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1.0.-INTRODUÇÃO

1.1.-ÇRITHIDIA DEANEI E SEU ENDOSIMBIONTE

Existem várias espécies de tripanosomatídeos que 
albergam no seu citoplasma estruturas semelhantes a bactérias de- 
dominadas de endosimbiontes ou simbiontes. O gênero Crithidia 
apresenta três espécies portadoras de simbiontes que podem ser 
mantidas em laboratório : Blastocrithidia culicisCrithidia 
oncolpelti e Crithidia deanei (NOVY e cols, 1907; NEWTON e HORNE 
1957;MUNDIN e cols., 1974 ).

O protozoário flagelado Crithidia deanei, objeto 
de estudo de3te trabalho, apresenta a seguinte posição sis­
temática:

Ordem :Kinetoplastida 
Família :Trypanosomatidae 
Gênero :Crithidia 
Espécie: Crithidia deanei

A família Trypanosomatidae ( DOFLEIN, 1901) 
compreende flagelados possuidores de uma ünica mitocôndria, na 
qual se localiza uma estrutura composta por fibras circulares de 
DNA que recebe o nome de cinetoplasto (HONIGBERG e cols.,1964).



0 gênero Crithidia é constituído por parasitas 
monogenéticos de insetos, os quais tem sido isolados do tubo 
digestivo de dípteros, hemípteros e himenópteros. No ciclo 
evolutivo do gênero Crithidia, encontramos apenas a forma coa- 
nomastigota.

A espécie Crithidia deanei foi isolada 
por CARVALHO em 1973 a partir do intestino de Zelus 
leuco.grammus. Este predador se infecta quando se alimenta de 
de dípteros contaminados por parasitas desta espécie. Posterior­
mente MUNDIN e cols.,1974 caracterizaram nesta espécie a presen­
ça de um corpúsculo citoplasmátiço que foi demonstrado como sen­
do um endosimbionte. Esta cepa foi depositada na American Type 
Culture Collection (ATCC) por HUNTER em 1974 sob o número 30255 .

Sob o aspecto morfológico,esta espécie (Fig.l)apre- 
senta formas ligeiramente arredondadas, coanomastigotas, conten­
do um único flagelo emergindo de uma bolsa flagelar em forma de 
funil,cora o cinetoplasto situado anteriormente ao núcleo. Carac­
teriza-se também pela ausência de microtubúlos subpeliculares, 
típicos de tripanosomatídeos ( FREYMULLER e CAMARGO ,1981 )

O endosimbionte (Fig.l ) possui uma estrutura seme­
lhante a uma bactéria Gram-negativa, sendo que o seu número po­
de variar de 1 a 3 por célula, dependendo do estágio de cresci­
mento da célula hospedeira.0 simbionte é revestido por duas mem­
branas semelhantes à membrana plasmática : a membrana interna e



a externa. Segundo alguns autores, esta última teria sido 
fornecida pela célula hospedeira (McGHEE e CROSGROVE,1980;CHANG, 
1974).

O simbionte mede cerca de 1'.5-2.0 um de compri­
mento apresentando uma zona eletron-translúcida contendo fibrilas 
sugestivas da presença de DNA (CHANG ,1974 ; FREYMULLER e CAMAR­
GO, 1981).

É interessante observar a presença na célula de 
Crithidia deanei de três genomas diferentes, compartimentaiiza- 
dos como DNA nuclear, DNA do cinetoplasto ou K-DNA e DNA do sim­
bionte ou procarioto. Cada compartimento possui um sistema 
próprio de biosíntese de proteínas e apresenta mecanismos de 
regulação gênica específicos (CORREA,1976). .

Em condições naturais, Crithidia deanei, Crithi­
dia oncolpelti e Blastocrithidia culicis apresentam endosim- 
biontes em seu citoplasma. Em condição de laboratório, o endo- 
simbionte pode ser eliminado cultivando-se os flagelados em 
meio contendo o antibiótico cloranfenicol (CHANG, 1974 ; ROIÍMAN 
e CAMARGO, 1985 ). A eliminação do simbionte por este procedi­
mento origina cepas denominadas aposimbióticas ou ” curadas ”.



Fig 1. Análise do microscópio eletrônico do trípanosoma- 
tídeo Crithidia cLeunej. •

N-núcleo, K-cinetopldsto, F-flagelo



S-simbionte.Aumento de 20.000 x (cortesia da Dra. 
Edna F.Haapalainen).



1.2- REQUERIMENTOS NUTRICIONAIS DE CRITHIDIA DEANEI E O 
PAPEL DO ENDOSIMBIONTE.

A Crithidia deanei apresenta um- perfil de 
requerimento nutricional bastante simples quando comparado com o 
de Crithidia deanei aposimbiótica ou de outras espécies de Crithi 
dia não portadora de simbionte.Por exemplo.Crithidia deanei cres­
ce em meio definido contendo metionina e um ácido aminado aromáti 
co (tirosina,fenilalanina ou triptofano) e mais 4 vitaminas(ácido 
fdlico,tiamina, nicotinamida e biotina ) (CAMARGO, 1979;ROITMAN , 
e CAMARGO , 1985 ).A3 cepas aposimbidticas necessitam para
crescer,além dos aminoácid.ps e vitaminas citados acima, uma sé­
rie adicional de outros aminoácidos, vitaminas e heme deriva­
dos ( CAMARGO, 1979 ) . Essas diferenças nutricionais sugerem
que o endosimbionte é capaz de suprir a célula hospedeira.

A presença de endosimbionte confere algumas
propriedades nutricionais peculiares às espécies Crithidia deanei 
Crithidia oncoipelti e Blastocrithidia culicis. Assim Crithidia 
deanei e Crithidia oncoipelti podem crescer em meios de culturas 
contendo apenas ácido glutâmico ( sem ornitina, citrulina ou ar- 
ginina)(CAMARGO , 1979). Estas cepas são capazes de sintetizar 
ornitina a partir de ácido glutâmico e arginina a partir de 
ornitina. A Crithidia possui as enzimas citoplasmáticas argi- 
nino-succinato sintetase , liase e arginase. As enzimas ornitina 
acetiltransferase e ornitina-carbamiltransferase, que faltam à



célula hospedeira (Crithidia ), são supridas pelo endosimbionte 
(GALINARI e CAMARGO, '1977 ; CAMARGO e FREYMULLER, 1977; FIGUEI­
REDO e co1s., 1978 ; CAMARGO, 1979 ; ALFIERI e CAMARGO,1982) 

Quanto à síntese de isoleucina pela Crithidia 
deanei, demonstrou-se também a participação da treonina deaminase 
do simbionte nesta via metabólica ( ALFIERI e CAMARGO, 1982 ). 
Esta enzima não é detectada em Crithidia deanei aposimbidtica .

Os simbiontes participam de maneira decisiva na 
síntese do grupo heme. Foi demonstrado que a enzima .uroporfírino- 
gênio I smtetase está localizada em uma fração subcelular ri­
ca em simbiontes. Esta fração é obtida por centrifugação di­
ferencial de homogenatos celulares ( CHANG e cols., 1974).

Os dados apresentados neste item mostram que os 
simbiontes estão integrados na fisiologia do tripanosomatídeo 
contribuindo de maneira decisiva para o funcionamento de várias 
vias metabólicas da célula hospedeira .

1.3- ORGANIZAÇÃO DO GENOMA E DO APARATO DE SÍNTESE PROTEICA DO 
ENDOSIMBIONTE

0 DNA do endosimbionte apresenta • propriedades 
físicas semelhantes ao DNA da bactéria Eh. col i (SPENCER e CROSS 
1975 ; TUAN e CHANG ,1975 ). A densidade do DNA de Crithidia qn- 
colpelti em gradiente de CsCl é da ordem de 1.695 g/ml e a pro­
porção de guanma /citosina é de 35,7% ( MARMUR e cols., 1963



TUAN e CHANG, 1975 ; SPENCER e CROSS , 1975 ). Estes valores
são muito próximos daqueles obtidos com DNA de E. coli 
(SPENCER e CR0SS,1975 ; TUAN e CHANG,1975 ).

Estudos de cinética de renaturação do DNA de
endosimbionte mostraram que ele apresenta complexidade da ordem

9
de 2.7-6.7 x 10 daltons.A complexidade do DNA simbiótica é seme­
lhante aos valores apresentados pelo DNA de E. coli (SPENCER-e 
CROSS,1975 ; TUAN e CHANG ,1975 ).

Deve-se salientar que não existe na literatura
nenhum dado sobre o comportamento do DNA do endosimbionte em gel 
de agarose e nem sobre o seu comportamento frente a diferentes
enzimas de restrição . ’

O simbionte de Cnthidia oncolpel11 contém r-RNAs
e ribossomos com propriedades muito parecidas aos de bac­
térias. Foram encontradas em simbiontes desta espécie, ri­
bossomos com coeficiente de sedimentação da ordem de 67 S, 49S 
e 31 S, os quais parecem ser análogos aos ribossomos 68 S, 51S e 
31 S encontrados em E.coli (SPENCER e CROSS, 1975 ).Os RNAs ri-
bossomais de Cnthidia deanei comigram com os RNAs ribossomais
de E.coli em gel de poliacrilamida, apresentando mobilidade se­
melhante aos rRNAs 16 S e 23 S de procaríotos (SPENCER e CROSS, 
1975 ; CORREA, 1976 ).

Como foi discutido acima ,o cultivo de tri-
panosomatídeos em meio contendo cloranfenicol ocasiona a perda



do simbionte (CHANG, 1974 ; ROITMAN e CAMARGO , 1985 ). Esse 
dado sugere que o simbionte possui ribossomos sensíveis à 
ação do cloranfenicol tal como ocorre com os ribossomos 
bacterianos e , de mitocôndrias ( PRATT . e FEKETY, 1986)

Não há' nenhum dado na literatura sobre os efei­
tos de antibióticos na síntese proteica de simbionte isolado de 
tripanosomatídeos. Também não se conhece nenhum trabalho sobre 
a caracterização dos polipeptídeos sintetizados pelos simbion- 
tes. Talvez,a ausência destes dados se deva ao fato dos métodos 
de isolamento de simbiontes,disponíveis ria literatura apresenta­
rem muitas etapas, as quais dificultam o processo de isolamen­
to e os simbiontes obtidos por esses métodos, nem sempre 
apresentam atividade metabólica .

1.4-A HIPÓTESE DA ORIGEM ENDOSIMBIÓTICA DE MITOCÔNDRIAS E PLAS- 
TIDEOS

A hipótese endosimbiótica propõem que mitocôndrias e 
plastídeos tenham evoluido a partir de bactérias que colonizaram 
o citoplasma da célula eucariótica ( MARGULIS, 1975 ; GRAY e 
DOOLITTLE, 1982 ; CAVALIER-SMITH e LEE, 1985 ). Esta hipótese 
baseia-se nas semelhanças existentes entre a organização do 
genoma e do aparato de síntese proteica destas organelas 
com aqueles de bactérias. Esta hipótese supõe que os cloro-
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plastos teriam evoluido a partir de um ancestral comum, que
teria sido uma cianobactéria ou uma outra bactéria fotossintética 
Com relação às mitocôndrias, o ancestral comum teria sido uma 
eubactéria que utilizava oxigênio no seu metabolismo ( MARGULIS 
1975 ; CAVALIER-SMITH, 1985 ). jO ancestral procaridtico destas
organelas teria como envelope celular duas membranas lipídicas 
tal como ocorre nas bactérias gram-negativas, isto é , uma 
bicamada lipídica interna ( membrana interna ) e uma outra 
bicamada lipídica externa ( membrana externa ). Esse organismo 
procariótico (eubactéria) teria sido fagocitado pela célula euca- 
ridtica primitiva e,de alguma maneira, ele teria evitado o siste­
ma lisossomal ou o equivalente deste da célula eucaridtica primi­
tivo. Isto teria permitido a permanência e evolução deste organis­
mo procaridtico na célula hospedeira (CAVALIER-SMITH e LEE, 1985).

Como foi dito anteriormente, a hipótese endosimbid- 
tica baseia-se nas similaridades existentes entre as eubactérias 
e os cloroplastos e mitocôndrias. Como se sabe, o aparato de 
síntese proteica destas organelas tem várias caracteristicas 
procaridticas. Os ribossomos destas organelas apresentam 
coeficiente de sedimentação da ordem de 70 S e são sensíveis ao 
cloranfenicol , tal como ocorre nas bactérias . A síntese de pro­
teínas destas organelas inicia-se pela adição do resíduo de 
N-formilmetionina (GRAY e DOOLITLE , 1982 ), nos simbiontes este 
mecanismo é desconhecido até o momento.



Com relação à transcrição, sabe-se que mitocôn- 
drias e cloroplastos são sensíveis à rifampicina sugerindo a 
existência de RNAs polimerases de natureza procariótica nestas 
organelas (GRAY e DOOLITLLE, 1982 ).

A organização e transcrição dos genes ribossomais 
do cloroplasto são muito semelhantes às de eubactérias. 0 gene 
que codifica o RNA ribossomal 16 S do cloroplasto de milho 
apresenta cerca de 74 % de homologia com o 16 S da bactéria
E.coli ( BROSIUS e cols., 1978; GRAY e DOOLITLLE, 1982).Com re­
lação à mitocôndria, as semelhanças com eubactérias não são tão 
estreitas como no caso dos cloroplastos. Por exemplo : o
coeficiente de sedimentação dos ribossomos mitocondriais varia 
de 55 a 80 S, segundo a espécie estudada ( GRAY e DOOLITLLE , 
1982 ). A organização e transcrição dos genes ribossomais mi- 
tocOndriais variam de acOrdo com a espécie estudada e diferem em 
vários aspectos dos genes ribossomais de eubactérias (GRAY e DOO- 
LITLLE ,1982 ).

Apesar destas diferenças,os defensores da hipótese 
endosimbiótica acreditam que as semelhanças existentes são 
suficientes como argumento para as suas afirmações e suposições.

Existem outras hipóteses sobre a origem das 
organelas citadas acima. RAFF e MAHLER, 1972, propuseram que 
as mitocôndrias teriam se originado a partir de membranas 
contendo pigmentos respiratórios existentes no citoplasma de uma



célula precursora da célula eucariótica .
Os dados existentes na literatura não nos permi­

te tomar uma posição favorável em relação à hipótese endosim- 
biótica em detrimento da hipótese de RAFF e MAHLER, 1972.

A simbiose em tripanosomatídeos apresenta um as­
pecto bastante peculiar que é a dependência do simbionte em rela­
ção à célula hospedeira. 0 simbionte é incapaz de multiplicar-se
fora da célula hospedeira (ROITMAN e CAMARGO, 1985) sugerindo que 
o simbionte funciona como uma verdadeira organela celular embora 
tenha seus próprios aparatos de replicação, transcrição e 
tradução.

0 estudo da relação endosimbionte-Crithidia 
deanei, talvez possa trazer novas informações sobre a evolução 
de organelas celulares como mitocOndrias e cloroplastos.

1.5 -OBJETIVOS

Coroo foi discutido nos itens anteriores, o en-
dosimbionte encontrado no tripanosomatídeo é uma estrutura proca­
riótica perfeitamente integrada na fisiologia da célula eu- 
cariótica. 0 genoma simbiótico é de natureza procariótica em­
bora seja mais complexo que os genomas das mitocOndria e do cine- 
toplasto. Desta maneira, tem-se uma situação em que 3 genomas 
diferentes ( ntfcleo ,cinetoplasto e do simbionte ) convivem no 
citoplasma de uma mesma célula ,ou seja, da Crithida .

O estudo dos endosimbiontes talvez possa trazer



novas informações sobre a origem e evolução de organelas presen­
tes nap( células eucaridticas bem como em mitocOndrias e 
cloroplastos e sobre suas interações no interior da mesma célula.

