó s  3  h o r a s d e  i n c u b a ç ã o  

( F I G U R A  1 1 ) .  J á  o s  s i m b i o n t e s  i s o l a d o s ,  f o r a m  c a p a ze s  d e  

i n c o r p o r a r  3 2P i  e  s i n t e t i z a r  f o s f o l i p í d e o s  ( F I G U R A  1 1 ) ,  c o m o  

o b s e r v a d o  a p ó s  e x t r a ç ã o  e  s e p a r a ç ã o  p o r  c r o m a t o g r a fi a  e m  c a m a d a  

f i n a  ( T L C ) .  

A  c o m p a r a ç ã o  e m  f u n ç ã o  d o  t e m p o  m o s t r a  u m a  

m o d i f i c a ç ã o  n o  p e r f i l  f o s f o l i p í d i c o  d o  e n d o s s i m b i o nt e .  A p ó s  3  

h o r a s ,  a  P C  d e i x a  d e  s e r  o  f o s f o l i p í d e o  m a j o r i t á r i o,  d a n d o  l u g a r  à  

P E  ( F I G U R A  1 2 ) .  C o n t u d o ,  a  m a i o r  t a x a  d e  i n c o r p o r a çã o  d o  

t r a ç a d o r  d e s t i n o u - s e  à  s í n t e s e  d e  P I :  a p ó s  3  h o r a s , o b s e r v o u - s e  

i n c o r p o r a ç ã o  2 2  v e z e s  m a i o r  q u a n d o  c o m p a r a d o  c o m  o  t e m p o  d e  1  

h o r a .  O  c o n t e ú d o  d e  P C  e  d e  P E  t a m b é m  a u m e n t o u  d e p oi s  d e  3  

h o r a s :  c e r c a  d e  6  v e z e s  p a r a  P C  e  c e r c a  d e  1 3  v e z e s p a r a  P E  

( F I G U R A  1 2 ) .   
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3  horas  
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P I  

S  S  

PC 
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3  horas  1  hora  

F i g u r a  1 1  –  S í n t e s e  d e  f o s f o l i p í d e o s  p e l a s  f r a ç õ e s  d e  s i m b i o n t e e  
m i t o c ô n d r i a .  
A p ó s  f r a c i o n a m e n t o  c e l u l a r ,  a s  f r a ç õ e s  d e  s i m b i o n t e e  m i t o c ô n d r i a  d e  C .  
d e a n e i f o r a m  i n c u b a d a s  c o m  3 2 P i  e m  m e i o  W a r r e n  s u p l e m e n t a d o  c o m  1 0 %  d e  
s o r o  f e t a l  b o v i n o  p o r  1  e  3  h o r a s .  
O s  r e s u l t a d o s  m o s t r a m  i n c o r p o r a ç ã o  d e  3 2 P i  e m  P C ,  P E  e  P I  n a  f r a ç ã o  d e  
s i m b i o n t e s ;  p o r é m ,  n e n h u m a  i n c o r p o r a ç ã o  é  o b s e r v a d a n a  f r a ç ã o  d e  
m i t o c ô n d r i a s .  
F i l m e  m e r a m e n t e  i l u s t r a t i v o  d a  i n c o r p o r a ç ã o  d e  3 2 P i  d e  5  e x p e r i m e n t o s  
i n d e p e n d e n t e s .  
M  =  f r a ç ã o  d e  m i t o c ô n d r i a s ;  S  =  f a c ã o  d e  s i m b i o n t e s;  P E  =  
f o s f a t i d i l e t a n o l a m i n a ;  P C  =  f o s f a t i d i l c o l i n a ;  P I  =  f o s f a t i d i l i n o s i t o l ;  O  =  
o r i g e m .  
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F i g u r a  1 2  –  Q u a n t i f i c a ç ã o  f o s f o l i p í d i c a  d a  f r a ç ã o  de  s i m b i o n t e  i s o l a d a .  
A p ó s  f r a c i o n a m e n t o  c e l u l a r ,  a  f r a ç ã o  d e  s i m b i o n t e  fo i  i n c u b a d a  c o m  3 2 P i  
e m  m e i o  W a r r e n  s u p l e m e n t a d o  c o m  1 0 %  d e  s o r o  f e t a l  bo v i n o  p o r  1  e  3  
h o r a s .  A p ó s  e x t r a ç ã o  l i p í d i c a  e  c r o m a t o g r a f i a  e m  c am a d a  f i n a ,  a s  b a n d a s  
c o r r e s p o n d e n t e s  a o s  f o s f o l i p í d e o s  P C ,  P E  e  P I  f o r a m r a s p a d a s  d a  p l a c a  d e  
s í l i c a  e  s e g u i u -s e  p a r a  a  q u a n t i f i c a ç ã o  a t r a v é s  d a  c i n t i l a ç ã o  d o  t ra ç a d o r  
r a d i o a t i v o .  
O b s e r v a r  q u e  h á  i n c o r p o r a ç ã o  d o  3 2 P i  p a r a  o s  f o s f o l i p í d e o s ,  s e n d o  q u e  a  
i n c o r p o r a ç ã o  a p r e s e n t a  p e r f i s  d i f e r e n t e s  e n t r e  1  e  3  h o r a s :  P C  q u e  e r a  o  
p r i n c i p a l  f o s f o l i p í d e o  i n c o r p o r a n d o  3 2 P i  e m  1  h o r a ,  p a s s a  a  s e r  o  d e  m e n o r  
i n c o r p o r a ç ã o  a p ó s  3  h o r a s .  
P E  =  f o s f a t i d i l e t a n o l a m i n a ;  P C  =  f o s f a t i d i l c o l i n a ;  P I  =  f o s f a t i d i l i n o s i t o l ;  
1 h  =  1  h o r a ;  3 h  =  3  h o r a s .  
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4 . 5 I n c o r p o r a ç ã o  d e  [3 H ] - c o l i n a  p e l o  e n d o s s i m b i o n t e  i s o l a d o  
d e  C .  d e a n e i  

C o n s i d e r a n d o  q u e  a  v i a  d a  P C  s i n t a s e  f o r m a  P C  a  p a rt i r  

d a  i n c o r p o r a ç ã o  d e  c o l i n a ,  s i m b i o n t e s  i s o l a d o s  f o r am  i n c u b a d o s  

c o m  [3 H ] - c o l i n a  p a r a  c h e c a r  a  p o s s i b i l i d a d e  d e  i n c o r p o r a çã o  d o  

t r a ç a d o r  p e l a  b a c t é r i a  s i m b i ó t i c a .  E s t e  t r a ç a d o r  r ad i o a t i v o  f o i  

a d i c i o n a d o  à  f r a ç ã o  s i m b i ó t i c a  c o n c e n t r a d a  e m  m e i o  W a r r e n  

c o n t e n d o  1 0 %  d e  s o r o  f e t a l  b o v i n o  e  a p ó s  1  e  3  h o r as  a s  a m o s t r a s  

f o r a m  s u b m e t i d a s  à  e x t r a ç ã o  l i p í d i c a  ( v e r  M a t e r i a l  e  M é t o d o s ) .  

O s  r e s u l t a d o s  n ã o  r e v e l a r a m  m a r c a ç ã o  r a d i o a t i v a  p e la  

3 H - c o l i n a ,  s u g e r i n d o  a  n ã o  i n c o r p o r a ç ã o  d o  t r a ç a d o r  e m  P C  

( F I G U R A  1 3 ) .  

4 . 6 B u s c a  d e  e n z i m a s  d a s  v i a s  d e  s í n t e s e  d e  P C  n o  g e n o ma  
d o  s i m b i o n t e  d e  C .  d e a n e i  

F o r a m  r e a l i z a d a s  b u s c a s  n o  g e n o m a  d o  e n d o s s i m b i o n t e 

p a r a  o s  g e n e s  p m t ( q u e  c o d i f i c a  a  P E  m e t i l t r a n s f e r a s e )  e  p c s ( q u e  

c o d i f i c a  a  P C  s i n t a s e ) ,  a m b o s  e n v o l v i d o s  n a  s í n t e s e d e  

f o s f a t i d i l c o l i n a .  S e q ü ê n c i a s  d e  a m i n o á c i d o s  d e s t a s  e n z i m a s  f o r a m  

o b t i d a s  n o  b a n c o  d e  d a d o s  P R O T E I N  d o  N C B I  ( 2 0 0 7 ) .  As  e n z i m a s  

P C S  p e s q u i s a d a s  f o r a m  d e  b a c t é r i a s  d o  g ê n e r o  B o r d e t e l l a,  

a n c e s t r a l  e v o l u t i v o  d o  e n d o s s i m b i o n t e ,  e  d o  g ê n e r o  R h i z o b i u m.  J á  

a s  e n z i m a s  P M T  p e s q u i s a d a s  f o r a m  e x c l u s i v a m e n t e  d e  b a c t é r i a s  d o  

g ê n e r o  B o r d e t e l l a.  A  b u s c a  f o i  f e i t a  c r u z a n d o  o s  d a d o s  d o  b a n c o  

d e  d a d o s  c r i a d o  c o m  t o d a s  a s  s e q ü ê n c i a s  d e  a m i n o á c id o s  d a s  

e n z i m a s  e n c o n t r a d a s  n o  N C B I  ( 2 0 0 7 ) .  C o m  r e l a ç ã o  a o  

e n d o s s i m b i o n t e ,  o s  c o n t i g s  s e q ü e n c i a d o s  a t é  o  m o m e nt o  n ã o  
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P I   S - 1 h  S - 3 h  S - 1 h  S - 3 h  P C  P E  P I   S - 1 h  S - 3 h  S - 1 h  S - 3 h  P C  P E  

F i g u r a  1 3  –  I n c o r p o r a ç ã o  d e  [3 H ] - c o l i n a  p e l a  f r a ç ã o  d e  s i m b i o n t e .  
A p ó s  f r a c i o n a m e n t o  c e l u l a r ,  a  f r a ç ã o  d e  s i m b i o n t e  fo i  i n c u b a d a  c o m  [3 H ] -
c o l i n a  e m  m e i o  W a r r e n  s u p l e m e n t a d o  c o m  1 0 %  d e  s o r o  f e t a l  b o v i n o  p o r  1  e  
3  h o r a s .  A p ó s  e x t r a ç ã o  l i p í di c a  e  c r o m a t o g r a f i a  e m  c a m a d a  f i n a ,  n ã o  f o i  
o b s e r v a d a  m a r c a ç ã o  r a d i o a t i v a  e m  P h o s p h o r  S c r e e n  d as  b a n d a s  
c o r r e s p o n d e n t e s  a o s  f o s f o l i p í d e o s  P C ,  P E  e  P I  d a  p la c a  d e  s í l i c a .  
À  e s q u e r d a ,  e x t r a ç ã o  l i p í d i c a  d e  f r a ç õ e s  d e  s i m b i o nt e s  n o  p e r í o d o  d e  1  e  3  
h o r a s  ( d u a s  a m o s t r a s  d e  c a d a  t e m p o ) .  À  d i r e i t a ,  t e l a  s e n s í v e l  ao  t r í t i o  
s o b r e p o s t a  à  p l a c a  d e  T L C ,  o n d e  a  i n c o r p o r a ç ã o  d e  3H - c o l i n a  m o s t r a -s e  
n u l a .  
I m a g e m  r e p r e s e n t a t i v o  d e  3  e x p e r i m e n t o s  i n d e p e n d e n te s .  
P I  =  p a d r ã o  d e  f o s f a t i d i l i n o s i t o l ;  P E  =  p a d r ã o  d e  fo s f a t i d i l e t a no l a m i n a ;  P C  
=  p a d r ã o  d e  f o s f a t i d i l c o l i n a ;  S -1 h  =  f r a ç ã o  d e  s i m b i o n t e  d e  1  h o r a  d e  
i n c u b a ç ã o ;  S - 3 h  =  f r a ç ã o  d e  s i m b i o n t e  d e  3  h o r a s  d e i n c u b a ç ã o .  
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a p r e s e n t a m  i d e n t i d a d e  p a r a  e s s e s  g e n e s .  É  p o s s í v e l , q u e  g e n e s  

a i n d a  n ã o  s e q ü e n c i a d o s ,  c o d i f i q u e m  e n z i m a s  e n v o l v i da s  n a  s í n t e s e  

d e  P C .  

