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Resumo

Alguns protozoarios da familia Tripanosomatidae, como Crithidia deanei, apresentam
uma bactéria intracelular obrigatoria, a qual mantém uma relagdo mutualistica com seu
hospedeiro. O envoltério do endosimbionte ndo apresenta ester6is e a composicdo
fosfolipidica é caracterizada por uma quantidade majoritaria de cardiolipina (CL),
seguida de fosfatidilcolina (PC) e fosfatidiletanolamina (PE). PC é o fosfolipidio
majoritario em eucariotos, sendo um componente essencial de membranas celulares.
Contudo, em procariotos, PC esta presente somente em espécies intimamente associadas
com eucariotos, tanto em interacfes simbioticas quanto patogénicas. Neste estudo
testamos os efeitos da miltefosina na proliferacdo de C. deanei, assim como em sua
ultraestrutura e composicdo fosfolipidica, considerando que esta droga inibe a
fosfocolina citidililtransferase (CTP), uma enzima chave na biossintese de PC. Os
resultados mostram um baixo efeito da miltefosina na proliferacdo celular, tanto na cepa
normal quanto na cepa curada, quando comparada a outras drogas que perturbam vias
de sintese de PC. Protozoéarios tratados com miltefosina apresentaram alteracoes
ultraestrutrais como shedding e blebing da membrana plasmatica, inchago mitocondrial
e convolugdes do envoltério do endosimbionte. O uso do *2Pi como tracador revelou
que a sintese fosfolipidica dos protozoarios tratados com 10 puM de miltefosina por 24 h
foi alterada: houve queda na producdo de PC, PE e CL, mas ndo de PI. De alguma
maneira, 0 aumento na sintese de Pl pode estar contribuindo para a manutencdo de
niveis satisfatorios de fosfolipidios durante o tratamento com a miltefosina.
Mitocondrias obtidas de protozoéarios tratados com 10 uM de miltefosina por 24 h
apresentaram queda na producédo de PC, Pl e CL com manutencdo dos niveis de PE.
Simbiontes isolados de protozoarios submetidos a esta mesma concentracao de droga e

neste mesmo tempo de tratamento, mostraram diminuic¢do na formacéo de PC, PE e PI,
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sem alteracdo na sintese de CL. Esses resultados reforcam a idéia de trocas metabolicas

entre o tripanosomatideo hospedeiro e suas estruturas de origem simbiotica.
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Abstract

Some protozoa of the Trypanosomatidae family, as Crithidia deanei, present an
obligatory intracellular bacterium, which maintains a mutualistic relationship with the
host. The endosymbiont envelope lacks sterols and the phospholipid composition is
characterized by a major quantity of cardiolipin (CL), followed by phosphatidylcholine
(PC) and phosphatidylethanolamine (PE). PC is the major phospholipid in eukaryotes,
being an essential component of cell membranes for playing structural and
physiological roles. However, in prokaryotes PC is present only in species closely
associated with eukaryotes, either in symbiotic or pathogenic interactions. In this study,
we tested the effects of miltefosine in Crithidia deanei proliferation, as well as, on the
ultrastrucuture and phospholipid composition considering that this drug inhibits the
phosphocholine-cytidyltransferase (CTP), a key enzyme in the PC biosynthesis. Results
showed that miltefosine promoted a low effect on cellular proliferation, both in normal
and aposymbiotic strains, when compared to other drugs that also disturb pathways of
PC synthesis. Miltefosine treated protozoa presented ultrastructural alterations as
plasma membrane shedding and blebing, mitochondrial swelling and convolutions of
the endosymbiont envelope. The use of *Pi as tracer revealed that the phospholipid
synthesis of the protozoan treated with 10 uM of miltefosine was altered: we observed
decreased on PC, PE and CL synthesis, while Pl production was unaltered. Somehow,
the increase of Pl synthesis contribute to the maintenance of satisfactory levels of
phospholipids during the miltefosine treatment. Mitochondria obtained from protozoa
treated with 10 uM of miltefosine for 24 h presented a decrease in PC, Pl and CL
production, with maintenance of PE levels. Symbionts isolated from protozoa submitted
to the same drug concentration and time of treatment, showed a diminished synthesis of

PC, PE and PI, without alterations in CL synthesis. These results reinforce the idea that
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an metabolic exchange occurs between the host trypanosomatid and structures of

symbiotic origin.



1. Introducéo

1.1 Classificacdo Taxondmica e Caracterizacdo Ultraestrutural

Os tripanosomatideos sdo protozodrios que possuem  representantes
heteroxénicos e monoxénicos, 0s quais apresentam patdgenos de invertebrados,
vertebrados e de plantas (SIMPSON et al., 2006, WALLACE, 1966; MOMEN, 2001).
Os protozoarios heteroxénicos necessitam de dois tipos distintos de hospedeiros, um
invertebrado e outro vertebrado, para completar seu ciclo de vida. Ja 0s protozoarios
monoxénicos sdo aqueles que necessitam de apenas um hospedeiro invertebrado, em
geral um inseto, para completar seu ciclo de vida. Os tripanosomatideos sdo
classificados sistematicamente da seguinte forma (STORER AND USINGER, 1971;

VICKERMAN AND PRESTON, 1976):
Reino: Protozoa

Filo: Sarcomastigophora

Super-Classe: Mastigophora

Classe: Zoomastigophorea

Ordem: Kinetoplastida

Sub-Ordem: Trypanosomatina

Familia: Trypanosomatidae

Entre os representantes da familia Trypanosomatidae mais estudados estdo as espécies
patogénicas do género Trypanosoma, como 0 Trypanosoma cruzi, causador da doenca
de chagas, o Trypanosoma brucei, causador da doenca do sono e as do género

Leishmania, causadoras das leishmanioses (revisto por DE SOUZA, 1999). Entretanto,



a maioria dos géneros abrigam espécies monoxénicas e ndo patogénicas a vertebrados
como Blastocrithidia, Crithidia, Endotrypanum, Herpetomonas, Leptomonas,

Proleptomonas, e Rhynchoidomona (VICKERMAN AND PRESTON, 1976).

Entre as caracteristicas morfoldgicas tipicas destes protozoarios podemos
mencionar: a presenca de um Unico flagelo, que se origina no corpo basal; o
citoesqueleto composto de microttbulos subpeliculares; o cinetoplasto, que corresponde
a regido mitocondrial que acumula DNA e o glicosomo, tipo especial de peroxisomo
que possui diversas enzimas da via glicolitica (Figura 1) (revisto por DE SOUZA,

2002).

Figura 1: Crithidia deanei. Desenho esquematico do tripanosomatideo C. deanei, por
Marcia Shimada. Notar a presenga do endosimbionte (E) proximo ao nucleo (N), na
regido posterior do protozoario. BF = Bolsa flagelar; F = flagelo; G = glicossomo; K =
cinetoplasto e M = mitocondria; MS = microttbulos sub-peliculares.



Nesta familia, o flagelo contém um axonema formado por microtubulos, que séo
dispostos em nove pares periféricos e um central. Além disso, ha uma estrutura peculiar
da familia denominada paraflagelar. Esta se encontra associada a alguns pares de
microtubulos do axonema, através de filamentos simples ou em forma de “Y” (FARINA
et al, 1986). Estudos sugerem que esta estrutura estaria relacionada a motilidade dos
protozoarios e também a adesdo ao intestino de insetos (BASTIN ET AL., 1996-a,

BASTIN AND GULL, 1996-b).

Os microttbulos subpeliculares formam um citoesqueleto disposto logo abaixo
da membrana plasméatica. H& conexdes entre os microtubulos e entre estes e a
membrana plasmatica, através de proteinas associadas a microtubulos (MACCIONI
AND CAMBIAZO, 1995). Por microscopia eletrdnica, observam-se os microtibulos
em todo corpo celular, exceto na regido de ligacdo do flagelo ao corpo celular e na

regido da bolsa flagelar (GULL, 1999).

Outra caracteristica que deve ser destacada nestes protozoarios é a presenca de
uma mitocondria Unica e ramificada, que se estende ao longo do corpo celular. Neste
caso, a mitocdndria possui uma porcdo alargada que abriga 0 DNA mitocondrial
(KDNA) e € denominada cinetoplasto. Esta estrutura é caracteristica da ordem
Kinetoplastida. Ela esta conectada ao corpusculo basal e o arranjo do k-DNA varia de
acordo com o estagio evolutivo dos tripanosomatideos, podendo apresentar forma de
barra (mais comum) ou arredondada, caracteristica de tripomastigotas de T. cruzi
(revisto por DE SOUZA, 2002). A estrutura do k-DNA se apresenta de forma complexa
e Unica na natureza, pois é formada por circulos catenados, os maxicirculos e
minicirculos, sendo os U(ltimos bem mais numerosos. Os maxicirculos contém
informagdes que resultam na formacéo de rRNA e de algumas proteinas envolvidas no

sistema respiratério mitocondrial. Os minicirculos contém informagdes para a



codificacdo de RNAs guias, que participam na editoragdo do mRNA mitocondrial

produzido a partir dos maxicirculos (LIU et al., 2005).

E interessante mencionar que as mitocondrias sdo organelas encontradas na
maioria das células eucariotas e que se originaram por endosimbiose de uma a-
proteobacteria (GABALDON AND HUYNEN, 2007). Segundo anélises dos genes
mitocondriais, esta organela derivou de uma Unica bactéria ancestral, o que caracteriza
um evento monofilético (GRAY et al., 1999). Ao longo do processo evolutivo, a
bactéria simbiotica perdeu a maioria de seu DNA, sendo a outra parte transferida para o
ndcleo da célula. Deste modo, ocorreram varias modificacbes no proteoma e no
metabolismo das proto-mitocondrias até que houvesse a formacdo da organela
(KURLAND et al., 2000; GRAY et al., 2001). Contudo, segundo Gabaldén e Hunyen
(2007), parte das vias de sintese protéica e aquelas que envolvem a conversdo de
energia, foram preferencialmente retidas nas mitocondrias, enquanto as vias que
envolvem a replicacdo, transcricdo, divisdo celular, transporte, regulacdo e transducéo

de sinais deram lugar a proteinas do eucarioto hospedeiro.

Outras estruturas especializadas dos tripanosomatideos sdo os glicosomos, que
foram inicialmente descritos no Tripanosoma brucei. Esta organela possui membrana
Unica e matriz eletrondensa (OPPERDOES AND BORST, 1977). Estas organelas
pertencem a familia dos peroxisomos, ndo apresentam DNA e a catalase pode ser
encontrada nos glicosomos de algumas espécies, como Crithidia luciliae (MICHELS et
al., 2006; HANNAERT AND MICHELS, 1994). Nos glicosomos sdo encontradas
enzimas da via glicolitica envolvidas na conversdo de glicose e glicerol em 3-
fosfoglicerato, que é metabolizado no citosol, gerando ATP (MISSET et al., 1986,
PARSON et al., 2001). Enzimas associadas a biossintese de pirimidinas, fixacdo de

dioxido de carbono e B-oxidacdo de &cidos graxos, também foram encontradas nesta



organela (OPPERDOES, 1987, MICHELS AND OPPERDOES, 1991). Dependendo do
tripanosomatideo, o seu ciclo de vida pode ser muito complexo e envolver adaptacdes
morfoldgicas e metabolicas em resposta aos diversos ambientes em que se encontram. A
compartimentalizacdo da via glicolitica nos glicosomos representa uma adaptacdo
metabdlica, que otimiza a producdo de ATP (MICHELS et al., 2006). As formas
sanguineas de T. brucei, por exemplo, vivem as expensas do metabolismo glicosomal,
sendo muito baixa a atividade de fosforilagcdo oxidativa mitocondrial (BAKKER et al.,
1999). Deste modo, o metabolismo energético de tripanosomatideos envolve duas

organelas: a mitocondria e o glicosomo.