Os objetivos deste trabalho são :

1) Estabelecimento de um método de isolamento de endosimbionte 
de Crithidia deanei. em quantidades suficientes para que se pos­
sa efetuar estudos bioquímicos e , com obtenção de simbiontes 
metabolicamente ativos .

2) Analisar a síntese proteica do simbionte isolado através da 
incorporação de precursores radioativos. Analisar os efeitos de 
antibióticos na síntese proteica dos simbiontes .

3) Caracterizar os polipeptideos sintetizados pelo simbionte 
isolado. Comparar o padrão de síntese proteica do simbionte 
isolado com o da célula hospedeira .

4) Isolar e caracterizar o DNA do simbionte com enzimas de 
restrição. Construção de banco genômico de DNA de endosimbionte 
de Crithidia deanei e isolamento de clones recombinantes por 
hibridização "in situ ”.



2.Ô.-MATERIAIS E MÉTODOS

2.1.-REAGENTES
As drogas SDS,BSA(fração V), 2-mercaptoetanol,DTT, 

Trizma base, TEMED, glicina, agarose, EDTA, brometo de etídio , 
ácido fdlico.cloranfenicol,PPO,POPOP, cicloheximida, ampicilina 
rifampicina foram adquiridas da Sigma Chemical Corp.. Os demais 
reagentes como fenol,tolueno, polietileno glicol 6000, sacarose 
glicerol, úreia, foram obtidos da Merck Darmstadt .
Percoll, Ficoll 400, Sepharose CNBr 4B, marcadores peso mole­
cular não radioativos foram adquiridos da Pharmacia Fine 
Chemicals. Marcadores de peso molecular radioativos fo­
ram adquiridos da BRL ( Bethesda Research Laboratories ) .
0 reativo FOLIN-CIOCALTEAU foi comprado da Laborclin.

As enzimas de restrição foram fornecidas pela Bethesda 
Research Laboratories.As enzimas DNAse I e DNA polimerase I per­
tencem à Boehring Mannheim.Os meios de cultura foram adquiridos 
da Difco Laboratories. 0 meio mínimo essencial de EAGLE e o meio 
RPMI foram adquiridos da Flow Laboratories.

A bactéria Staphvlococcus aureus linhagem COWAN 1 
foi gentilmente cedida pela Dra. Nobuko Yoshida, da
Disciplina de Parasitologia dá Escola Paulista de Medicina. Os
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radioisòtopos L- ( S ) metionina (1255 Ci/mmol), metil ( H )timi-

3
dina (6.7 Ci/mmol ), L-(4,5- H Jleucina (135 Ci/mmol ),foram
adquiridos da Amersham International e New England Nuclear. De-

32
soxiadenosina 5 ’ ( P ) trifosfato foi cedido pelo Dr J.C.C.Maia
Instituto de Química da Universidade de São Paulo.



As soluções para a manipulação de dcidos nucléicos 
foram preparadas em água deionizada , bidestilada e autoclavadas 
Toda a vidraria foi tratada a 180 *C por 3 horas para inativar
nucleases.O uso de luvas foi constante durante o manuseio das
soluções e materiais.

2.2.-ORGANISMOS UTILIZADOS ! TRIPANOSOMATÍDEOS E BACTÉRIAS

Foram empregados os seguintes tripanosomatídeos 
para a realização deste trabalho : Crithidia deanei (ATCC 30255) 
e Crithidia deanei aposimbidtica da Disciplina de Parasitologia 
da Escola Paulista de Medicina. As células foram coletadas no 
final da fase logarítmica de crescimento e o seu mlmero estimado 
em câmara de Neubauer.

A amostra bacteriana utilizada é uma linhagem
de E.coli com as seguintes características : JM 103 - end A ,

9

hs dR, sup E, sbc B, thi-I,str A, (lac-pro ),/ F trad D 36, pro 
AB+, lac I, Zm 15 ( MESSING e cols.,1981 ).

A linhagem JM 103 foi usada como hospedeira para 
o vetor plasmídio pUC 13 (Pharmacia PL Biochemicals) o qual foi 
gentilmente cedido pelo Dr. Sergio Schenkman.



2.3-CONDIÇ5ES DE MANUTENÇIO E CULTIVO DE TRIPAN0S0MATÍDEQ8 E 
BACTÉRIAS

2.3.1.-Manutenção a cultivo da tfIganeseflmtfdaoa

Crithidia deanei foi mantida a 28 *C em meio FYTS , 
desenvolvido por ROITMAN e cols 1972 ( Tabela 1 )

Crithidia deanei aposimbidtica foi mantida a 28 ‘C em 
meio LIT idealizado por YAEGER e descrito por CAMARGO, 1964 
(Tabela 2 ) .

Os repiques de manutenção foram realizados em
intervalos de uma semana ,inoculando-se 0.5 ml de uma cultura em

7
fase estacionária (4.0 x 10 células/ml ) em 5 ml de meio FYTS 
ou LIT. Após o cultivo de 24 horas a 28 as amostras eram
estocadas a 4 "C, condição na qual as células mantêm-se integras 
por 2 semanas.

Para a obtenção de células em larga escala,os ind- 
culos (5 ml) foram semeados em frascos do tipo Erlenmeyer com ca­
pacidade de 500 ml,contendo 100 ml de cultura e cultivados a 28 
C durante 48 horas. A seguir, as culturas eram transferidas para 
frascos do tipo Fernbach contendo 1000 ml de meio FYTS ou LIT 
e cultivadas por 48 horas a 28 VC. Nestas condições, obtém-se
flagelados intactos e viáveis a uma concentração aproxima-

7
da de 1.0 x 10 células /ml.



TABELA 1- MEIO FVT8

Composição
Acido fólico
Extrato de levedura
Triptona
Sacarose
Heraina **

Quantidade p/l litro
20.0 mg
5.0 g
5.0 g
20.0 g
10.0 mg

* -

** —

O meio foi esterilizado por autoclavagem a 120 *C por 
minutos,após ajuste do pH para pH 7.0 com NaOH IN. 
Previamente dissolvida em trietanolamina.

*
TABELA 2“ME10 LIT

20

Componentes intidada p/ 1 litro

Infusão de fígad' 5.0 g

Triptose 5.0 g
NaCl 4.0 g
Na HPO 8.0 g

2 4
KC1 0.4 g
G1icose 2.0 g**
Hemina 10.0 mg***
Soro bovino 100.0 ml

* - 0 meio foi esterilizado por filtração em filtro Seitz,apds 
ajuste do pH para 7.2 com HC1 2 N

** - A hemina foi dissolvida previamente em trietanolamina .
***- Soro bovino foi previamente inativado a 68 ‘C por 45 minutos.
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2.3.2- Manutenção e cultivo bacteriano

Uma alíquota de 1 ml de cultura bacteriana na fa­
se estacionária foi adicionada a 1 ml de glicerol 80% e 
armazenada a -20 C.Os indculos usados na transformação foram cul­
tivados era meio LB (Tabela 3 ) a 37 C durante 12 horas . 
Os meios de cultura foram preparados pela dissolução dos solutos 
em água bidestilada e autoclavados a 122 C com 1 atmosfera de 
pressão durante 15 minutos.­

*
TABELA 3- MEXO LB (Luri«S“B©rtani )

Componentes Quantidades p/ 1 litro

Bacto-triptona 10g
Extrato de levedura 5g
Cloreto de sddio 10g

* -  O pH era ajustado em 7.5 com IN de hidrdxido de 
sddio antes de autoclavagem.Para obter-se o meio sdlido foi adi­
cionado 1.2% de Bacto-agar ao meio LB e a preparação autoclava- 
da como descrito acima. Os meios contendo ampicilina (80 ug/ml) 
foram preparados adicionando-se previamente ao meio autoclavado 
alíquotas deste antibidtico a partir de solução estoque estéril 
( 5mg/ml ).
** - A quantidade p/ 1 litro está na relação expressa em pe­

so/volume .



2.4 - ISOLAMENTO DE ENDOSIMBIONTE DE CRITHIDlA DEANEI
10

A cultura de Crithidia deanei.contendo lx 10 
células totais, foi centrifugada a 4000 rpm em rotor GSA por 10 
minutos a 4*C.As células eram lavadas com PBS (Tabela 4 ) por 2 
vêzes e centrifugadas a 6000 rpm era rotor SS34 a 4 “C.O precipi­
tado foi então ressuspenso em água bidestilada gelada e, manti­
do no gelo por 30 minutos. A seguir, o material foi centrifuga­
do a 8000 rpm em rotor SS34 durante 10 minutos a 4*C e ressus­
penso em 10 ml de "tampão A " ( sacarose 0.25 M, KC1 0.025 M,
Tris-HCl 0.025 M,pH 7.5, MgCl 0.01 M, DTT lmM ). As células fo-

2
ram então rompidas por sonicação (Sonicator-Thornton Inpec Ele­
trônica S/A) através de 6 pulsos de 15 segundos cada um com 
intervalos de 1 minuto a uma frequência de 20 KHZ e potência de 
40 Watts.A preparação foi observada ao microscópio óptico com 
contraste de fase para controle de sonicação,ou seja, para a ve­
rificação da existência ou não de células do flagelado íntegras 
na preparação.

Alíquotas de 2 ml do homogenato sònicado foram então 
adicionadas a um gradiente descontínuo de sacarose que continha 
debaixo para cima 2.5 ml de sacarose 0.8 M e 5ml de sacarose 0.4 
M e centrifugadas a 2000 rpm em rotor HB-4 durante 20 minutos a 4 
*C. 0 material contido na camada superior do gradiente ,assim co­
mo a interface foram removidos, e precipitados a 8000 rpm em ro­
tor SS34 por 30 minutos a 4 ’C.O precipitado foi então ressuspenso 
em 2 ml de”tampão A ” ( descrito acima ) e adicionado ao topo 
de um gradiente descontínuo de Percoll. A solução de Percoll com 
concentração crescentes de 40 a 80 % eram preparadas a partir de



uma solução estoque ( Tabela 6 ). 0 gradiente foi preparado em 
tubo do tipo Corex de 15 ml,adicionando-se em sequência 2 ml de 
soluções de Percoll nas seguintes concentrações:40 %, 50%, 60%, 
70% e80 %.0 gradiente com amostra foi centrifugado durante uma 
hora a 8000 rpm em rotor HB-4 a 4 C e a fração contendo o 
simbionte retirada com pipeta Pasteur e diluída em 10 ml de PBS. 
A suspensão coletada foi,então,centrifugada a 8000 rpm em rotor 
SS-34 por 20 minutos a 4 C.Esta operação foi repetida por mais 
duas vezes a fim de se eliminar as partículas de Percoll.

TABELA 5-SALINA FOSFATADA TAMPONADA ( PBS ) *

Componentes Quantidades p/ 1 litro

Cloreto de sddio 0.85 % 900 ml
Tampão fosfato de sódio 100 ml
0.1 M PH 7.2

* - A preparação foi aliquotada e autoclavada.

TABELA 6= COMPOSIÇÃO DA SOLUÇÃO ESTOQUE DE PERCOLL *

Componentes Quantidades

Ficoll 400 lg
Polietileno glicol 6000 5g
Soro Albumina bovino lg
Sacarose 8.6 g
Percol1 100 ml

A solução foi armazenada a 4 C em frasco estéril .



2.5.-MICROSCOPIA ELETRÔNICA

As frações subcelulares obtidas em gradiente 
descontínuo de Percoll e as amostras de Crithidia deanei fo­
ram analisadas em microscópio eletrônico de transmissão Zeiss 
EM- 9 rsegundo o método de REYNOLDS, 1963 .

As células e frações subcelulares, após lavagem 
em PBS, foram fixadas durante 30 minutos a 4 *C em glutaraldeído
2,5 % (v/v) preparado em tampão cacodilato 0.1 M, pH 7.4. As amos­
tra foram fragmentadas em peças de cêrca de 1 mm e pós-fixadas 
por 30 minutos a 4 *C em ácido ósmico 1% (m/v) preparado em tampão 
cacodilato 0.1 M .A seguir, as peças foram coradas com acetato de 
uranila 0.5% durante 2 horas à temperatura ambiente. A desi­
dratação do material foi realizada através de passagens em con­
centrações crescentes de álcool etílico seguida por 3 passagens 
em óxido de propileno, com 10 minutos para cada passagem . Os 
blocos foram incluidos em resina Epon e os cortes ultrafinos
obtidos eram corados em acetato de uranila por 5 minutos e ni­
trato de chumbo durante 10 minutos à temperatura ambiente.

2.«»DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNA

A determinação da concentração de proteína foi 
realizada segundo método de LOWRY e cols .,1951 .

A curva padrão foi preparada usando-se BSA 
( 1 mg/ml) e a concentração de proteína após a reação foi estima­
da, através de leitura em espectrofotôraetro (Spectronic 700 Bausch



S. Lomb ) em comprimento de onda de 660 nm.

2.7 .“DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ESPECÍFICA DA ORNITINA CARBAMIL 
TRANSFERASE (E.C.2.1.3.3.)

Para detectar a presença de ornitina carbamil 
transferase nas amostras do extrato bruto e das frações obtidas 
no gradiente descontínuo de Percoll, foi utilizado o método 
de NAKAMURA e JONES, 1970.

As amostras (0.1 mg de proteína ) foram incuba­
das em solução contendo 16.6 mM de ornitina , 16.6 mM de carbamil 
fosfato e 50 mM de tampão Tris HC1 pH 8.5 em volume final de 300 
ul.Após incubação de 30 minutos a 37 C, a reação foi interrompida 
pela adição de ácido tricloroacético 5 % (m/v) e as amostras
foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos. A presença de ci- 
trulina no sobrenadante foi determinada através da adição de 2,5 
ml de solução contendo ( ácido sulfúrico 1,6 N, ácido ortofos- 
frico 2,9N , tiosemicarbazida 5 mg Z , úreia 0.026 mg % ). A 
A seguir, foi adicionado 0.25 ml de solução de diacetilmono- 
xima 2% (m/v) e fervido por 10 minutos. A intensidade de cor
desenvolvida foi quantificada a 490 nm .As amostras tiveram suas 
concentrações de proteínas previamente determinadas pelo método 
de LOWRY e cols .,1951, como descrito acima.
1 unidade enzimática da OCT : corresponde a quantidade de enzima 
que cataliza a formação de ljimol de citrulina por minuto a 37 C.
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2.8-INCORPORAÇAO DE PRECURSORES RADIOATIVOS EM SIMBIONTES

Os simbiontes foram ressuspensos era meio mínimo
essencial Eagle (sem metionina .ou leucina ) para as experiências
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de incorporações com L-( S ) metionina e L-[4,5-H lleucina e em

3
meio RPMI na incorporação cora metil-( H ) timidina .Estes raeios
foram suplementados com BSA 1 mg/ml.As suspensões de simbiontes
foram incubadas a 28’C por 30 minutos. Após essa pré-incubação ,
I a 2 mg/ml de proteína de simbionte por tubo foram incubados na

3
presença de 100-500 u Ci/ml de L-[4,5-H lleucina ou 250 uCi/ml de 
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L-(S ) metionina ou 100 jiCi/ml de metil (H ) timidina a 28 *C sob
agitação. Os tempos de incubação estão indicados nas legendas das 
figuras.A reação foi interrompida pela adição de TCA 10 % conten­
do 0.01 mg/ml de BSA, 0.2 % de sarkosyl, 20 mM de EDTA e 2mM de 
metionina.

As amostras em TCA foram incubadas por 30 minutos 
a 4 'C e os precipitados coletados por filtração em filtro de lã 
de vidro (GF/F Whatman).Os filtros foram lavados extensivamente 
com TCA 10% e etanol gelado, e secos a 50*C ,apds o que foram co­
locados em frascos contendo líquido de cintilação a base tolueno 
( 4g de PPO, 0.2g de POPOP em 1 litro de tolueno ).A radioativi­
dade incorporada foi medida em aparelho de cintilação líquida

3
Beckman,modelo LS 100.A eficiência deste aparelho para H é de 58% 

35
e para S é superior a 98.0 %.