P a r a l e l a m e n t e ,  b a s e a d o  n a  s e q ü ê n c i a  d e  a m i n o á c i d o s  d a  

f o s f o l i p a s e  D  d o  g ê n e r o  B o r d e t e l l a,  n o  b a n c o  d e  g e n e s  d o  

e n d o s i m b i o n t e  f o i  i d e n t i f i c a d o  u m  g e n e  d e  u m a  p u t a ti v a  e n z i m a  

b i f u n c i o n a l ,  c o m  a t i v i d a d e  d e  f o s f o l i p a s e  e  o x i d o r ed u t a s e  

( T A B E L A  2 ) .  F o r a m  i d e n t i f i c a d o s  o u t r o s  g e n e s  s i m i l ar e s  a  e s s a  

f o s f o l i p a s e ,  e m b o r a  s e j a m  d e  o u t r a s  e n z i m a s ,  c o m o  o d e  

p o l i f o s f a t o  q u i n a s e s  ( t r o c a  b a s e s  n i t r o g e n a d a s  d e  fo s f o r i l a d o s )  e  

c a r b o x i l e s t e r a s e s  ( a t u a  n o  f í g a d o  n a  d e s i n t o x i c a ç ã o d e  

x e n o b i ó t i c o s ) .  

 

4 . 7 D i f e r e n ç a s  n o  c o n s u m o  d e  O2  p e l a s  c e p a s  n o r m a l  e  
c u r a d a  d e  C .  d e a n e i  e  p e l a s  f r a ç õ e s  d e  s i m b i o n t e  e  
m i t o c ô n d r i a  

A  i n f l u ê n c i a  d a  b a c t é r i a  s i m b i ó t i c a  n o  c o n s u m o  d e  O2  

d o  h o s p e d e i r o  f o i  v e r i f i c a d a  p e l a  d i f e r e n ç a  d o  c o n su m o  d e  O2  

e n t r e  a s  c e p a s  n o r m a l  e  c u r a d a  d e  C .  d e a n e i ( F I G U R A  1 4 A – B ) .  A  

c o n c e n t r a ç ã o  d e  O2  n o  m e i o  d e  c u l t i v o  d a  c e p a  n o r m a l  a p r e s e n t a  

u m a  q u e d a  m a i s  a c e n t u a d a  q u a n d o  c o m p a r a d a  c o m  a  q u ed a  d a  

c o n c e n t r a ç ã o  d e  O2  n o  m e i o  d e  c u l t i v o  d a  c e p a  a p o s i m b i ó t i c a  

( F I G U R A  1 4 A ) .  O b s e r v a n d o  o  f l u x o  d e  o x i g ê n i o ,  é  o b se r v a d a  u m a  

e s t a b i l i d a d e  p o r  a m b a s  a s  c e p a s  a t é  a  d e p l e ç ã o  t o t al  d o  o x i g ê n i o  

d o  m e i o  ( F I G U R A  1 4 B ) .  Q u a n t i f i c a n d o ,  a  c e p a  n o r m a l  a p r e s e n t o u   
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T a b e l a  2  –  G e n e s  s i m i l a r e s  à  f o s f o l i p a s e  d o  g ê n e r o  B o r d e t e l l a  
e n c o n t r a d o s  n o  g e n o m a  d o  s i m b i o n t e .  

P r o t e í n a  E s p é c i e  S c o r e  
( b i t s )  

I d e n t i d a d e I d e n t i d a d e s  
p o s i t i v a s  

G a p s 

P o l i f o s f a t o  
q u i n a s e  

B o r d e t e l l a  
p e t r i i  D S M  
1 2 8 0 4  

8 9 7  
( 2 3 1 8 ) 

4 3 9 / 6 8 4  
( 6 4 % )  

5 3 6 / 6 8 4  
( 7 8 % )  

2 / 6 8 4  
( 0 % )  

P o l i f o s f a t o  
q u i n a s e  

B o r d e t e l l a  
p e t r i i  

8 9 7  
( 2 3 1 8 ) 

4 3 9 / 6 8 4  
( 6 4 % )  

5 3 6 / 6 8 4  
( 7 8 % )  

2 / 6 8 4  
( 0 % )  

P r o v á v e l  
c a r b o x i l e s t e r a s e  

B o r d et e l l a  
p e r t u s s i s 
T o h a m a  I  

1 6 0  
( 4 0 4 )  

8 2 / 2 1 7  
( 3 7 % )  

1 2 7 / 2 1 7  
( 5 8 % )  

1 / 2 1 7  
( 0 % )  

P r o v á v e l  
c a r b o x i l e s t e r a s e  

B o r d e t e l l a  
p a r a p e r t u s s i s 
1 2 8 2 2  

1 6 1  
( 4 0 7 )  

8 2 / 2 1 7  
( 3 7 % )  

1 2 7 / 2 1 7  
( 5 8 % )  

1 / 2 1 7  
( 0 % )  

P r o t e í n a  p u t a t i v a
b i f u n c i o n a l :  
f o s f o l i p a s e  e  
o x i d o r e d u t a s e  

B o r d e t e l l a  
a v i u m 1 9 7 N  

4 4 . 3  
( 1 0 3 )  

4 7 / 1 9 2  
( 2 4 % )  

8 6 / 1 9 2  
( 4 4 % )  

8 / 1 9 2  
( 4 % )  
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F i g u r a  1 4  –  C o n s u m o  d e  O2  p e l a  c e p a  a p o s i m b i ó t i c a  e  s e l v a g e m  d e  
C r i t h i d i a  d e a n e i .  
O s  g r á f i c o s  m o s t r a m  o  c o n s u m o  d e  O2  p e l a s  c e p a s  a p o s i m b i ó t i c a  ( e m  p r e t o )  
e  s e l v a g e m  ( e m  v e r m e l h o )  d e  C .  d e a n e i.  A s  s e t a s  i n d i c a m  m o m e n t o  e m  q u e  
f o r a m  a d i c i o n a d a s  1 07  cé l u l a s / m L  d e  c a d a  c e p a  a o  m e i o  W a r r e n  
s u p l e m e n t a d o  c o m  1 0 %  d e  s o r o  f e t a l  b o v i n o  q u e  e s t a va  s e n d o  a n a l i s a d o  e m  
r e s p i r o m e t r i a  d e  a l t a  r e s o l u ç ã o .  
A  q u a n t i f i c a ç ã o  m o s t r a  u m  c o n s u m o  d e  1 0 0 , 1 2 9  p m o l  de  O 2 / s / m L  p e l a  c e p a  
s e l v a g e m  e  8 4 , 9 9 0 2  p m o l  d e  O 2 / s / m L  p e l a  c e p a  a p o s i mb i ó t i c a .  
E m  A ,  c o n c e n t r a ç ã o  d e  O2  n o  m e i o  e m  n m o l / m L .  
E m  B ,  f l u x o  d o  c o n s u m o  d e  O2  p e l a s  f r a ç õ e s  e m  p m o l / s / m L .  
G r á f i c o  r e p r e s e n t a t i v o  d e  4  e x p e r i m e n t o s  i n d e p e n d e nt e s . 
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u m  c o n s u m o  d e  O2  d e  1 0 0 , 1 2 9  p m o l  d e  O2 / s / m L ,  e n q u a n d o  q u e  a  

c e p a  c u r a d a  c o n s u m i u  c e r c a  d e  8 4 , 9 9 0 2  p m o l  d e  O2 / s / m L .  

O  c o n s u m o  d e  O 2  p e l a s  f r a ç õ e s  d e  s i m b i o n t e  e  

m i t o c ô n d r i a  t a m b é m  f o i  m e d i d o .  E m b o r a  n e s t e s  c a s o s  n ã o  t e n h a  

s i d o  p o s s í v e l  o b t e r  d a d o s  s u f i c i e n t e s  p a r a  r e a l i z a r q u a n t i f i c a ç õ e s  

m a i s  p r e c i s a s ,  f o i  o b s e r v a d o  c o n s u m o  d e  O2  d o  m e i o  p o r  a m b a s  a s  

f r a ç õ e s  ( F I G U R A  1 5 A  e  1 5 C ) .  T a m b é m  f o i  o b s e r v a d o  q ue  a  f r a ç ã o  

d e  m i t o c ô n d r i a  a p r e s e n t a  u m  c o n s u m o  m a i s  a c e n t u a d o  d e  O2  

q u a n d o  c o m p a r a d a  à  f r a ç ã o  d e  s i m b i o n t e  ( F I G U R A  1 5 B  e  D ) .  O  

c o n s u m o  d e  O2 ,  o b s e r v a d o  a p ó s  1  h o r a  e  3  h o r a s  d e  f r a c i o n a m e n t o , 

d e m o n s t r o u  q u e  a m b a s  a s  f r a ç õ e s  a p r e s e n t a r a m - s e  m e ta b o l i c a m e n t e  

a t i v a s  p a r a  a  r e a l i z a ç ã o  d o s  e x p e r i m e n t o s  p r o p o s t o s n e s t e  

t r a b a l h o .  
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F i g u r a  1 6  –  C o n s u m o  d e  O2  p e l a s  f r a ç õ e s  d e  s i m b i o n t e  e  m i t o c ô n d r i a  
a p ó s  i s o l a m e n t o  d a  C r i t h i d i a  d e a n e i .  
A p ó s  o  f r a c i o n a m e n t o  c e l u l a r ,  f o i  m e d i d o  o  c o n s u m o  d e  O2  p e l a s  f r a ç õ e s  d e  
s i m b i o n t e  ( g r á f i c o  A )  e  m i t o c ô n d r i a  ( g r á f i c o  C )  a p ós  1  h o r a  ( p r e t o )  e  3  
h o r a s  ( v e r m e l h o )  d e  i n c u b a ç ã o  e m  m e i o  W a r r e n  s u p l e me n t a d o  c o m  s o r o  
f e t a l  b o v i n o .  
O b s e r v a r  a  a t i v i d a d e  d a s  f r a ç õ e s  c o n s u m i n d o  O2  d o  m e i o  t a n t o  a p ó s  1  h o r a   
( g r á f i c o  B )  q u a n t o  a p ó s  3  h o r a s  ( g r á f i c o  D )  d e  i s o la m e n t o  d o  
t r i p a n o s o m a t í d e o  h o s p e d e i r o .  
G r á f i c o  r e p r e s e n t a t i v o  d e  2  e x p e r i m e n t o s  i n d e p e n d e nt e s .  
F l u x o  d e  O2  n o  m e i o  e m  0 , 0 5  n m o l / m i n / m L ;  M  =  m i t o c ô n d r i a ;  S  =  
s i m b i o n t e .  
S  =  f r a ç ã o  d e  s i m b i o n t e ;  M  =  f r a ç ã o  d e  m i t o c ô n d r i a . 

  1 hora de incubação

1,025 min.

0,05 nmol O
2
 /mL

1 min.