Os acidocalcisomos sdo organelas presentes em diferentes tripanosomatideos,
apresentando-se como estruturas eletrondensas ao microscopio eletrénico de
transmissdo (VERCESI et al., 1994; SCOTT et al.,1997). Estas organelas estéo
envolvidas em fungdes bioldgicas, como o armazenamento de calcio, a manutencdo do
pH intracelular e a osmorregulacdo (DOCAMPO et al., 1995). A composicdo dos
acidocalcisomos ainda ¢é objeto de estudo, entretanto podem ser encontrados elementos
como calcio, foésforo, magnésio, sédio, zinco, além de pirofosfato e polifosfatos. Estes
dois altimos elementos sdo utilizados como fonte energética alternativa a producéo de
ATP (DOCAMPO AND MORENO, 2001). A presenca de proton ATPases vacuolares e
pirofosfatases, que bombeiam H* para a matriz dos acidocalcisomos, garantem o caréater
acido destas organelas. Além disso, a concentragdo de H* pode aumentar nos
acidocalcisomos pela a¢do de enzimas que fazem antiporte Ca**/ H*, havendo entrada

de H* com a concomitante saida de Ca** para o citoplasma (DOCAMPO et al., 1995).



1.2 Endosimbiose em Tripanosomatideos

Alguns protozoéarios da familia Trypanosomatidae abrigam em seu citoplasma
uma bactéria simbiotica, tais como Crithidia deanei, Crithidia oncopelti, Crithidia
desouzai, Blastocrithidia culicis e Herpetomonas roitmani (revisto por DE SOUZA
AND MOTTA, 1999). Estes microorganismos foram denominados inicialmente de
diplosomos em Blastocrithidia culicis (NOVEY et al., 1907) e corpos bipolares em
Crithidia oncopelti (NEWTON AND HORNE, 1957) e Crithidia deanei (MUNDIM et
al.,1974). Estudos posteriores de bioquimica e ultraestrutura celular revelaram que os
diplosomos e os corpos bipolares eram semelhantes, passando a serem denominados
endosimbiontes (CHANG, 1975). Experimentos de Biologia Molecular revelaram que
os endosimbiontes presentes nas diferentes espécies sdo semelhantes entre si e similares

a bactérias do género Bordetella (DU et al., 1994a e DU et al.,1994b).

Hoje, se sabe que a maior similaridade molecular do endosimbionte ¢ com a
bactéria Bordetella parapertusis e que esta bactéria apresenta grande reducdo genémica
em relacdo ao ancestral (PROBST et. al., 2006). H& uma perfeita sincronia de divisdo
entre o endosimbionte e o protozoario hospedeiro, de modo que ao final da citocinese,
cada célula filha contém uma Unica bactéria simbio6tica (MOTTA et al. 2006, BRUM
DA SILVEIRA et al. 2008). Outro aspecto importante é a influéncia do endosimbionte
na ultraestrutura do hospedeiro tripanosomatideo, tais como: estrutura paraflagelar
bastante reduzida (GADELHA et al., 2005), citoesqueleto de microttbulos ausente nos
pontos em que os ramos mitocondriais tocam a membrana plasmética (FREYMULLER
AND CAMARGO, 1981) e cinetoplasto apresentando arranjo da rede de KDNA mais
largo e frouxo (FREYMULLER E CAMARGO, 1981; CAVALCANTI et al. 2008). E
importante destacar, que esses efeitos ultraestruturais no hospedeiro ndo sdo reversiveis

nas cepas curadas ou aposimbiéticas (FREYMULLER AND CAMARGO, 1981).



A importéncia do endosimbionte para o metabolismo do protozoério
hospedeiro tornou-se evidente, quando foram comparadas as exigéncias nutricionais
entre as cepas normal e curada. Cabe esclarecer, que cepas curadas ou aposimbidticas
podem ser obtidas ap0s tratamento dos tripanosomatideos com antibidticos dirigidos
contra a sintese protéica procariota, como o cloranfenicol (CHANG, 1974). Cepas
contendo o endosimbionte apresentam baixas exigéncias nutricionais, pois a bactéria
simbidtica esta envolvida na producdo de elementos essenciais como hemina, purina,
aminoacidos e vitaminas (CHANG AND TRAGER, 1974; CHANG, 1975; MUNDIM
AND ROITMAN, 1977, SALZMAN et al., 1985). Segundo Mundim e colaboradores
(1975), Crithidia deanei requer apenas 2 aminoacidos, (metionina e a tirosina) e 4
vitaminas (&cido fdlico, tiamina, biotina e nicotinamida), ndo exigindo hemina, nem
purina para sua proliferacdo celular. Por outro lado, o simbionte deste protozoario
parece beneficiar-se da producdo de ATP que ocorre a partir do glicosomo do
hospedeiro (MOTTA et al. 1997a). Juntos, estes dados indicam que uma intensa troca

metabdlica ocorre entre os dois seres simbioticamente associados.

A ultraestrutura do endosimbionte por microscopia eletrdnica de transmissédo
revela que estes sdo delimitados por duas unidades de membrana, entretanto uma parede
celular tipica de Gram-negativos estd ausente. O uso de antibidticos B-lactamicos,
mostrou que apesar de reduzida, a parede apresente importante papel na forma e na
divisdo dos simbiontes de tripanosomatideos (MOTTA et al. 1997b). A largura dessas
bactérias simbiodticas estd entre 0,3 e 1,0 um e seu comprimento entre 1,3 e 2,3 um
(MOTTA et al., 2001). O simbionte apresenta uma matriz citoplasméatica composta de
ribossomos e DNA e usualmente é observado junto ao nucleo ou aos glicosomos do

protozoario hospedeiro. (MOTTA et al. 1997a).



Algumas questdes levantaram controvérsias, como é o caso da natureza da
membrana externa do endosimbionte de tripanosomatideos. Durante muitos anos,
acreditou-se que esta derivava da membrana plasmaética da célula hospedeira, a qual
teria sido capaz de formar um simbiosomo em torno da bactéria, durante seu
englobamento (CHANG, 1974). Entretanto, outros autores mostraram que o nimero de
proteinas integrais da membrana externa do endosimbionte é similar aquele encontrado
em Gram-negativos e bastante diferente do descrito na membrana plasmatica do
tripanosomatideo hospedeiro (MOTTA et al.,, 1991; SOARES AND DE SOUZA,
1987). Mais recentemente, nosso grupo forneceu a prova definitiva da origem procariota
da membrana externa: a presenca de porinas no envoltério do endosimbionte
(ANDRADE et al., 2008). Além disso, 0 projeto genoma da bactéria simbidtica de
C.deanei esta em fase final e os resultados do seqiienciamento revelam a presenca de
diversos genes com alta homologia a da bactéria Gram negativa Bordetella parapertussis

(PROBST et al., 2006).

Quanto a composicao lipidica do envoltério do endosimbionte, sabemos que
nenhum tipo de esterol esta presente. J& em relacdo a constituicdo fosfolipidica,
predomina uma maior quantidade de cardiolipina (CL), seguida de fosfatidilcolina (PC),
fostatidiletanolamina (PE) e fosfatidilinositol (P1) (PALMIE-PEIXOTO et al., 2006).
Recentemente, nosso grupo mostrou que simbiontes quando isolados de seu
tripanosomatideo hospedeiro sdo capazes de produzir fosfolipidios de modo
independente. Apds 1 h de fracionamento celular, PC é o fosfolipideo predominante,
sendo substituido por PE e PI, apds 3 h de isolamento. Estes dados indicam que o
simbionte é dependente, ao menos em parte, da célula hospedeira para a obtencdo de

fosfatidilcolina (AZEVEDO-MARTINS, 2007).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Palmie%2DPeixoto+IV%22%5BAuthor%5D

1.3 O Papel dos Fosfolipidios na Atividade Celular

Os fosfolipidios desempenham papel fundamental no estabelecimento da
barreira de permeabilidade seletiva, além da bicamada lipidica abrigar vérias enzimas e
proteinas transportadoras (CRONAN, 2003). Além disso, os grupos polares ligados a
fosfolipidios, tais como a colina, a serina, o inositol e seus derivados, participam de vias

de sinalizacdo celular (LENZ, 2000).

A fosfatidilcolina (PC) ou lecitina € um importante metabdlito de colina,
descrito como o fosfolipidio majoritario em células eucariotas, além de corresponder,
quantitativamente, a aproximadamente metade do contetdo lipidico total de membranas
celulares. A PC desempenha ainda, um importante papel na transducéo de sinais, sendo
fonte de mensageiros secundarios. (EXTON, 1994; ZEISEL, 1997). A colina por sua
vez, além de utilizada para a sintese de PC e de esfingomielina, é recrutada para a
producdo do fator de ativacdo de plaquetas e da lisofosfatidilcolina (ZEISEL et al.,

1991; MICHEL et al., 2006) (Figura 2).

O fosfatidilinositol (PI) é um fosfolipidio com papel estrutural na membrana
plasmatica. Além de ser utilizado para a sintese de fosfoinositidios e de inositol
polifosfatos, ele pode ser catabolizado a glicerofosfoinositol (revisto por GARDOCKI
et al., 2005). PI e seus metabdlitos sdo capazes de regular diversos processos celulares
tais como: 0 ancoramento de glicolipidios a proteinas, transdugdes de sinais, exportagdo
de mRNA do nucleo e trafego de vesiculas (revisto por GARDOCKI et al., 2005). A
sintese de Pl ocorre através da acdo da fosfatidilinositol sintase que converte CDP-

diacilglicerol e inositol em Pl e CMP (Figura5) (KENT, 1995).

Os aminofosfolipidios fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilserina (PS) séo

fosfolipidios metabolicamente relacionados. As sinteses de PE e PS estdo interligadas,
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podendo haver uma conversdo entre elas (Figura 5 e 6) (VANCE AND VANCE, 2008).
Uma das vias majoritérias de sintese de PE em eucariotos € a decarboxilagéo de PS pela
fosfatidilserina sintase, que ocorre principalmente no folheto externo da membrana
interna das mitocondrias (Figuras 5 e 6) (VANCE AND VANCE, 2008). As outras duas
vias de sintese de PE sdo a acilacdo da lisofosfatidiletanolamina (Numero 7 da figura 6)
e a via da CDP-etanolamina, que ocorrem no reticulo endoplasmético (NUmeros 1, 2 e 3
da figura 6) (VANCE AND VANCE, 2008). Ja a fosfatidilserina é sintetizada pela
fosfatidilserina sintase, a qual pode retirar a colina da fosfatidilcolina e inserir em seu
lugar a serina (Figura 6) ou retirar a etanolamina da fosfatidiletanolamina e inserir a
serina (Figuras 5 e 6) (VANCE AND VANCE, 2008). Esses fosfolipidios
desempenham papéis em processos bioldgicos tais como apoptose e sinalizagdo celular
(VANCE, 2009). Além disso, PE possui papel estrutural e age em eventos de fusdo e

fissdo de membranas (VERKLEW et al., 1984).

Ja a cardiolipina ¢ um fosfolipidio caracteristico de células procariotas e
mitocondrias. Outros fosfolipideos compdem a membrana de bactérias, como a
fosfatidiletanolamina (PE) e o fosfatidilglicerol (PG). A PC ndo é comum em
procariotos, mas é encontrada no envoltério de bactérias fotossintéticas (que possuem
amplas estruturas de membrana interna) e naquelas que vivem em associacdo estreita
com eucariotos, sejam elas patogénica ou simbioticas (HINDAHL AND IGLEWSKI,
1984; MILLER et al., 1990; BELISLE et al., 1994; ABELO AND DOMENECH, 1997;

RUDDER et al., 1997).