Com a finalidade de analisar os efeitos dos 
antibióticos, na incorporação de precursores radioativos, os



simbiontes foram pré-incubados por 30 minutos a 28 *C cora agita­
ção, na presença cloranfenicol ou rifampicina.Após esse perío-

3
do,adicionava-se L-(4,5-H ] leucina e as amostras eram incubadas
por mais 90 minutos a 28'C sob agitação.As concentrações de

3
antibióticos e de L-[4,5-H ] leucina estão indicadas nas legendas 
das figuras.

2.9.-PREPARAÇÃO DE P0LIPEPTÍDE08 RADIOATIVOS DE SIMBIONTES E DE 
FLAOELADOS PARA ANALISE EM GEL DE P0LIACRILAMIDA-SD8

10
Alíquotas contendo lx 10 células de Crithidia dea­

nei foram centrifugadas a 4000 rpm em rotor SS34 e o precipita­
do foi ressuspenso em meio mínimo essencial de EAGLE sem metioni-
na.Após 30 minutos de incubação a 28*C,com agitação,adicionava-se 
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L-( S) metionina 250 jiCi/ml e , incubava-se a amostra durante
120 minutos a 28*C . Exatamente o mesmo procedimento foi utili-

35
zado para a incorporação de L-( S ) metionina em simbiontes iso­
lados.

Após a incubação com precursores radioativos,ambas 
ãs preparações foram centrifugadas a 4000 rpm em rotor SS34 por 
10 minutos a 4*0 e os precipitados tratados com tampão de lise 
contendo NP-40 1%, EDTA lmM, Tris-HCl 10 aiM pH 7.5, PMSF lmM
antipaina 250 pg/ml, leupeptina 25 j.ig/ml e 2 unidades de 
inibidor de tripsina e aprotinina . A seguir os parasitas foram 
homogenizados em Vortex e centrifugados a 6000 rpm por 10 minu­
tos.Os sobrenadantes obtidos foram mantidos a - 20*C. As dosagens 
das proteínas foram'realizadas como no item 2.6 pelo método de 
LOWRY e cols.,1951.



A radioatividade incorporada foi estimada como 
descrito no item 2.8. Alíquotas de 5 jLt 1 dos sobrenadantes acima 
eram incubados durante 30 minutos a 4 C na presença de . 80 jal 
de sarkosyl 0.2 % e ÉDTA 20 mM , 15 pl de BSA (1 mg/ml ) e 2 ml
de TCA 10 % . Os precipitados eram coletados em filtros de lã de 
vidro como descrito anteriormente (tem 2.8, Materiais e Métodos)

2.10.= ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA =SDS (SDS=PAaE )

As proteínas foram submetidas à eletroforese em 
geis de políacrilamida contendo SDS ,segundo LAEMMLI, 1970.

A eletroforese foi realizada uti1izando-se gel de 
separação a 10% e de gel de empilhamento a 3% (TABELA 6 ). O
gel foi preparado em placas de vidro de 16 x 15 cm e espaça-
dores de 1 mm de espessura.O gel foi corrido em cuba vertical.

As amostras foram dissolvidas em tampão de amostra
(TABELA 7 ) .fervidas por 3 minutos , centrifugadas e os sobrena- 
nadantes aplicados no gel. As corridas eletroforéticas foram 
feitas à 125 V utilizando-se tampão de corrida contendo Tnzma 
base 0.025M , glicina • 0.19 M e SDS 0.1 % .0 término da corrida 
foi indicado pela saída do corante de azul de bromofenol presen­
te no tampão de amostra (TABELA 7 ).

Como padrão de peso molecular foi utilizado uma
mistura de polipeptídeos contendo fosforilase b(94 Kda),soro albu
mina bovina(67Kda), ovoalbumina (43 Kda ),anidrase carbônica (30
kda),inibidor de tripsina ( 20 Kda ) e lactoalbumina ( 14.4
Kda).Para o gel com amostras marcadas isotópicamente, foram uti- 
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lizados os seguintes padrões moleculares marcados com [ C ]-



Carbono : miosina [cadeia pesada ] (200 kDa ),fosforilase B (97.4 
kDa ),soro albumina bovino (68 kDa ),ovoalbumina (43 kDa ), 
quimotripsinogênio (25,7 kDa ), lactoglobulina (18.4 kDa ), cito- 
cromo C (14.3 kDa ).

Para as amostras não marcadas radioativamente , 
os géis foram corados durante 3 horas com 0.05% do corante 
Coomassie brilhant blue G em 50% de metanol e 10% de ácido 
acético, sendo descolorido à temperatura ambiente, sob agitação 
durante duas horas, em solução contendo 30 % de metanol e 7 % de 
ácido acético.

35
No caso de amostras marcadas com L-( S )

metionina, os géis foram transferidos para solução fixadora
[ 50% metanol (v/v) e 10% de ácido acético glacial (v/v)] e
incubados à temperatura ambiente, sob agitação, durante uma hora

3
A seguir foram incubados em EN HANCE (New England Nuclear )por 
uma hora. Após a fluorografia, os géis eram lavados em água bi- 
destilada e glicerol 1 % (v/v ) por duas vêzes ( 30 minutos ca­
da lavagem ) e então, desidratados em secador de gel como 
descrito no item 2. 11.



TABELA 6“COMPOSIÇÃO DO GEL DE PQLIACRILAMIDA=SDS

Componentes Gel 10 % (ml) Gel 3% (ml

Acrilamida 30%*
Tns-HCl 1M pH 8.8
Tns-HCl 1M pH 6.8
SDS 10% em água bi- 
destilada
Glicerol conc.
Água bidestilada
Persulfato de amónio 
10%**
TEMED

5.7
6.3

0.15

1. 0

3.77
0.075

0.015

1.0

1.25
0.10

7.10
0.05

0.01

* - Esta solução contém Acrilamida 30 % e Bisacrilamida 0.8% em 
água bidestilada 

** - Persulfato de amónio 10% foi preparado no momento do uso.
•*

TABELA 7“TAMPÃO DE AMOSTRA PARA ANáLISE DE POLIPEPTIDEOS
Componentes Quant idades

SDS conc.
2-Mercaptoetanol conc.
Tns-HCl 1M pH 6.8
Azul de bromofenol 
(solução saturada)
G1icerol
Água bidestilada

1 g 
1 ml
1.7 ml 
0.2 ml

0.4 ml
6.7 ml

A solução foi filtrada em filtro de nitrocelulose (Millipore) 
aliquotada e guardada à -20 C



2.11-SECAGEM E AUTORADIOGRAFIA DO GEL DE POLIACRILAMIDA

Os géis foram colocados sobre um papel de filtro 
3MM, cobertos com plástico tipo” Vita film " e desidratados em 
secador de gel (LBK modelo 2003 ) durante uma hora, sob
aquecimento,e 30 minutos à temperatura ambiente.Os géis foram ex­
postos em filmes de raio X (Kodak XS-1) durante 3 a 7 dias a 70 
C. Os filmes foram revelados usando-se revelador e fixador de 
raio X da Kodak.

2.12=IMUNIZAÇÃO DE COELHOS COM SIMBIONTES ISOLADOS

Os coelhos foram imunizados com simbiontes isolados 
segundo o item 2.4.Os simbiontes isolados foram ressuspensos em 
0.5 ml de PBS e imediatamente inoculados por via intravenosa na 
orelha de coelho.Foram feitas 3 aplicações usando-se o equivalen­
te a 1.0 mg de proteína de simbionte a cada inoculação.O intervalo 
entre as inoculações foi de 15 dias .

Após 2 semanas da última inoculação,o soro foi co­
letado e a presença de anticorpos específicos medida por ímu-
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noprecipitação usando-se extrato de simbionte marcado com L-( S ) 

metionina .
Os soros foram adsorvidos através de cromatografia 

de afinidade com proteínas de Cnthidia deanei aposimbidtica aco­
pladas em Sepharose CNBr 4B . A ' preparação e o acoplamento de 
proteínas de Crithidia deanei a esta resina estão descritos no 
item 2.13.



2.13.-PREPARO DA RESINA DE AFINIDADE COM PROTEÍNAS DE CRITHI- 
DIA DEANEI APOSIMBIÕTICA ACOPLADA EM SEPHAROSE CNBr-4B

Células de Crithidia deanei aposimbiótica (
10

1 x 10 células totais) foram centrifugadas a 4000 rpm em rotor 
SS-34 a 4*C durante 10 minutos. O precipitado era ressuspenso em 
PBS e sonicado com três pulsos de 3 segundos cada um,com interva­
lo de 1 minuto entre cada pulso, a uma frequência de 20 KHZ e 
40 Watts. A seguir, o extrato celular foi centrifugado em rotor 
fugado em rotor SS-34 durante 20 minutos a 4000 rpm e o so- 
brenadante coletado.A concentração de proteína foi determinada 
pelo método LOWRY e cols 1951 ( item 2.6.)

A resina Sepharose 4B ativada com brometo de 
cianogênio foi ressuspensa em tampão ácido contendo NaCl 0.5M e 
acetato de sódio 0.1M pH 4.0,e incubada por 20 minutos à tempera­
tura ambiente . A seguir, filtrada a vácuo em funil de placa 
porosa com 0.1 mm de diâmetro e lavada com tampão de acoplamento
composto de NaCl 0.5 M e NaHCO 0.1 M,pH 8.3.Após a filtração, a

3
resina foi ressuspensa em tampão de acoplamento e incubada na pre­
sença de aproximadamente 10 mg de proteínas de Crithidia deanei 
aposimbiótica . 0 acoplamento foi feito a 4 ‘C durante 12 horas 
sob agitação lenta. O complexo foi lavado com tampão de
acoplamento e uma.alíquota foi retirada para a verificação da 
quantidade de material acoplado na resina , através de densidade 
óptica a 280 nm.A seguir, a resina foi tratada com 1 M de eta-
nolamina, pH 9.0, por duas horas, à temperatura ambiente, e



então, novamente filtrada e lavada alternadamente por três 
vezes com tampão de acoplamento e tampão ácido. Finalmente, a 
resina era equilibrada em PBS a pH 7.2.

2.14.-IMUNOPRECIPITAÇÃO DE PROTEÍNAS DO SXMBXONTE E DE CRITHIDIA 
DEANEI

Os extratos de Cri thidia deanei e simbionte, 
preparados como no itera 2.9, foram incubados durante 12 ho­
ras a 4 C com 10 fil de soro imune pré-adsorvido (tem 2.12 ) 
Apds a incubação acima , adicionava-se 100 fil de suspensão de 
Staphylococcus aureus 10 I , linhagem COWAN 1 .preparada segun­
do o método de KESSLER , 1975 . A solução de Staohvlococcus 
aureus utilizada foi previamente tratada , segundo o item 2.15

Apds 30 minutos de incubação a 37’C com 
Staphylococcus aureus, os imuno-complexos foram coletados por 
centrifugação em tubos tipo Eppendorf. Os precipitados foram sub­
metidos a uma lavagem com NET (Tabela 8 ) contendo NP-40
0.05% e BSA 1 mg/ml e duas lavagens com tampão NET contendo 
NP-40 0.05% , SDS 0.1 % e BSA 2 mg/ml . Os precipitados foram 
então ressuspensos em 50 pl de tampão de amostra (Tabela 7 ) e
aquecidos por 3 minutos a 100*C .

As suspensões foram centrifugadas e os 
sobrenadantes coletados submetidos à eletroforese em gel de 
poliacrilamida 10%-SDS, como visto no item 2.10 .

Para o controle da reação de imunoprecipitação 
o extrato radioativo era incubado com 10 ul de soro de coelho pré 
imune ,isto é , o soro obtido antes da inoculação das proteínas 
do simbionte .



2.15.-TRATAMENTO DAS CÉLULAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

A suspensão de Staphylococcus aureus a 10 % foi 
tratada segundo o protocolo estabelecido por ZINGALES e COLLI 
1984. Assim 1 ml de suspensão 10% foi centrifugado por 20 minutos 
a 5000 rpm em rotor SS34 a 4 *C .

O precipitado foi ressuspenso em 1 ml de NP-40 
0.05 % em tampão NET ( Tabela 8 ) e incubado por 15 minutos sob
agitação, à temperatura ambiente. A seguir, a solução foi centri­
fugada por 15 minutos a 5000 rpm em rotor SS-34 a 4 *C .0 precipi­
tado foi lavado por 2 vêzes com lml de NP-40 0.05 % em tampão
NET e BSA 1 mg/ml .

Após essas lavagens ,o precipitado foi ressus­
penso em 1 ml de solução contendo tampão NET mais NP-40 0.05 % 
e 1 mg/ml de BSA, aliquotado e estocado a - 20’C .

TABELA 8-TAMPÃO DE IMUNOPRECIPITAÇÃQ-NET*

Componentes Concentrações
Tris-HCl pH 8.0 50 mM
EDTA pH 8.0 5 mM
NaCl 150 mM
Azida sódica 0.0 2 %

* Tampão conservado a 4 'C



2.16.-EXTRAÇÃO DE DNA DE CRITHIDIA DEANEI APOSIMBIÓTICA 
E SIMBIONTE ISOLADO.

Um litro de cultura de Crithidia deanei aposim 
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biótica contendo 10 células /ml foi centrifugado a 4000 rpm era
rotor SS-34,durante 10 minutos,a 4 ’C .

O precipitado foi ressuspenso em tampão de lise
(Tris-HCl 10 mM, pH 7.5, sarkosyl 1?, SDS 1$, EDTA 10 mM e prona­
se 1 mg/ml) e incubado durante 30 minutos a 37 *C .

A seguir , a mistura foi extraída uma vez com ura 
volume de fenol saturado em Tris HC1 pH 7.5,e centrifugada em
rotor SS-34 a 10000 rpm por 10 minutos a 4 ‘C . A fase aquosa foi
reextraida duas vezes com fenol-clorofórmio (1:1 v/v ) e
três vezes cora clorofórmio-álcool isoamílico ( 24 : 1 v/v ) .
0 DNA foi recuperado por precipitação após incubação com dois 
volumes de etanol na presença de 0.3 M de acetato de sódio,pH 5.5 
durante 18 hor.as à temperatura de - 20 *C .

0 simbionte isolado contendo o equivalente a 1 
mg de proteína foi centrifugado e ressuspenso em 1 ml do tampão 
de lise citado acima. As extrações fenólicas e a precipitação do 
DNA foram feitas conforme descrito para C.deanei aposimbiótica.

2.17.“DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE DNA

As concentrações dos DNAs de Crithidia deanei 
aposimbiótica e de simbiontes isolados (item 2.4 ) foram estima­
das espectrofotometricamente a 260 nin (MANIATIS e cols.,1982).

Também foram efetuadas leituras a 280 nm para se



estimar a pureza do DNA através da relação 260 /280 , considerando 
se satisfatório o DNA que apresentava a relação maior ou igual 
a 1.8 ( MANIATIS e cols. ,1982 ) .

2.18-DIGEBTAO DO DNA DE ENDOSIHQIONTE COM ENDONUCLEASES- 
RE8TRICS0

O DNA do simbionte foi digerido com as enzimas 
de restrição Mbo I,EcoRI e Bam Hl.As digestões foram realizadas 
na presença do tampão de reação adequado para cada enzima (Tabe­
la 9) em volume de 100 jul.Um micrograma de DNA de simbionte foi 
incubada na presença de uma unidade de endonuclease de restrição 
do tipo III (Tabela 9) a 37 *C em períodos que variavam de 30 mi­
nutos a 4 horas . A reação foi interrompida pela adição de 5mM 
de EDTA e incubação a 68VC por 10 minutos. As amostras foram 
aplicadas era gel de agarose na presença dos seguintes componen­
tes: glicerol 30 % , azul de bromofenol 0.025 % e xileno-cianol 
0.025% (concentrações finais ).
2.19-ELETRGFORESE EM OEL DE AGAROSE

A agarose foi dissolvida pelo calor em tampão
de corrida TBE (Tns-base 89 mM, ácido bórico 0.089mM, EDTA 2.5 
mM, pH 8.5 ), resfriada a 50*C e depositada em placa de vidro 
12x11 cm na posição horizontal. Após a gelificação, as amostras 
foram aplicadas no gel e este submetido à tensão de 50 a 70
volts ,durante 3 horas,em tampão de corrida TBE .