0,005 nmol O
2
 /mL

  3 horas de incubação

Mitocôndria

Simbionte

Symbiont Mitochondrion
0,000

0,002

0,004

0,006
 

 

  
nm

ol
 O

2/
m

L/
m

in
.

1 hora

Symbiont Mitochondrion
0,00

0,01

0,02

0,03

0,04
3 horas

 

 

 

 

A  B  

C  

  S         M 

  S         M 
D  



 

 

4 8

 D iscussão 

C r i t h i d i a  d e a n e i é  u m  t r i p a n o s o m a t í d e o  q u e  m a n t é m  

u m a  r e l a ç ã o  m u t u a l í s t i c a  c o m  u m a  b a c t é r i a  e n d o s s i m bi ó t i c a .  E s t e  

t i p o  d e  r e l a ç ã o  é  c o n s t a t a d a  p e l a  i n f l u ê n c i a  d o  e n do s s i m b i o n t e  n o  

m e t a b o l i s m o  d o  p r o t o z o á r i o  h o s p e d e i r o .  E s t u d o s  s o b re  a  a c e n t u a d a  

p r o l i f e r a ç ã o  d a  c e p a  q u e  c o n t é m  o  e n d o s s i m b i o n t e  e m r e l a ç ã o  a  

c e p a  a p o s i m b i ó t i c a  d e m o n s t r a m  q u e  a  c e p a  s e l v a g e m  é m e n o s  

e x i g e n t e  n u t r i c i o n a l m e n t e ,  n ã o  p r e c i s a n d o  d e  f o n t e s e x t e r n a s  d e  

o r n i t i n a ,  a r g i n i n a  e  c i t r u l i n a ,  n e m  m e s m o  d a  a d i ç ã o d e  h e m i n a  a o  

m e i o  d e  c u l t u r a  ( C A M A R G O  &  F R E Y M Ü L L E R ,  1 9 7 7 ;  S A L Z M AN  

e t  a l .,  1 9 8 5 ) .  A  i n d e p e n d ê n c i a  d a  C .  d e a n e i d e  u m a  f o n t e  e x t e r n a  

d e  o r n i t i n a  p o d e  s e r  e x p l i c a d a  p e l a  p r e s e n ç a  d a  e n zi m a  o r n i t i n a  

c a r b a m o i l t r a n s f e r a s e  n a  b a c t é r i a  s i m b i ó t i c a  ( C A M A R GO  &  

F R E Y M Ü L L E R ,  1 9 7 7 ) .  O  s i m b i o n t e ,  p o r  s u a  v e z ,  é  c a p az  d e  

p r o d u z i r  u m  f a t o r  p r o t é i c o  q u e  a u m e n t a  a  a t i v i d a d e  d a  o r n i t i n a  

d e c a r b o x i l a s e  ( O D C ) ,  g e r a n d o  p o l i a m i n a s .  D e s t e  m o d o,  a  p r e s e n ç a  

d o  s i m b i o n t e  p r o m o v e  u m a  a c e l e r a d a  p r o l i f e r a ç ã o  c e lu l a r  n o  

p r o t o z o á r i o  h o s p e d e i r o  ( F R O S S A R D  e t  a l .,  2 0 0 6 ) .   

Q u a n t o  a o  e n v o l t ó r i o  d a  b a c t é r i a  s i m b i ó t i c a  d e  

t r i p a n o s o m a t í d e o s ,  p o u c o  s e  c o n h e c e  s o b r e  a  s u a  c o mp o s i ç ã o  

p r o t é i c a .  T o d a v i a ,  a  c o n t a g e m  d o  n ú m e r o  d e  p r o t e í n as  i n t e g r a i s  

d a s  m e m b r a n a s  d o  s i m b i o n t e  d e  C .  d e a n e i,  C .  d e s o u z a i,  C .  

o n c o p e l t i e  B .  c u l i c i s m o s t r o u - s e  s i m i l a r  a o  e n c o n t r a d o  e m  

b a c t é r i a s  G r a m  n e g a t i v a s :  o  f o l h e t o  e x t e r n o  d a  m e m br a n a  e x t e r n a  

e  o  f o l h e t o  c i t o p l a s m á t i c o  d a  m e m b r a n a  i n t e r n a  a p r es e n t a m  u m  
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n ú m e r o  r e d u z i d o  d e  p a r t í c u l a s  t r a n s m e m b r a n a  q u a n d o  c o m p a r a d o s  

c o m  o  f o l h e t o  c i t o p l a s m á t i c o  d a  m e m b r a n a  e x t e r n a  e  c o m  o  f o l h e t o  

e x t e r n o  d a  m e m b r a n a  i n t e r n a  ( M O T T A  e t  a l .,  1 9 9 1 ) .  

E m  r e l a ç ã o  à  c o m p o s i ç ã o  l i p í d i c a  d e s t e  e n v o l t ó r i o ,  

s a b e m o s  q u e  e s t a  a p r e s e n t a  u m a  m a i o r  q u a n t i d a d e  d e  C L  ( 2 5 , 7 % )  

s e g u i d a  d e  P C  ( 2 0 , 1 % )  ( P A L M I É - P E I X O T O  e t  a l .,  2 0 0 6 ) .  A  P C  é  

e n c o n t r a d a  c o m o  f o s f o l i p í d e o  m a j o r i t á r i o  e m  a l g u m a s e s p é c i e s  d e  

b a c t é r i a s ,  e s p e c i a l m e n t e  n a s  q u e  p o s s u e m  u m a  í n t i m a a s s o c i a ç ã o  a  

e u c a r i o t o s ,  s e j a  p o r  m e i o  d e  s i m b i o s e  o u  p a r a s i t i s mo  ( L O P E Z -

L A R A  &  G E I G E R ,  2 0 0 1 ) .  D e  u m  m o d o  g e r a l ,  f o s f o l i p í d eo s  s ã o  

c o m p o n e n t e s  d e  m e m b r a n a  e s s e n c i a i s  n a  m a n u t e n ç ã o  d a 

p e r m e a b i l i d a d e  c e l u l a r  s e l e t i v a  e  n o  p o s i c i o n a m e n t o e  

c o n f o r m a ç ã o  d e  p r o t e í n a s  ( R A E T Z  &  D O W H A N ,  1 9 9 0 ) .  E m 

e u c a r i o t o s ,  a  P C  é  o  c o m p o n e n t e  e s t r u t u r a l  m a j o r i t ár i o  d a s  

m e m b r a n a s  c e l u l a r e s ,  t a m b é m  d e s e m p e n h a n d o  p a p é i s  i mp o r t a n t e s  

n a  s i n a l i z a ç ã o  c e l u l a r  ( E X T O N ,  1 9 9 4 ) .  E m  p r o c a r i o t os ,  t ê m - s e  

s u g e r i d o  q u e  a  P C  n ã o  a p e n a s  d e s e m p e n h a  u m  i m p o r t a nt e  p a p e l  

c o m o  c o m p o n e n t e  e s t r u t u r a l ,  m a s  t a m b é m  c o n t r i b u i  p ar a  a  

p r o l i f e r a ç ã o  c e l u l a r  ( D E  R U D D E R  e t  a l .,  2 0 0 0 ) ,  p a r a  o  

e s t a b e l e c i m e n t o  d e  i n t e r a ç õ e s  s i m b i ó t i c a s  ( G O L D F I N E,  1 9 8 2 ;  

M I N D E R  e t  a l .,  2 0 0 1 ) ,  e  p a r a  a  v i r u l ê n c i a  d o  p r o c a r i o t o  

( W I L D E R M A N  e t  a l .,  2 0 0 2 ;  C O M E R C I  e t  a l .,  2 0 0 6 ;  W E S S E L  e t  

a l . ,  2 0 0 6 ) .  

N e s t e  t r a b a l h o ,  m o s t r a m o s  p e l a  p r i m e i r a  v e z  q u e  a  ce p a  

d e  C .  d e a n e i q u e  c o n t é m  o  e n d o s s i m b i o n t e  é  c a p a z  d e  i n c o r p o r a r  



 

 

5 0

u m a  m a i o r  q u a n t i d a d e  d e  3 2P i  p r e s e n t e  n o  m e i o  d e  c u l t u r a  p a r a  

s í n t e s e  d e  f o s f o l i p í d e o s  q u a n d o  c o m p a r a d o  à  c e p a  a po s i m b i ó t i c a .  

E s t e  r e s u l t a d o  c o i n c i d e  c o m  o  f a t o  d a  c e p a  s e l v a g e m a p r e s e n t a r  

t a x a  d e  p r o l i f e r a ç ã o  m a i s  e l e v a d a  q u a n d o  c o m p a r a d a  c o m  a  c e p a  

c u r a d a  ( M U N D I M  &  R O I T M A N ,  1 9 7 7 ) .  R e c e n t e m e n t e ,  n o s so  g r u p o  

d e m o n s t r o u  q u e  o  e n d o s s i m b i o n t e  d e  C .  d e a n e i p r o d u z  u m  f a t o r  

p r o t é i c o  q u e  p o t e n c i a l i z a  a  a t i v i d a d e  d a  o r n i t i n a  de s c a r b o x i l a s e  

( O D C ) .  E s s a  e n z i m a  e s t á  e n v o l v i d a  n a  r e p l i c a ç ã o  d o  D N A  e  n a  

p r o l i f e r a ç ã o  c e l u l a r  e  s u a  a l t a  a t i v i d a d e  e m  t r i p a no s o m a t í d e o s  q u e  

h o s p e d a m  o  e n d o s s i m b i o n t e  p o d e  e x p l i c a r ,  e m  p a r t e ,  a  e l e v a d a  

t a x a  d e  p r o l i f e r a ç ã o  c e l u l a r  o b s e r v a d a  n e s s e s  p r o t oz o á r i o s  

( F R O S S A R D  e t  a l .,  2 0 0 6 ) .  

N o  p r e s e n t e  e s t u d o ,  e n d o s s i m b i o n t e s  e  m i t o c ô n d r i a s  

o b t i d o s  a p ó s  o  f r a c i o n a m e n t o  c e l u l a r  d e  C .  d e a n e i c r e s c i d a  e m  

m e i o  d e  c u l t u r a  c o n t e n d o  3 2P i ,  a p r e s e n t a r a m  P C  c o m o  o  

f o s f o l i p í d e o  m a j o r i t á r i o ,  s e g u i d o  p o r  P E  e  P I .  E s s es  r e s u l t a d o s  

e s t ã o  d e  a c o r d o  c o m  d a d o s  o b t i d o s  a n t e r i o r m e n t e  q u e m o s t r a m  a  

p r e s e n ç a  d e  P C  n o  e n v o l t ó r i o  d o  s i m b i o n t e  ( P A L M I É - PE I X O T O  e t  

a l . ,  2 0 0 6 ) .  O  c o n t e ú d o  f o s f o l i p í d i c o  d a  f r a ç ã o  m i t o c o nd r i a l  

t a m b é m  a p r e s e n t o u  P C  c o m o  f o s f o l i p í d e o  m a j o r i t á r i o , s e g u i d o  d e  

P E  e  P I ,  s e n d o  q u e  o s  p e r c e n t u a i s  f o r a m  m a i s  a l t o s  d o  q u e  a q u e l e s  

e n c o n t r a d o s  n a  f r a ç ã o  s i m b i ó t i c a .  E s t e  f a t o  p o d e  e st a r  r e l a c i o n a d o  

a o  e l e v a d o  v o l u m e  r e l a t i v o  q u e  a  m i t o c ô n d r i a  o c u p a  n o  c i t o p l a s m a  

d e  C .  d e a n e i ( M O T T A  e t  a l .,  1 9 9 7 b ) .  
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F o i  i n t e r e s s a n t e  o b s e r v a r  n e s t e  e s t u d o  q u e  s i m b i o n te s  

i s o l a d o s  m o s t r a r a m - s e  c a p a z e s  d e  p r o d u z i r  f o s f o l i p íd e o s  

i n d e p e n d e n t e m e n t e  d a  c é l u l a  h o s p e d e i r a .  T r a b a l h o s  an t e r i o r e s  

m o s t r a r a m  a  a u t o n o m i a  d a  b a c t é r i a  s i m b i ó t i c a  p a r a  a s í n t e s e  d e  

p r o t e í n a s ,  m e s m o  a p ó s  2  h o r a s  d e  i s o l a m e n t o  ( N O V A K  e t  a l .,  

