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1. INTRODUGAO

Trypanosoma cruzi é o agente etioldgico da doenca de Chagas, e constitui alvo de
inumeros estudos que visam desde a elucidagdo dos mecanismos biologicos, apresentados
por este parasita, até o desenvolvimento de quimioterapicos e vacinas. Este protozoario
apresenta um ciclo heteroxénico, caracterizado pela expressao diferencial de genes, sendo
que alguns deles ja foram clonados e estudados. Contudo o sistema de transferéncia
génica em T. cruzi tem sido um obstaculo, pois envolvem a introdugao de plasmideos pela
técnica de eletroporacéo, e o0 emprego desta metodologia leva a uma perda celular
significativa devido as elevadas voltagens aplicadas. A transformacdo mediada por
Agrobacterium tumefaciens (ATMT), uma bactéria Gram-negativa, representa um método
de mutagénese insercional, uma vez que ocorre a transferéncia e integragcdo, no
cromossomo da célula hospedeira, de uma regido denominada de T-DNA presente no
plasmideo bacteriano. Portanto, este trabalho visou o desenvolvimento de uma metodologia

de transformacao de células de T. cruzi mediado por Agrobacterium.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Trypanosoma cruzi e aspectos gerais da doen¢a de Chagas

Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenga de Chagas (CHAGAS, 1909), é
um protozoario flagelado heteroxénico eucarionte, pertencente a ordem Kinetoplastida e a
familia Trypanosomatidae. As caracteristicas desta ordem incluem a presenca de flagelo e
cinetoplasto, organela autoreplicavel que contém o DNA extranuclear. T. cruzi € transmitido
por insetos triatomineos hematéfagos infectados pertencentes a familia Reduviidae, sendo
que as principais espécies transmissoras sao Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e
Panstrongylus megistus. Os hospedeiros vertebrados somam uma grande variedade de

espécies, incluindo o homem.

O ciclo biolégico do parasita se inicia quando os triatomineos se contaminam
durante a ingestdo de sangue de mamiferos infectados. Os parasitas ingeridos se
multiplicam na luz intestinal do inseto como formas flageladas epimastigotas, e quando se
encontram no intestino posterior, diferenciam-se em formas tripomastigotas metaciclicas,
infectivas, que sdo eliminadas nas fezes e urina (Figura 1). A infeccdo do hospedeiro
vertebrado pelo T. cruzi tem inicio quando os parasitas eliminados pelo inseto encontram
uma descontinuidade na pele ou mucosa (BRENER, 1992). Ao penetrar no hospedeiro, o
parasita tem a capacidade de atingir os tecidos subcutdaneos podendo invadir diferentes
tipos celulares principalmente macréfagos. As formas tripomastigotas que invadem as
células interagem com moléculas da membrana modificando o transito de lisossomas
dependentes de microtubulos. Isso contribui para a formacdo de membranas de vacuolos
parasitéforos, de onde conseguem escapar, atingem o citoplasma e multiplicam-se, por
divisdo binaria, como formas amastigotas. Posteriormente, ocorre uma nova diferenciagao
para a forma tripomastigota (sangliineo) que é liberada para a circulagao pela ruptura da
membrana plasmatica. Estes tripomastigotas podem invadir entdo novas células ou atingir

6rgaos distantes (BRENER, 1992).
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Réaduves ﬂ Déjections

Homme et hdces reservolrs

Figura 1. Ciclo evolutivo do T. cruzi no inseto vetor e no hospedeiro vertebrado.
Tripomastigotas presentes no sangue do hospedeiro s&o ingeridos pelo inseto e
diferenciam-se em formas epimastigotas (passos 5 e 6). Estas formas proliferam-se por
divisdo binaria no intestino médio do triatomineo. Posteriormente, os epimastigotas migram
em direcado a porcao terminal do intestino e diferenciam-se em formas tripomastigotas
metaciclicas (7). Esta forma infectante é liberada nas fezes, durante e logo apds a
alimentacdo do inseto, e entram na corrente sangiiinea do hospedeiro. Os tripomastigotas
metaciclicos invadem a célula hospedeira e diferenciam-se em formas amastigotas (passos
1 a 3), que proliferam e se transformam em tripomastigotas (4), concluindo o ciclo. Fonte:
http://www.mnhn.fr/mnhn/bpph

Aproximadamente 18 milhdes de pessoas, principalmente nas Américas do Sul e
Central, estdo infectadas pelo T. cruzi. Além disso, cerca de 25% dessa populacao
encontra-se em risco de contrair a doenga (GURTLER et al., 2003), constituindo um sério

risco de saude publica.