Após a corrida, o gel foi incubado durante 15 mi­
nutos em solução contendo 0.5 yg/tnl de brometo de etídio



0 gel foi iluminado com luz ultra-violeta (Transiluminador Ultra­
Violet Products,Inc.) e fotografado, utilizando-se filme Pola- 
roide, tipo 667 (Polaroid) e filtro alaranjado Wratten, nú­
mero 21 . 0 tamanho dos fragmentos obtidos foi estimado por
comparação com as mobilidades dos fragmentos resultantes do fago 
lambda selvagem digerido pela enzima Hind III.

2.20.-PREPARAÇÃO DO FRAGMENTO DE DNA DO ENDOSIMBIONTE PARA CLO­
NAGEM EM pUC 12

O DNA do simbionte foi extraido conforme descrito 
no item 2.16 . A digestão foi feita utilizando-se 5jjg de DNA e 1U 
de endonuclease Mbo I em tampão respectivo (Tabela 9 ) a 37eC.Fo­
ram realizadas digestões de 15, 30, 60, 120 minutos . A
reação foi interrompida pelo aquecimento das amostras a 68*C , 
seguindo-se de resfriamento em gelo e centrifugação em centrí­
fuga Eppendorff. Os fragmentos de DNA foram extraídos uma vez com 
fenol saturado em Tris-HCl pH 7.5,duas vêzes em fenol:cloroformio 
l:lv/v),e três vezes em cloroformio:álcool isoamílico (24:1 v/v)

Os fragmentos de DNA foram precipitados pela 
adição de dois volumes de etanol absoluto em 0.3 M de acetato de 
sddio, pH 5.5 , -20 *C durante 18 horas . O precipitado foi
coletado por centrifugação a 10000 rpm em rotor SS34 por 40
minuto3,a 0 C e ressuspenso em 50 |il de Tris-HCl 10 mM , pH 8.0
e EDTA lmM. Uma alíquota contendo aproximadamente 1 ug de DNA 
digerido foi submetido à eletroforese em gel de agarose 0.7 %
como descrito no item 2.19 .



TABELA 9-ENDONUCLEASES DE RESTRIÇÃO

Enzima Sequênci a 
reconhecida

Tampão de . Tempera- 
reação tura de

reação
Microor­
ganismos

Mbo I 
Eco RI

GATC 
G AATTC **

37 *C 
37 *C

M.bovis 
E.colÍRY13

Bam Hl G GATCC * 37 'C B.amvloli- 
guefaciensH

* Tris-HCl 6mM,pH 7.5 ; MgCl 6mM ; NaCl 50 mM; 2-mercapto-
2

etanol 10 mM ; BSA 100 Jig/ml.

** Tris-HCl 100 mM ,pH 7.5 ; MgCl 10 mM ; NaCl 50 mM ;2-mer- 
captoetanol 6mM ;BSA 100 yg/ml.

2.21.“CALCULO DA REPRESENTATIVIDADE DO BANCO OENOMICO

Segundo Clarke e Carbon ,1976 ; a probabi­
lidade (p) de uma determinada sequência tínica estar pre­
sente em uma coleção de”N clones" é dada por :

N
p: l-(l-f)

onde"f” é a fração média do genoma representada por um clone .
A probabilidade de uma dada sequência ser encontra- 

tada em um banco genomico a uma frequência > 99 % é dada pela se­
guinte fdrmula :



ln ( 1- p ) 
ln ( 1- f )

Essas fórmulas foram usadas para calcular a
representatividade dos bancos genòmicos obtidos. Foi utilizado
como referencial para os cálculos acima, o genoma de E.coli que
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possui 4,2 x 10 pb . 0 fragmento de DNA de endosirabionte a
ser clonado possui 2 Kb.

2.22-CLONÂGEM EH PUC 13

0 DNA de pUC 13 linearizado pela digestão com
Bam Hl e defosforilado com fosfatase alcalina foi utilizado como
vetor para clonagem dos fragmentos obtidos da digestão do DNA
do endosimbionte com Mbo I ( item 2.20 )

A ligação entre o plasmídio e os fragmentos do
simbionte foi catalisada pela T4 DNA Ligase.A reação de ligação
continha os seguintes componentes : 200 ng do DNA simbionte
digerido com Mbo I ( fragmentos de 1 a 2.3 Kb ),1 unidades de T4
DNA Ligase,MgCl 3.3 mM,Tris-HCl 16.6 mM,pH 7.5;ATP 0.3 mM, DTT

2
6.6 mM e BSA 16.6 ug/ml em um volume final de reação de 5ul(WEISS 
e cols.,1967).A ligação foi feita a 12 ’C durante 16 horas.Comple­
tando se a reação,a ligase era inativada por incubação a 68 C du­
rante 15 minutos.Alíquotas da mistura de ligação eram usadas pa­
ra transformar E. coli competentes conforme descrito nos itens
2. 23 e 2.24.



2.23.“PREPARAÇÃO DE CÉLULAS BACTERIANAS COMPETENTES PARA A TRAN“ 
FORMAÇÃO

A preparação das células bacterianas para a 
transformação foram preparadas segundo MANIATIS e cols.,1982.

Uma colOnia isolada da linhagem E.coli JM 103 foi i- 
noculada em meio LB e cultivada por 12 horas a 37’C.Uma alíquota 
desta cultura era inoculada em meio LB de maneira a se obtér uma
diluição de 1/100 . Esta cultura foi incubada a 37'C sob agi­
tação até se atingir densidade dptica de 0.5 a 600 nm .

Ne3ta etapa ,3 ml de cultura foram coletados e 
centrifugados a 3000 rpm em rotor SS-34 a 4 C durante 10 minutos.
O precipitado foi ressuspenso em 1 ml de CaCl 10 mM em Tris-HCl
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pH 8.0, previamente resfriado a 4 ’C .A suspensão foi mantida por
15 minutos no gelo e centrifugada por 10 minutos a 3000rpm em ro­
tor SS-34 a 4‘C. As células foram ressuspensas em 0.2 ml de CaCl
40 mM em Tris-HCl 10 mM pH 8.0 a 4 'C e mantidas no gelo por 
30 minutos. Após esta última incubação, alíquotas de 0.1 ml eram 
usadas para transformação.



2.24.-TRANSFORMAÇÃO BACTERIANA ( MANIATIS e cols.,1982.)
As células de E.coli competentes,era alíquotas de 

100 pl,foram tranformadas com 2.5 pl de solução contendo 20 ng 
de pUC 13 recombinante.A suspensão foi mantida no gelo por 30 
minutos e a seguir, submetidas a choque térmico a 42 por 2 mi­
nutos; as células foram deixadas a temperatura ambiente por 5 
minutos e, em seguida, incubadas com 1 ml de meio LB a 37*C,por 
1 hora,sem agitação. A seleção dos transformantes foi realizada 
da seguinte maneira: alíquotas da suspensão de bactérias JM 103 
foram plaqueadas em meio LB contendo 80 pg /ml de ampicilina ,
40 pg /ml de X Gai e 1 mM de IPTG e incubadas a 37 ‘C durante 18 
horas .

A eficiência de transformação foi estimada pelo
r

nümero de transformantes ( lac-, amp ) obtidos por jjg DNA de 
plasmídio.A presença do inserto normalmente interrompe a fase de 
leitura do gene ^-Galactosidase, resultando em colônias incolo­
res (lac~),enquanto que clones (lac+) apresentam colônias azuis 
evidenciando a ausência de inserto. .

Paralelamente foram realizados controle de trans­
formação, utilizando-se 20 ng de}vetor intacto .

As colônias (lac-) foram obtidas pôr ocasião do 
plaqueamento do banco genômico foram coletadas com palitos de 
dente estéreis e transferidas para placas contendo meio LB 
ampicilina, IPTG e XGal. A transferência foi feita de modo que 
cada colônia recébia um nümero de cddigo permitindo sua 
identificação nas etapas posteriores. Este procedimento permite a 
identificação das colônias (lac-), assim como retesta a sensibili­
dade à ampicilina e o fendtipo (lac-).



2.25.-ISOLAMENTO E CARACTERIZAÇÃO DOS CLONES RECOMBINANTES

2.25.1-ISOLAMENTO DE CLONES RECOMBINANTES POR HIBRIDIZAÇÃO 
DE COLÔNIAS "in situ

2.25.1.1-Preparação de filtros de nitrocelulose contendo 
colônias bacterianas recombinantes.

Foram utilizados os métodos propostos por GRU- 
NSTEIN e HOGNESS, 1975 , com algumas modificações. Para tanto 
foram plaqueadas inicialmente 500 colônias recombinantes . 
distribuidas de tal forma que cada placa de Petri continha apro­
ximadamente 50 colônias. Cada placa de Petri continha uma réplica 
a qual foi usada para conservação das colônias recombinantes .So­
bre o ágar nutrititivo (LB ampicilina ) da placa de Petri a ser 
usada na hibridização, foi colocado um filtro de nitrocelulose 
(Mi 11ipore,HATF 0085 ) e, a seguir, foram inoculadas as colônias 
recombinantes usando se palitos de dente estéreis .Nas placas 
de Petri usadas para conservação das bactérias recombinantes ,as 
bactérias foram inoculadas diretamente sobre o ágar .As placas 
foram mantidas por 12-18 horas a 37’C .

Apôs essa incubação, os filtros de nitrocelulose 
foram retirados e as colônias bacterianas que cresceram lisadas a 
fim de denaturar è fixar o DNA sobre o suporte de nitrocelulose.

Os filtros foram incubados com solução contendo :
1.5 mg/ml de lisozima, 25 % de sacarose e Tris-HCl 50mM, pH 8.0 
durante 5 minutos, a 4'C .A seguir, os filtros foram incubados



com solução contendo Triton X-100 e NaOH 0.5N por 3 minutos à 
temperatura ambiente, em seguida incubados durante 3 minutos com 
solução de NaOH 0.5 N.A neutralização foi feita com Tris-HCl 1M 
pH 7.5,por 3 minutos e, posteriormente,com NaCl 0.15 M e Tris-HCl
pH 7.5 , por 3 minutos .

Os filtros foram secos a temperatura ambiente e 
em seguida incubados por 2 horas ol 80 *C. Os filtros foram es­
tocados em placas de vidro sob vácuo até o momento da pré-
hibridização .



2.25.1.2-PREPARO DE SONDAS RADIATIVAS
Os DNAs de simbiontes isolados e de Crithidia
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deanei aposimbidtica foram marcados com ( o/-P )d ATP pela téc­
nica de " nick -translation ” ( RIGBY e cols.,1977) com algumas 
modificações.

Para 20 jul de reação adicionava-se Tris-HCl 50
mMfpH 8.0 ;MgCl lOmM; DTT 1 mM ;dCTP 0.1 mM ;dGTP 0.1 mM ; dTTP
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0.1 mM ; ( -p ) d ATP 50 jiCi ; DNAse I 10 tig/ml ; DNA
polimerase I 5U e 200 ng do DNA a ser marcado . A mistura foi
incubada a 12 C por 2 horas,terminando-se a reação pela adição 
de SDS 0.1 % e EDTA 5 mM finais. A seguir, adicionava se 30 ul de
Tris-HCl 10 mM pH 8.0, e retirava se uma alíquota de 1 ul para a
determinação da radioatividade incorporada. O DNA contido nos 49 
t̂l restantes foi precipitado pela adição de 1/2 volume de 
acetato de amónia, pH 7.5, 50 fjg de DNA de timo de bezerro 
sonicado e 2 volumes de etanol gelado .

A radioatividade incorporada foi determinada 
apds precipitação com TCA 5% gelado. À alíquota de 1 jul cita­
da acima foram adicionado 100 ul de solução contendo sarkosyl 0.1 
%, EDTA 5mM e 100 ul/ml de DNA de timo de bezerro sonicado.Apds 
agitação era Vortex, adicionava-se 2 ml de TCA 5 % gelado e incu­
bava-se por 30 minutos a 4 C. Os precipitados foram coletados por 
filtração em filtro de lã de vidro (Millipore). Os filtros foram 
secos e adicionados a 5 ml de líquido de cintilação (4g PPO,0.2 g 
metil POPOP em 1 litro de tolueno ).A radiatividade incorporada 
foi estimada em aparelho de cintilação líquida ( Liquid Sistem 
Scinti1lation Beckman LS-100 ).



. . _ 422 . 25.1.3.-Hibridização das bactérias recombinantes com sondas
radiativas

Para o processo de pré-hibridização e hibridização 
dos filtros seguiu-se o protocolo estabelecido por GRUNSTEIN e 
HOGNESS,1975.,cora algumas modificações. Os filtros foram 
colocados em Decker e pré-hibridizados sob agitação »inicialmente

t

com tampão contendo 5 x Denhart s e 5 x SSC. (Tabela 10 e 
Tabela 11).durante 3 horas a 65 *C e em seguida, incubados a

f

65 C com tampão contendo 5x Denhart s, 5 x SSC, 100 fjg /ml de DNA
de Timo de bezerro sonicado ( 10 mg/ml ) e SDS 0.1% durante 1
hora. Foram utilizado 10 ml de solução de pré-hibridização para
cada filtro de nitrocelulose.

Para a hibridização os filtros foram colo­
t

cados em sacos plásticos,contendo a seguinte solução:5x Denhart s
5xssc , 100 yg/ml de DNA de timo de beserro sonicado, 0.-1 $ SDS e 
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1 x 10 cpm/ml da sonda de DNA correspondente ( item 2.25 .1.2 ) 
A sonda era previamente aquecida por 5 minutos em banho-maria à 
90 C.Foram utilizados 5 ml de solução de hibridização para cada 
filtro de nitrocelulose. 0 período de tempo para a hibridização 
foi de 20 horas a 65 *C,sob agitação constante,após•o que os fil­
tros foram lavados.durante 6 horas a 65*C, com 1 hora para cada 
lavagem ( 10 ml de solução /filtro ).A primeira lavagem foi

t

realizada com a seguinte solução: Denhart s 5 x, SSC 5x, SDS 0.1% 
e 100 jjg/ml de DNA de Timo de bezerro.A segunda e terceira lava­
gens foram feitas com a solução contendo: SSC 2x, EDTA 10 mM ,SDS 
0.2 M . Na quarta e quinta lavagens foi utilizada solução com SSC 
1 x ,EDTA lOmM, SDS 0.2% . Na sexta lavagem foi usada a solução



contendo apenas SSC lx .
Os filtros foram secos a temperatura ambien- 

e expostos em filmes de raio X (KodaK XS-1) a - 70 *C por perío­
dos que variaram entre 24 a 72 horas. Para a revelação dos fil­
mes foram usados revelador e fixador de filme de raio X (Kodak ).

*
TABELA ÍO-SOLUÇÃO ESTOQUE DENHART'S 100 x

2% Soro albumina bovina 
21 Ficoll
2% Polivilpirrolidona
Agua bidestilada qsp 100 ml

* Esta solução foi filtrada era filtro Millipore 
e estocada a - 20 *C .

*
TABELA 11-SOLUÇAO ESTOQUE SSC 20 X

175.32 g NaCl
88.23 g citrato de sddio
Agua bidestilada qsp 1 litro

* Esta solução foi mantida a - 20 *C



2.26.-Hibridização diferencial

Os clones que reagiram positivamente com a
32

sonda de ( P ) DNA simbionte foram replaqueados em três
placas: uma "master ” e as outras duas com filtros de
nitrocelulose, como descrito no item 2.25.1.1.Ura filtro foi

32
hibridizado com sonda de ( P ) DNA de Crithidia deanei apo-
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simbiótica e o outro filtro com a sonda de ( P ) DNA 
simbionte .