O cloroplasto, cuja origem simbidtica parece derivar de cianobactéria, é
delimitado por duas unidades de membrana. A membrana externa contém
glicerolipidios tais como o mono e o digalactosildiacilglicerol, o

sulfoquinovosildiacilglicerol, e também fosfolipidios, como fosfatidilglicerol e a
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fosfatidilcolina. J& a membrana interna, é capaz de se invaginar e formar os tilacoides,
que possuem complexos de pigmentos protéicos mergulhados numa matriz de
glicerolipidios polares (0os mesmos do envoltdrio externo). Cabe comentar a auséncia de

PE nas membranas que compdem os plastidios (CORSARO et al., 1999; BENNING,

2008).
T Cm\‘
BHMT ! o
Dimethyl- . PHOSPHOCHOLINE
glycine THF\‘ melhylTHF MS 2y CCTF KENNEDY-
MW o v i PATHWAY
°”‘°7°’ ? CDP-CHOLINE

SAM

| PHOSPHATIDYLCHOLINE
PEMT
PHOSPHATIDYLETHANOLAMINE PCP PLA

Sohinaomvelin Lvsonhosphatidvicholine ——> PAF

Methionine DAG
\ &l G S C cMP
MAT
A

Figura 2: Vias metabolicas de colina. ADP, adenosina difosfato; ATP, adenosina
trifosfato; BHMT, betaina: homocisteina metiltransferase; B12, vitamina B12; CDP,
citidina difosfato; CK, colina cinase; CPT, CDP-colina: DAG colinafosfotransferase;
CMP, citidina monofosfotransferase; DAG, diacilglicerol; MAT, metionina
adenosiltransferase; methyl THF, 5-metil-tetraidrofolato; MS, metionina sintase; MTHF,
5,10-metileno-tetraidrofolato; PAF, fator ativador de plaquetas; PCP, fosfatidilcolina:
ceramidacolina fosfotransferase; Pcytl, CTP: fosfocolina citidililtransferase; PEMT,
fosfatidiletanolamina, N-metiltransferase; PLA, fosfolipase A; PPi, pirofosfato; SAH,
S-adenosilhomocisteina; SAM, S-adenosilmetionina; THF, tetraidrofolato. Retirado de
Michel et al., 2006.

Por outro lado, a mitocondria, possui composicdo fosfolipidica caracterizada
pela presenca majoritaria de fosfatidilcolina, seguida dos fosfolipidios
fosfatidiletanolamina, cardiolipina, fosfatidilinositol, fosfatidilserina, acido fosfatidico e

outros fosfolipidios presentes em menor quantidade em células eucariotas (ZINSER et
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al.,, 1991; PALMIE-PEIXOTO et al., 2006). Em células eucariotas superiores, a
cardiolipina é componente lipidico especifico da mitocondria, que é capaz de sintetizar
este fosfolipidio atraves de enzimas localizadas em sua membrana mitocondrial interna
(SCHLAME et al., 2000). Neste caso, a sintese de cardiolipina tem como precursores 0
acido fosfatidico e o fosfatidilglicerol (Figura 5) (HOSTLER et al., 1972; SCHLAME

et al., 2000).

Alguns papéis importantes sdo atribuidos a PC na sinalizagdo celular. Alguns
agonistas sdo capazes de promover a hidrélise de PC gerando diacilglicerol (DAG) o
qual promove a ativacdo da proteina cinase C, que por sua vez regula o processo de
transcricdo, crescimento e diferenciacdo celular (EXTON, 1990). Além disso, PC é
suscetivel a acdo de fosfolipases, que sdo capazes de hidrolisar fosfolipidios interferindo
na estabilidade e estrutura das membranas, assim como em processos de sinalizacdo
(WANG, 1999). Neste caso, os efeitos na célula sdo os mais variados, tais como
proliferacdo e diferenciacdo celular, organizacdo do citoesqueleto e trafego de
membranas (COCKCROFT, 1997; COLLEY et al., 1997; EXTON, 1997; ROSE et al.,
1995). Algumas classes de fosfolipases sdo capazes de gerar lipidios e mensageiros
derivados de lipidios, como por exemplo, as fosfolipases A, (PLA;), C (PLC) e D

(PLD) (WANG, 1999) (Figura 3).
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Figura 3: Sitios de clivagem de fosfolipidios por PLD, PLC e PLA2 e os produtos de
PLD, PA (&cido fosfatidico) e os grupos das cabecas dos fosfolipidios (H). Retirado de
Wang, 1999.

S
: S 2

A fosfolipase C é caracterizada por agir na formacdo de segundos
mensageiros como DAG e inositol fosfato (IP3). Ja a fosfolipase A, hidrolisa
fosfolipidios para a liberacdo de acidos graxos, como o acido aracdénico, o qual pode
ser metabolizado por alguns tipos celulares para formar prostaglandinas, leucotrienos e
lisofosfolipidios (WANG, 1999). Ja a fosfolipase D é capaz de hidrolisar a PC em &cido
fosfatidico (PA), que por sua vez sofre a acdo da fosfatidato fosforilase (PAP) para a
formacdo de DAG, além de formar grupos de colina livres (EXTON, 1990; WANG

1999).
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1.4 Sintese de Fosfatidilcolina

Estudos genéticos e bioquimicos em véarios organismos revelaram duas
principais vias de sinteses de fosfatidilcolina (PC). Uma delas é denominada via de
Kennedy (KENNEDY AND WEISS, 1956) e predomina em eucariotos superiores.
Nesta via, a colina livre é convertida a fosfatidilcolina por intermediérios de colina-
fosfato e CDP-colina (Figura 4) (KENT, 1995, 1997; LOPEZ-LARA ANG GEIGER,
2001). A outra via de sintese de PC é conhecida como via de Greenberg (ROBSON et
al., 1990) ou via das metilacbes e predomina em eucariotos inferiores e bactérias
(VANCE AND RIDGWAY, 1988). Neste caso, PC € gerada ap6s trés sucessivas
metilacdes de fosfatidiletanolamina, através da acdo de N-metil transferases (Figura 4).
Muitos trabalhos descrevem que um grupo de bactérias que possui PC em seu
envoltério é capaz de sintetizar este fosfolipidio por uma terceira via. Nela, a enzima
fosfatidilcolina sintase (Pcs) condensa colina livre com CDP-diacilglicerol formando a
fosfatidilcolina (Figura 5) em um Unico passo metabdlico. A importancia de PC nesses
procariotos esta relacionada a manutencdo de relacBes simbidticas, sejam elas
mutualisticas ou parasitarias (GOLDFINE, 1982; RUDDER et al., 1997, 1999; LOPEZ-
LARA AND GEIGER, 2001; MARTINEZ-MORALES, et al., 2003; WESSEL et al.,

2006).
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Via de Kennedy Via de Greenberg
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Figura 4 — Vias de sintese de fosfatidilcolina. CK = colina cinase; CCT = fosfocolina
citidililtransferase; CPT = CDP-colina:1,2-diacilglicerol colina fosfotransferase; Pmt =
fosfatidiletanolamina metiltransferase; SAM = S — adenosilmetionina; SAH = S —
adenosilhomocisteina; Ry e R, representam partes alquil dos residuos acil de acidos
graxos (LOPEZ-LARA AND GEIGER, 2001).
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Figura 5: Via de sintese de fosfatidilcolina em procariotos intimamente associados a
eucariotos. Pcs = fosfatidilcolina sintase. Em destaque a via da PC sintase. pmt = N-
metiltransferase de fosfolipidios; SAM = S - adenosilmetionina; SAH = S -
adenosilhomocisteina; Ry e R, representam partes alquil dos residuos acil de acidos
graxos; G3P = Glicerol 3-fosfato; CMP = citidina monofosfato; Cls = Cardiolipina
sintase; Pgp = fosfatidilglicerofosfatase. (Adaptado de LOPEZ-LARA AND GEIGER,

2001).
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Figura 6: Vias de sintese de fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilserina (PS) em
eucariotos superiores. Os nimeros indicam as enzimas. 1 etanolamina cinase; 2 CTP:
fosfatidiletanolamina citidililtransferase; 3, CDP-etanolamina: 1,2-diacilglicerol
etanolaminafosfotransferase; 4, PS sintase-2; 5, OS sintase-1; 6, OS decarboxilase; 7,
acil-CoA: liso-PE aciltransferase. PC, fosfatidilcolina (VANCE AND VANCE, 2008).

1.5 Ac¢do dos Analogos de Fosfolipidios e do 22,26-azasterol na Sintese de

Fosfatidilcolina em Tripanosomatideos

Na década de 1980, alguns agentes quimioterapicos analogos a fosfolipidios
foram descritos como inibidores da proliferacdo de protozoarios (ACHTERBERG AND
GERCKEN, 1987; CROFT et al, 1987; TSUSHIMA et al, 1982). As
alquilglicerofosfocolinas (AGPCs), também conhecidas como éteres de lipidios, tém
sido usadas com sucesso no tratamento contra o cancer e também na quimioterapia anti-
tripanosomatideos. Tais drogas possuem um esqueleto de glicerol substituido na posi¢édo

sn-2, como €& o caso da edelfosina, ilmofosina (Figura 7) e também das
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alquilfosfocolinas (APCs). Estes compostos possuem a fosfocolina esterificada
diretamente com alcoois de cadeia longa sem o esqueleto de glicerol. A miltefosina,
também conhecida como hexadecilfosfocolina, foi identificada por Ebil e Unger na
década de 1980 como um alquilfosfolipidio com atividade antitumoral (entre outros
apresentados na figura 7) (BRACHWITZ AND VOLLGRAF, 1995; CROFT et al.,

2003, BLITTERSWIJK AND VERHELJ, 2008).

A atividade antiparasitaria destes compostos, principalmente contra
tripanosomatideos patogénicos, tais como Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi
(revisto por de CASTRO et al., 2004), permitiram avancos nos estudos clinicos da
administragdo oral da miltefosina. Os efeitos colaterais considerados relativamente
brandos, tém levado alguns pesquisadores a acreditar que este seja um importante
composto a ser utilizado no tratamento oral da leishmaniose cuténea. Justo por isso,
alguns paises como a india, Alemanha e Colémbia ja utilizaram a miltefosina para o
tratamento desta doenca (CROFT et al., 2003; DE CASTRO et al., 2004; PEREZ-

VICTORIA et al., 2006, BLITTERSWIJK AND VERHEIJ, 2008).

A acdo e a eficacia da miltefosina parecem estar relacionadas ao seu acimulo
intracelular (PEREZ-VICTORIA et al., 2006). Algumas cepas de Leishmania que se
mostraram resistentes a miltefosina, apresentaram menor acimulo da droga, seja pela
gueda no uptake, pelo aumento de seu efluxo, pelo seu rapido metabolismo ou mesmo
por alteragdes da permeabilidade da droga pela membrana plasmatica (PEREZ-

VICTORIA et al., 2006).

Foram sugeridos trés passos para o acimulo de fosfolipidios de cadeia curta e
seus derivados, como a miltefosina (Figura 8) (PEREZ-VICTORIA et al., 2006). No

primeiro passo ocorre a ligacdo da droga ao folheto externo da membrana plasmatica.
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Ocorre entdo, um equilibrio entre as moléculas de miltefosina que se ligam a albumina
(BSA) presente no soro e aquelas que se ligam a membrana plasmética das células em
cultura. Tal equilibrio dependeria basicamente da concentracdo de BSA e da
concentracdo de células no meio. O segundo passo envolve a internalizacdo da
miltefosina, na qual sdo considerados dois possiveis mecanismos. No primeiro, através
da via endocitica, os monémeros de miltefosina integrados na membrana plasmaética séo
internalizados como membros de vesiculas. No caso da Leishmania, sua atividade
endocitica esta restrita a uma regido especifica da bolsa flagelar (MCCONVILLE et al.,
2002). No outro mecanismo esta molécula ¢ internalizada pela via ndo endocitica ou
através da acdo da flipase. Neste caso, monémeros de miltefosina, ou outros analogos de
fosfolipidios de cadeia curta, podem ser translocados do folheto externo para o interno

da membrana plasmatica pela acdo de proteinas especificas (Figura 8B).
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Figura 7: Estrutura quimica dos alquilphospholipidios sintéticos em comparacdo com a

lisofosfatidilcolina natural. Retirado de Blitterswijk and Verheij, 2008.

Este ultimo mecanismo vem sendo descrito como o0 mais importante para

internalizagdo da miltefosina em Leishmania (PEREZ-VICTORIA et al., 2003a), o qual

depende de duas proteinas que parecem formar um complexo na membrana plasmatica:

o transportador de miltefosina (LdMT) e sua subunidade beta LdRos3 (PEREZ-

VICTORIA et al., 2006; PEREZ-VICTORIA et al., 2003b).
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Figura 8: Ligacdo e uptake de miltefosina em Leishmania. Passos seqiienciais para o
acumulo de miltefosina: (A) Ligacdo da droga ao folheto externo da membrana
plasmatica. A miltefosina é recrutada pela albumina do soro bovino (BSA), a qual age
como um reservatorio para a droga. (B) A fracdo ligada a membranas celulares é
internalizada através da acdo de flipases (F) presentes na bicamada lipidica. Esta
maquinaria de translocacdo inclui, no minimo, duas proteinas da membrana plasmatica:
o transportador de miltefosina LAMT e sua subunidade beta LdRos3. Retirado de Pérez-
Victoria et al., 2006.