Como ja mencionado, a transmissado do parasita ocorre naturalmente através de

insetos vetores, que podem ser encontrados em toda a América, desde o sul dos EUA até o


http://www/
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sudoeste da Argentina. Contudo a incidéncia da doenga de Chagas transmitida por essa via
em muitas areas endémicas tem diminuido consideravelmente nas ultimas décadas. Isso é
resultado de um trabalho governamental sistematico de alguns paises interessados em
eliminar essa doenga atravées da erradicacdo dos vetores das areas domésticas,
principalmente T. infestans e R. prolixus, bem como redugdo no nimero de outras espécies
(MONCAYO, 2003). Dessa forma, a transmissao da doenca pelo invertebrado estaria
controlada em paises como Argentina, Brasil, Chile e Uruguai, ainda que surtos possam

ocorrer esporadicamente e isoladamente (SCHMUNIS et al., 1996).

A doenca de Chagas apresenta sintomatologia variavel, dependendo da cepa do
patdgeno e da fase em que se encontra a doenca. Isso esta relacionado com o fato do T.
cruzi ser heterogéneo em nivel de composicao antigénica e conteudo de DNA (ZINGALES

et al., 1984; WAGNER & SO, 1990).

A fase aguda da doenca de Chagas é caracterizada por um conjunto de
sinais/sintomas com intensidade variavel, apés um periodo de incubagcdo minimo de 4 dias.
Um dos primeiros sinais clinicos que surge é um processo inflamatério inespecifico no local
do sitio de entrada do parasita, que pode ser o sinal de Romana (no olho) ou o chagoma
(na pele). A analise histolégica revela um parasitismo disseminado entre varios tipos
celulares e edema intersticial com hiperplasia dos ganglios satélites, principalmente pré-
auriculares (BRENER, 1992). Outros sintomas da fase aguda sao febre, mal-estar, astenia,
cefaléia e hipoxia. Com o passar do tempo, alteragcbes como hepatomegalia,
esplenomegalia e miocardite aguda podem ocorrer. A parasitemia elevada observada na
fase aguda tende a decrescer como resultado da resposta imune do hospedeiro, tornando-

se baixa na fase cronica da infecgédo (BARRET et al., 2003).

T. cruzi invade uma grande variedade de células em vertebrados. A invasao
ocorre por recrutamento de lisossomos das células hospedeiras, onde os parasitas estao
aderidos, com posterior fusdo. A fusdo dos lisossomos € um requisito para a entrada do

parasita, sugerindo que estes possam servir como fonte de membrana para a formacao do
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vacuolo intracelular. A entrada dos tripanosomas é significativamente aumentada por uma
rapida exposi¢cdo das células hospedeiras a citocalasina D, que remove a barreira cortical
do citoesqueleto, facilitando o acesso e fusdo dos lisossomos a membrana plasmatica
(HALL et al., 1992; SCHENKMAN et al., 1993). O papel do célcio no processo de invasao
celular tem sido de importancia fundamental, uma vez que ocorre o aumento da
concentracao citosdlica deste mineral nas células hospedeiras concomitantemente a

entrada dos parasitas (TARDIEUX et al., 1994).

2.2 Caracteristicas fenotipicas e genotipicas de T. cruzi

Como ja mencionado, T. cruzi apresenta as formas epimastigota, tripomastigota e
amastigota (Figura 2). A forma epimastigota caracteriza-se por ser alongada, com
cinetoplasto justanuclear e anterior ao nucleo e flagelo livre na porgéo anterior; essa é a

forma de replicacdo no hospedeiro invertebrado.