1 9 8 8 ) ,  e m b o r a  a i n d a  n ã o  h a v i a  s i d o  m o s t r a d a  a  c a p a ci d a d e  d e  

s í n t e s e  d e  f o s f o l i p í d e o s .  A p e s a r  d e  p o d e r  s i n t e t i z ar  p r o t e í n a s  e  

l i p í d e o s  d e p o i s  d e  i s o l a d o ,  o  s i m b i o n t e  d o s  t r i p a n os o m a t í d e o s  n ã o  

é  c a p a z  d e  p e r m a n e c e r  í n t e g r o  p o r  m u i t a s  h o r a s  f o r a d a  c é l u l a  

h o s p e d e i r a .  E s t e  f a t o  p o d e  e s t a r  r e l a c i o n a d o  à  p a r ed e  c e l u l a r  

r e d u z i d a  e  à  b a i x a  e s t a b i l i d a d e  o s m ó t i c a  d e s s e s  p r oc a r i o t o s  

( M O T T A  e t  a l .,  1 9 9 7 a ) .  A l é m  d i s s o ,  d a d o s  r e c e n t e s  m o s t r a r a m  q u e  

v á r i o s  g e n e s  q u e  c o d i f i c a m  p r o t e í n a s  e n v o l v i d a s  n a  d i v i s ã o  e  n a  

s í n t e s e  d a  p a r e d e  c e l u l a r  f o r a m  p e r d i d o s  a o  l o n g o  da  e v o l u ç ã o  

p e l o  s i m b i o n t e  d e  C .  d e a n e i,  e x p l i c a n d o  e m  p a r t e  a  s u a  

i n c a p a c i d a d e  d e  s e  d i v i d i r  f o r a  d o  h o s p e d e i r o  ( Y I M  e t  a l .,  2 0 0 5 ;  

G O N Ç A L V E S ,  2 0 0 8 ) .  

D i f e r e n t e  d o  q u e  f o i  o b s e r v a d o  c o m  o s  s i m b i o n t e s  

i s o l a d o s ,  a  f r a ç ã o  m i t o c o n d r i a l  n ã o  f o i  c a p a z  d e  s in t e t i z a r  

f o s f o l i p í d e o s  i n d e p e n d e n t e m e n t e  d a  c é l u l a  h o s p e d e i ra .  E s t e  

r e s u l t a d o  p o d e r i a  e s t a r  r e l a c i o n a d o  à  p e r d a  d e  v i a bi l i d a d e  d a  

f r a ç ã o  d e  m i t o c ô n d r i a  a p ó s  o  p r o c e s s o  d e  f r a c i o n a m en t o .  P o r é m ,  

d a d o s  b i o q u í m i c o s  m o s t r a r a m  q u e  a  f r a ç ã o  m i t o c o n d r ia l  a p r e s e n t a  

a t i v i d a d e  d a  c i t o c r o m o  s u c c i n a t o  c - r e d u t a s e ,  i n d i c an d o  q u e  e s t a  

o r g a n e l a  m a n t é m  a  c a d e i a  r e s p i r a t ó r i a  a t i v a ,  m e s m o  d e p o i s  d e  



 

 

5 2

i s o l a d a  ( M O T T A  e t  a l .,  1 9 9 7 b ) .  P a r a  e x p l o r a r  e s t e  f a t o ,  a v a l i a m o s  

o  c o n s u m o  d e  O2  n a s  f r a ç õ e s  e s t u d a d a s :  n o  p r e s e n t e  t r a b a l h o ,  

o b s e r v a m o s  q u e  a  f r a ç ã o  m i t o c o n d r i a l  c o n s o m e  a l t a s  t a x a s  d e  O2 ,  

i n d i c a n d o  a  v i a b i l i d a d e  d e s t a  o r g a n e l a  a p ó s  o  f r a c io n a m e n t o  

c e l u l a r ,  a i n d a  q u e  i n c a p a z  d e  s i n t e t i z a r  f o s f o l i p í de o s .  É  p r e c i s o  

c o n s i d e r a r  q u e  d u r a n t e  o  p r o c e s s o  e v o l u t i v o ,  a  m i t oc ô n d r i a  p e r d e u  

o u  t r a n s f e r i u  p a r a  o  n ú c l e o  d a  c é l u l a  h o s p e d e i r a  a  m a i o r  p a r t e  d o  

s e u  c o n t e ú d o  g e n é t i c o  ( T I M M I S  e t  a l .,  2 0 0 4 ) .  C o m o  c o n s e q ü ê n c i a ,  

e s s a  o r g a n e l a  i m p o r t a  a  m a i o r i a  d e  s u a s  p r o t e í n a s  e l i p í d e o s ,  o  q u e  

e x p l i c a  s u a  i n c a p a c i d a d e  d e  s í n t e s e  d e  f o s f o l i p í d e os  u m a  v e z  

i s o l a d a  d o  t r i p a n o s o m a t í d e o .  

A i n d a  e m  r e l a ç ã o  a o  c o n s u m o  d e  O2 ,  r e s u l t a d o s  o b t i d o s  

c o m  o  o x í g r a f o  s u g e r e m  q u e  o  m e t a b o l i s m o  e n e r g é t i c o v a r i a  e n t r e  

a s  c e p a s  n o r m a l  e  c u r a d a  d e  C .  d e a n e i.  O  m a i o r  c o n s u m o  d e  O2  

p e l a  c e p a  s e l v a g e m  e m  r e l a ç ã o  a  c e p a  a p o s i m b i ó t i c a  p o d e  e s t a r  

r e l a c i o n a d a  a  p r e s e n ç a  d o  e n d o s s i m b i o n t e .  R e s u l t a d os  a n t e r i o r e s  

i n d i c a m  q u e  p a r t e  d o  A T P  u s a d o  p e l o  s i m b i o n t e  é  o b ti d o  a  p a r t i r  

d o s  g l i c o s s o m o s  d a  c é l u l a  h o s p e d e i r a  ( M O T T A  e t  a l .,  1 9 9 7 a ) .  

A s s o c i a n d o  e s t e  d a d o  c o m  o  f a t o  d o  c r e s c i m e n t o  d a  ce p a  n o r m a l  

s e r  m a i o r  q u e  o  d a  c e p a  c u r a d a ,  p o d e m o s  s u g e r i r  q u e o  p r o t o z o á r i o  

t e m  u m  m e t a b o l i s m o  e n e r g é t i c o  a c e l e r a d o  p e l a  p r e s e nç a  d o  

e n d o s s i m b i o n t e ,  c o n s u m i n d o  m a i o r e s  q u a n t i d a d e s  d e  O2  p a r a  

m a n t e r  s u a  h o m e o s t a s i a .  O b s e r v a m o s  q u e  o  s i m b i o n t e  t a m b é m  

c o n s o m e  O2  q u a n d o  i s o l a d o  d o  s e u  h o s p e d e i r o  e  e s t e  f a t o  p o d e  

e s t a r  r e l a c i o n a d o  à  p r o d u ç ã o  d e  A T P  n e c e s s á r i a  p a r a a  s í n t e s e  
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p r o t é i c a  e  l i p í d i c a .  E n t r e t a n t o ,  n ã o  é  p o s s í v e l  c o mp a r a r  o  c o n s u m o  

d e  O2  p e l o  s i m b i o n t e  i s o l a d o  c o m  o  c o n s u m o  d o  s i m b i o n t e  q u a n d o  

d e n t r o  d e  s e u  h o s p e d e i r o ,  v i s t o  n ã o  s e r  p o s s í v e l  c ri a r  a s  m e s m a s  

c o n d i ç õ e s  q u e  o  p r o t o z o á r i o  p r o p i c i a  a o  e n d o s s i m b i on t e  e m  u m  

m o d e l o  i n  v i t r o .  

C o n s i d e r a n d o  o  c o n t e ú d o  f o s f o l i p í d i c o  n o  e n v o l t ó r i o d o  

s i m b i o n t e  e  s u a  r e l a ç ã o  m u t u a l í s t i c a  c o m  o  t r i p a n o so m a t í d e o  

h o s p e d e i r o ,  a l g u m a s  q u e s t õ e s  i m p o r t a n t e s  a i n d a  p r e ci s a m  s e r  

r e s p o n d i d a s :  

•  C o m o  o  s i m b i o n t e  o b t é m  a  P C  q u e  i n t e g r a  a s  s u a s  

m e m b r a n a s ?  

•  Q u a i s  s ã o  a s  v i a s  d e  s í n t e s e  q u e  s ã o  u t i l i z a d a s  

p a r a  a  p r o d u ç ã o  d e  f o s f a t i d i l c o l i n a  e m  t r i p a n o s o m a tí d e o s  q u e  

h o s p e d a m  s i m b i o n t e s ?  

S e g u n d o  P a l m i é - P e i x o t o  e  c o l a b o r a d o r e s  ( 2 0 0 6 ) ,  a  

a t i v i d a d e  d a  v i a  d e  G r e e n b e r g  e m  C .  d e a n e i f o i  e v i d e n c i a d a  a p ó s  o  

t r a t a m e n t o  d o  p r o t o z o á r i o  c o m  a z a s t e r o l .  E m  t r i p a n os o m a t í d e o s ,  a  

u t i l i z a ç ã o  d o  2 2 , 2 6 - a z a s t e r o l  i n i b e  a  s í n t e s e  d e  e st e r ó i s  e  a l t e r a  a  

s í n t e s e  d e  f o s f o l i p í d e o s  a o  i n i b i r  a  e n z i m a  f o s f a t id i l e t a n o l a m i n a  

m e t i l t r a n s f e r a s e  ( P M T )  ( U R B I N A ,  1 9 9 7 ;  R O D R I G U E S  e t  a l .,  

2 0 0 2 ) .  O  t r a t a m e n t o  d e  C .  d e a n e i c o m  e s t a  d r o g a ,  m o s t r o u  a  

i n i b i ç ã o  d a  p r o d u ç ã o  d e  P C  e  o  a u m e n t o  d o  c o n t e ú d o  d e  P E  t a n t o  

n a  c é l u l a  h o s p e d e i r a  c o m o  n a  f r a ç ã o  d e  s i m b i o n t e  ( PA L M I É -