Os clones que reagiram positivamente com as 
duas sondas foram eliminados e os que reagiram sómente com sonda 
de DNA de simbionte foram selecionados e estocados como clones 
específicos, isto é,clones que contém sequências de DNA do sim­
bionte .



3.0.-RESULTADOS

3.1-ISOLAMENTO DO ENDOSIMBIONTE DE CRITHIDIA DEANEI

Os simbiontes de Crithidia deanei foram isolados 
em gradiente de Percoll após ruptura dos flagelados com ultrasom.

Após lavagens em PBS, os flagelados foram 
ressuspensos em água e mantidos a 4 C durante 30 minutos. Nestas 
condições, as células tornam-se túrgidas mas não rompem . Este 
tratamento facilita o posterior rompimento da membrana celular do 
flagelado com ultrasom,evitando dessa maneira a necessidade de um 
grande número de pulsos com o disruptor de células.0 número 
adequado de pulsos de ultrasom foi estabelecido como sendo de 6 
pulsos de 15 segundos cada . Após esse tratamento, a análise do 
homogenato celular ao microscópio de fase mostrava a presença de 
simbiontes, restos celulares e poucas células intactas.

Nas condições de sonicação padronizadas (item 2.4 
de Material e Métodos ), cerca de 5 % das células permanecem 
intactas apds o tratamento com ultrasom .

Um número maior de pulsos (acima de 6 pulsos ), 
diminui o número de células intactas na preparação, porém afeta 
a integridade do simbionte. O mesmo acontece, adicionando-se ao 
meio de sonicação detergentes como saponina ou Nonidet-40.

As etapas seguintes tiveram como objetivo concen­
trar os simbiontes e separá-los das células intactas remanescentes



0 extrato celular obtido apds sonicação foi centrifugado em 
gradiente descontínuo de sacarose contendo duas camadas de 
sacarose ( concentrações de 0.4 M e 0 . 8M ). As células intactas 
sedimentam no fundo do tubo, ao passo que os simbiontes ficam 
na fase superior e na interface da fase superior com a camada 
de 0.4 M de sacarose . Esta centrifugação prévia em gradiente de 
sacarose é crucial para a separação dos sirabiontes das células 
intactas remanescentes.

A separação dos simbiontes dos outros componentes 
celulares foi feita através de centrifugação da fração 4 
enriquecida em simbiontes ( obtida acima no gradiente de sacaro­
se )em gradiente de Percoll .

A fig.2A mostra a aparência do gradiente de Percoll 
após centrifugação a 8000rpm em rotor HB-4 por 60 minutos.Pode-se 
visualizar a presença de 4 bandas majoritárias localizadas nas in 
faces de 0/40 %, 40% /50 %, 50 % /60 % e 60% /70% .Em algumas ex­
periências notou-se uma quinta banda minoritária na interface 70% 
/80%.

A inspeção do material contido nestas bandas ao 
microscópio de fase mostrou que os simbiontes estão concentrados 
na banda 4. Este resultado foi confirmado através da análise 
destas frações ao microscópio eletrônico. As bandas 1 e 3 con­
tém corpos vesiculares,fragmentos de membranas,restos de mitocôn- 
dnas e cinetop.lastos ( Fig.2 B-C ). O aspecto morfólogico da 
banda 2 foi muito semelhante àquele apresentado pela banda 1 
(dado não mostrado).A banda 4 é constituida de endosimbiontes ín 
tegros a se julgar pela presença de duas membranas celulares (in



terna e externa)e de citoplasma homogêneo e regular (Fig 2D e 3 )
A estrutura do simbionte isolado ao microscópio eletrônico é seme­
lhante àquela obtida com o simbionte no interior da célula 
hospedeira. A banda 4 apresenta pequena contaminação por restos 
de cinetoplastos e membranas (Fig 2D ).Não foi detectado na banda
4 a presença de células intactas, nem por microscopia eletrônica 
ou por microscopia óptica de fase.

A enzima ornitina carbamil transferase (OCT) 
tem sido usada como um marcador bioquímico confiável de
simbiontes . De fato, foi demonstrado por vários métodos 
(citoquímico e fracionamento celular ) que a OCT está localizada 
nos simbiontes ( CAMARGO e FREYMULLER,1977; ALFIERI e CAMARGO 
1982 ) . A Tabela 12 mostra que a atividade específica da OCT
presente na fração 4 do gradiente de Percoll é 3 vezes superior
àquela encontrada no homogenato celular total.Este resultado 
mostra um nítido enriquecimento da atividade de OCT na fração de 
simbiontes.

0 rendimento do nosso método de isolamento foi 
estimado levando-se em conta a recuperação de proteínas totais na 
fração de simbiontes.Estimou-se que os simbiontes representam de
5 a 10 % das proteínas totais da CriMdia deanei (ALFIERI e CA­
MARGO, 1982 ).Desde que 2 % das proteínas presentes no
homogenatos foram recuperadas na fração de simbiontes ( Tabela 
12),nós cálculamos que 20 a 40 ? dos simbiontes presentes no ho­
mogenato total, foram recuperados na fração 4 do gradiente de 
Percol1.



TABELA 12.- ATIVIDADE ESPECÍFICA DA ORNITINA CARBAMIL TRANS­
FERASE EM SIMBIONTES ISOLADOS.

Fração

Extrato
bruto

Fração 
com Sim- 
bionte (b)

Proteína Atividade Específi-
Total(mg) ca daOCT (a )

50.8

1.0

226.2

682.5

a)- Atividade específica expressa em nmole de 
produto/mg proteínas /min.

b)- Simbiontes obtidos na fração 4 do gradiente



Fig 2.-Pur1 f1 cação dos simbiontes de Cr i thidia dednei

Os flagelados foram submetidos a choque hipo- 
tônico e, a seguir, rompidos por ultrasonicaçao 
conforme descrito no item 2.4 de Materiais e Méto­
dos. Alíquotas do homogenato celular, após passagem 
em gradiente de sacarose, foram centrifugadas em gra­
diente de Percol1.(item 2.4 de Materiais e Métodos )



Após a centrifugação, as bandas foram coletadas e 
analisadas ao microscópio eletrônico ( item 2.5 de 
Materiais e Métodos )

A)-Aparência do gradiente de Percoll, após a centrifu­
gação. Os números indicam as bandas formadas pelas 
frações subcelulares e pelos simbiontes .

B)-Banda 1,aumento 14.500 x
C)-Banda 3,aumento 14.500 x
D)-Banda 4,aumento 14.500 x



Fig. 3-Microscdpia eletrônica do simbionte de Crithidia deanei 
isolado por gradiente de Percoll.

Simbiontes isolados em gradiente de Percoll 
(Banda 4) foram analisados ao microscópio eletrônico ,con 
forme descrito nos itens 2.4 e 2.5 de Materiais e Métodos 
S- simbionte em divisão ( aumento de 30.000 x ) ;ME-mem- 
brana celular externa do simbionte .



3.2-INCORPORAÇAO DE AMINOÁCIDOS RADIATIVOS EM SIMBIONTES ISO­
LADOS

Os simbiontes isolados em gradiente de Percoll
foram incubados em meio Eagle ( sem metionina . ou leucina )
durante 30 minutos a 28 C com agitação suave (item 2.8, Materiais

3
e Métodos ).A seguir, adicionava-se L-( 4-5- H ) leucina ou L 
35
( S) metionina , incubando-se a preparação em diferentes inter­
valos de tempo- como descrito nas legendas das figuras .

As figuras 4 A e 4 B mostram, respectivamente, a 
35 3

incorporação de L-( S)metionina e de L -(4-5- H ) leucina em
simbiontes isolados.A reação é linear até 45 minutos atingindo--se
" plateau " por volta dos 120 minutos de incubação. Estes
resultados mostram que os simbiontes isolados pelo método do
gradiente de Percoll são metabolícamente ativos. Como será
discutido no item 3.6 , os simbiontes isolados também incorporam

3 •
ativamente metil-( H ) timidina .

• 35
Apds 3 horas de incubação na presença de L-( S )

metionina registrou-se uma queda na incorporação deste aminoácido
a níveis semelhantes aqueles obtidos apds 30 minutos de

incubação.
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Fig.4-IncorporaçdO de aminoácidos radiativos em simbiontes 
isolados

Os simbiontes isolados em gradientes de Percoll 
foram ressuspensos em meio Eagle e incubados a 28 lC durante 30 
minutos com agitação. A seguir, o aminoàcido radiativo era adi­
cionado e a preparação incubada a 28 ‘C por diferentes intervalos 
de tempo (item 2.8 de Materiais e Métodos ). A radiatividade in­
corporada na fração ácido—insolúvel do simbionte foi determinada 
segundo o item de 2.8 de Materiais e Métodos. Cada ponto 
experimental representa a média de 2 determinações.



A)-Simbiontes (lmg/ml de proteína)foram incubadas na presen­
ça de meio Eagle (sem metionina ),contendo.250 uCi/ml de 

35
L-( S )metionina e 1 mg/ml de albumina sérica bovina.

B)-Simbiontes (lmg/ml de proteína) foram incubados na presen­
ça de meio de Eagle ( sem leucina ) , contendo 100 }iCi/ml 

3
de L-( 4-5-H) leucina e 1 mg/ml de albumina sérica bovina .



3.3-EFEITO DE ANTIBIÓTICOS NA INCORPORAÇÃO DE AMINOACIDOS 
RADIATIVOS PELOS SIMBIONTES ISOLADOS

Uma vez estabelecidas as condições ótimas de 
incorporação de precursores radiativos em simbiontesfforam rea­
lizados uma série de experimentos visando estudar os efeitos de 
antibióticos na síntese proteica destas estruturas. Os simbiontes 
isolados foram incubados em meio Eagle durante 30 minutos a 28*C
com agitação suave (item 2.8..Materiais e Métodos ). A seguir 

. 3
adicionava-se L- (4-5 H) leucina é incubava-se a preparação por 
mais 90 minutos nas condições citadas acima.As concentrações de 
antibióticos utilizadas estão indicadas na fig.5.

Cloranfenicol e rifampicina a 20 pg/ml diminuem a 
incorporação de L-(4-5- H ) leucina em cerca de 70 a 50 % 
respectivamente ( Fig. 5 ). Estes mesmos antibióticos a 50 jjg/ml 
inibem quase que totalmente a incorporação dè leucina nos 
simbiontes isolados .
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O o  
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Fig.5.-Efeitos de antibióticos na incorporação de aminoácidos 
radiativos em simbiontes isolados

.„0s simbiontes isolados em gradiente de Percall fo­
ram ressuspensos em meio Eagle ( sem leucina ) e incuba­
dos durante 30 minutos a 28 'C na presença de
cloranfenicol ou rifampicina.As concentrações de
antibióticos utilizadas estão discriminadas na figura
acima. Após está pré-incubação adicionava-se L-( 4-5­
3
H) leucina (700 jug/ ml) e incubavam-se as amostras por 

90 minutos a 28 *C com agitação. A radiatividade



incorporada foi determinada segundo o item 2.8 de Ma­
teriais e Métodos. Cada ponto experimental representa a 
média de duas determinações em uma preparação. O con­
trole foi feito incubando-se os simbiontes isolados 
na ausência de antibióticos .

A) Incubação na presença de cloranfenicol .
B) Incubação na presença de rifampicina .
C) Incubação na ausência de antibióticos



3.4.-CARACTERIZAÇÃO DOS POLIPEPTÍDEOS DOS SIMBIONTES ATRAVÉS 
DE ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA.

Os polipeptídeos presentes nos simbiontes 
isolados e nos flagelados intactos foram analisados através de 
eletroforese em gel unidimensional de poliacrilamida contendo SDS 
(item 2.10 Materiais e Métodos).Após a separação,o gel era corado 
em solução contendo ácido acético /metanol e Coomassie Blue R 
(Fig 6 ).

A figura 6 mostra que os polipeptídeos do 
simbionte distribuem-se em uma faixa de peso molecular que varia 
de 14 000 a 200 000. Os polipeptídeos majoritários,em têrmos de 
coloração com Coomassie Blue R ,são aqueles de peso molecular 
aparente de 64 000, 58000, 45 000, 36 000, 32 000 e 24 000 .

0 padrão de polipeptídeos do simbionte isolado 
difere qualitativamente e quantitativamente do padrão apresentado 
pelos flagelados intactos.Vários polipeptídeos presentes no sim­
biontes isolados estão ausentes ou fracamente representados nos 
flagelado intacto, como por exemplo : polipeptídeos de peso
molecular aparente 45 000, 36 000, 24 000 e 22 Q00 .

Por outro lado, existem muitos polipeptídeos que 
são comuns a ambas preparações.Estes polipeptídeos são de um modo 
geral minoritários,cora exceção do polipeptídeo 64 kDa que é um 
polipeptídeo fortemente corado pelo Coomassie Blue R (Fig.6 ). 
Ele está igualmente representado nas duas preparações (Figura 6 ).

A análise dos polipeptídeos dos simbiontes
35

marcados metabolicamente com L-(S )metionina aparecem na Fig. 7



Nesta experiência também foi observado que vários polipeptídeos 
detectados nos simbiontes isolados não são encontrados em C.dea- 
nei simbiótica sendo que os polipeptídeos mais intensamente mar­
cados são aqueles de peso molecular aparente de 90 000, 88 000 
78 000, 60 000 e 58 000. É interessante notar que abaixo da 
região de peso molecular 25 000 existe um polipeptídeo marca­
do com metionina .

Estes resultados mostram que os simbiontes
isolados são capazes de sintetizar sua próprias proteínas. Estes 
resultados confirmam os dados morfológicos e bioquímicos
mostrados anteriormente com relação à integridade do simbionte 
isolado pelo método de Percoll.

A figura 7 mostra também a comparação do padrão de 
síntese proteica de simbiontes isolados de flagelados crescidos 
em diferentes meios ( LIT e FYTS).0 padrão de polipeptídeos dos 
simbiontes isolados de flagelados crescidos em diferentes meios 
são indistinguíveis por esse método de análise (Fig 7,linhas le2 ) .
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Fig 6-Análise dos polipeptídeos de simbiontes através de gel de 
poliacrilamida-SDS 10 2

Os simbiontes isolados e células de Crithidia dea­
nei (cepa simbiótica) forain ressupensos em tampão 
contendo SDS e 2-mercaptoetanol (Laemmli,1970 ),incubados 
5 minutos em água fervente e centrifugados. Alíquotas dos 
sobrenadantes contendo o equivalente a 20 ug de proteínas 
foram aplicados em gel de poliacri1amida a 10 % . Após a 
eletroforese o gel era corado em solução contendo Cooma- 
sie Blue R r metanol e ácido acético (item 2.10 de 
Materiais e Métodos).As posições dos polipeptídeos de re­
ferência (Pharmacia ) em quilodaltons (kDa ) estão índica- 
cado à esquerda da figura.



1)-Polipeptídeos de flagelados Crithidia deaned 
(cepa simbiótica )

2)-Polipeptídeos de simbiontes isolados.



k Da 

2 0 0.0 
9 7.4 1

88 í
6 8.06(
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1 4.3

Fig.7-Analise eletroforética de polipeptídeos de sunbiontes
35

marcados com L-( S) met íonina

0s simbiontes e células de Crithidia deanei (ce­
pa simbiótica ) foram incubados na presença de 250 uCi/ml 
metionina e os polipeptídeos marcados radiativamente 
foram processados conforme descrito no item 2.8 de 
Materiais e Métodos ).Alíquotas contendo o equivalente a 
20 ug/ml de proteínas foram aplicadas em gel de poliacri- 
lamida a 10 $ contendo SDS.Apds a eletroforese,o gel era 
fixado e submetido à fluorografiar seco e exposto sob fil­
me de raio X (itens 2.10 e 2.11 de Materiais e Métodos).As 
posições dos polipeptídeos radiativos de refêrencia (BRL)



em quilodaltons (kDa),estão indicados à esquerda da figura

1)-Polipetfdeos marcados de simbionte isolado a 
partir de flagelados crescidos em meio FYTS 
( ROITMAN e cols.,1972 )

2)-Polipetídeos marcados de simbiontes isolados 
a partir de flagelados crescidos em meio LIT 
(CAMARGO,1964 )

3)-Polipeptídeos marcados de células a partir 
de células de Crithida deanei (espécie sim­
biótica ),crescidos em meio FYTS .