A forma tripomastigota é alongada, com cinetoplasto posterior ao nucleo, flagelo
que se estende por toda célula e torna-se livre na porgcao anterior. Nessa forma, observa-se
um nitido polimorfismo, podendo ser descritos dois tipos morfolégicos polares, formas finas
e formas largas, que resultam em diferenca na evolugao parasitoldgica, na patologia € na
resposta do parasitismo a diferentes substancias. A forma tripomastigota é encontrada na
circulagdo sanguinea do hospedeiro vertebrado, podendo estar presente também nos

espacos intersticiais, liquido cefaloraquidiano, leite e esperma.

A forma amastigota é arredondada ou ovalada, com um flagelo curto que ndo se
exterioriza. Esta é a forma replicativa no hospedeiro vertebrado, e esta presente no interior
de varios tipos celulares, mas predominantemente nas fibras musculares estriadas e lisas,

no sistema fagocitico mononuclear (LANA & TAFURI 2000; REY, 2001).
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Figura 2. Representacdo esquematica de algumas entidades morfologicas estaveis de T.
cruzi. a: epimastigota, b: tripomastigota, c: amastigota. n: nucleo, c: cinetoplasto, f: flagelo.
Fonte: adaptado de Kaneshima (1995).

T. cruzi apresenta caracteristicas tipicas das células eucariéticas, apresentando
membrana nuclear, membrana citoplasmatica, aparato de Golgi e reticulo endoplasmatico.
E ainda apresentam vesiculas compartimentalizadas denominadas glicossomos relacionada
com o processo de glicdlise celular. Entretanto, apresenta uma unica mitocdndria cujo DNA
(KDNA) esta contido em uma organela denominada cinetoplasto. Este € composto por
centenas de moléculas de DNA circulares, denominadas maxi e mini circulos (SILVEIRA,

2000).

O tamanho do genoma de T. cruzi (100-200 x 10° pb) é relativamente superior ao
tamanho dos genomas de outros protozoarios parasitas, como por exemplo, Leishmania
(33,6 x 10° pb) ou Trypanosoma brucei (35 x 10° pb) (EL-SAYED et al., 2005 , IVENS et al.,

2005).

A organizagio da cromatina dos tripanosomas difere em varios aspectos daquela
encontrada nos eucariotos complexos e mesmo em outros protistas. Os cromossomos dos
tripanosomas nao se condensam durante a divisdo celular e a segregacdo dos mesmos

para as células-filhas, durante a divisdo celular, ocorre intranuclearmente, sem a dissolugao
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da carioteca ou membrana nuclear (endomitose). A divisdo celular nos tripanosomas ocorre

através do mecanismo mitotico (SOLARI, 1995).

O cariotipo de T. cruzi parece ser estavel nas diferentes formas evolutivas do
parasita. H4 o consenso de que o caridtipo das formas epimastigotas seja representativo
das demais formas evolutivas do parasita. Contudo, existem relatos de alteragdes na
localizagado dos genes que codificam o RNA da seqléncia lider durante o cultivo prolongado
do parasita (WAGNER & SO, 1990). Além disso, tem sido relatada a existéncia de intenso

polimorfismo cromossdmico entre cepas e clones de T. cruzi (HENRIKSSON et al., 1996).

O genoma nuclear de T. cruzi, tal como ocorre em outros eucariotos, € composto
por seqliiéncias de DNA que podem ser agrupadas em 3 classes majoritarias: a) sequiéncias
que codificam proteinas, b) sequéncias que codificam RNAs e c) seqlUéncias repetitivas
(DNA repetitivo), as quais, de maneira geral, ndo sdo ftranscritas. Existem também
sequéncias espacadoras entre genes codificadores de proteinas e RNA que podem conter
elementos reguladores da transcricido (regides promotoras, ativadoras, etc) (SILVEIRA,

2000).

As sequéncias repetitivas representam cerca de 44% do genoma nuclear e podem
aparecer agrupadas ou dispersas no genoma. Embora a maioria das sequéncias repetitivas
nao sejam codificadoras, alguns genes que codificam proteinas ou RNAs contribuem para a
formacao da fragao repetitiva do genoma como, por exemplo, o RNA da seqliéncia lider que

possui mais de 200 copias dispersas no genoma (SILVEIRA, 2000).