O terceiro passo envolve os alvos intracelulares da miltefosina e seu
metabolismo. Neste caso, os mondmeros de miltefosina presentes no folheto interno da
membrana plasmatica sdo capazes de se destacar e de se difundir nas membranas de
organelas citoplasmaticas. Pouco se sabe sobre a distribucéo intracelular da miltefosina
e em quais organelas esta droga pode se acumular. No entanto, alguns estudos mostram
que a miltefosina € capaz de promover alteragdes em membranas de organelas (CROFT,

et al., 2003; SANTA-RITA AND BARBOSA, 2000).
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Os anédlogos de lisofosfolipidios (LPAs), como a miltefosina, edelfosina e
ilmofosina, compreendem uma ampla classe de compostos metabolicamente estaveis
que apresentam atividades antiparasitarias, principalmente contra tripanosomatideos
patogénicos como Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi (revisto por DE CASTRO et
al., 2004). Dentre estas atividades, algumas podem ser destacadas, tais como efeitos
anti-proliferativos, ultraestruturais, na diferenciacdo celular, além de serem capazes de
promover alteracdes nos niveis de PC (SANTA-RITA AND BARBOSA, 2000;

AZZOUZ et al., 2005; LIRA et al., 2001, CROFT et al., 2003).

Os LPAs interagem com uma variedade de estruturas e enzimas subcelulares
devido a sua natureza quimica e suas propriedades fisico-quimicas (URBINA, 2006).
Além disso, sua natureza anfifilica, representada tanto por sua porcdo hidrofébica
quanto por sua porcdo hidrofilica, permite que os LPAs tenham alguns efeitos

bioldgicos e fisicoquimicos, tais como (figura 9):

a) Atividade citotoxica ndo especifica: representada por sua caracteristica

surfactante, pois sdo moléculas anfifilicas. Esta citotoxicidade ocorre em
concentragdes iguais ou superiores a sua concentracao micelar critica (cmc),
que é de aproximadamente 10 uM para LPAs farmacologicamente ativos
(STARFFORD et al., 1989). Os efeitos deste limiar de concentracdo
dependem particularmente do tipo celular e da presenca de componentes do
soro que ligam a lipidios, os quais reduzem as concentra¢cdes de monémeros

livres e eleva a cmc efetiva.

b) Efeitos na imunomodulagdo: Alguns trabalhos mostram que os LPAs séo

capazes de ativar de forma ndo especifica macréfagos (NEGWENYA et al.,

1992; YAMAMOTO et al., 1987). Dados mais recentes mostraram que estes
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compostos rettm sua atividade anti-leishmania em camundongos
imunodeficientes (ESCOBAR et al.,, 2001; MURRAY AND DELPH-
ETIUENNE, 2000). Os efeitos antiparasitarios dos LPAs parecem resultar de
acdo direta no parasita, ndo requerendo células T do hospedeiro ou ativacao
dependente de macrdéfagos (URBINA, 2006).

Inibicdo do metabolismo lipidico: Os LPAs sdo considerados por alguns

autores como sendo inibidores potenciais de enzimas envolvidas na sintese,
quebra ou modificacdo de lipidios de membrana (WEIDER et al., 1999;
WRIGHT, et al., 2004). O primeiro sitio de interacdo dos LPAs é a
membrana celular — tanto em protozoéarios quanto em células cancerigenas
(BRACHWITZ et al., 1995; SANTA-RITA et al., 2000). O efeito mais
fortemente estudado dos LPAs é na sintese de novo de fosfatidilcolina (PC).
Alguns trabalhos sugerem que a miltefosina é capaz de inibir a translocacao
da CTP:fosfocolina-citidililtransferase — uma enzima chave na biossintese de
PC pela via de Kennedy (Figuras 4 e 9) — de sua forma citosélica inativa para
sua forma ativa ligada a membrana (HAASE et al., 1991; WIEDER, et al.,
1998). Além disso, varios estudos relatam a correlagdo entre a inibicdo da
sintese de PC e o bloqueio da proliferacéo celular (WEIDER et al., 1995a,
1999). Lira et al. (2001), sugerem que LPAs também induzam a
modificacbes da composicdo de esterois livres em epimastigotas de
Trypanosoma cruzi através da inibicdo da esterol A% desnaturase, muito
provavelmente por um efeito secundario resultante da alteracéo fosfolipidica

causada por estes compostos.

Apoptose: Muitos estudos vém mostrando que é possivel que a redugdo da

sintese de PC possa disparar a apoptose (morte celular programada) em
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varias linhagens celulares (CUI AND HOUWELING, 2002; WEIDER et al.,
1998, 1999; WRIGHT et al., 2004). Isso porque, a diminui¢do da sintese de
PC, pode levar a diminuicdo da sintese de esfingomielina. Estas vias
biossintéticas estdo estreitamente ligadas, levando ao aumento dos niveis de
ceramida, um conhecido indutor de apoptose (HAMPTON AND MORAND,
1989; HANNUN AND OBEID, 1995; WIEDER et al., 1998; WRIGHT et
al., 2004). Por outro lado, Van der Sanden et al. (2004) mostraram que a
apoptose induzida pela miltefosina em células CHO-K1, difere daquela
observada em células MT58 deficientes de CTP:fosfocolina-
citidililtransferase. Estes autores concluiram entdo, que a inibicdo da sintese
de PC ndo é o primeiro mecanismo para inducdo da morte celular por
miltefosina, sugerindo fortemente que este efeito estid relacionado as
consequéncias de acdes citotdxicas ndo especificas por esta droga (VAN

DER SANDEN et al., 2004).

Inibicdo da sinalizacdo celular: Um dos efeitos nas vias de sinalizacdo

celular promovido por LPAs, envolve a inibicdo da fosfolipase D. Deste
modo, ocorre a inibi¢do da quebra de PC a acido fosfatidico e diacilglicerol,
0s quais atuam na via das MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) que é
a via de proliferacdo celular (Figura 9). A miltefosina foi capaz de inibir a
atividade da fosfolipase D in vitro, porém nao apresentou efeito nesta enzima
em linhagens de células leucémicas humanas, bem como ndo apresentou
efeitos na atividade de esfingomielinases nestes mesmos tipos celulares
(BERKOVIC et al., 2002). As LPAs agem também sobre fosfolipases do
tipo C (UMBERALL et al., 1991; NISHIZUKA, 1992; POWIS et al., 1992;

BERKOVIC et al., 1996; BLITTERSWIJK AND VERHEL, 2008).
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Contudo, em contraste com a inibicdo da biossintese de PC, ndo existe
correlacdo consistente entre a inibicdo da fosfolipase C e a queda da

proliferacdo celular (WIEDER et al., 1999).
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Figura 9: Alvos dos alquil lisofosfolipidios (APL) no metabolismo e vias de
sinalizacdo, resultando na supressdo das vias proliferativas MAPK/ERK e de
sobreviéncia PI3K/Akt, e na ativacdo da via de estresse da SAPK/IJNK e inducdo de
apoptose. APLs sdo internalizados via lipid rafts e/ou via um transportador ATP
dependente da membrana plasmatica. As APLs tém efeito na inibicdo da
CTP:fosfocolina citidililtransferase (CCT), na atividade da PI3K e na translocacdo de
membrana PKB/Akt. Outros alvos das APLs sdo as fosfolipases PLC e PLD, cuja
inibicdo afeta a via proliferativa de MAPK/ERK. Retirado de Blitterswijk and Verheij,
2006.

Outra droga que afeta 0 metabolismo lipidico é o 22,26 azasterol (Figura 10), um
inibidor da A24(25) esterol metiltransferase, enzima responsavel pela sintese do
fecosterol a partir do zimosterol, o qual é convertido em ergosterol (RODRIGUES et

al., 2002; HAUGHAN et al., 1995). Além disso, esta droga também parece ser capaz de
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alterar a conversdo de fosfatidiletanolamina em fosfatidilcolina. Alguns trabalhos
relatam alteracdes na composicdo fosfolipidica em tripanosomatideos tratados com
22,26 azasterol, sugerindo uma inibicdo indireta da fosfatidiletanolamina N-
metiltransferase para a formacdo de fosfatidilcolina (CONTRERAS et al., 1997;

URBINA, 1997; PALMIE-PEIXOTO et al., 2006).
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Figura 10: Estrutura do azasterol (LORENTE et al. 2004)

Em C. deanei, 0 22,26 azasterol promoveu inibicdo da sintese de PC tanto na
celula hospedeira quanto em sua bactéria simbidtica, resultando em menores
quantidades de PC e maiores quantidades de PE (PALMIE-PEIXOTO et al., 2006). Este
resultado sugere que o 22,26 azasterol, exerce de fato uma inibicdo enzimatica das
PE/PC N-metiltransferases, descritas na via de Greenberg, como anteriormente proposto

por Urbina (1997).

No presente trabalho, verificamos o efeito da miltefosina, na proliferacdo e
ultraestrutura de C. deanei. Além disso, a composicdo fosfolipidica do protozoario, do
endosimbionte e de fragcbes mitocondrias (modelo evolutivo de comparagdo) também foi
avaliada ap6s o tratamento com a droga. O uso de inibidores da sintese de

fosfatidilcolina em tripanosomatideos que contém bactéria simbidtica pode ndo s
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esclarecer qual é a principal via de sintese deste fosfolipideo, mas também indicar a

importancia da fosfatidilcolina no estabelecimento da relacdo simbiotica.
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2. Objetivos

Objetivo Geral:

Avaliar os efeitos da miltefosina na proliferacdo, ultraestrutura e biossintese
fosfolipidica de Crithidia deanei

Objetivos especificos:

. Comparar a proliferacdo celular das cepas normal e curada de C.
deanei tratadas com miltefosina.

. Investigar os possiveis efeitos da miltefosina na ultraestrutura de
C. deanei por microscopia eletronica de transmissao.

. Avaliar os efeitos da miltefosina na biossintese fosfolipidica de
C.deanei, cepa contendo endosimbionte, crescida em meio contendo a droga e *Pi.

o Avaliar os efeitos da miltefosina na biossintese fosfolipidica de
fracdes de simbiontes e mitocdndrias obtidos por fracionamento celular de C.deanei

crescida em meio contendo a droga e **Pi.
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3 — Material e Métodos

3.1 Cultivo de Células

Crithidia deanei, cepas normal e curada, foi cultivada em meio de cultura
Warren (WARREN, 1960) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (Cultilab), e
crescidas a temperatura de 28 °C por 24 h. Ap0s esse periodo, as células foram retiradas
da estufa e mantidas a 4 °C por um periodo de 1 semana. Os repiques foram feitos

inoculando 10 % de cultura crescida a meio e soro frescos.

3.2 Curva de Proliferacdo Celular

A fim de verificar os efeitos da miltefosina sobre a proliferacéo celular das cepas
normal e curada de Crithidia deanei, foram feitas curvas de proliferacdo celular
utilizando-se as concentracbes de 10, 25, 50, 75 e 100 uM de miltefosina. Essas
concentracdes de drogas foram obtidas através da diluicdo da solucdo estoque de
miltefosina (100 mM) dissolvida em metanol absoluto. Foram utilizadas como controle
células que ndo foram submetidas a acdo da droga e células submetidas ao volume de
metanol correspondente ao aplicado as culturas de 100 uM da droga, a fim de observar
o efeito do veiculo na proliferacdo. A droga foi adicionada ap6s 12 horas de

crescimento, que equivale a fase exponencial do cultivo.

Foram retiradas aliquotas das culturas, cujas concentragdes iniciais no
lancamento da curva eram de 1,0x10° células/mL num volume final de 7 mL de cada
amostra. A cada 12 h de proliferacédo celular, parte da cultura foi diluida em solucéo de
formaldeido 3,8 % e contada em camara de Neubauer com auxilio de microscopia

oOptica (Zeiss Axiostar Plus) e outra parte foi processada para microscopia eletronica de



30

transmissao, como serd descrito a seguir. Foram coletados pontos apos 12, 24, 36, 48 e
60 h de tratamento com a droga. Cada experimento de curva de proliferagéo celular de
C. deanei foi feito em duplicata e foram utilizados 7 tubos identificados,
respectivamente como: Controle, Metanol 0,1% (células + o veiculo da droga), 10 pM,
25 UM, 50 uM, 75 uM e 100 uM de miltefosina (células + respectivas concentragdes de

miltefosina no meio).