P E I X O T O  e t  a l .,  2 0 0 6 ) .  
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N o  p r e s e n t e  t r a b a l h o ,  o b s e r v a m o s  q u e  s i m b i o n t e s  f o ra m  

c a p a z e s  d e  s i n t e t i z a r  f o s f o l i p í d e o s  i n d e p e n d e n t e m e nt e  d o  

p r o t o z o á r i o  m e s m o  a p ó s  3  h o r a s  d e  f r a c i o n a m e n t o .  T od a v i a ,  P E  

a p r e s e n t a - s e  c o m o  f o s f o l i p í d e o  m a j o r i t á r i o ,  e n q u a n to  q u e  a  P C  f o i  

e n c o n t r a d a  e m  m e n o r  q u a n t i d a d e .  D e s t e  m o d o ,  o s  r e s ul t a d o s  

o b t i d o s  s u g e r e m  q u e  a  b a c t é r i a  s i m b i ó t i c a  p o d e  o b t er  p a r t e  d e  s e u  

c o n t e ú d o  d e  P C ,  o u  m e s m o  o s  p r e c u r s o r e s  d e  P C  a  p a rt i r  d o  

t r i p a n o s o m a t í d e o  h o s p e d e i r o .  P r o c a r i o t o s  q u e  c o n t é m P C  

u s u a l m e n t e  p o s s u e m  t a n t o  a  v i a  d a  m e t i l a ç ã o  ( G r e e n be r g )  q u a n t o  a  

v i a  d a  P C  s i n t a s e  p a r a  a  p r o d u ç ã o  d e  P C .  C o n t u d o ,  vi a s  e n v o l v i d a s  

n a  s í n t e s e  d e  P C  e m  p r o c a r i o t o s  s ã o  m a i s  c o m p l e x a s  d o  q u e  o  

e s p e r a d o :  e m b o r a  a  p r i n c i p a l  v i a  d e  s í n t e s e  d e  P C  em  p r o c a r i o t o s  

s e j a  a  v i a  d e  G r e e n b e r g ,  b a c t é r i a s  p a t o g ê n i c a s ,  c o mo  P s e u d o m o n a s  

a e r u g i n o s a ( W I L D E R M A N  e t  a l .,  2 0 0 2 )  e  B r u c e l l a  a b o r t u s 

( C O M E R C I  e t  a l .,  2 0 0 6 ) ,  r e a l i z a m  a  s í n t e s e  d e  P C  e x c l u s i v a m e n t e  

p e l a  v i a  d a  P C  s i n t a s e .  N e s t e s  c a s o s ,  a  s í n t e s e  d e  P C  d e p e n d e  d e  

c o l i n a  p r o v i d a  p e l o  h o s p e d e i r o .  D e  m o d o  s i m i l a r ,  u m m u t a n t e  d e  

S i n o r h i z o b i u m  m e l i l o t i d e f i c i e n t e  e m  e n z i m a s  d a  v i a  d e  m e t i l a ç ã o  

d e  G r e e n b e r g ,  r e q u e r  s u p r i m e n t o  d e  c o l i n a  d a  c é l u l a h o s p e d e i r a  

p a r a  f o r m a r  P C  p e l a  v i a  d a  P C  s i n t a s e  ( D E  R U D D E R  e t  a l .,  1 9 9 9 ) .  

A  e s t r a t é g i a  u t i l i z a d a  p a r a  a  s í n t e s e  d e  P C  u s a n d o  p r e c u r s o r e s  

o r i g i n á r i o s  d a  c é l u l a  h o s p e d e i r a  f o i  m a n t i d a  n o  c u rs o  d a  e v o l u ç ã o .  

P r o t o z o á r i o s  p a r a s i t a s  d e  m a m í f e r o s  c o m o  L e i s h m a n i a  m a j o r 

( Z U F F E R E Y  &  M A M O U N ,  2 0 0 2 ) ,  P l a s m o d i u m  f a l c i p a r u m 

( S I M Õ E S  e t  a l .,  1 9 9 1 ;  P E S S I  e t  a l .,  2 0 0 4 ) ,  e  B a b e s i a  b o v i s 
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( F L O R I N - C H R I S T E N S E N  e t  a l .,  2 0 0 0 ) ,  t a m b é m  u t i l i z a m  o  

t r a n s p o r t e  d e  c o l i n a  a  p a r t i r  d o  h o s p e d e i r o  p a r a  s in t e t i z a r  a  P C .  

N o  e n t a n t o ,  r e s u l t a d o s  o b t i d o s  n e s t e  t r a b a l h o  s u g e re m  

a u s ê n c i a  d a  v i a  d a  P C  s i n t a s e  n o  e n d o s s i m b i o n t e  d e  C .  d e a n e i,  j á  

q u e  n ã o  h o u v e  f o r m a ç ã o  d e  P C  m a r c a d a  c o m  o  t r a ç a d o r [ 3 H ] -

c o l i n a ,  o  s u b s t r a t o  d a  e n z i m a  P C  s i n t a s e .  A l é m  d i s so ,  e s t a  e n z i m a  

n ã o  f o i  i d e n t i f i c a d a  n o  g e n o m a  d a  b a c t é r i a  s i m b i ó t ic a ,  o  m e s m o  

o c o r r e n d o  c o m  t o d a s  a s  o u t r a s  e n z i m a s  d a s  p r i n c i p a is  v i a s  d e  

s í n t e s e  d e  P C .  P o r é m ,  u m a  e n z i m a  p u t a t i v a  b i f u n c i o na l  c o m  

a t i v i d a d e  d e  o x i d o r e d u t a s e  e  f o s f o l i p a s e  f o i  e n c o n tr a d a  n o  g e n o m a  

d o  e n d o s s i m b i o n t e .  A  a t i v i d a d e  d e  f o s f o l i p a s e  d e s t a e n z i m a  p o d e  

s e r  r e s p o n s á v e l  p o r  a l t e r a ç õ e s  n a  c o m p o s i ç ã o  f o s f o li p í d i c a  d a  

b a c t é r i a  s i m b i ó t i c a ,  d e v i d o  a  s u a  a t i v i d a d e  e m  h i d ro l i s a r  

f o s f o l i p í d e o s  f o r m a n d o  P A  e  l i b e r a n d o  o  r a d i c a l  d o  f o s f o l i p í d e o .  

P r e c i s a m o s  a i n d a  c o n s i d e r a r  a  p o s s i b i l i d a d e  d e  o  

s i m b i o n t e  o b t e r  g r a n d e  p a r t e  d a  P C  p r e s e n t e  n o  s e u  e n v o l t ó r i o ,  a  

p a r t i r  d a  c é l u l a  h o s p e d e i r a .  N e s t e  s e n t i d o ,  é  i m p o rt a n t e  d e s t a c a r  a  

p r o x i m i d a d e  e n t r e  o  e n d o s s i m b i o n t e  e  o  r e t í c u l o  e n do p l a s m á t i c o ,  

f r e q ü e n t e m e n t e  o b s e r v a d a  a t r a v é s  d e  a n á l i s e s  u l t r a es t r u t u r a i s  p o r  

m i c r o s c o p i a  e l e t r ô n i c a .  E s t e  a s p e c t o  r e f o r ç a  o  c a r át e r  m u t u a l í s t i c o  

d e  u m a  r e l a ç ã o  s i m b i ó t i c a  d e  i n t e n s a s  t r o c a s  m e t a b ól i c a s .  

E s t u d o s  e m  p r o c a r i o t o s  m o s t r a r a m  q u e  n o  i n í c i o  d a  

d i v i s ã o  c e l u l a r  o c o r r e m  m u d a n ç a s  n a  c o m p o s i ç ã o  f o s fo l i p í d i c a  d e  

b a c t é r i a s  G r a m  n e g a t i v a s ,  q u e  r e s u l t a m  n o  a c ú m u l o  de  P E  n o s  

s e p t o s  ( M A T S U M O T O  e t  a l .,  2 0 0 6 ) .  A  p r e s e n ç a  d e  d o m í n i o s  d e  
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m e m b r a n a  e m  p r o c a r i o t o s  t a m b é m  p o d e  e s t a r  r e l a c i o n ad a  à  

s i n a l i z a ç ã o  c e l u l a r .  N e s t e  s e n t i d o ,  t o r n a - s e  i m p o r ta n t e  e s t u d a r  

f u t u r a m e n t e  o  p a p e l  d o  f o s f a t i d i l i n o s i t o l  p r e s e n t e  n o  e n v o l t ó r i o  d o  

e n d o s s i m b i o n t e ,  v i s t o  q u e  u m a  d a s  a t i v i d a d e s  d a  f o sf o l i p a s e  C  e m  

e u c a r i o t o s  c o n s i s t e  e m  h i d r o l i s a r  o  f o s f a t i d i l i n o s it o l  4 , 5 - b i f o s f a t o  

( f o s f a t i d i l i n o s i t o l  f o s f o r i l a d o )  e m  d i a c i l g l i c e r o l  e  i n o s i t o l  1 , 4 , 5 -

t r i f o s f a t o  q u e  s ã o  s e g u n d o s  m e n s a g e i r o s  d e  v i a s  d e  s i n a l i z a ç ã o  

c e l u l a r  ( S A S A K I  e t  a l .,  2 0 0 7 ) .  E s t a  é  m a i s  u m a  p o s s i b i l i d a d e  a  s e r  

i n v e s t i g a d a  d e  c o m o  o  s i m b i o n t e  p o d e  m o d u l a r  o  m e t ab o l i s m o  d o  

t r i p a n o s o m a t í d e o  h o s p e d e i r o .  

O  u s o  d e  i n i b i d o r e s  d a s  v i a s  d e  K e n n e d y  e  d e  G r e e n be r g  

e m  c u l t u r a s  d e  C .  d e a n e i p o d e  e s c l a r e c e r  a  i m p o r t â n c i a  d e  c a d a  

u m a  d e s t a s  v i a s  p a r a  a  s í n t e s e  d e  P C  p e l o  p r o t o z o á ri o .  U m a  v e z  

i n i b i d a s ,  e s t a s  v i a s  p o d e m  p o m o v e r  m u d a n ç a s  n a  c o m po s i ç ã o  

f o s f o l i p í d i c a  d o  e n d o s s i m b i o n t e ,  i n d i c a n d o  s u a  d e p en d ê n c i a  ( o u  

n ã o )  e m  o b t e r  P C  a  p a r t i r  d o  t r i p a n o s o m a t í d e o  h o s p ed e i r o .  
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5  Conc lusões  

•  A  m a i o r  i n c o r p o r a ç ã o  d e  3 2P i  p e l a  c e p a  s e l v a g e m  

d e  C r i t h i d i a  d e a n e i,  q u a n d o  c o m p a r a d a  à  c e p a  a p o s i m b i ó t i c a ,  

s u g e r e  a  i n f l u ê n c i a  d o  e n d o s s i m b i o n t e  n o  m e t a b o l i s mo  d o  

p r o t o z o á r i o  h o s p e d e i r o  p o i s  r e s u l t a  e m  u m a  m a i o r  i nc o r p o r a ç ã o  d o  

t r a ç a d o r  r a d i o a t i v o  p a r a  a  s í n t e s e  d e  f o s f o l i p í d e o s.  

•  S i m b i o n t e s  e  m i t o c ô n d r i a s  i s o l a d o s  a  p a r t i r  d e  

p r o t o z o á r i o s  c r e s c i d o s  e m  m e i o  c o n t e n d o  3 2P i  a p r e s e n t a m  u m a  

c o m p o s i ç ã o  m a j o r i t á r i a  d e  P C .  

•  O  s i m b i o n t e  i s o l a d o  d e  C .  d e a n e i é  c a p a z  d e  

p r o d u z i r  f o s f o l i p í d e o s  c o m o  P E ,  P C  e  P I .  T o d a v i a ,  um a  m a i o r  

q u a n t i d a d e  d e  P E  é  o b s e r v a d a  a p ó s  o  p e r í o d o  d e  3  h or a s  d e  

f r a c i o n a m e n t o ,  e n q u a n t o  a  c o n c e n t r a ç ã o  d e  P C  d i m i n ui .  E s t e s  

d a d o s  i n d i c a m  q u e  o  e n d o s s i m b i o n t e  d e p e n d e ,  a o  m e n os  e m  p a r t e ,  

d a  p r o d u ç ã o  d e  P C  r e a l i z a d a  p e l o  t r i p a n o s o m a t í d e o  ho s p e d e i r o .  