Muitas seqléncias repetitivas estdo organizadas em tandem (micro e mini-
satélites, genes que codificam rRNAs, RNA da sequéncia lider, tubulina, etc). Esses
agrupamentos podem estar distribuidos em diferentes cromossomos, e o nimero de cépias
da repeticdo pode variar de um agrupamento para outro. Os microssatélites sdo seqiiéncias
pequenas de DNA (aproximadamente 6 nt), e apresentam elevado grau de polimorfismo,

principalmente no que diz respeito ao numero de repeticbes em um dado /ocus. Por esse
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motivo, os microssatelites sdo extremamente Uteis em estudos filogenéticos, taxondmicos e

genéticos (REQUENA, 1996).

Em tripanosomatideos, os genes codificadores de proteina podem ser
encontrados como cdépia unica ou duplicados, contudo, a maioria esta presente como duas
ou mais copias, as quais podem estar localizadas em uma unica regido do cromossoma ou
em diferentes cromossomas. E importante notar que as coépias duplicadas de um
determinado gene podem apresentar diversidades entre si, consequéncia do processo

evolutivo (SILVEIRA, 2000).

A maioria dos genes que codificam para proteinas nao contém intron e sao
freqlientemente transcritos como RNA policistronicos — pré-mRNA - (JOHNSON et al.,
1987) que, apos processamento, originam RNAmM maduros monocistrénicos. Essas
unidades transcricionais podem conter varias copias em tandem do mesmo gene, ou genes
cujas fungbes sdo relacionadas ou ndo, e separados por regides intergénicas. Além disso,
diferengcas no padrao de expressao desses genes também podem ser detectadas (CULLY

et al., 1985; PAYS & NOLAN, 1998).

O processamento dos pré-mRNAs nucleares ocorre por um mecanismo nao usual
denominado trans-splicing. Nesse processo, as regides de dois transcritos sdo unidas de
forma que todo RNA mensageiro maduro apresenta a mesma sequéncia lider (spliced
leader ou mini-exon —ME) na extremidade 5’ (STURM & CAMPBELL, 1999; STURM & YU,
1999; LIANG et al., 2003). Dessa forma, o RNA da SL é clivado e a por¢do 5 resultante de
39 nt é transferida para a regido 5" do mRNA nascente. A regido 5 do pré-mRNA também &
clivada em um sitio especifico e substituida pela SL. A reagao de frans-splicing é catalisada
por um complexo multienzimatico constituido por enzimas especificas (endonucleases,
ligases, etc) e ribonucleoproteinas (U2, U4, U5 e U6 snRNP) (LIANG et al., 2003) (Figura

3).
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Figura 3: Processamento do RNAm de tripanosomatideos. (a) Representagao
esquematica de um transcrito policistrénico contendo os sitios de reconhecimento para
trans-splicing (AG), poliadenilacdo (A) e o trato de polipirimidina (pir). (b) Reacao de
trans-splicing e poliadenilagcdo. A sequéncia do spliced leader (SL) esta presente no
transcrito SL-RNA (em azul) O diagrama em verde representa a maquinaria envolvida
nos processos. (¢) Produtos da reagao de processamento. O SL e a cauda poli-A (A-A-
A) estao representados nas extremidades 5’ e 3’ do RNAm, respectivamente. A regiao
em vermelho representa a sequéncia codificante do RNAm e esta flanqueada por
sequéncias ndo traduzidas (5 UTR e 3’ UTR).

Tal como ocorre nos eucariotos, os mRNAs dos tripanosomas apresentam na sua

extremidade 3" uma cauda composta por cerca de 30 residuos de adenina (cauda poli-A).
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Porém, ao contrario dos eucariotos superiores, os mMRNAs dos tripanosomatideos nao
apresentam uma sequéncia consenso para adi¢do de residuos de adenina. Os genes em
tandem estdo separados por regides intergénicas espagadoras, relativamente curtas (100-
300 pb), que contém regides ricas em residuos de pirimidina (citosina e timina) envolvidos
no controle da transcrigdo. A distancia entre a regido rica em pirimidinas e o sitio consenso

(AG) para trans-splicing tem influéncia sobre a adicdo da cauda poli-A (SILVEIRA, 2000).