3.5.ANáLISE DOS POLIPEPTÍDEOS SINTETIZADOS PELOS ENDOSIMBIONTES 
COM ANTICORPOS POLICLONAIS

• Os simbiontes isolados foram ressuspènsos em PBS e 
inoculados em coelhos por via intravenosa .0 antisoro preparado 
desta maneira contém anticorpos dirigidos contra proteínas do 
simbionte e certas proteínas dos hospedeiros , as quais 
normalmente contaminam as preparações de simbiontes (vide Fig.6)

A fim de se-eliminar os anticorpos dirigidos con­
tra proteínas do hospedeiro, extratos de Crithidia deanei 
aposimbidtica foram preparados e as proteínas nele presentes fo­
ram ligadas à Sepharose CNBr 4B. 0 antisoro foi croraatografado 
nesta resina e a fração não ligada na coluna de afinidade foi 
usada na reação de imunoprecipitação .

Esta adsorção com o extrato de Crithidia deanei 
aposimbidtica elimina muito dos anticorpos dirigidos contra as 
proteínas da célula hospedeira.Apds a adsorção,não foi possível 
detectar reação do antisoro com polipeptídeos marcados de Crithi- 
dia deanei aposimbidtica ( dado não mostrado).

A Fig. 8 mostra a imunoprecipitação de antí-
genos presentes nos extratos de simbiontes isolados apds mar-

35
cação metabdlica com L- ( S) metionina.Vários polipeptídeos fo­
ram precipitados pelo antisoro: aqueles de massa molecular apa­
rentes de 88 000, 78 000, 64 000, 60 000, 58 000, 42 000 e
41 000 daltons(Fig.8,linha 2) que compreende aos polipeptídeos 
específicos do simbionte detectados no extrato total ( Fig.7 )



Ê interessante notar que a imunoprecipitação dos antígenos pre­
sentes no flagelado intacto ( isto é, Crithidia deanei contendo 
simbionte ) revelou a presença de apenas um antígeno majori­
tário de peso molecular 78 000, fortemente marcado pela metio- 
nina (Fig. 8 ,linha 1- ).

Os controles das reações de imunoprecipitação 
foram realizados utilizando-se soro de coelho pré-imune,ou 
seja,antes da inoculação dos simbiontes isolados . O soro de coe­
lhos pré-imune não precipita nenhum dos polipeptídeos mostrados 
na Fig.8

Os resultados acima mostram que os simbiontes 
isolados são capazes de induzir anticorpos capazes de imuprecipi- 
tar polipeptídeos antigênicos sintetizados pelo simbionte iso­
lado.



2 00

97,4

43

68

66

25,7.

18,4—

Fig.8~Imunoprecipitação dos polipeptídeos de simbiontes 
com anticorpos policlonais preparados contra os 
simbiontes isolados.

(cepa simbiótica) foram incubados na presença de L-( S ) 
metionina, conforme descrito no item 2.8 de Materiais e 
Métodos. Após a incubação, as suspensões de célula3 e 
simbiontes foram lavadas em RPMI e lisadas pela adição de 
tampão contendo NP-40 e inibidores de protease (item 2.14 
Alíquotas dos lisados em detergente NP-40, contendo o 
equivalente a 20 yig de proteínas, foram incubados na 
presença de antisoros anti-simbionte , previamente 
adsorvidos com extrato de Cr ithidia deanei aposim- 
biótica (itens 2.13 e 2.14 de Materiais e Métodos ).Após 
a incubação com antisoro, os imunocomplexos foram

Simbiontes isolados e células de Cnthidia deanei
35



precipitados pela adição de S. aur.eus A . eluidos cora 
tampão contendo SDS e 2-mercaptoetanol e analisados atra­
vés de eletroforese era gel de poliacrilamida 103 com SDS 
(itens 2.10 e 2.14 de Materiais e Métodos). Após a 
eletroforese o gel era submetido a fluorografia, desi­
dratado e exposto sob filme de raio X (itera 2.11 ).

Linha 1) Imunoprecipitação dos polipeptiíeos 
sintetizados pela Crithidia deanei(cepa 
simbiótica )

Linha 2) Imunoprecipi tação dos polipeptídeos sinte­
tizados pelos "simbiontes isolados '

As posições dos polipeptídeos radiativos de referência 
(BRL) em kDA estão indicados à esquerda da figura



3.6.-INCORPORAÇÃO DE METIL-( H ) TIMIDINA EM SIMBIONTES 
ISOLADOS

Os simbiontes foram incubados na presença de
3

metil-( H ) timidina por diferentes intervalos de tempo .A Fig.9 
mostra que a incorporação deste nucleotídeo é linear durante os 
primeiros 45 minutos de incubação

Estes resultados estão de acordo com aqueles 
descritos no item 3.2 dos Resultados, que mostram que os 
simbiontes isolados apresentam intensa atividade metabdlica sendo 
capazes de incorporar vários precursores em suas raacromoléculas.
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Fig.9-Incorporação de metil-( H) timidina na fração ácido 
insolúvel do simbionte isolado.

0 simbionte isolado em gradiente de Percoll fo­
ram ressuspensos em RPMI e incubados a- 28 “C durante 30 
minutos com agitação. A seguir, a preparação contendo o _
equivalente a 1 mg/ml de proteína era incubada na presen-

3
ça de 100 pCi/ml de metil-( H) timidina e 1 mg /ml de BSA 
durante diferentes intervalos de tempo a 28*C ( item 2.8
de Materiais e Métodos ). A radiatividade incorporada na 
fração ácida insolúvel do simbionte foi determinada 
segundo o item 2.8 de Materiais e Métodos .Cada ponto 
experimental representa a média de 2 determinações.



3.7. ISOLAMENTO E CARACTERIZAÇÃO DO DNA DO SIMBIONTE ISOLADO

Um dos objetivos da presente tese é a
caracterização do DNA do endosimbionte e a sua clonagem em
plasmídios. O DNA do simbionte isolado pode ser obtido 
através de lise com detergentes ( sarkosyl e SDS ), digestão com
pronase e extração com fenol /clorofórmio .

A análise do DNA de simbionte foi feita através de
eletroforese em gel de agarose ( Fig 10).Ele migra como única
banda cuja a mobilidade é superior ao fragmento de 23 Kb do fago
lambda digerido com Hind III.

0 DNA do simbionte pode ser digerido com várias
enzimas de restrição ( Mbo I , Eco RI , Sau 3A ). A enzima de
restrição Mbo I foi escolhida para obtenção de fragmentos de la2

i

Kb que serão clonados no plasmídio pUC 13( vide Resultados,item
3.8 ). 0 DNA de simbionte isolado ( 5 jjg ) foi digerido parcial­
mente com 1 unidade de endonuclease de restrição Mbo I, de
modo a gerar fragmentos da ordem de 1.0- 2.3 Kb . Esta reação foi
monitorada retirando-se alíquotas em intervalos.de 15 , 30 , 60 
e 120 minutos e, analisando-se através de eletroforese em gel de 
agarose 0.7 % ( Fig. 11 ).Desta forma,pode-se obter os fragmentos 
desejados para a clonagem no tempo de 60 minutos, não sendo 
necessário utilizar-se o método de eletroeluição do DNA em gel, 
normalmente indicado para se obter apenas o fragmento desejado.



4.4
6.7-

2

9.i 71

Fig.10-Análise do DNA simbionte através de eletroforese em gel
de agarose

Os simbiontes isolados em gradiente de Percoll fo­
ram lisados na presença de tampão contendo: Tris-HCl 10 
mM , pH 7.5 ; sarkosyl 1% ; SDS 1%; EDTA lmM e pronase 
lmg/ml )(ítem 2.16 de Materiais e Métodos).Após várias 
extrações com fenol/clorofdrmio, o DNA era precipitado 
pela adição de etanol e acetato de sódio (item 2.16 de 
Materiais e Métodos ).0 equivalente a 2,5 fug de DNA de 
sunbionte foram aplicados no gel de agarose (0.7 % ) e 
submetido à eletroforese (item 2.19 de Materiais e Mé­
todos) .Apds a eletroforese,o gel era corado com brome­
to de etídio (0.5 pg/ml) e fotografado sobre luz ultra 
violeta em aparelho Polaroid. Linha 1: Marcadores de
peso molecular, K Hind III.Os tamanhos dos fragmen­
tos em Kb, estão indicados à esquerda da figura. Li­
nha 2: DNA do simbionte isolado em gradiente de Per-
coll .



Fig 11.-Digestão de DNA de simbionte cora enzima de 
restrição Mbol

0 DNA de simbionte isolado era gradiente de Per- 
coll foi extraído, conforme descrito no item 2.16 de Ma­
teriais e Métodos. Cêrca de 5 pg de DNA de simbionte 
foram incubados na presença de 1 U de Mbo I por diferen­
tes intervalos de tempo.Alíquotas de DNA de simbionte 
contendo o equivalente a lyg foram analisados através de 
eletroforese em gel de agarose(0.7 3) e corados com 
brometo de etídio (0.5 jjg/ml ) conforme descrito em 
Materiais e Métodos nos itens 2.19 e 2.20 ). Linha 1 :



marcadores de peso moleculares, Â Hind III .Os tamanhos 
dos fragmentos em Kb, estão indicados à esquerda. Linha 
2: DNA intacto de simbionte. Linha 3 : DNA de simbionte
digerido por 15 minutos cora Mbo I. Linha 4 : DNA de
simbionte digerido por. 30 minutos com Mbo I. Linha 5 :
DNA simbionte digerido 60 minutos com Mbo I. Linha 6 : 
DNA simbionte digerido por 120 minutos com Mbo I .



3.8.-CONSTRUÇÃO DE BIBLIOTECA GENOMICA DE SIMBIONTE EM 
PLASMÍDIO pUC 13

O DNA dos simbiontes de tripanosomatídeos apresen­
tam complexidade semelhante ao DNA de E.coli (SPENCER 
e CROSS, 1975 ; TUAN e CHANG , 1975 ). Desta maneira, bi­
bliotecas genômicas representativas podem ser obtidas clonando 
se fragmentos de aproximadamente 2 Kb em um vetor apropriado 
como o plasmídio pUC 13 (Fig. 12 ).Esse vetor apresenta sítios 
de clonagem dentro do gene da B-Galactosidase, de maneira que, os 
recombinantes tem como característica fenotípica a ausência de 
atividade de B-Galactosidase.(VIEIRA e MESSING,1982).

A figura 12 mostra o mapa genético do plasmídio pUC 
13 e seus sítios de clonagem. Fragmentos de 1.0 -2.3 Kb obtidos 
pela digestão do DNA do simbionte com a enzima Mbo I ( Fig. 11 , 
linha 5 )foram extraídos com CHC13 / fenol »precipitados com 
etanol e ressuspensos em Tris-HCl 10 mM.pH 7..5, e EDTA 1 mM .

Alíquotas contendo 200 ng de DNA de simbionte
digerido com Mbo I foram incubados com 40 ng de vetor pUC 13 (di­
gerido com Bam Hl e defosforilado )na presença de T4 Ligase
durante 16 horas a 12'C.Apòs a ligação, a mistura de reação era 
inativada durante 10 minutos a 65*C , a fim de se reduzir o ntfme- 
ro de moléculas de plasmídio não recombinantes.

A transformação era feita utilizando-se alíquotas
de 20 ng de DNA recombinante obtido na ligação acima e 100 ul de
bactérias JM 103 competentes.Nos controles positivos de
transformação eram adicionados 20 ng de DNA de plasmídio não



recombinante ( pUC 8 e pBR322 ).Nos controles negativos as 
bactérias eram incubadas na ausência total de DNA de plasmídio . 
Os resultados obtidos estão mostrados na Tabela 13.



Fig.12- Mapa genético do plasmídio pUC 13 mostrando os seus 
sítios de clonagem .

Os fragmentos de DNA de endosimbionte digeri­
dos com a enzima de restrição Mbo I, foram clonados 
no sítio Bam Hl do vetor pUC 13 ( VIEIRA e MESSING,
.1982 ), como descrito no item 2.22 de Matferiais e Mé­
todos.



Fig.13-Hibridização dos clones recombinantes obtidos em
32

pUC 13 com o ( P)DNA de simbiontes.

As colônias (lac-) obtidas por transformação de 
E.coli JM 103 com plasmídio recombinantes foram cres­
cidas em filtros de nitrocelulose (Filtro 1 com 70 co­
lônias e Filtro 2 com 50 colônias )e tratadas com liso- 
zima »Triton X -100 e NaOH , (item 2.25.1.1 ).A seguir
os filtros eram incubados na presença de DNA de sim-

8
biontes marcados radiativamente (10 cpm/ ug DNA )



conforme descrito em Materiais e Métodos (item, 2.25. 
1.3.As hibridizações foram feitas na presença de SSC

r
5 x e Denhart s a 65 *C durante 16 horas com agita­
ção. A sonda radiativa ( DNA de simbionte marcado )

6
foi adicionada na concentração de 10 cpm /filtro ap<5s 
a pré-hibridização (item 2.25.1.1. de Materiais e Méto­
dos ). Apds a hibridização, os filtros foram lavados,se­
cos e expostos sob filme de raio X conforme descrito 
em Materiais e Métodos (item 2.25.3.1.).0 tempo de ex­
posição do autoradiograma desta figura foi de 24 horas 
figura foi de 24 horas .



TABELA 13-CONSTRUÇAO DE BANCOS GENOMICOS DE DNA DE 
SIMBIONTE DE CRITHIDIA DEANEI EM pUC 13.

VETOR UTI-' DNA VETOR DNA SIM- NÚMERO TOTAL NúMERO TRANS-

LIZADO (ng ) BIONTE TRANSFORMANTES. FORMANTES/pG
(ng) DNA PLASMÍDIO

6
1,28 . 10

6
2,55 . 10

5
2,5 . 10

0

pUC8 INTACTO 20

PBR322 INTAC- 20
TO

pUC 13 40

NENHUM

0

0

25600 (a) 

51000 (b)

200 10000 (c)

As condições de ligação do vetor com o DNA de 
simbionte estão descritos nos item 2.22 de Materiais e Métodos e 
no item 3.8 de Resultados.A transformação de células competentes 
JM 103 de E.coli foi feita segundo descrito no item 2.23 de 
Materiais e Métodos e no item 3.8 de Resultados .

r
(a) transformantes = Amp (resitência Arapicili-

na ) e lac + ( colônias azuis , capazes de metabolizar lactose)
r

(b) transformantes = Amp
r

(c) transformantes » Amp , lac - (colônias
claras »incapazes de metabolizar lactose )



A Tabela 13 mostra que foram obtidos 10 000
r

transformantes (Amp , lac- ) com o plasmídio recombinante ( 40 ng 
pUC 13 + 200 ng de DNA de simbionte ).A eficiência de transfor­
mação usando-se o plasmídio intacto foi da ordem de 1.2 a 2.5 x 

6
10 transformantes /ug de DNA de plasmídio. A eficiência obtida 
com o plasmídio recombinante é cerca de 5 a 10 vezes menor do que 
aquela obtida com o plasmídio intacto. Este resultado está dentro 
do esperado, pois, normalmente a eficiência de transformação com 
plasmídio intacto é cerca de 10-100 vezes maior do que aquela 
obtida com o plasmídio intacto.Desta maneira podemos concluir que 
o DNA obtido de simbiontes isolados em gradiente de Percoll pode 
ser usado na construção de biblioteca genômica.