•  A p ó s  3  h o r a s  d e  f r a c i o n a m e n t o ,  o  f o s f o l i p í d e o  

f o r m a d o  e m  m a i o r  q u a n t i d a d e  n o  e n d o s s i m b i o n t e  é  P I . 

•  A  i n c u b a ç ã o  d e  s i m b i o n t e s  i s o l a d o s  e m  m e i o  d e  

c u l t u r a  c o n t e n d o  [3 H ] - c o l i n a  n ã o  r e s u l t o u  n a  f o r m a ç ã o  d e  P C .  

•  P e s q u i s a s  n o  g e n o m a  d o  e n d o s s i m b i o n t e  d e  C .  

d e a n e i n ã o  r e v e l a r a m  q u a i s q u e r  s e q ü ê n c i a s  e s p e c í f i c a s  q u e 

c o r r e s p o n d e s s e m  à s  e n z i m a s  e n v o l v i d a s  n a  s í n t e s e  d e P C  ( v i a s  d e  

K e n n e d y ,  G r e e n b e r g  e  P C  s i n t a s e ) .  C o n t u d o ,  f o r a m  e nc o n t r a d a s  

s e q ü ê n c i a s  d e  p o l i f o s f a t o  q u i n a s e s ,  c a b o x i l e s t e r a s es  e  u m a  
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p u t a t i v a  e n z i m a  b i f u n c i o n a l  ( f o s f o l i p a s e  e  o x i d o r e du t a s e )  q u a n d o  

s e  b u s c o u  a  s e q ü ê n c i a  d e  f o s f o l i p a s e  D .  

•  O s  r e s u l t a d o s  o b t i d o s  c o m  o  o x í g r a f o  m o s t r a m  o  

m a i o r  c o n s u m o  d e  O2  p e l a  c e p a  s e l v a g e m  d e  C r i t h i d i a  d e a n e i 

q u a n d o  c o m p a r a d a  c o m  a  c e p a  a p o s i m b i ó t i c a .  E s t e  r e su l t a d o  

s u g e r e  q u e  a  p r e s e n ç a  d a  b a c t é r i a  s i m b i ó t i c a  p r o m o ve  u m  m a i o r  

c o n s u m o  d e  O2  e  a c e l e r a  o  m e t a b o l i s m o  e n e r g é t i c o  d o  p r o t o z o á r i o  

h o s p e d e i r o .  

•  O  c o n s u m o  d e  O2  e  a  u l t r a e s t r u t u r a  d e  s i m b i o n t e s  e  

m i t o c ô n d r i a s  i s o l a d o s  i n d i c a m  q u e  e s t a s  f r a ç õ e s  e s tã o  

m e t a b o l i c a m e n t e  a t i v a s .  
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6  Re fe rênc ias  B ib l i og rá f i cas  

A L F I E R I ,  S . C . ,  C A M A R G O ,  E . P .  T r y p a n o s o m a t i d a e :  i s o le u c i n e  

r e q u i r e m e n t  a n d  t h r e o n i n e  d e a m i n a s e  i n  s p e c i e s  w i t h a n d  

w i t h o u t  e n d o s y m b i o n t s .  E x p .  P a r a s i t o l.  5 3:  3 7 1 - 3 8 0 ,  1 9 8 2 .  

A N D R A D E ,  I . S . ,  P R O B S T ,  C . M . ,  K R I E G E R ,  M . A . ,  D E  S O U ZA ,  

W . ,  M O H A N A - B O R G E S ,  R . ,  M O T T A ,  M . C . M .  T h e  p r e s e n c e  of  

a  p o r i n - l i k e  p r o t e i n  r e v e a l s  t h e  o r i g i n  o f  t h e  e n d os y m b i o n t  

e n v e l o p e  i n  C r i t h i d i a  d e a n e i.  A n n a l s  o f  t h e  X X X V I I  A n n u a l  

M e e t i n g  o f  S B B q.  F - 9 ,  2 0 0 8   

A L T S C H U L ,  S . F . ,  G I S H ,  W . ,  M I L L E R ,  W . ,  M Y E R S ,  E . W . ,  

L I P M A N ,  D . J .  B a s i c  l o c a l  a l i g n m e n t  s e a r c h  t o o l .  J .  M o l .  B i o l .  

2 1 5:  4 0 3 - 1 0 .  

B A R O N ,  S . ,  P E A K E ,  R . C . ,  J A M E S ,  D . A . ,  S U S M A N ,  M . ,  

K E N N E D Y ,  C . A . ,  S I N G L E T O N ,  M . J . D . ,  S C H U E N K E ,  S .  

H e m o f l a g e l l a t e s.  I n :  M e d i c a l  M i c r o b i o l . 4 t h  e d .  –  s e c .  4 ,  

1 9 9 6 .  

C A B E E N ,  M . T . ,  J A C O B S - W A G N E R ,  C . ,  B a c t e r i a l  c e l l  s h ap e .  N a t .  

R e v .  M i c r o b i o l.  3 :  6 0 1 - 1 0 ,  2 0 0 5 .  

C A M A R G O ,  E . P . ,  F R E Y M Ü L L E R ,  E .  E n d o s y m b i o n t  a s  s u p p li e r  o f  

o t n i t h i n e  c a r b a m o y l t r a n f e r a s e  i n  a  t r y p a n o s o m a t i d .  N a t u r e.  

2 7 0:  5 2 - 3 ,  1 9 7 7 .  

C A V A L C A N T I ,  D . P . ,  T H I R Y ,  M ,  D E  S O U Z A ,  W . ,  M O T T A ,  M .C . M .  

T h e  k i n e t o p l a s t   u l t r a s t r u c t u r a l  o r g a n i z a t i o n  o f  e nd o s y m b i o n t -

b e a r i n g  t r y p a n o s o m a t i d s  a s  r e v e a l e d  b y  d e e p - e t c h i n g,  
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c y t o c h e m i c a l  a n d  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  a n a l y s i s .  H i s t oc h e m . 

C e l l  B i o l .  ( n o  p r e l o ),  2 0 0 8 .  

C H A N G ,  K . P .  U l t r a s t r u c t u r e  o f  s y m b i o t i c  b a c t e r i a  i n n o r m a l  a n d  

a n t i b i o t i c - t r e a t e d  B l a s t o c r i t h i d i a  c u l i c i s a n d  C r i t h i d i a  

o n c o p e l t i.  J .  P r o t o z o o l.  2 1:  6 9 9 - 0 7 ,  1 9 7 4 .  

C O M E R C I ,  D . J . ,  A L T A B E ,  S . ,  D E  M E N D O Z A ,  D . ,  U G A L D E ,  R . A .  

B r u c e l l a  a b o r t u s s y n t h e s i z e s  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  f r o m  c h o l i n e  

p r o v i d e d  b y  t h e  h o s t .  J .  B a c t e r i o l.  1 8 8:  1 9 2 9 - 3 4 ,  2 0 0 6 .  

C R O N A N ,  J . E .  B a c t e r i a l  m e m b r a n e  l i p i d s :  W h e r e  d o  w e s t a n d ?  

A n n u .  R e v .  M i c r o b i o l.  5 7:  2 0 3 - 2 4 ,  2 0 0 3 .  

C U I ,  Z . ,  H O U W E L I N G ,  M .  P h o s p h a t i d y l c h o l i n e  a n d  c e l l d e a t h .  

B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a.  1 5 8 5:  8 7 - 9 6 ,  2 0 0 2 .  

D E  R U D D E R ,  K . E . ,  S O H L E N K A M P ,  C . ,  G E I G E R ,  O .  P l a n t - ex u d e d  

c h o l i n e  i s  u s e d  f o r  r h i z o b i a l  m e m b r a n e  l i p i d s  b i o s yn t h e s i s  b y  

p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  s y n t h a s e .  J .  B i o l .  C h e m.  2 7 4:  2 0 0 1 1 - 6 ,  

1 9 9 9 .  

D E  R U D D E R ,  K . E . ,  L Ó P E Z - L A R A ,  I . M . ,  G E I G E R ,  O .  I n a c ti v a t i o n  

o f  t h e  g e n e  f o r  p h o s p h o l i p i d  N - m e t h y l t r a n s f e r a s e  i n 

S i n o r h i z o b i u m  m e l i l o t i:  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  i s  r e q u i r e d  f o r  

n o r m a l  g r o w t h .  M o l .  M i c r o b i o l.  3 7:  7 6 3 - 7 2 ,  2 0 0 0 .  

D E  S O U Z A ,  W . ,  M O T T A ,  M . C . M .  E n d o s y m b i o s i s  i n  p r o t o zo a  o f  

t h e  T r y p a n o s o m a t i d a e  f a m i l y .  F E M S  M i c r o b i o l .  L e t t e rs 1 7 3:  1 -

8 ,  1 9 9 9 .  



 

 

6 1

D E  S O U Z A ,  W .  F r o m  t h e  c e l l  b i o l o g y  t o  t h e  d e v e l o p m en t  o f  n e w  

c h e m o t h e r a p e u t i c  a p p r o a c h e s  a g a i n s t  t r y p a n o s o m a t i d s:  d r e a m s  

a n d  r e a l i t y .  K i n e t o p l a s t i d .  B i o l .  D i s . 1 :  3 ,  2 0 0 2 .  

D O W H A N ,  W .  M o l e c u l a r  b a s i s  f o r  m e m b r a n e  p h o s p h o l i p id s  

d i v e r s i t y :  W h y  a r e  t h e r e  s o  m a n y  l i p i d s ? A n n u .  R e v .  B i o c h e m.  

6 6:  1 9 9 - 2 3 2 ,  1 9 9 7 .  

D U ,  Y . ,  M A S L O V ,  D . A . ,  C H A N G ,  K . P .  M o n o p h y l e t i c  o r i gi n  o f  β -

d i v i s i o n  p r o t e o b a c t e r i a l  e n d o s y m b i o n t s  a n d  t h e i r  c oe v o l u t i o n  

w i t h  i n s e c t  t r y p a n o s o m a t i d  p r o t o z o a  B l a s t o c r i t h i d i a  c u l i c i s 

a n d  C r i t h i d i a  s p p .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i.  9 1:  8 4 3 7 - 4 1 ,  1 9 9 4 a .  

D U ,  Y . ,  M C L A U G H L I N ,  G . ,  C H A N G ,  K . P .  1 6 S  R i b o s o m a l  DN A  

S e q u e n c e  i d e n t i t i e s  o f  β - p r o t e o b a c t e r i a l  e n d o s y m b i o n t s  i n  

t h r e e  C r i t h i d i a  s p e c i e s .  J .  B a c t e r i o l,  1 7 6:  3 0 8 1 - 4 ,  1 9 9 4 b .  

E I N I C K E R - L A M A S ,  M . ,  M A L A Q U I A S ,  A . T . ,  C A S T R O ,  S . L . ,  

S M I T H ,  G . A . ,  O L I V E I R A ,  M . M .  E f f e c t s  o f  f l u o r i n a t e d  

i n o s i t o l s  o n  t h e  p h o s p h o i n o s i t i d e  m e t a b o l i s m  a n d  t he  

p r o l i f e r a t i o n  o f  T r y p a n o s o m a  c r u z i.  P a r a s i t o l .  R e s.  8 5:  2 3 2 - 8 ,  

1 9 9 9 .  

E X T O N ,  J . H .  P h o s p h a t i d y l c h o l i n e  b r e a k d o w n  a n d  s i g n al  

t r a n s d u c t i o n .  B i o c h i m .  B i o p h y s  A c t a.  1 2 1 2:  2 6 - 4 2 ,  1 9 9 4 .  