2.2.1 — DNA mitocondrial

Nos tripanosomas, o kDNA corresponde de 10 a 30% do contelido total do DNA
celular. A estrutura do cinetoplasto representa um bom alvo para acado de drogas. O
processo de replicacdo do cinetoplasto depende de uma enzima topoisomerase, e

inibidores desta, tem atividade tripanocida (BARRET et al., 2003).

Os minicirculos possuem cerca de 1.400 pb e estdo presentes em 10.000 a
20.000 copias por célula. O numero e tipos de classes de minicirculos podem variar entre
as diferentes cepas ou isolados do parasita. As sequéncias presentes no minicirculo nao
sdo traduzidas em peptideos, mas sdo transcritas gerando pequenos RNAs denominados
gRNAs (RNA guia), que estdo envolvidos no processo de edicdo dos mRNAs mitocondriais

(MACINA et al., 1985; JUNQUEIRA et al., 2005).

Os maxicirculos possuem cerca de 40.000 pb de tamanho e o niumero de copias
por célula varia de 20 a 50, contendo os genes que codificam proteinas e rRNAs

mitocondriais (SILVEIRA, 2000; JUNQUEIRA et al., 2005).

A edicdo do RNA é um mecanismo de processamento pds-transcricional dos pré-
mRNA originados a partir dos maxicirculos (BENNE et al., 1986). Em tripanosomatideos
esse mecanismo envolve a insercdo e, com menor frequéncia, a delecdo de uridinas em

uma determinada posi¢cao nos transcritos primarios (STUART et al., 1997). A edicdo do
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RNA promove a formagao de cédons de iniciagao e terminagao da tradugao, a correg¢ao da
fase de leitura, ou mesmo a criagdo de uma fase de leitura completa, garantindo a produgao

de uma proteina funcional (SHAW et al., 1988).

2.2.2 — Metaciclogénese

Durante a metaciclogenese, processo de diferenciacdo das formas epimastigotas
para tripomastigotas metaciclicas, ocorre uma reprogramacado de expressdo génica,
conduzindo a expressao preferencial de grupos de genes envolvidos no processo de
diferenciagcdo (GOLDENBERG, 1990). Até o momento, poucos fatores foram identificados
como responsaveis pelo disparo da metaciclogénese in vivo e in vitro. A utilizagdo de L-
prolina como fonte energética, cuja captagdo ocorre nas seis primeiras horas de indugao,
pode estimular a metaciclogénese do T. cruzi (CONTRERAS et al, 1985). Além disso, esse
aminoacido é predominante na hemolinfa e urina do inseto vetor (KOLLIEN & SCHAUB,
2000) e a adicdo de L-isoleucina e L-leucina, que inibem o catabolismo de L-prolina,

diminuem a diferenciagao celular do parasita em meio definido (HOMSY et al., 1989).

A adigcdo de AMPc exdégeno e andalogos estruturais, assim como ativadores de
adenilato ciclase, estimulam a metaciclogénese (GONZALES-PERDOMO et al., 1988).
Além disso, Kollien & Schaub (2000) detectaram esta molécula na urina e secregdes das
glandulas de Malpighi do inseto, sugerindo assim, seu papel na metaciclogenese. Alguns
autores sugerem a participagdo da enzima ADP-ribosil transferase no processo de
diferenciagéo celular de epimastigotas a tripomastigotas (ISOLA et al., 1987). Ainda, outros
fatores como temperatura (KOLLIEN & SCHAUB, 2000), pH (UCROS et al., 1983), cultura
em fase estacionaria e adesdo do parasita podem influenciar o processo de diferenciagao

de T. cruzi (COOPER et al., 1991).
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2.3 Técnicas de transformacgao genética em tripanosomatideos

O emprego de metodologias de transfecgédo tornou possivel a analise da funcao
génica in vivo (LI & GOTTESDIENER, 1996). O avanco na tecnologia de introdugdo de DNA
exdégeno em tripanosomatideos teve inicio com a expressao transiente de genes-reporter
apos a eletroporagao dos parasitas com vetores circulares (BELLOFATTO & CROSS, 1989;

LU & BUCK, 1991; CLAYTON, 1999).