3.9-ANÂLISE DE CLONES RECOMBINANTES OBTIDOS EM pUC 13 ATRA­
VÉS DE HIBRIDIZAÇAO " IN SITU *

Com a finalidade de se verificar a presença de DNA
de simbionte nos plasmídios recombinantes, as colônias obtidas na
transformação citada acima , foram crescidas em filtros de
nitrocelullose e hibridizadas com o DNA de simbionte marcado

. 32
radiativamente. 0 DNA de simbionte foi marcado com ( P )
dATP através da técnica de " nick-translation " .

A Fig.13 mostra que a maioria dos transformantes
32

obtidos reagiram com DNA de simbionte marcado com ( P).De 120 
colônias testadas, 109 reagiram positivamente com a sonda 
radiativa. Algumas colônias hibridizaram menos intensamente com



a sonda. Este fato,talvez seja devido ao menor crescimento destes 
recombinantes nas condições utilizadas.

32
Os dados obtidos na hibridização com ( P)DNA de

simbionte mostram que a maioria dos transformantes (lac-)obtidos
contém sequências que reagem com a sonda utilizada.

Os simbiontes isolados em gradientes de Percoll
apresentam pequena contaminação por cinetoplasto (item 3.1 de
Resultados ).Como se sabe, os cinetoplastos são estruturas que
apresentam na sua constituição um grande ntfmero de moléculas
circulares de DNA ( HONIGBERG e cols ,1964 ).Deste modo, as
preparações de DNA de simbontes isolados em gradientes de
Percoll devem conter como contaminantes fragmentos de DNA do
cinetoplasto (kDNA).Embora esse contaminante esteja em pequena
proporção, ele pode estar representado nas bibliotecas genômicas
construídas em pUC 13.

Com a finalidade de verificar a existência de
fragmentos de kDNA nas bibliotecas genômicas,uma série de 100

32
clones recombinantes que reagiram positivamente com o( P)DNA de
simbionte foram hibridizados com o DNA de cepas aposimbidticas de
Crithidia deanei marcado radioativamente.Dos 100 clones testados

32
28 clones reagiram positivamente com o( P)DNA da cepa aposirc- 
biòtica de Crithidia deanei. Este resultado indica que cerca de 
72% dos clones recombinantes presentes na biblioteca genômica 
construídas em pUC 13 são específicos do simbionte .

A fim de comprovar os fendtipos dos 72 % dos clones 
selecionados acima (simbionte específicos),foi feita uma experiê- 
cia na qual filtros contendo estes clone3 foram hibridizados com



DNA do simbionte e com o DNA da cepa aposimbiótica .
Na figura 14 os filtros 1A-B, 2A-B e 3A-B, contém

respectivamente, 41, 16 e 15 clones recombinantes.Apd3 o
crescimento dos recombinantes, os filtros eram processados
conforme descrito em Materiais e Métodos ( item 2.26 ). Os

32
filtros da "série A " foram hibridizados com o ( P)DNA de

32
simbionte e os da "série B" (réplicas) com o ( P)DNA da cepa 
aposimbidtica de Crithidia deanei. Todos os clones testados 
reagiram com o DNA de simbionte (série A ) mas não com o DNA de 
Crithidia deanei aposimbidtica (série B). Estes resultados 
mostram que a hibridização diferencial pode ser usada para 
selecionar os clones que contém sequências específicas de 
simbiontes . .



Fig.14-Hibridização diferencial dos clones recombinantes.

Os clones recombinantes (total de 72 clones ) que contém 
seqüência de simbiontes tiveram seus fendtipos retestados



através de hibridização com sondas de DNA radiativo 
preparados a partir de DNA do simbionte isolado e do DNA de 
Crithidia deanei aposimbidtica . As condiçes de hibridiza­
ção' estão descritos em Materiais e Métodos ( item 2.27 ) 
e na legenda da figura 13. 0 tempo de exposição dos autora-
mas foi de 24 horas . Os filtros da " série A " foram

32
hibridizados com ( P )-DNA de simbionte e os da "série B" 

32
com ( P )-DNA de Crithidia deanei aposimbidtica.Os 
filtros da " série B" são réplicas dos filtros da"série A.”



4.0.-DISCUSSÃO

O método de isolamento de endosimbiontes 
apresentado neste trabalho diferencia-se dos métodos de iso­
lamento de simbiontes publicados para Crithidia deanei (ALFIE- 
RI e CAMARGO 1982) e Crithidia oncolpelti (TUAN e CHANG,1975) 
por ser mais simples, rápido e reprodutível.

Este método pode ser considerado simples pelo 
fato de que, ao contrário dos métodos descritos acima, não 
necessita submeter o endosimbionte a várias centrifugações em 
gradientes de sacarose ( ALFIERI e CAMARGO, 1982 ) e nem envol­
ve o uso de anticorpos específicos contra a membrana celular 
da célula hospedeira (TUAN e CHANG, 1975 ).

Observações ao microscópio eletrônico das frações 
obtidas no gradiente descontínuo de Percoll demonstram que 
a fração 4 onde se concentram os simbiontes, apresenta células 
simbióticas com aspecto semelhante àquelas encontradas no 
interior da célula hospedeira. Os simbiontes presentes nesta 
fração caracterizam-se pela presença de membrana dupla (Fig.l) e 
citoplasma homogêneo. Desta maneira podemos concluir que o método 
descrito neste trabalho não causa nenhum dano aparente à mor­
fologia do simbionte isolado.

Deve-se ressaltar a ausência de células hospedei­
ras íntegras na fração 4 do gradiente de Percoll. Observa-se 
nesta fração a presença de alguns fragmentos de cinetoplasto e de



membranas. Esta observação é importante pois mostra que toda a ra- 
diatividade incorporada nesta fração é resultante da incorpora­
ção dos precursores radiativos pelos simbiontes . Como pode se 
verificar, as concentrações estabelecidas para o gradiente de 
Percoll foram adequadaá para a purificação ' do simbionte 
impedindo a migração de células contaminantes junto com a fração 
rica em simbiontes . •

Para se fazer uma avaliação mais detalhada do grau 
de pureza obtido por este método , determinou-se a atividade 
específica de ornitina carbamiltransferase no extrato celular 
bruto e na fração obtida na banda 4 do gradiente de Percoll 
Esta enzima, expressa pelos endosimbiontes do gênero Crithidia 
(CAMARGO e FREYMULLER, 1977 ; FIGUEIREDO,e cols.,1978 ; ALFIERI e 
CAMARGO,1982),cataiiza h síntese de citrulina a partir de orniti- 
e carbamilfosfato. Devido a sua localização específica no sim­
bionte,ela pode ser utilizada como um marcador bioquímico confiá­
vel desta estrutura.

A atividade específica da ornitina carbamil- 
transferase encontrada na banda 4 do gradiente de Percoll 
é cerca de 3 vezes maior do que aquela observada no extrato 
celular bruto ( Tabela 12 ), demonstrando desta maneira que
o método desenvolvido é eficiente na purificação do simbion­
te .

Estima-se que cerca de 5 a 10_% da proteína total 
encontrada na célula de Cr ithidia deanei, pertence ao simbionte.



(ALFIERÍ e CAMARGO 1982 ).Os nossos resultados mostram que 2 % 
das proteínas do extrato celular bruto são recuperadas na fração 
do gradiente de Percoll (Tabela 12 ). Desta forma .podemos con­
cluir que 20 a 40 % dos 5-10% das proteinas totais que se encon­
travam no extrato bruto foram recuperados na fração 4.Este rendi­
mento é semelhante aqueles obtidos por outros métodos de isola­
mento simbiontes (ALFIERI e CAMARGO, 1982; TUAN e CHANG , 197-5 ) .

Cabe ressaltar, como já foi assinalado anterio- 
mente que o método de isolamento de simbionte através do gradien­
te de Percoll apresenta algumas vantagens sobre os demais méto­
dos citados, como por.exemplo :

à)- Este método é mais simples e reprodutível que os demais mé­
todos, citados na literatura. Não há necessidade de antisoros 
específicos para a ruptura das células e liberação dos 
simbiontes,como descrito no método de TUAN e CHANG,1975.

b)-Ele evita sucessivas centrifugações em gradientes de sacarose 
as quais podem causar danos a integridade do simbionte . 
Centrifugações sucessivas em gradiente de sacarose são 
utilizados no método descrito por ALFIERI e CAMARGO, 1982.

c)- O simbionte obtido pelo método do Percoll apresenta 
intensa atividade metabd1ica,como será demonstrado a seguir. 
Os simbiontes obtidos pelo método de ALFIERI e CAMARGO, 1982. 
não apresentaram bons níveis de incorporação de precursores 
de proteínas e ácidos nucléicos.



Os resultados apresentados neste trabalho mostram 
que os simbiontes isolados pelo método de Percoll incorporam ati­
vamente precursores radiativos em suas macromoléculas ( ácidos 
nucléicos e proteínas ). '

Os simbiontes isolados incorporam ativamente L-(4-5 
3 35 •
H)leucina e L-( S Imetionina em suas proteínas( Fig.4 e 7 ) . A
incorporação destes aminoáçidos é linear até 45 minutos atingin­
do-se o " plateau ” por volta de 120 minutos de incubação .

É interessante notar que apds 3 horas de incubação 
os níveis de incorporação são semelhantes àqueles obtidos no tem­
po de 30 minutos.Estes resultados sugerem que apds 3 horas no me­
io extracelular o simbionte isolado começa a perder sua capacida­
de biossintética.Resultado semelhante foi obtido analisando-se a

3 .
incorporação de metil-( H )timidina no simbionte isolado (Fig.9).
Desta maneira,podemos concluir que os simbiontes,quando isolados 
de células hospedeiras, são capazes de sintetizar macromoléculas 
a partir de precursores presentes no meio extracelular.Porém, es­
sa capacidade biossintética é limitada a um intervalo de tempo 
de aproximadamente 3 horas apds o que a atividade metabdlica 
começa a decair.Tal como ocorre com outras organelas celulares 
isoladas ( por exemplo, mitocôndnas ),os simbiontes não sobrevi­
vem por longos períodos de tempo fora da célula hospedeira. 
Apesar de possuirem mecanismos de replicação, transcrição e 
tradução prdprios.os simbiontes depedem da célula hospedeira para 
a sua manutenção. .



Há evidências indiretas de que o aparato"de sin- 
tese proteica do simbionte é de natureza procanótica. Foi 
descrito por alguns autores que os rRNAs e os nbossomos dos 
simbiontes apresentam propriedades físicas semelhantes aos de 
E. co1i ( SPENCER e CROSS,1975; CORREA ,1976 ).Por outro lado,sa­
be-se que cepas de tripanosomatídeos livres de simbiontes podem 
ser obtidos cultivando-se os flagelados por várias gerações em 
meio contendo cloranfenicol (CHANG,1974; MUNDIN e ROITMAN,1977) 

Com o intuito dê melhor caracterizar a maquinaria 
de síntese proteica presente nos simbiontes, nós analisamos os 
efeitos de antibióticos ( cloranfenicol e rifampicina) sobre 
estas estruturas isoladas.Os mecanismos de ação destes 
antibióticos e seus efeitos sobre o simbionte serão discutidos a 
segui r.

0 cloranfenicol age ao nível da tradução .As 
células procarióticas possuem ribossomos 70 S que contém duas 
subunidades ( 30 e 50 S). Quando estas células são incubadas cora 
cloranfenicol, este antibiótico liga-se a um sítio de alta 
afinidade na subunidade 50 S, impedindo que a enzima peptidil 
transferase se ligue a esta subunidade (PRATT E FEKETY,1986 ).

Outro antibiótico que atua na síntese proteica de 
células procarióticas é a rifampicina.

Simbiontes isolados são sensíveis ao cloranfenicol



(Fig. 5). Concentrações de 20 fug /ml diminuem a incorporação de 
3

L-(4-5-H ) leucina em cerca de 70 % em relação ao controle.Já con­
centrações de 50 fjg/ml inibem quase completamente a incorporação 
deste aminoácido.

A inibição por cloranfenicol da síntese proteica do 
simbionte isolado está de acordo com os resultados obtidos por 
outros autores, ou seja , a presença de ribossomos procarióticos 
nos simbiontes (SPENCER e CROSS ,1975 ). Os nossos resultados 
constituem uma evidência direta da existência de uma maquinaria 
de síntese proteica procaridtica no endosimbionte.

‘ A sensibilidade dos simbiontes de Crithidia deanei 
ao cloranfenicol é muito semelhante àquela observada com os 
simbiontes de afídeos ( ISHIKAWA,1982 ).Por outro lado, os 
simbiontes parecem ser menos sensíveis ao cloranfenicol que as 
bactérias. A concentração de cloranfenicol necessária para se 
inibir, acima ou igual a 90 a incorporação de aminoácidos em 
bactérias é de 10-20 ug/ml (HAHN,1967),ou seja ,-2,5 a 5.0 vezes 
menor do que a concentração necessária para inibição da síntese 
proteica no simbionte (Fig.5 ).

Os efeitos do cloranfenicol sobre a síntese
proteica dos simbiontes são comparáveis aos obtidos com
mitocOndrias isolados de fígado de rato , Neurospora e levedura 
(BEATTIE,1968 ; KUNTZEL, 1969 ; POYTON E GROOT ,1975 ). Estes re­
sultados sugerem que,a nível funcional , os ribossomos simbióti­
cos se assemelham mais aos ribossomos mitocondriais do que aos 
bacterianos .

A rifampicina em concentração de 50 |jg/ml inibe



quase completamente a incorporação de aminoácidos radioativos no 
simbionte isolado. Comparando-se a sensibilidade do simbionte em 
relação à rifampicina, observa-se uma situação muito parecida à 
descrita para cloranfenicol.A sensibilidade à•rifampicina aprese- 
tada pelo simbionte é muito próxima àquela descrita para os 
simbiontes de afídeos e mitocOndrias isoladas (BUSS e KUN.1978 ;
ISHIKAWA,1982 ).Estes dados reforçam a sugestão feita acima de
que,a nível funcional,a maquinaria de síntese proteica do sim­
bionte é muito semelhantè à de mitocOndrias. Além disso,a ini­
bição por rifampicina é uma indicação muito forte de que as
RNA polimerases presentes nos simbiontes também são de natureza 
procariótica .

A análise dos polipeptídeos sintetizados pelos
simbiontes, feita através de eletroforese em gel de poliacrila- 
mida contendo SDS, e coloração do gel revela um padrão, bastante 
complexo podendo-se distinguir pelo menos 30 polipeptídeos 
diferentes distribuidos numa faixa de peso molecular que varia de 
14.000 e 200.000 (Fig.6).

0 perfil das proteínas do simbionte difere
qualitativamente e quantitativãmente daquele apresentado pelo 
flagelado intacto, isto é, da cepa simbiótica de Crithidia 
deanei.Vários polipeptídeos presentes nos simbiontes isolados 
estão ausentes ou fracamente representados no flagelado intacto , 
como por exemplo : os polipeptídeos de peso molecular aparente 
45 000, 36 000, 24 000 e 22 000. 0 enriquecimento destes polipep- 
tídeos na fração de simbiontes sugere que eles sejam 
especificamente sintetizados pelos simbiontes .



Existem vários polipeptídeos que estão igualmente 
representados nas células intactas e no simbionte isolado .Não se 
sabe quais são expressos pelos simbiontes. É possivel que
esses polipetídeos sejam sintetizados pelà célula hospedeira 
e durante o processo de purificação fiquem aderidos especi­
ficamente ou inespecíficamente aos simbiontes. Por outro lado, 
poderiamos supor que alguns deles sejam sintetizados pela célula 
hospedeira e transferidos para o simbionte, tal como ocorre 
era simbiontes.de afídeos (ISHIKAWA, 1982 b).

Como foi discutido anteriormente os simbiontes
35

isolados são capazes de incorporar L-( S Jmetionina presente no 
meio de incubação.