F A M P A ,  P . ,  C O R R Ê A - D A - S I L V A ,  M . S . ,  L I M A ,  D . C . ,  O L I V EI R A ,  

S . M . P . ,  M O T T A ,  M . C . M ,  S A R A I V A ,  E . M . B .  I n t e r a c t i o n  of  

i n s e c t  t r y p a n o s o m a t i d s  w i t h  m o s q u i t o e s ,  s a n d  f l y  a nd  t h e  

r e s p e c t i v e  i n s e c t  c e l l  l i n e s .  I n t .  J .  P a r a s i t o l o g y.  3 3:  1 0 1 9 - 2 6 ,  

2 0 0 3 .  
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F L O R I N - C H R I S T E N S E N ,  J . ,  S U A R E Z ,  C . E . ,  F L O R I N -

C H R I S T E N S E N ,  M . ,  H I N E S ,  S . A . ,  M C E L W A I N ,  T . F . ,  

P A L M E R ,  G . H .  P h o s p h a t i d y l c h o l i n e  f o r m a t i o n  i s  t h e  

p r e d o m i n a n t  l i p i d  b i o s y n t h e t i c  e v e n t  i n  t h e  h e m o p a ra s i t e  

B a b e s i a  b o v i s.  M o l .  B i o c h e m .  P a r a s i t o l.  1 0 6:  1 4 7 - 5 6 ,  2 0 0 0 .  

F R E Y M Ü L L E R ,  E . ,  C A M A R G O ,  E . P .  U l t r a s t r u c t u r a l  d i f f er e n c e s  

b e t w e e n  s p e c i e s  o f  t r y p a n o s o m a t i d s  w i t h  a n d  w i t h o u t 

e n d o s y m b i o n t s .  J .  P r o t o z o o l.  2 8:  1 7 5 - 8 2 ,  1 9 8 1 .  

F R O S S A R D ,  M . ,  S E A B R A ,  S . H . ,  D a M A T T A ,  R . A . ,  D E  S O U Z A,  

W . ,  D E  M E L L O ,  F . G . ,  M O T T A ,  M . C . M .  A n  e n d o s y m b i o n t  

p o s i t i v e l y  m o d u l a t e s  o r n i t h i n e  d e c a r b o x y l a s e  i n  h o st  

t r y p a n o s o m a t i d s .  B i o c h e m .  B i o p h y s .  R e s .  C o m m u n.  3 4 3:  4 4 3 -

9 ,  2 0 0 6 .  

G A D E L H A ,  C . ,  W I C K S T E A D ,  B . ,  D E  S O U Z A ,  W . ,  G U L L ,  K . , 

C U N H A - E - S I L V A ,  N .  C r y p t i c  p a r a f l a g e l l a r  r o d  i n  

e n d o s y m b i o n t - c o n t a i n i n g  k i n e t o p l a s t i d  p r o t o z o a .  E u ka r i o t . 

C e l l .  4 :  5 1 6 - 2 5 ,  2 0 0 5 .  

G O L D F I N E ,  H . ,  J O H N S T O N ,  N . C . ,  B I S H O P ,  D . G .  E t h e r  

p h o s p h o l i p i d  a s y m m e t r y  i n  C l o s t r i d i u m  b u t y r i c u m.  B i o c h e m .  

B i o p h y s .  R e s .  C o m m u n.  1 0 8:  1 5 0 2 - 7 ,  1 9 8 2 .  

G O N Ç A L V E S ,  G . R . ,  C a r a c t e r i z a ç ã o  d e  p r o t e í n a s  d a  m a q u i n a r i a  

d e  d i v i s ã o  d o  e n d o s s i m b i o n t e  d o  p r o t o z o á r i o  

t r i p a n o s o m a t í d e o  C r i t h i d i a  d e a n e i .  O r i e n t a d o r :  S t e n i o  

P e r d i g ã o  F r a g o s o .  C u r i t i b a ,  2 0 0 8 .  1 1 0  f .  D i s s e r t a ç ão .  
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( M e s t r a d o  e m  B i o l o g i a  C e l u l a r  e  M o l e c u l a r ) - S e t o r  d e C i ê n c i a s  

B i o l ó g i c a s ,  U n i v e r s i d a d e  F e d e r a l  d o  P a r a n á ,  2 0 0 8 .  

H E R B Y ,  O . ,  P E R S S O N ,  L .  M o l e c u l a r  g e n e t i c s  o f  p o l y a mi n e  

s y n t h e s i s  i n  e u k a r y o t i c  c e l l s .  T r e n d s  B i o c h e m .  S c i.  1 5:  1 5 3 - 8 ,  

1 9 9 0 .  

K E N T ,  C .  E u k a r i o t i c  p h o s p h o l i p i d s  b i o s y n t h e s i s .  A n nu .  R e v .  

B i o c h e m.  6 4:  3 1 5 - 4 3 ,  1 9 9 5 .  

L Ó P E Z - L A R A ,  I . M . ,  G E I G E R ,  O .  N o v e l  p a t h w a y  f o r  

p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  b i o s y n t h e s i s  i n  b a c t e r i a  a s s o c ia t e d  w i t h  

e u k a r y o t e s .  J .  B i o t e c h n o l.  9 1:  2 1 1 - 2 1 ,  2 0 0 1 .  

L U X ,  H . ,  H E I S E ,  N . ,  K L E N N E R ,  T . ,  H A R T ,  D . ,  O P P E R D O ES ,  F . R .  

E t h e r — l i p i d  ( a l k y l - p h o s p h o l i p i d )  m e t a b o l i s m  a n d  t h e 

m e c h a n i s m  o f  a c t i o n  o f  e t h e r — l i p i d  a n a l o g s  i n  L e i s h m a n i a.  

M o l .  B i o c h e m .  P a r a s i t o l.  1 1 1:  1 - 1 4 ,  2 0 0 0 .  

M A T S U M O T O ,  K . ,  K U S A D A ,  J . ,  N I S H I B O R I ,  A . ,  H A R A ,  H .  L i p i d  

d o m a i n s  i n  b a c t e r i a l  m e m b r a n e s .  M o l .  M i c r o b i o l.  6 1:  1 1 1 0 - 7 ,  

2 0 0 6 .  

M c G H E E ,  R . B . ,  C O S G R O V E ,  W . B .  B i o l o g y  a n d  P h y s i o l o g y o f  t h e  

L o w e r  T r y p a n o s o m a t i d a e .  M i c r o b i o l o g i c a l  R e v i e w s 4 4:  1 4 0 -

7 3 ,  1 9 8 0 .  

M I N D E R ,  A . C . ,  D E  R U D D E R ,  K . E . ,  N A R B E R H A U S ,  F . ,  F I S CH E R ,  

H . M . ,  H E N N E C K E ,  H . ,  G E I G E R ,  O .  P h o s p h a t i d y l c h o l i n e  

l e v e l s  i n  B r a d y r h i z o b i u m  j a p o n i c u m m e m b r a n e s  a r e  c r i t i c a l  f o r  

a n  e f f i c i e n t  s y m b i o s i s  w i t h  t h e  s o y b e a n  h o s t  p l a n t . M o l .  

M i c r o b i o l .  3 9:  1 1 8 6 - 9 8 ,  2 0 0 1 .  
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M O T T A ,  M . C . M . ,  S O A R E S ,  M . J . ,  D E  S O U Z A ,  W .  F r e e z e - f ra c t u r e  

s t u d y  o f  e n d o s y m b i o n t - b e a r i n g  t r y p a n o s o m a t i d s  o f  t he  

C r i t h i d i a  g e n u s .  M i c r .  E l e c t r .  B i o l .  C e l.  1 5:  1 3 1 - 4 4 ,  1 9 9 1 .  

M O T T A ,  M . C . M . ,  S O A R E S ,  M . J . ,  A T T I A S ,  M . ,  M O R G A D O ,  J. ,  

L E M O S ,  A . P . ,  S A A D - N E H M E ,  J . ,  M E Y E R - F E R N A N D E S ,  J . R . , 

D E  S O U Z A ,  W .  U l t r a e s t r u c t u r a l  a n d  b i o c h e m i c a l  a n a l ys i s  o f  

t h e  r e l a t i o n s h i p  o f  C r i t h i d i a  d e a n e i w i t h  i t s  e n d o s i m b i o n t .  

E u r o .  J .  C e l l .  B i o l.  7 2:  3 7 0 - 7 ,  1 9 9 7 a .  

M O T T A ,  M . C . M . ,  M O N T E I R O - L E A L ,  L . H . ,  D E  S O U Z A ,  W . ,  

A L M E I D A ,  D . F .  A N D  F E R R E I R A ,  L . C . S .  D e t e c t i o n  o f  

p e n i c i l l i n - b i n d i n g  p r o t e i n s  i n  e n d o s y m b i o n t s  o f  t h e 

t r y p a n o s o m a t i d  C r i t h i d i a  d e a n e i.  J .  E u k .  M i c r o b i o l.  4 4:  4 9 2 - 6 ,  

1 9 9 7 b .  

M O T T A ,  M . C . M . ,  D E  S O U Z A ,  W . ,  T H I R Y ,  M .  

I m m u n o c y t o c h e m i c a l  d e t e c t i o n  o f  D N A  a n d  R N A  i n  

e n d o s y m b i o n t - b e a r i n g  t r y p a n o s o m a t i d s .  F E M S  M i c r o b i ol .  L e t t ,  

2 2 1:  1 7 - 2 3 ,  2 0 0 3 .  

M O T T A ,  M . C . M . ,  P I C C H I ,  G . F . ,  P A L M I É - P E I X O T O ,  I . V . ,  

R O C H A ,  M . R . ,  D E  C A R V A L H O ,  T . M . ,  M O R G A D O - D I A Z ,  J . ,  

D E  S O U Z A ,  W . ,  G O L D E N B E R G ,  S . ,  F R A G O S O ,  S . P .  T h e  

m i c r o t u b u l e  a n a l o g  p r o t e i n ,  F t s Z ,  i n  t h e  e n d o s y m b i on t  o f  

t r y p a n o s o m a t i d  p r o t o z o a .  J .  E u k a r y o t .  M i c r o b i o l . 5 1:  3 9 4 - 4 0 1 ,  

2 0 0 4 .  

M U N D I M ,  M . H . ,  R O I T M A N ,  I . ,  H E R M A N S ,  M . A . ,  K I T A J I M A ,  

E . W .  S i m p l e  n u t r i t i o n  o f  C r i t h i d i a  d e a n e i,  a  r e d u v i i d  
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t r y p a n o s o m a t i d  w i t h  a n  e n d o s y m b i o n t .  J .  P r o t o z o o l.  2 1:  5 1 8 -

2 1 ,  1 9 7 4 .  

M U N D I M ,  M . H . ,  R O I T M A N ,  I .  E x t r a  n u t r i t i o n a l  r e q u i r em e n t s  o f  

a r t i f i c i a l l y  a p o s y m b i o t i c  C r i t h i d i a  d e a n e i.  J .  P r o t o z o o l.  2 4:  

3 2 9 - 3 1 ,  1 9 7 7 .  

N A T I O N A L  C E N T E R  F O R  B I O T E C H N O L O G Y  I N F O R M A T I O N .  

w w w . n c b i . n l m . n i h . o r g / s i t e s / e n t r e z ,  2 0 0 7 .  

N O V A K ,  E . ,  H A A P A L A I N E N ,  E . F . ,  S I L V A ,  S . ,  S I L V E I R A ,  J . F .  

P r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  i s o l a t e d  s y m b i o n t s  f r o m  t h e  f la g e l l a t e  

p r o t o z o a n  C r i t h i d i a  d e a n e i.  J .  P r o t o z o o l,  3 5:  3 7 5 - 8 ,  1 9 8 8 .  