3.3 Microscopia Eletronica de Transmissédo (MET)

Utilizamos a microscopia eletronica de transmissdo como ferramenta para
verificar os efeitos da miltefosina na ultraestrutura de C. deanei. Para tal, as amostras
foram lavadas duas vezes em PBS e fixadas em glutaraldeido 2,5 % diluido em tampao
cacodilato de sddio 0,1 M, pH 7,2 por 1 hora. Em seguida, as células foram lavadas no
mesmo tampédo e entdo fixadas por 1 hora com ferrocianeto de potassio 0,8 % e
tetroxido de 6smio 1 % diluidos em tamp&o cacodilato de s6dio 0,1 M pH 7,2. Ap6s
este periodo o material foi lavado no mesmo tampéo, sendo em seguida desidratado em
concentragdes crescentes de acetona (50 %, 70 %, 90 % e duas vezes em 100 %). Ao
final deste processo, o material foi infiltrado overnight em solucdo de acetona 100 % e
resina epoxi (1:1). No dia seguinte, as amostras foram infiltradas em resina pura por
cerca de 6 horas e depois emblocadas em forma de inclusdo. A polimerizacdo da
amostra ocorreu a 60 °C por 48 h. Cortes ultrafinos (70 nm) foram obtidos em
Ultramicrotomo Reichert Ultracuts (tipo 702501 — Leica), que foram coletados em
grades de cobre de 400 mesh. Ao final de todo o procedimento, os cortes foram

contrastados em acetato de uranila 5 % diluido em H,O (por 45 min) e em citrato de
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chumbo (5 min). O material foi observado no microscopia eletronica de transmissédo

Zeiss 902 (BOZZOLA AND RUSSEL, 1992).

3.4 Incorporacéo de Tragadores Radioativos em Crithidia deanei

a) Curva de Crescimento: a incorporagédo de tracadores radioativos foi utilizada com o

objetivo de analisar o perfil de sintese dos fosfolipidios de C. deanei durante a fase
exponencial de crescimento celular. Foram feitas curvas de proliferacdo celular, como
descrito anteriormente, porém neste caso usamos 1,0x10" células/mL em um volume
final de 40 mL. Ap6s 12 h de proliferacéo, foram aplicados a cultura 4 pCi de *Pi.
Posteriomente, foram distribuidos 5 mL a 6 tubos de ensaio para cada tempo de cultivo:
12, 24, 36, 48 e 60 h. As amostras foram ent&o, crescidas em estufa a 28 °C por 12 h.
Ap0s este tempo, foram aliquotadas as amostras de 12 h em 12 h, e estas foram lavadas
duas vezes em PBS pH 7.2 para posterior extracdo lipidica. A fim de se normalizar os
resultados posteriormente, foram aliquotados 50 pL de cada amostra em cada tempo
considerado. Diluiu-se 500 vezes estas amostras e fixadas em 4 % paraformaldeido

diluido PBS, pH 7,2 para posterior contagem em camara de Neubauer.

b) Anélise da Sintese Lipidica: Verificamos a incorporacdo do tragador radiativo **Pi

em C. deanei crescida por 24, 36 e 48 h em meio de cultura contendo diferentes
concentragfes de miltefosina. Pretendemos deste modo, analisar o perfil de sintese
fosfolipidico do protozoério frente a droga. Para esta finalidade, foram feitas curvas de
proliferacdo celular como descrito no topico anterior, mas neste caso foi lancada uma
concentracdo de 1,0x10° células/mL num volume final de 100 mL. Apés 12 h de

proliferacdo, foram aplicados 4 pCi de 4cido fosférico marcado radioativamente (*2Pi)
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na cultura. Subseqiientemente, foram distribuidos 5 mL em cada tubo de ensaio,
considerando os diferentes tempos (24, 36 e 48 h) concentragcbes utilizadas de
miltefosina (10, 25 e 50 uM). As amostram foram crescidas a 28 °C por 12 h. Apos este
tempo, as amostras foram aliquotadas a cada 12 h e lavadas em PBS, pH 7,2, para
posterior extracdo lipidica. A fim de se normalizar posteriormente os resultados, parte

do material foi fixado para contagem, como descrito anterirmente.

3.5 Fracionamento Celular de Crithidia deanei Crescidas em Meio Contendo

Tragadores Radioativos

O cultivo de C.deanei em meio contendo *2Pi foi realizado com o objetivo de
analisarmos a incorporacao do tracador e a sintese fosfolipidica em endosimbiontes e
mitocdndrias obtidos apds fracionamento celular do protozoéario. Para obter fracbes
puras de endosimbionte, foi utilizada a técnica de fracionamento celular estabelecida
por ALFIERI e col. (1978) com algumas modificagdes, como descrito a seguir. C.
deanei foi crescida em meio Warren contendo 10% de soro fetal bovino, para um
volume final entre 800 e 1.200 mL. Os protozoarios foram lavados 2 vezes em PBS, pH
7,2 e centrifugados a 4.000 g por 10 minutos em centrifuga Sorvall (RC-5B
Refrigerated Superspeed Centrifugue — Du Pont Instruments). O sedimento obtido foi
ressuspenso em 4 a 7 mL de agua deionizada gelada onde foi mantido a 4 °C, em banho
de gelo, por cerca de 35 minutos. Apds esse tempo, as células foram centrifugadas a
4.000 g por 10 minutos na mesma centrifuga e ressuspensas em 10 a 13 mL de tampé&o

tris-HCI 20 mM, pH 7,6 contendo sacarose 0,25 M.

O rompimento celular foi realizado por ultra-som (Ultrasonic processor model

GEX-600), onde foram aplicadas trés sessdes de trés séries de pulsos de 15 s com
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amplitude de 10 %. Entre cada série de pulsos, foi dado um intervalo de um minuto para
promover a sedimentacdo das células inteiras persistentes, o que otimizou o
rompimento. Em seguida, os protozoarios foram incubados em proveta de 50 mL em
estufa a 25 °C por 30 minutos com 25 pg/mL de DNAse | (Sigma) diluida em 20 mL de
tampé&o Tris-HCI 20 mM, pH 7,6 contendo sacarose 0,25 M, CaCl, 2 mM e MgCl, 10
mM. Apos este periodo, foi adicionado 10 mL de tampdo Tris-HCL 20 mM, pH 7,6
contendo sacarose 0,25 M e acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 2 mM. O
volume total de 30 mL foi homogeneizado e centrifugado a 5.000 g por 20 minutos em
centrifuga Sorvall. O sedimento obtido foi ressuspenso em 20 mL de tampé&o Tris-HCI
20 mM, pH 7,6 contendo sacarose 0,25 M e 0,5 mg/mL de protease tipo XIV de
Streptomyces griséus (Krainsky, 1914). Em seguida, a solucdo foi centrifugada em
centrifuga Sorvall por 20 minutos a 4.000 g e o sedimento formado foi ressuspenso em

20 mL de tampé&o Tris-HCI 20 mM, pH 7,6 contendo sacarose 0,25 M e EDTA 2 mM.

Com o objetivo de retirar as células inteiras persistentes, 0 homogeneizado foi
colocado sob colchdo de sacarose 0,5 M diluida em tampéo Tris-HCI 20 mM, pH 7,6
(proporgéo de 2,5 mL de homogeneizado celular para 2,5 mL de tampao contendo
sacarose). Apos centrifugacdo a 550 g por 10 minutos em centrifuga refrigerada (Spin
IV — Incibras), o sedimento contendo as células inteiras foi descartado e parte do
sobrenadante contendo simbiontes e mitocondrias (a banda formada na parte superior de
cada tubo) foi recolhida e centrifugada a 1.000 g por 10 minutos em centrifuga Sorvall.
O sedimento obtido (rico em simbiontes) foi separado e o sobrenadante, apds
centrifugacdo de 4.000 g por 10 minutos, deu origem a um novo sedimento, que
equivale a fracdo de mitocondrias. O sedimento rico em simbiontes foi ressuspendido
em 6 mL de tampdo Tris-HCI 20 mM, pH 7,6 contendo sacarose 0,25 M e aplicado em

gradiente de sacarose: cada um dos 6 tubos continha 1 mL de uma solu¢édo 0,88 M de
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sacarose, 2 mL de solucdo 0,44 M de sacarose, e no topo 1 mL do homogeneizado
celular. Apdés centrifugacdo a 1.740 g por 30 minutos em centrifuga Beckman (L8-70M
ultracentrifuga, com rotor SW 50.1), foi obtido um pellet que equivale a fragdo

purificada de simbiontes, apds eliminacdo dos fragmentos mitocondriais contaminantes.

3.6 Extracgdo de Lipidios
Extracéo de Lipidios

Foram utilizadas amostras congeladas de C. deanei normal, de fragdes
enriquecidas de endosimbiontes e fragdes enriquecidas em mitocondrias, nos
experimentos de incubac&o com *?Pi, como descrito anteriormente. As amostras foram
ressuspensas em 1 mL de agua destilada e transferidas para tubos de ensaio. A estes
tubos, foram adicionados 2 mL de solucdo contendo cloroférmio:metanol:acido
cloridrico (200:100:0,75 V/V) e feita agitacdo vigorosa com o auxilio de um Vortex..
Ao final desta etapa, foram adicionados 0,3 mL de &cido cloridrico 0,6 N a mistura, a
qual foi centrifugada a 600 g por 10 minutos em centrifuga clinica Excelsa Baby | 206
(FANEM). Ao final da centrifugacdo, houve a formacédo de duas fases distintas, sendo a
fase inferior (cloroférmio), a qual possuia os fosfolipidios, recolhida em outro tubo e a
fase superior descartada. Ao material recolhido, foram adicionados 2mL de solucdo de
cloroférimio:metanol:H,0 (3:48:47 V/V) e este foi novamente vigorosamente agitado e
posteriormente centrifugado a 600 g por 10 minutos na mesma centrifuga, resultando
em uma nova separacdo de fases. A fase inferior, contendo os fosfolipidios, foi
recolhida e a fase superior, contendo o resto de &gua da amostra, foi descartada. Ao final

do procedimento, a fase inferior foi seca sob nitrogénio gasoso.
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3.7 Cromatografia em Camada Fina

A cromatografia em camada fina foi realizada com o objetivo de separar 0s
fosfolipidios de C. deanei presentes nas fracGes de simbionte e mitocondria obtidos
apos extracdo lipidica. Este método foi realizado segundo o protocolo descrito por
Einicker-Lamas et al. (1999). Os solventes e placas de cromatografia (Silica Gel
60F254 da Merck) utilizados nesta etapa foram obtidos da Merck e os demais reagentes

e padrdes da Sigma.

Antes de iniciar a cromatografia foram delimitados os espagcos nos quais iriam
ser aplicadas as amostras na placa de silica. Em seguida, colocou-se a placa de silica na
estufa a 110 °C por 10 minutos para que esta fosse ativada a partir da evaporacdo do
vapor dagua adsorvido. Volumes de 60 ul das amostras correspondentes a extratos de
lipidios de Crithidia deanei e das fracGes de simbionte e mitocondria foram aplicados
na placa de silica. As amostras correspondem aos lipidios extraidos de C. deanei
crescida por 12 h em meio de cultura contendo 4 pCi ?Pi na presenca de 10 uM, 25 pM
e 50 uM de miltefosina, nos tempos de 24, 36 e 48 h. Células crescidas na presenca do
tracador radioativo, mas sem o uso da droga, foram utilizadas como controle. Além
disso, foram aplicadas a placa de silica as amostras de lipidios extraidos de simbiontes e
mitocondrias obtidas por fracionamento celular de protozoarios crescido em meio

contendo 4 uCi de 3Pi e tratados com 10 pM de miltefosina por 24 h.