35
0 perfil de polipeptídeos marcados com L-( S) 

metionina analisado por PAC-E-SDS,é bastante complexo distinguindo 
se pelo menos 20 polipetídeos diferentes distribuidos na faixa de 
peso molecular de 200.000 a 20.000. Estes resultados confirmam os 
resultados anteriores mostrando que os simbiontes isolados são 
metabolicamente ativos e que eles são capazes de sintetizar suas 
proteínas independentemente da célula hospedeira .

Os dados sobre biossíntese de polipeptídeos pelo 
simbionte mostrado na Figura 7 permitem-nos concluir que o sim­
bionte comporta no seu genoma genes em quantidades suficientes 
para codificar um número significativo de polipeptídeos. Este re­
sultado está de acordo com observações anteriores de que os sim­
biontes de tripanosomatídeos apresentam um genoma cuja complexi-



dade é semelhante ao de E.coli ( SPENCER e CROSS.1975 ; TUAN e 
CHANG,1975 ). .

Um outro aspecto analisado neste trabalho foi a 
influência da composição do meio de cultura na síntese proteica do 
simbionte.Os flagelados foram cultivados em 2 meios diferentes : o 
meio FYTS.meio contendo tripticase, extrato de levedura e sacarose 
e o meio LIT , que é complexo e contém infuso de fígado, triptona 
e soro de vitelo.

. Os perfis de síntese proteica dos flagelados
cultivados nestes meios são idênticos( dado não mostrado ).Com 
relação aos simbiontes isolados, verificou-se que o perfil de 
polipeptídeos sintetizados pelos simbiontes isolados independe do 
meio no qual foi cultivado o flagelado ( Fig.7 ,linha 1 e 2).

Existe uma nítida diferença entre o perfil proteico 
do simbionte isolado e aquele observado no flagelado intacto, de­
vendo-se ressaltar que alguns polipeptídeos com massa aparente 88, 
78,58 e 35 kDa,presentes no simbionte,estão ausentes ou fracamente 
representados no flagelado intacto, levando-nos a supor a existên­
cia de uma interação entre a célula hospedeira e o- simbionte ao 
nível de síntese proteica. Esta relação também foi observada 
em simbiontes isolados a partir de afídeos (ISHIKAWA,1982 ).

Analisadas em conjunto, as informações obtidas neste 
trabalho sugerem que a síntese proteica dos simbiontes é regulada 
por fatores presentes na célula hospedeira. Assim os genes que co­
dificam para determinados polipeptídeos dos simbiontes como por



exemplo 88, 78', 58, e 35 kDa,estariam reprimidos na célula
hospedeira. Porém quando os simbiontes encontram-se isolados da 
célula hospedeira, esta repressão desaparece ocorrendo a síntese 
destas proteínas.

Uma das tentativas que fizemos para determinar 
quais seriam as proteínas específicas do simbionte foi a prepara­
ção de anticorpos contra o simbionte.Para isso coelhos foram imu­
nizados com simbiontes isolados em gradiente de Percoll, que se 
mostraram bastante imunogênicos, induzindo a produção de anticor­
pos logo apds a terceira inoculação do antígeno.Os soros obtidos 
apds imunização continham anticorpos contra proteínas do simbion­
te e algumas proteínas da célula hospedeira , como esperado, 
pois as preparações de simbiontes são contaminadas por restos 
celulares da célula hospedeira (Fig.2 e 8 ), problema o qual 
procuramos amenizar adsorvendo os soros imunes com extrato de 
Crithidia deanei aposimbidtica.

As experiências de imunoprecipitação com antisoro 
contra o simbionte vieram reforçar os dados sobre as proteínas 
específicas dos simbiontes.Verifiçamos assim que os antígenos ma­
joritários do simbionte reconhecidos pelos antisoros adsorvidos 
são aqueles de massa molecular aparente 88, 78, 60, 58, 42, e 41 
kDa(Fig.8).É importante notar que os antígenos de massa molecular 
64, 60, 42 e 41 kDa foram enriquecidos por iraunoprecipitação
Estes antígenos estão fracamente representados no extrato total



de 3imbiontes (Fig .7 ,linha 1 e 2 ),ao passo que, os antígenos 
88, 78 e 58 kDa constituem-se em polipeptídeos majoritários no
extrato de simbiontes isolados (Fig.7 ,linha 1 e 2 ).

Um fato interessante é que apenas um polipeptídeo 
(78 kDa ) é imunoprecipitado com os anticorpos anti-simbionte
nas preparações de flagelados intactos.Este resultado sugere que 
muitos dos polipeptídeos presentes nos simbiontes estão ausentes 
no flagelado intacto.Uma outra hipótese que pode ser cogitada 
seria que estes polipeptídeos, embora presentes no flagelado 
intacto,não sejam imunogênicos. Levando-se em conta os dados 
obtidos na Fig.7,somos inclinados a favorecer a primeira 
hipótese.

Os anticorpos preparados contra os simbiontes 
serão utilizados futuramente em nosso laboratório para isolamento 
de genes que codificam para proteína das bibliotecas de 
expressão construída em pUC 13 e fago lambda gtll.

0 flagelado Crithidia deanei pode servir de modelo 
para um estudo mais amplo a respeito das interações entre os
genomas de células eucarióticas e procarióticas.Assim é importan­
te que o simbionte isolado de Crithidia deanei tenha o seu 
material genético analisado sob vários aspectos.

Os dados obtidos por nós demonstram que o simbionte 
de Crithidia deanei apresenta uma via de síntese de DNA especí- 
ca e dependente de timidina quinase. Esta enzima é encontrada em 
estruturas procarióticas como mitocôndrias, cloroplastos e em



simbiontes isolados de afídeos (ISHIKAWA,1982) sendo que até o 
momento não foi detectado em células eucaridticas. Isto nos per­
mite sugerir que a síntese de DNA do simbionte de Crithidia dea­
nei' ocorre através de um mecanismo proprio, do qual possivelmente 
não participa a célula hospedeira .

0 DNA de simbionte isolado em gradiente de 
Percoll foi extraido por métodos usuais (lise com detergente e
extração com fenol/clorofdrmio ) e analisado através de
eletroforese em gel de agarose .Ele migra com uma única banda 
acima do marcador de massa molecular 23 Kb. Isto mostra mais uma 
vez que os simbiontes isolados pelo método de Percoll são
íntegros tanto do ponto de vista estrutural como bioquímico.Além 
disso,esse resultado está de acôrdo com as observações anteriores 
os quais mostram que o DNA do simbionte de tripanosomatídeos é 
semelhante ao de E.coli (SPENCER e CROSS,1975 ; TUAN e CHANG
1975).

• Um avanço no estudo da organização genômica dos 
simbiontes pode ser conseguido através da construção de um banco 
de DNA genômico de simbionte e do isolamento de sequências gêni- 
cas específica. Desta maneira, após confirmarmos que era possível 
obter-se DNA de alto peso molecular de endosimbionte, nds inicia­
mos a construção de biblioteca genômica em pUC 13.

0 DNA de simbionte foi digerido com diferentes 
enzimas de restrição mas para a construção do banco genômico foi 
usada a endonuclease Mbo I. 0 DNA do simbionte possui um grande



ndmero de sítios de clivagem para essa enzima . Desta maneira, 
controlando-se o tempo de digestão e a concentração de enzima 
pudemos obter fragmentos de DNA do tamanho adequado para a 
clonagem em pUC 13 .Este procedimento evita processos indesejados 
como por exemplo,eletroeluição de géis de agarose ou ainda centri 
fugação em gradiente de sacarose.0 tempo de digestão adequado pa­
ra se obter fragmentos Mbo I de 1.0-2.3 Kb foi de 60 minutos,uti­
lizando-se 5 ug de DNA de simbionte e 1 U de Mbo I.Estes fragmen­
tos foram clonados no sítio Bam Hl do pUC 13 e foram obtidos

r
10000 clones transformantes (lac- Amp ).

Como foi citado anteriomente, as preparações de 
simbiontes obtidos em gradiente de Percoll são contaminadas por 
restos de cinetoplastos. Desta maneira,é de se esperar a presença 
nas nossas bibliotecas, de clones que contenham sequências de DNA 
do cinetoplasto. Nós verificamos que esses clones podem ser 
facilmente detectados através de hibridização diferencial 
utilizando-se como sondas o DNA do simbionte isolado e o DNA da 
Crithidia deanei aposimbidtica. Os clones que contém sequência 
específicas não reagem com a sonda preparada a partir de DNA de 
Crithidia deanei aposimbiotica (Fig.13 ). '

A complexidade do DNA do simbionte dos tripanosoma- 
tídeos, como já foi citado anteriormente, é semelhante àquela en­
contrada em E.coli (CROSS e SPENCER ,1975 :TUAN e CHANG ,1975 ). 
Baseando-se nesta informação, podemos considerar que o banco 
construído em pUC 13 com o DNA do simbionte de Crithidia deanei é



representativo, uma vez que foram obtidos 10 000 clones do3
quais 70 i testados por hibridização diferencial,foram posi-

32
sitivos com a sonda de ( P ) DNA simbionte e negativos cora 
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sonda ( P )DNA aposimbionte.O número de recombinantes obtidos é 
suficientemente grande para conter as sequências gênicas 
presentes no genoma do endosimbionte .

A partir deste banco gênomico será possivel isolar 
o gene ribossomal 16S, cuja estrutura encontra-se em uma das re­
giões mais conservadas do genoma dos procariotos (WOESE e cols 
1975),fornecendo desta forma informações suficientes para que 
se possa responder a pergunta feita pelos evolucionista quanto 
à origem dos simbiontes .

Também é do nosso interesse isolar genes a 
partir do banco genomico em pUC 13 que codificam para as 
proteínas de simbionte que foram caracterizadas neste trabalho .



Neste trabalho nós descrevemos um método de isola­
mento de simbionte de Crithidia deanei em gradiente de Percoll. 
Este método permite o isolamento de simbiontes intactos em quan­
tidade suficiente para se efetuar estudos bioquímicos. 0 flagela­
do Cri thidia deanei foi rompido por sonicação e os simbiontes li­
berados foram separado por gradiente descontínuo de Percoll dos 
restos celulares e de células de Crithidia deanei que não se 
romperam pelo processo de ultrasom.

Os simbiontes isolados pelo método citado acima 
conservam as suas caracteristicas morfológicas e apresentam.ainda 
uma atividade metabólica intensa.

A enzima ornitina carbamil transferase (OCT ),foi 
utilizada como marcador bioquímico dos simbiontes.Esta enzima en­
contra-se com atividade enzimática três vezes maior na fração do 
gradiente de Percoll aonde encontram-se os simbiontes isolado do 
que no extrato bruto, e aproximadamente 6 % da atividade total da 
OCT do extrato bruto foi recuperada na fração rica em simbiontes 
do gradiente de Percoll.Nós estimamos que 20 % dos simbiontes pre 
sentes no homogenato foram recuperados_nesta fração.

Os simbiontes isolados pelo gradiente de Percoll 
3 35

incorporaram L-(4-5-H )leucina e L-( S )metionina ativamente nos
primeiros 95 e 6o minutos respèctivamente.



O mecanismo de síntese proteica do simbionte foi
analisada através do efeito dos antibióticos cloranfenicol e ri-

3 . .
fampicina na incorporação com L-(4-5-H)leucina nas suas proteínas

Os antibióticos cloranfenicol e rifampicina em con
centração de 20 (jg/ml diminuem a incorporação entorno de 50 % e
70%, respectivamente. Estes antibióticos em concentração de
50 ug/ml inibem a incorporação quase completamente.A inibição
da síntese proteica pelos antibióticos cloranfenicol e
rifampicina produzem evidências díiretas da existência de um
mecanismo de síntese proteica procariótica .

Os polipeptídeos sintetizados pelo simbiontes fo-
35

ram marcados com L-( S) metionina e submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida-SDS. Os polipeptídeos fortemente marcados
apresentaram pesos moleculares aparentes de 90, 88, 78, 60 e 

3 ~
58 x 10 .0 perfil dos polipeptídeos sintetizados pelo simbionte
difere daqueles polipeptídeos encontrados na cepa de Crithidia 
deanei com simbionte. Vários polipeptídeos estão ausentes ou fra­
camente marcados no flagelado, por exemplo 88,78,60 e 58 kDa .Es­
te resultado sugere que a síntese destes polipeptídeos está
inibida no flagelado intacto.

3
A incorporação de metil ( H )-timidina na fração 

ácido insolüvel dos simbiontes foi linear até 35 minutos, demons­
trando que o simbionte isolado sintetiza DNA. Este resultado suge­
re a presença de uma via alternativa de síntese de DNA e a depen- 
cia de tiraidina quinase nesta via .



A integridade do DNA do simbionte isolado foi 
analisada em eletroforose de gel de agarose.Este comigra com o DNA 
de E.coli em uma simples banda, cujo o peso molecular está acima 
do marcador de massa molecular 23 Kb.O DNA do simbionte foi 
digerido com enzimas de restrição Mbo I, obtendo-se fragmentos de
2,3-1 Kb que foram clonados em plasmídio pUC 13 .

0 banco construído em pUC 13 com DNA do simbionte 
de Crithidia deanei é representativo.Os Clones contendo sequências 
específicas de endosimbiontes foram isolados por hibridização 
diferencial.



6.0-SUMMARY

The method described here allows the isolation
intact symbionts in sufficient amounts for biochemical studies.
The flagellates are disrupted by sonication and the symbionts
separated from unbroken cells and cellular debris by
centrifugation through a discontinous Percoll gradient. The
isolated symbionts retain their characteristic morphological
features and were reasonably free of subcellular debris.

Ornithine carbaomoyltransferase (OCT) a symbiont
enzymatic marker is present in the symbiont fraction with
a specific activity 3 fold higher than in crude homogenates.
We estimate that about 20 % of symbionts present in the
homogenate are recovered in this fraction.

The isolated symbionts actively incorporate L- 
3 35 .

(4-5-H)-leucine and L-( S)methionine into acid-in'soluble material
for the first 9S and 60min,respectively.in order to characterize
the protein-synthesis machinery operanting in the symbionts,
have studied the effects of chloramphenicol and rifampicin on
the incorporation of leucine into proteins. Chloramphenicol and
rifampicin at 20 ug/ml reduce the incorporation by about 70 and 50
?,respectively. Both antibiotics at 50 jjg/ml almost completely

3
inibited the incorporation L-(4-5-H) leucine.The inhibition of 
protein synthesis by chloramphenicol and rifampicin provides



direct evidence for the existence of a prokaryotic protein-syn­
thesizing system in this unusual subcellular structure.

• The labeled polypeptides synthesized by the isolated
endosymbionts range between 200,000-18,000, as determined by

SDS-polyacrilamide gel electrophoresis. The most heavily-labeled
polypeptides are those with apparent molecular weight of

3
90, 88, 78, 60 and 58 x 10. The profile of symbiont labeled 
polypeptides differs from that obtained with the symbiont strain 
C. deanei.Several symbiont polypeptides are absent or poorly 
represented in the flagellate ,for exemple, the 88, 78, 60,and 58 
kDa polypeptides,suggesting that synthesis of these polypeptides 
is inhibited in the intact flagellate.

3
The incorporation metil-( H)thymidine into acid 

insoluble symbiont fraction was linear up to *<3min showing that 
isolated symbionts can synthesize DNA. This result suggest the 
presence in the symbionts of a thymidine kinase dependent
salvage pathaway for DNA synthesis.

The integrity of the DNA extracted from isolated 
symbiont was analysed by agarose gel electrophoresis.lt comigra 
tes with intact E. coli DNA as a single heavy band. The 
symbiont DNA has been purified and fragment with restriction 
endonuclease Mbo I. The fragments (2,3-1,0 Kb) have been 
incorporated in vitro into pUC 13 to make libraries which most 
of the endosymbiont DNA is represented.Specific endosymbiont se­
quences can be isolated in this library by differential scree­
ning. '
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