P A L M I É - P E I X O T O ,  I . ,  R O C H A ,  M . ,  U R B I N A ,  J . ,  D E  S O U Z A,  W . ,  

E I N I C K E R - L A M A S ,  M .  A N D  M O T T A ,  M . C . M .  E f f e c t s  o f  

s t e r o l  b i o s y n t h e s i s  i n h i b i t o r s  o n  e n d o s y m b i o n t - b e a ri n g  

t r y p a n o s o m a t i d s .  F E M S  M i c r o b i o l  L e t t.  2 5 5:  3 3 - 4 2 ,  2 0 0 6 .  

P E G G ,  A . E . ,  S H A N T Z ,  L . M . ,  C O L E M A N ,  C . S .  O r n i t h i n e  

d e c a r b o x y l a s e :  s t r u c t u r e ,  f u n c t i o n  a n d  t r a n s l a t i o n al  

r e g u l a t i o n .  B i o c h e m .  S o c .  T r a n s.  2 2:  8 4 6 - 5 2 ,  1 9 9 5 .  

P E S S I ,  G . ,  K O C I U B I N S K I ,  G . ,  M A M O U N ,  C . B .  A  p a t h w a y  

p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  b i o s y n t h e s i s  i n  P l a s m o d i u m  f a l c i p a r u m 

i n v o l v i n g  p h o s p h o e t h a n o l a m i n e  m e t h y l a t i o n .  P r o c .  N at l .  A c a d  

S c i .  U .  S .  A.  1 0 1:  6 2 0 6 - 1 1 ,  2 0 0 4 .  

P R O B S T ,  C . M . ,  L E O N E ,  L . N . Y . ,  F O T I ,  L . ,  U M A K I ,  A . C . S. ,  

G O N Ç A L V E S ,  R . E . ,  S A T A K E ,  T . S . ,  M O T T A ,  M . C . M ,  

F R A G O S O ,  S . P . ,  G O L D E N B E R G ,  S . ,  K R I E G E R ,  M . A .  

S t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  g e n o m i c s  o f  e n d o s y m b i o t i c p r o c e s s :  
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C r i t h i d i a  d e a n e i a s  a  m o d e l .  A n n a l s  o f  t h e  X X I I  M e e t i n g  o f  

t h e  S B P Z  a n d  X X X I I  A n n u a l  M e e t i n g  o n  B a s i c  R e s e a r c h i n  

C h a g a s  D i s e a s e.  B M 1 6 3 ,  2 0 0 6 .  

R A E T Z ,  C . R . ,  D O W H A N ,  W .  B i o s y n t h e s i s  a n d  f u n c t i o n  of  

p h o s p h o l i p i d s  i n  E s c h e r i c h i a  c o l i.  J .  B i o l .  C h e m.  1 6 5:  1 2 3 5 - 8 ,  

1 9 9 0 .  

R O D R I G U E S ,  J . C . ,  A T T I A S ,  M . ,  R O D R I G U E Z ,  C . ,  U R B I N A , J . A . ,  

D E  S O U Z A ,  W .  U l t r a s t r u c t u r a l  a n d  b i o c h e m i c a l  a l t e r at i o n s  

i n d u c e d  b y  2 2 , 2 6 - a z a s t e r o l ,  a  b e t a  ( 2 4 ( 2 5 ) ) - s t e r o l  

m e t h y l t r a n s f e r a s e  i n h i b i t o r ,  o n  p r o m a s t i g o t e  a n d  a ma s t i g o t e  

f o r m s  L e i s h m a n i a  a m a z o n e n s i s.  A n t i m i c r o b .  A g e n t s . 

C h e m o t h e r.  4 6:  4 8 7 - 9 9 ,  2 0 0 2 .  

R U D D E R ,  K . E . E . ,  T H O M A S - O A T E S ,  J . E . ,  G E I G E R ,  O .  R h i z o b i u m  

m e l i l o t i  m u t a n t s  d e f i c i e n t  i n  p h o s p h o l i p i d s  n -

m e t h y l t r a n s f e r a s e  s t i l l  c o n t a i n  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e.  J .  

B a c t e r i o l.  1 7 9:  6 9 2 1 - 8 ,  1 9 9 7 .  

R U D D E R ,  K . E . E . ,  S O H L E N K A M P ,  C . ,  G E I G E R ,  O .  P l a n t - e xu d e d  

c h o l i n e  i s  u s e d  f o r  R h i z o b i a l  m e m b r a n e  l i p i d  b i o s y nt h e s i s  b y  

p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  s y n t h a s e .  J .  B i o l .  C h e m.  2 7 4:  2 0 0 1 1 - 6 ,  

1 9 9 9 .  

R U I Z ,  N . ,  K A H N E ,  D . ,  S I L H A V Y ,  T . J .  A d v a n c e s  i n  u n d er s t a n d i n g  

b a c t e r i a l  o u t e r - m e m b r a n e  b i o g e n e s i s .  N a t .  R e v .  M i c ro b i o l .  4 :  

5 7 - 6 6 ,  2 0 0 6 .  
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S A L Z M A N ,  T . A ,  B A T L L E ,  A . M . ,  A N G L U S T E R ,  J . ,  D E  S O U Z A,  W .  

H e m e  s y n t h e s i s  i n  C r i t h i d i a  d e a n i e:  i n f l u e n c e  o f  t h e  

e n d o s y m b i o t e .  I n t .  J .  B i o c h e m.  1 7:  1 3 4 3 - 7 ,  1 9 8 5 .  

S A S A K I ,  T . ,  S A S A K I ,  J . ,  S A K A I ,  T . ,  T A K A S U G A ,  S . ,  S UZ U K I ,  

A .  T h e  p h y s i o l o g y  o f  p h o s p h o i n o s i t i d e s .  B i o l .  P h a r m.  B u l l .  

3 0:  1 5 9 9 - 6 0 4 ,  2 0 0 7 .  

S I M Õ E S ,  A . P . ,  M O L L ,  G . N . ,  S L O T B O O M ,  A . J . ,  R O E L O F S E N,  B . ,  

O P  D E N  K A M P ,  J . A .  S e l e c t i v e  i n t e r n a l i z a t i o n  o f  c h o li n e -

p h o s p h o l i p i d s  i n  P l a s m o d i u m  f a l c i p a r u m p a r a s i t i z e s  h u m a n  

e r y t h r o c y t e s .  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a.  1 0 6 3:  4 5 - 5 0 ,  1 9 9 1 .  

S O A R E S ,  M . J . ,  D E  S O U Z A ,  W .  F i n e  s t r u c t u r e s  o f  B l a s t o c r i t h i d i a  

c u l i c i s a s  s e e n  i n  t h e  s e c t i o n s  a n d  f r e e z e - f r a c t u r e  r e p l i ca s .  

B i o l .  C e l l .  6 1:  1 0 1 - 8 ,  1 9 8 7 .  

S O A R E S ,  M . J . ,  M O T T A ,  M . C . M ,  D E  S O U Z A ,  W . ,  B a c t e r i u m- l i k e  

e n d o s y m b i o n t  a n d  v í r u s - l i k e  p a r t i c l e s  i n  t h e  t r y p a no s o m a t i d  

C r i t h i d i a  d e s o u z a i.  M i c r o b i o s  L e t t 4 1:  1 3 7 - 1 4 4 ,  1 9 8 9 .  

T I M M I S ,  J . N . ,  A Y L I F F E ,  M . A . ,  H U A N G ,  C . Y . ,  M A R T I N ,  W.  

E n d o s y m b i o t i c  g e n e  t r a n s f e r :  o r g a n e l l e  g e n o m e s  f o r ge  

e u k a r y o t i c  c h r o m o s o m e s .  N a t .  R e v .  G e n e t.  5 :  1 2 3 - 3 5 ,  2 0 0 4 .  

U R B I N A ,  J . A .  L i p i d  b i o s y n t h e s i s  p a t h w a y s  a s  c h e m o t he r a p e u t i c  

t a r g e t  i n  k i n e t o p l a s t i d  p a r a s i t e s .  P a r a s i t o l.  1 1 4 S u p p l : S 9 1 - 9 ,  

1 9 9 7 .  

W A R R E N ,  L . G .  M e t a b o l i s m  o f  S c h i z o t r y p a n u m  c r u z i C h a g a s .  I .  

e f f e c t  o f  c u l t u r e  a g e  a n d  s u b s t r a t e  c o n c e t r a t i o n  o n r e s p i r a t o r y  

r a t e .  J .  P r o t o z o o l.  5 :  5 2 9 - 3 9 ,  1 9 6 0 .  
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W E S S E L ,  M . ,  K L Ü S E N E R ,  S . ,  G Ö D E K E ,  J . ,  F R I T Z ,  C . ,  H AC K E R ,  

S . ,  N A R B E R H A U S ,  F .  V i r u l e n c e  o f  A g r o b a c t e r i u m  t u m e f a c i e n s 

r e q u i r e s  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  i n  t h e  b a c t e r i a l  m e m b ra n e .  M o l .  

M i c r o b i o l .  6 2:  9 0 6 - 1 5 ,  2 0 0 6 .  

W I E D E R ,  T . ,  R E U T T E R ,  W . ,  O R F A N O S ,  C . E . ,  G E I L E N ,  C . C.  

M e c h a n i s m  o f  a c t i o n  o f  p h o s p h o l i p i d  a n a l o g s  a s  a n t ic a n c e r  

c o m p o u n d s .  P r o g .  L i p i d .  R e s.  3 8:  2 4 9 - 5 9 ,  1 9 9 9 .  

W I L D E R M A N ,  P . J . ,  V A S I L ,  A . I . ,  M A R T I N ,  W . E . ,  M U R P H Y , R . C . ,  

V A S I L ,  M . L . ,  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a s y n t h e s i z e s  

p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  b y  u s e  o f  t h e  p h o s p h a t i d y l c h o l in e  

s y n t h a s e  p a t h w a y .  J .  B a c t e r i o l.  1 4 8:  4 7 9 2 - 9 ,  2 0 0 2 .  

W O R L D  H E A L T H  O R G A N I Z A T I O N .  w w w . w h o . i n t ,  1 9 9 8 .  

Y I M ,  L . ,  G O N Ç A L V E S ,  R . ,  M O T T A ,  M . C . M . ,  F O T I ,  L . ,  A RA Ú J O ,  

P . ,  P R O B S T ,  C . M . ,  S U N A G A ,  D . ,  G O L D E N B E R G ,  S . ,  

K R I E G E R ,  M . A . ,  F R A G O S O ,  S . P .  C e l l  d i v i s i o n  i n  t h e  

e n d o s y m b i o t i c  b a c t e r i u m  o f  t h e  t r y p a n o s o m a t i d  C r i t h i d i a  

d e a n e i.  A n n a l s  o f  X X I  A n n u a l  M e e t i n g  o f  t h e  B r a z i l i a n  

S o c i e t y  o f  P r o t o z o o l o g y  a n d  X X X I I  A n n u a l  M e e t i n g  o n B a s i c  

R e s e a r c h  i n  C h a g a s  D i s e a s e.  1 ,  5 0,  2 0 0 5 .  

Z U F F E R E Y ,  R . ,  M A M O U N ,  C . B .  C h o l i n e  t r a n s p o r t  i n  L e i s h m a n i a  

m a j o r p r o m a s t i g o t e s  a n d  i t s  i n h i b i t i o n  b y  p h o s p h o c h o l i n e 

a n a l o g s .  M o l .  B i o c h e m .  P a r a s i t o l.  1 2 5:  1 2 7 - 3 4 ,  2 0 0 2 .  
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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