A mistura de cloroférmio:acetona:metanol:HCI:H,O (120:45:39:36:24) foi
utilizada como fase mdvel da cromatografia, seguindo o método de Horwitz AND
Perlman (1987). No final do processo (aprox. 1 h e 20 min), foi retirada a placa da cuba
de corrida e foi evaporado o solvente por cerca de 12 h a temperatura ambiente, em uma

capela de exaustao.
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Como néo foi utilizado padrdes de fosfolipidios radioativos para identificar cada
fosfolipidio, utilizamos a mobilidade relativa dos fosfolipidios de interesse em
experimentos anteriores nos quais o0s padrbes de fosfatidilcolina (PC),
fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI) e cardiolipina (CL) foram aplicados na
mesma placa contendo amostras de C. deanei ndo radioativa, e desta forma foi possivel
identificar nossos objetos de estudo. Neste caso, apds correr a placa ha mesma mistura
de corrida ja descrita e apds haver evaporagdo desta mistura presente na placa, fez-se a
revelacdo dos fosfolipidios numa cuba contendo iodo metélico, que sublima e passa
rapidamente para o estado gasoso. Os vapores de iodo se ligam nas duplas ligagdes dos
lipidios, permitindo assim a visualizagdo dos fosfolipidios de interesse na amostra,

possibilitando assim sua identificagéo.

A revelacdo das bandas referentes aos fosfolipidios marcados ap6s a incubacgéo
com o *Ppi foi feita com a utilizacdo da malha sensivel & radiacdo de *Pi (Care of
Molecular Dynamics Storage Phosphor Screen GP), a qual foi exposta a placa de silica
contendo os fosfolipidios marcados. Apos exposicdo por 24 h, foi procedida a revelagédo
das bandas marcadas através da utilizacdo do equipamento Storm 860 (Molecular
Dynamics — divisdao da Amesham Pharmacia Biotech), utilizado para escanear a placa
(com o auxilio do software Storm Scaner Control). Depois deste procidimento, foi feita
a densitometria das bandas correspondentes aos fosfolipidios PI, PC, PE e CL. A
quantificacdo da densitometria foi realizada com o auxilio do programa Image Quant.
Posteriormente, as imagens digitais das placas de silica escaneadas foram impressas a
fim de sobrepormos as impressdes as placas para a identificacdo das respectivas bandas
dos fosfolipidios. Esta etapa foi realizada com o auxilio de um transiluminador (Brave
aparelhos eletrénicos). Em seguida, as bandas de interesse, correspondentes aos

fosfolipidios ja mencionados, foram raspadas com auxilio de um bisturi, a silica
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recolhida em vials contendo liquido de cintilagdo, e a radiacdo presente foi quantificada
por cintilografia liquida em cintilador (TRI-CARB 2100TR — Packard Bioscience), que

forneceu valores em cpm (cintilagcGes por minuto).
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4. Resultados

4.1 Efeitos da Miltefosina na Proliferacdo Celular das Cepas Normal e Curada de

Crithidia deanei

Adicionou-se miltefosina as culturas de C. deanei, cepas normal e curada, apds
12 h de cultivo, o que equivale a fase exponencial de crescimento do protozoario
(Figura 11, a seta indica o ponto de adi¢do da droga). Os tripanosomatideos tratados
com miltefosina mostraram queda dose dependente na proliferacdo celular quando
comparados com aqueles ndo tratados com a droga (controle). J& o metanol, que é o
diluente da miltefosina, ndo influenciou na proliferacdo celular das cepas normal e

curada de Crithidia deanei (Figura 11).

Em relacéo a cepa contendo endosimbionte, observamos que ap6s 12 h de acdo
da droga, que equivale a 24 h de cultivo, houve uma queda na proliferacdo celular de
aproximadamente 6 %, 15 %, 13 %, 34 % e 64 % para as respectivas concentracdes de
10, 25, 50, 75 e 100 uM de miltefosina, quando comparado ao controle. Apés 24 h de
tratamento, a porcentagem de queda foi de aproximadamente 17 %, 24 %, 21 % 48 % e

80 %, para as mesmas concentracOes de droga, respectivamente (Tabela 1).

E interessante notar que ap6s 36 h de tratamento (tempo de 48 h na curva de
crescimento), houve um aumento de 5 % na proliferacdo das culturas tratadas com
10puM de miltefosina. No entanto, para as outras concentragdes neste mesmo tempo
houve uma queda dose dependente na proliferacdo celular de aproximadamente 6 %, 16
%, 38 % e 64 % apOs tratamento com 25, 50, 75 e 100 uM da droga, respectivamente

(Tabela 1).
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A cultura de células tratadas por 48 h com 10 uM de miltefosina manteve o
mesmo nivel de proliferacdo, quando comparada as células controle. No entanto, para as
concentragdes de 25, 50, 75 e 100 pM, as porcentagens de queda na proliferagdo foram

de 20 %, 17 %, 32 % e 65 %, aproximadamente.
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Controle (10° células/ ml) Tratamento com a miltefosina (10° células/ml)
Crithidia
REE deanei
Thempo C(;'th'd.'a 10uM | 25uM | 50uM | 75uM | 100 uM
(horas) eanei +7 L de
Metanol
0 1 1 1 1 1 1 1
12 4,85 4,67 4,54 4,46 4,59 4,49 4,49
24 27,53 27,62 25,92 23,38 23,75 17,95 9,95
36 103,75 92,15 86,01 79,23 82,06 54,15 20,5
48 175,62 173,74 184,48 165,44 146,88 109,68 62,83
60 178,72 178,92 179,36 143,19 149,19 121,49 61,99
72 140,92 144,25 115,23 128,35 110,27 93,07 48,26
Tabela 1: Acdo da miltefosina na proliferacdo da cepa normal de Crithidia deanei
—e— Cd-Controle
200 —a— Cd+ 7uL de
180 metanol
‘7_1160 10uM de milt
£140 .
@20 25uM de milt
2100 1 —+— 50uM de milt
3 80 -
S 60 —o— 75uM de milt
40 L .
20 - 100puM de milt
0 '
0 12 24 36 43 60 72
Tempo (h)

Figura 11: Efeito da miltefosina na proliferacdo da cepa normal de Crithidia deanei. A seta
indica 0 momento de adicdo da miltefosina nas culturas. Resultados representativos de 4

duplicatas.
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O efeito da miltefosina tambeém foi verificado na cepa curada de C.deanei, um
modelo comparativo que permite avaliar a influéncia do simbionte no processo de
proliferacdo celular. Estes protozoarios foram tratados com as mesmas concentracgées da

droga aplicadas aos protozoarios portadores de endosimbionte (Tabela 2 e Figura 12).

Apobs 12 h de agdo da miltefosina, as células tratadas com 10 uM e 25 pM
apresentaram um aumento na proliferacdo de aproximadamente 11 % e 7 %,
respectivamente, quando comparadas ao controle. De outro modo, o tratamento com 50
MM e 100 uM da droga promoveu uma queda de aproximadamente 6 % e 22 % no
crescimento celular, respectivamente. Ja a proliferacdo das células tratadas com 50 uM
de droga, ndo foi praticamente alterada. Por outro lado, ap6s 24 h de tratamento, a
proliferacdo das células curadas tratadas com 10, 25, 50, 75 e 100 uM da droga
apresentaram queda na proliferacdo de aproximadamente, 23 %, 18 %, 14 %, 31 % e 43
%, respectivamente. Depois de 36 h de acdo da miltefosina, as células tratadas com 10
UM  mantiveram sua proliferacdo, quando comparada ao controle, enquanto 0s
protozodrios tratados com as concentragcdes crescentes da droga tiveram queda dose

dependente na proliferacdo de respectivamente, 5 %, 23 %, 31 % e 44 %.

A porcentagem de queda na proliferacdo de células da cepa curada apds 48 h de
tratamento foi de 15 % com 10 pM, 26 % com 25 pM, 29 % com 50 uM e 75 pM e 52

% para 0s protozoarios tratados com 100 uM de miltefosina.
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Tratamento com a miltefosina (10° células/ml)

Tempo |~ Crithidia gggr?é?f 10uM | 25uM | 50uM | 75uM | 100 uM
(horas) deanei metanol
0 1 1 1 1 1 1 1
12 5,77 581 6,02 514 | 582 | 583 5,66
2 24,32 22,26 26,88 | 2504 | 2282 | 2444 | 19,00
36 70,00 70,07 5360 | 5757 | 60,19 | 4800 | 39,82
48 118,63 121,13 11944 | 11250 | 91,25 | 8232 | 6676
60 101,82 95,88 8638 | 7575 | 7200 | 7,94 | 49,32
72 74,07 74,63 6113 | 61,94 | 5807 | 6219 | 4694

Tabela 2: Acdo da miltefosina na proliferagéo da cepa curada de Crithidia deanei.

Resultados representativos de trés duplicatas.

10 células.mL"!

140 -
120
100 -

80 A
60 -
40 -
20 A

24 36
Tempo (h)

48 60

72

—o— Cd curada - controle

—#—Cd curada +7pL de
metanol

10pM de milt

25uM de milt

—+—50uM de milt

—o— 75uM de milt

—+—100puM de milt

Figura 12: Efeito da miltefosina na proliferacdo da cepa curada de Crithidia deanei. A

seta indica 0 momento de adi¢do da miltefosina nas culturas.

E interessante notar, que ap6s 48 h de cultivo observa-se uma taxa de

crescimento bastante reduzida das células controle da cepa normal e uma queda de

quase 10 % na proliferacdo da cepa curada. Ja o tempo de 72 h de cultivo mostra uma

queda acentuada na proliferacdo dos protozoarios, tanto das células controle, como
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daquelas tratadas com a droga. Concluimos deste modo, que o melhor periodo para
avaliar o efeito da miltefosina na proliferacdo de C.deanei é durante a fase exponencial
de crescimento, ou seja, utilizando protozoarios com até 48 h de cultivo. Apés este
tempo, observamos um menor efeito da droga, especialmente na cepa contendo

endosimbionte.

Outro ponto importante a destacar € o menor efeito da miltefosina na
proliferacdo celular da cepa curada em relacdo a cepa que contém simbionte. A
concentracéo inibitoria de 50 % (ICs) de C. deanei com simbionte é aproximadamente
de 85 pM e dos protozoarios aposimbidticos € superior a 100uM no tempo de 24h.
Quando comparamos a maior concentracdo de droga adminstrada em ambas cepas,

observamos a diferenca de sensibilidade a droga em relacao as duas cepas (Figura 13).

901
80- I C.deanei normal - 100 uM
70 =3 C.deanei curada - 100 pM

% de inibic&o

604

50+

404

30+

204

10+ |_|

0- T
24

Figura 13: Porcentagem de inibicdo da proliferacdo celular de C. deanei normal e
curada apos 24, 36 e 48h de tratamento com 100uM de miltefosina.

36 48
Tempo (H)

4.2 Efeito da Miltefosina na Ultraestrutura Celular de Crithidia deanei

Os efeitos da miltefosina na ultraestrutura de C.deanei, foram avaliados por
microscopia eletronica de transmissdo (MET). Este tipo de andlise foi importante ndo

somente para observar quais estruturas e organelas foram afetadas pela miltefosina, mas
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inclusive para a escolha do tempo e da concentracdo ideal de droga que posibilitassem a
obtencdo de fracdes celulares contendo endosimbiontes sem danos ao seu envoltorio

(preservacdo das duas unidades de membrana da bactéria).

As células tratadas com miltefosina, cepas normal e curada, apresentaram
alteracOes ultraestruturais em relacdo as células controle (Figura 14 A-D células
controle). Apés 24 h de tratamento com 25 uM da droga, foram observadas alteracoes
na membrana plasmatica, como “blebing” ¢ “shedding” (Figuras 15 A, C e D). Foram
vistos também, perfis de membrana na bolsa flagelar (Figura 15 B) e inchago da

mitocondria e suas cristas (Figura 16 B).

Os protozoarios apresentaram-se bastante vacuolizados apds tratamento com a
concentracdo mais elevada da miltefosina (100 pM), mesmo nos tempos mais baixos

(Figuras 16).

Anélises ultraestruturais revelaram que o tratamento com 10 uM de miltefosina
por 24 h, representa a situacdo limite para a obtencdo de fracGes de simbionte. Neste
caso, o envoltério da bactéria ainda mostra-se integro apesar da presenca da droga no
meio de cultura. Na cepa contendo endosimbionte, observou-se que as maiores
concentragfes de miltefosina afetaram fortemente o envoltério da bactéria, que

apresentou convolugdes de membrana (Figura 17 A-D).
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Figura 14: Ultraestrutura de Crithidia deanei normal (células controle), em (A), (C) e

(D). Em (B) célula curada. Imagens de MET, em que séo indicados: endosimbionte (E),
bolsa flagelar (BF), cinetoplasto (K), glicosomos (G), mitocondria (M) e nacleo (N). As
setas curtas indicam os ramos mitocondriais e a seta loga o reticulo endoplasmatico.
Notar a proximidade do simbionte em relacdo ao nucleo, glicosomos (A e C) e ao

complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico (C e D).
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Figura 15: C. deanei, cepa normal, tratada com 25 uM de miltefosina em (A), e 75 uM
em (B) apds 24 h. Em (C) e (D), imagens da cepa curada tratada com 25 uM por 24 h.
Observar o “shedding” (indicado pelas setas) e “blebing” (indicado pela ponta de seta)
de membrana plasmatica em (A), (B) e (C) e os perfis de membrana na bolsa flagelar
(indicados pela seta fina em B) e de “shedding” da membrana plasmaética (indicado pela
seta grande) (B). Endosimbionte (E), bolsa flagelar (BF), glicosomos (G), mitocondria

(M), nacleo (N), vacuolo (V).
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Figura 16: C.deanei, cepa normal, tratada com 100 uM da droga por 24h, onde se
observa inchago mitocondrial e intensa vacuolizagcdo (setas). Endosimbionte (E),

cinetoplasto (K), mitocondria (M), ntcleo (N).
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Figura 17: Cepa normal de Crithidia deanei, tratadas com 25 puM de miltefosina de (A)

a (C) e 75 uM em (D), por 24 h. Observar na figura (A) o afastamento entre as duas
membranas que compdem o envoltério do endosimbionte (seta). Notar na figura C que
parte do envoltério da bactéria simbidtica, encontra-se no interior de um vacuolo (seta
maior). Endosimbionte (E), bolsa flagelar (BF), glicosomos (G), mitocondria (M),

nucleo (N), vacuolo (V).
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4.3 Efeitos da Miltefosina na Composicdo Fosfolipidica de Crithidia deanei e nas

Fracgdes de Simbionte e Mitocondria

Verificamos o efeito da droga em até 36 horas de tratamento, tempo que
equivale a fase exponencial de crescimento. A miltefosina apresentou variados efeitos
na sintese fosfolipidica de C.deanei, tanto em relacdo as concentracbes da droga
utilizadas, quanto aos tempos analisados. Apos tratamento por 24 h com a concentragdo
de 10 uM, a sintese de PC sofreu uma reducdo de 23 % e PE reducdo de 26 %, em
relacdo as células controle (Figura 18). Apds 36 h de cultivo nesta mesma concentracéo,
0s protozoéarios apresentaram sintese de Pl aumentada em 21 %, enquanto os valores de
PC e PE praticamente ndo foram alterados (Figura 19). Apds 48 h de tratamento, houve
queda de 16 % na producédo de PC e a manutenc¢do dos niveis de PE, enquanto PI sofreu

aumento de 23 % em sua sintese (Figura 20).

As alteracdes mais marcantes na sintese de Pl foram observadas nos tempos de
24 h e 48 h em células tratadas com 25 uM de miltefosina, quando houve um aumento
de 39 % e 41 % deste fosfolipidio, respectivamente (Figuras 18 e 20). Do mesmo modo,
PC e PE tiveram um aumento de 49 % e 94 %, respectivamente, em protozoarios
tratados com 25 pM por 36 h (Figura 19). E importante destacar que a CL teve um

aumento de 139 %, nestas condicdes.

A concentragdo mais alta utilizada (50 M), ndo alterou tanto a sintese
fosfolipidica, quando comparada a concentracao de 25 uM, nos tempos de 24, 36 e 48 h
(Figuras 18, 19 e 20). Neste caso, as alteragdes mais significativas foram observadas no
tempo de 36 h, quando houve aumento de 32 % de PE e a manutencao dos niveis de PC
(Figura 19). Ja em 48 h, houve aumento de 15 % de PC, 25 % de PE, 30 % de Pl e 29 %

de CL (Figura 20).
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E interessante verificar que no tempo de 24 h, a concentragdo de 10 pM de
miltefosina foi a que levou as maiores quedas na sintese de PC e PE (23 % e 26 %,
respectivamente). Por outro lado, a concentracdo de 25 uM no tempo de 36 h aumentou
em cerca de 2 vezes a sintese de PC e PE, quando comparados aos valores destes
fosfolipidios em protozoérios tratados com 10 uM de miltefosina pelo mesmo tempo.

Outro fato que deve ser destacado é o aumento de Pl em todas as situacOes
analisadas, exceto naquelas relativas aos tempos de 24 h e de 36 h, de células tratadas

com 50 uM de miltefosina, em que os valores desses fosfolipidios ndo foram alterados.

As fracOes purificadas de simbionte e mitocéndria, obtidas de células tratadas
com 10 uM de miltefosina por 24 h, também apresentaram alteracdes na sintese de
fosfolipidios (Figura 21). Tanto nas frages de simbionte, quanto nas de mitocondria,
houve queda na producdo de todos os fosfolipidios, exceto a CL nas fracBes de
simbionte e a PE nas fragcdes de mitocondria, que se mantiveram inalteradas. No caso do
simbionte, PC, PE e PI tiveram queda de 23 %, 38 %, 25 %, respectivamente (Figura
21). J4 a mitocéndria, apresentou queda na formacdo de PC, Pl e CL equivalente a 64

%, 52 % e 63 %, respectivamente (Figura 21).
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Sintese fosfolipidica de C. deanei Sintese fosfolipidica de C. deanei
tratada com 10uM de miltefosina por 24H tratada com 25puM de miltefosina por 24H
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Figura 18: Os valores representados no eixo y correspondem as cintilagbes por minuto
referente a 1,0x10° células. Resultados representativos de 2 experimentos
independentes.
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Sintese fosfolipidica de C. deanei Sintese fosfolipidica de C. deanei
tratada com 10uM de miltefosina por 36H tratada com 25uM de miltefosina por 36H
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tratada com 50uM de miltefosina por 36H
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Figura 19: Os valores representados no eixo y correspondem as cintilagbes por minuto
referente a 1,0x10° células. Resultados representativos de 2 experimentos
independentes.
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Figura 20: Os valores representados no eixo y correspondem as cintilagbes por minuto
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Figura 21: AlteracGes fosfolipidicas de fracGes enriquecidas de simbionte e
mitocOndria. Os dois graficos superiores se referem as amostras de simbiontes isolados
de células tratadas por 24h com 10pM de miltefosina e 10uCi de *2Pi. Os dois gréficos
inferiores se referem aos resultados das fragdes de mitocondria obtidas das mesmas
células utilizadas para obtencdo das fraces de simbiontes. Resultados representativos
de dois experimentos independentes.
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5. Discussao

Segundo Lewin (1982) simbiose é uma palavra de origem grega que significa
viver juntos. Quando o organismo simbionte e seu respectivo hospedeiro se beneficiam
a tal ponto de ndo poderem viver isoladamente, ha uma simbiose mutualisica
(DOUGLAS, 1994). Crithidia deanei possui uma bactéria simbi6tica em seu citoplasma
gque mantém uma relacdo mutualistica com seu hospedeiro, em que o procarioto fecha
varios ciclos metabdlicos essenciais, do ponto de vista nutricional, com o protozoario
(MUNDIM et al., 1974; CHANG et al., 1975; CAMARGO et al., 1977; GALINARI et
al., 1978; SALZMAN et al., 1985). Em contrapartida, o simbionte parece beneficiar-se
com a producdo de ATP via glicosomos da célula hospedeira (MOTTA et al., 1997).
Além disso, mostramos que a bactéria simbidtica de Crithidia deanei possui
fosfatidilcolina (PC) em seu envoltério, sugerindo que parte deste fosfolipideo pode ser
obtido, através de trocas metabélicas com o protozoario hospedeiro (PALMIE-

PEIXOTO et al., 2006; AZEVEDO-MARTINS et al., 2007).

A miltefosina (hexadecilfosfocolina) é um alquil-lisofosfolipidio utilizado no
tratamento de doencas causadas por tripanosomatideos do género Leishmania, tais como
a leishmaniose visceral e cutanea (SUNDAR et al., 2000; SOTO et al., 2006). Os
mecanismos de acdo da miltefosina e de outros analogos de lisofosfolipidios foram
propostos por varios trabalhos (revisto por URBINA 2006). Os dados da literatura
indicam que em células de mamifero, a miltefosina atua sobre a enzima
fosfocolinacitidililtransferase, inibindo a sintese de PC através da via de Kennedy
(GEILEN et al., 1992; WIEDER et al., 1995). No presente trabalho, utilizamos a
miltefosina com o objetivo de perturbar a relacdo mutualistica, a nivel metabdlico, entre

0 protozodrio e sua bactéria simbiodtica. Nossos dados mostraram que a miltefosina tem
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efeito ndo so6 na proliferacdo celular de C.deanei e em sua ultraestrutura, como também
na producédo de PC, PE, CL e PI. Além disso, a composicao fosfolipidica de frac6es de
simbiontes e mitocondrias, também se mostrou alterada, apds o tratamento com a droga.
Ensaios anteriores mostraram que o 22,26-azasterol, um inibidor da via de sintese de
estergis e também da producdo de fosfolipideos, foi capaz de alterar a sintese de
ergosterol em C. deanei e também de inibir a sintese de PC a partir de PE,

provavelmente pela via de Greenberg (PALMIE-PEIXOTO et al. 2006).

Assim como a miltefosina, outros derivados de alquil-lisofosfolipidios como a
edelfosina vém sendo utilizados em tripanosomatideos causadores de doengas. Nas
formas promastigotas de Leishmania mexicana, por exemplo, a miltefosina e a
edelfosina causaram perturbacdes no metabolismo de éter-lipidios (pela inibicdo do
metabolismo de fosfolipidios), e na transducdo de sinais (LUX et al, 1996). Além disso,
essas drogas inibiram, de maneira dose dependente, a acdo de enzimas especificas
encontradas nos glicosomos e que sdo responsaveis pelo remodelamento lipidico (LUX
et al, 2000). Ensaios comparativos feitos com miltefosina, edelfosina e ilmofosina
(outro derivado de alquil-lisofosfolipidios) em Leishmania donovani, Leishmania
amazonensis, Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei mostraram que estes trés
compostos inibem a proliferacdo celular destes tripanosomatideos (CROFT et al., 1987;
1993 and 1996; LIRA et al., 2001; SANTA-RITA et al., 2004, AZZOUZ et al., 2005).
Além disso, estas drogas foram capazes de inibir a sintese de DNA, RNA e proteinas na

forma promastigota de Leishmania donovani (AZZOUZ, et al., 2005).

A proliferacdo celular de C.deanei foi afetada de forma dose-dependente pela
acdo da miltefosina. Em concentragfes mais altas, como a de 100 pM, a inibi¢cdo na
proliferacdo foi de 64 % ja nas primeiras 12 h de tratamento e de 80 %, nas primeiras 24

h de tratamento. A queda na proliferacdo destes protozoarios, apds o uso de elevada
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outros fatores. Azzouz e colaboradores (2005) descreveram um forte efeito da inibigéo
de sintese de RNA em formas promastigotas de Leishmania donovani ap6s tratamento
com 95 puM de miltefosina por 30 minutos. Por outro lado, ndo se pode descartar a
possibilidade da inibicdo da sintese de PC e de esfingomielina, uma vez que estas vias
estdo interligadas (WEIDER et al., 1999). Ha relatos de que a diminuicdo da sintese de
PC pode promover a diminuigdo da sintese de esfingomielina e 0 concomitante aumento
de ceramida, que esta envolvida em eventos apoptéticos (HAMPTON AND MORAND,
1989; HANNUN AND OBEID, 1995; WEIDER et al., 1999). Por outro lado, é
interessante destacar que em concentra¢cdes mais baixas como 10 uM e 25 pM as
quedas na proliferacdo celular ndo passaram de 24 %, mesmo ap6s 36 h de tratamento.
A inibicdo da proliferacdo promovida por esta droga na cepa curada de C.deanei foi
menos acentuada quando comparada a da cepa normal. A maior inibicdo nos
protozoarios aposimbioticos foi de 52 %, ap6s 48 h tratamento com 100 pM de
miltefosina. Este resultado pode estar relacionado ao fato da cepa portadora de
simbionte apresentar metabolismo mais acelerado e menor tempo de geragédo

(MUNDIM et al. 1977).

A microscopia eletrdnica de transmissdo de Crithidia deanei mostra células com
a ultraestrutura caracteristica, revelando a presenca da bactéria simbidtica proxima ao
nacleo e aos glicosomos do protozoario hospedeiro. Ja as células tratadas com
miltefosina, inclusive as da cepa curada, apresentaram alteracGes ultraestruturais como
“blebing” e “shedding” de membrana plasmatica, perfis de membrana na bolsa flagelar
e inchago da mitocdndria e de suas cristas. Tais alteragGes foram anteriormente descritas
para outros protozoarios desta familia (SANTA-RITA et al., 2000, 2004, 2005). Além

disso, o endosimbionte também foi afetado pela acdo da droga, j& que observamos
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convolugbes e perda de membrana em seu envoltorio. As alteragBes observadas na
membrana plasmaética e naquelas que comp&em o envoltério do simbionte, podem estar
diretamente relacionadas & mudanca da composicdo fosfolipidica dos protozoarios
submetidos ao tratamento com a miltefosina. E necessario considerar a agdo desta droga
sobre PC, um fosfolipideo com marcante papel estrutural, sobre P, que assim como PC
é um fosfolipidio com importante papel na sinalizacdo celular, e também em outros
fosfolipidios. Neste contexto, as alteracdes na sintese de fosfolipidios, assim como na
producdo de CDP-diacilglicerol, poderiam promover a instabilidade de membranas e
das proteinas nela inseridas (BERRIDGE, 1987, ZINSER et al., 1991). Contribuem para
a aceitagdo desta idéia, os efeitos da miltefosina na enzima Na*ATPase e proteina cinase
C (PKC) de Trypanosoma cruzi, que apresentam reducdo da atividade apds tratamento

com a droga (Saraiva et al. 2009).

Crithidia deanei apresentou alteracfes na sintese fosfolipidica apds
tratamentos com a miltefosina. Apds 24 h de tratamento com 10 uM desta droga, houve
a reducdo da sintese de PC (queda de 23 %) e de PE (queda de 26 %), no entanto apds
36 h de tratamento nesta mesma concentracdo houve a manutencdo dos niveis de sintese
de PC e queda de 19 % na sintese de PE. No primeiro caso, se acreditarmos que o
protozoario possui apenas a via das metilagGes, a queda na formagéo de PC pode estar
relacionada a reducdo da sintese de PE. Por outro lado, caso o protozoario apresente
também a via de Kennedy, a diminuic¢do da sintese de PC pode estar ligada a inibicdo da
fosfocolinacitidililtransferase (CCT). J& no segundo caso, a queda na sintese de PE pode
ser resultado de sua transformagdo em PC, cujo nivel é mantido semelhante ao das
células controle. Precisamos considerar neste caso, a importancia de PC na célula
eucariota. Lira e colaboradores (2001) observaram queda na sintese de PC e aumento na

sintese de PE, ap6s a administracdo de miltefosina 1 puM por 120 h em formas
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epimastigotas de Trypanosoma cruzi, sugerindo uma inibicdo da via de Greenberg
nestes protozodrios. Resultado semelhante, foi observado apds o tratamento de C.

deanei com 0 22,26-azasterol (PALMIE-PEIXOTO et al. 2006).

E interessante destacar, que diferentemente dos outros fosfolipidios analisados, a
sintese de Pl mostrou-se aumentada ou mantida, em protozoarios tratados com
miltefosina em diferentes tempos e concentragdes. Células tratadas com 25 pM por 36 h
apresentaram aumento na sintese de Pl e de todos os outros fosfolipidios analisados. Ja
o tratamento prolongado com doses mais elevadas (50 uM), manteve os niveis de Pl
mais altos, enquanto o de PC tornou-se similar ao das células controle. Pl é um
fosfolipidio de membrana que pode sofrer fosforilagdes pela acdo das enzimas
fosfatidilinositol cinase e fosfatidilinositol fosfocinase, havendo formacgdo de vérios
fosfoinositidios (BALLA, 2001). Um destes fosfoinositidios gerados é o
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, que pode ser hidrolisado por fosfolipases C (PLC)
ativadas por receptores de membrana. Desta reacdo resultam segundos mensageiros
como o inositol 1,4,5-trifosfato e o diacilglicerol (DAG) (BALLA, 2001). O inositol
1,4,5-trifosfato pode atuar em vias de sinalizacdo através do aumento dos niveis de Ca**
intracelular, ja o DAG é capaz de regular diferentes vias celulares através da ativacdo de
proteinas cinase C (PKC) (BERRIDGE, 1987; BALLA, 2001). Pawelczyk e Lowenstein
(1993) demonstraram a inibicdo de fosfolipase C (PLC) pela miltefosina, resultando em
inibicdo indireta da ativacdo de proteina cinase C (PKC) pela reducdo de DAG.
Segundo Weider e colaboradores (1999), a inibicdo da PKC e consequente redugdo do
crescimento celular promovido pela miltefosina, parecem depender do quéo essencial é
esta proteina para a proliferacdo de cada tipo celular, além da especificidade da acdo

destes analogos de fosfolipidios a distintas PKC.



60

Vérias organelas atuam na biossintese de fosfolipidios, como o reticulo
endoplasmatico, o complexo de Golgi e a mitocondria. A mitocondria responde pela
sintese de niveis significantes de fosfolipidios, tais como &cido fosfatidico,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol e cardiolipina (MEER et al., 2008). No presente
trabalho, mostramos que fracBes de mitocéndria obtidas de protozoarios tratados com
10 uM de miltefosina por 24 h apresentaram diminuicdo da sintese ou da reciclagem
dos fosfolipidios analisados: houve queda de PC, Pl, PE e CL. Foi reportado em
Leishmania donovani que a miltefosina é capaz de inibir a atividade da citocromo C
oxidase, possivelmente por mudancas da composicdo lipidica que afetariam a
conformacéo da enzima (LUQUE-ORTEGA AND RIVAS 2007). Este relato explicaria
parcialmente a queda na sintese de CL que observamos no presente trabalho, uma vez
que as enzimas da biossintese deste fosfolipidio encontram-se na membrana interna da

organela (SCHLAME et al., 2000).

O endosimbionte de C. deanei é capaz de sintetizar fosfolipidios
independentemente do protozoario mesmo apdés 3 h de fracionamento, entretanto, a
composicdo fosfolipidica € modificada, jA& que PE € o fosfolipidio majoritariamente
produzido, enquanto PC é encontrada em menores concentracfes. Estes dados sugerem
certa autonomia da bactéria simbidtica quanto a sintese fosfolipidica, no entanto a
dependéncia do aporte de PC a partir do protozoario hospedeiro torna-se evidente. Em
contrapartida, as fragbes de mitocondria ndo sdo capazes de sintetizar fosfolipidios
(AZEVEDO-MARTINS et al.,, 2007). Neste estudo, mostramos que fracOes de
simbionte obtidas de protozoarios tratados com 10 pM de miltefosina por 24 h

apresentaram queda na sintese de PC, PE, Pl e CL.

Acreditava-se que a Unica via para a sintese de PC em procariotos era a das

metilacOes (via de Greenberg) (ROCK et al, 1996). Em 1997, Rudder e colaboradores
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publicaram um trabalho em que mutantes de Rhizobium meliloti, deficientes da enzima
N-metiltransferase, ainda continham fosfatidilcolina. Dois anos depois, este grupo
descreveu a presenca de uma segunda via de biossintese de PC envolvendo uma nova
atividade enzimética, a da enzima fosfatidilcolina sintase, capaz de formar PC
diretamente de colina e de CDP-diacilglicerol (RUDDER et al., 1999; LOPEZ-LARA
AND GEIGER, 2001; MARTINEZ-MORALES et al., 2003). A atividade da PC sintase
foi observada em outras bactérias tais como no simbionte Bradyrhizobium japonicum e
nas bactérias patogénicas Pseudomonas aeruginosa, Legionella pneumophila e Borrelia
burgdorferi (MARTINEZ-MORALES et al., 2003). Estudos recentes envolvendo
bactérias patogénicas intracelulares facultativas como as do género Brucella, tém
mostrado que estes procariotos sdo capazes de sintetizar PC Unica e exclusivamente pela
via da PC sintase (COMERCI et al., 2006, WILDERMAN et al., 2002; SHERR AND
LAW, 1965; WANG et al., 2004; MARTINEZ-MORALES et al., 2003). Consultas ao
genoma do endosimbionte de C. deanei, ndo revelaram a presenca de seqliéncia
envolvida na sintese da PC sintase ou de enzimas da via de Greenberg (FREITAS-
JUNIOR et al. 2008). Neste caso, devemos considerar a perda dos genes que codificam
enzimas que participam da sintese de PC, ja que adaptacdes fisioldgicas em relacdes
mutualistas envolvem draméticas reducdes do conteddo genémico (GOEBEL AND

GROSS, 2001; CORSARO et al., 1999).

Ressalto novamente o efeito da miltefosina na composicdo fosfolipidica,
especialmente pela inibicdo da sintese de PC. Isto porque, ha vérios relatos na literatura
mostrando a importancia de PC para o estabelecimento de rela¢fes simbidticas. Minder
e colaboradores (2001) mostraram a importancia da sintese de PC para a manutenc¢éo da
simbiose de Bradyrhizobium japonicum com plantas leguminosas. Neste caso, eles

observaram uma reducdo no numero de bactérias mutantes, que ndo apresentam o gene
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da metiltransferase, nas raizes das plantas quando comparadas as células de cepas
selvagens. Neste contexto, discute-se a participagdo de PC na formacdo de
oligossacarideos ciclicos importantes para a manutencdo osmdtica dessas bactérias, que
passam a viver livres no citoplasma do hospedeiro (MINDER et. al., 2001). Além disso,
Rhodobacter sphaeroides, uma bactéria fotossintética, necessita de PC para a formacao
de complexos intracitoplasmaticos de membrana e para a correta montagem de

complexos ligados a fotossintese (EUI-JIN et al., 2007).

A mitocéndria e o endosimbionte de protozoérios tratados com a droga também
foram afetados. As alteraces da composicdo fosfolipidica indicam a presenca de uma
via de sintese de PC, que é alternativa a via de Greenberg e reforca a idéia de que existe

uma intensa troca metabolica entre o protozoario e as estruturas de origem simbiotica.
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6 Conclusoes

- O tratamento de Crithidia deanei com miltefosina promoveu queda na proliferacdo
celular tanto na cepa normal quanto na cepa curada, especialmente quando

concentracdes mais elevadas da droga foram utilizadas.

- A miltefosina promoveu alteracdes ultraestruturais em ambas cepas de C. deanei: a
membrana plasmatica foi afetada, assim como as membranas que comp&em o envoltdrio
do endosimbionte. Perfis de membrana foram flagrados na bolsa flagelar e foi
observado também inchaco mitocondrial. Maiores concentracGes da droga promoveram
acentuada vacuolizacdo celular. Estes efeitos podem estar relacionados a mudanga na

composicdo fosfolipidica do protozoario, apds tratamento com a droga.

- Analises bioquimicas motraram modificacdes na composicdo fosfolipidica de
C.deanei ap0s tratamento com a miltefosina. No entanto, ndo houve queda na sintese de
Pl, mas sim na formacdo de PC, PE e CL. As fracdes de mitocdndria obtidas de células

tratadas com miltefosina apresentaram queda na sintese de PC, PE, Pl e CL.

- Endosimbiontes isolados de protozoarios tratados com miltefosina mostraram menor

producdo de PC, PI, PE e CL.

- Considerados em conjunto, os resultados indicam que a miltefosina foi capaz de alterar
a sintese fosfolipidica de C.deanei, que parece possuir uma via alternativa a das
metilagdes para a sintese de PC. Além disso, observamos que alteracdes no
metabolismo lipidico de C. deanei estdo diretamente relacionadas & composicdo
fosfolipidica da mitocondria e do endosimbionte, reforcando a idéia de que intensas
trocas metabdlicas ocorrem entre o protozoario hospedeiro e as estruturas de origem

simbidtica.
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