Vérias ferramentas foram introduzidas visando a manipulagdo génica de
tripanosomatideos. Em geral, esses métodos tém como objetivo investigar a funcdo de
genes pelo ganho (superexpressao) e/ou perda de fungdes, bem como estudar a
localizagado de seus produtos, utilizando a fusdo de genes homdélogos com genes reporter.
As técnicas de RNAI e transposon também tém sido utilizadas para a investigacdo de

silenciamento génico (BEVERLEY, 2003).

As principais estratégias de introdugdo de DNA exdégeno em células hospedeiras

podem ser agrupadas em métodos quimicos, fisicos ou mediado por virus (transdugao).

Os métodos quimicos compreendem a aplicacdo de ions calcio (PARI & XU,
2004), DEAE-dextran (MACK et al., 1998) e lipofeccdo (FELGNER et al., 1987). Nessas
metodologias, o agente quimico utilizado (fosfato de calcio, DEAE-dextran ou lipidios
catiénicos) forma um complexo com o DNA facilitando sua incorporacdo pela célula
hospedeira. O principio da técnica de fosfato de calcio é a formacdo de complexos DNA-
fosfato de calcio insoliveis em solugdo saturada. Essa mistura é entdo adicionada as
células em meio de cultura, onde o co-precipitado € endocitado pela célula alvo (PARI &
XU, 2004). Na lipofeccao um componente lipidico neutro liga-se a molécula de DNA e o
complexo interage com residuos do acido sialico presentes na membrana da célula
hospedeira, propiciando assim a entrada por endocitose (FELGNER et al., 1987). No
entanto, as substancias empregadas nessas metodologias apresentam certa toxicidade a

célula, limitando sua utilizagao.
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Os métodos fisicos mais utilizados sdo a eletroporagdo (CLAYTON, 1999) e a
biobalistica (HARA et al., 2002). A eletroporacao baseia-se na agao da corrente elétrica de
alta voltagem, que quando aplicado a célula, leva a polarizagdo dos componentes da
membrana citoplasmatica, gerando uma diferenca de potencial. Quando este potencial
ultrapassa um limiar de voltagem, ocorrem microrupturas na membrana celular, tornando-a
permeavel a compostos exdgenos como o DNA transformante, desde que excedam
repulsdes eletrostaticas presentes no momento do pulso. A remocédo do campo elétrico

resulta no selamento espontaneo dos poros formados (WATTS & STACEY, 1990).

Ha décadas, os procedimentos usuais para obtencao de transfeccdo estavel de
DNA em tripanosomatideos baseiam-se na eletroporagdo. Entretanto, apesar de ser uma
importante ferramenta para introdugdo de DNA em uma grande variedade de tipos
celulares, apresenta limitagcbes quando aplicada a tripanosomatideos. Uma das
desvantagens da técnica é a necessidade de uma grande quantidade de DNA plasmidial
(40 a 100 ug por descarga elétrica) e a alta taxa de mortalidade celular (VAINSTEIN et al.,

1994).

A eficiéncia dos sistemas de transformacao foi aumentada quando Sanford et al.
(1987) propuseram uma nova metodologia, posteriormente denominada biobalistica ou
“‘gene gun”. Seu fundamento baseia-se na aceleracéo de particulas de alta densidade (ouro
ou tungsténio), envoltas por DNA exdgeno, contra as células hospedeiras. Como o
microprojétil ultrapassa a membrana citoplasmatica e nuclear, este método dispensa a
utilizacao de corrente elétrica. Além disso, o projétil é capaz de atingir diretamente o nucleo
e, portanto, ndo estaria sujeito a acdo de nucleases citoplasmaticas (BARRETO et al.,
1997). Entre os fatores fisicos envolvidos na eficiéncia da biobalistica, pode-se citar a
constituicdo da microparticula, tamanho, concentracao e o procedimento utilizado para ligar
o DNA a mesma. Os parametros biolégicos que afetam a eficiéncia incluem o gendtipo da

célula alvo, a fase de crescimento, densidade celular e a composi¢cao osmotica do meio
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durante o bombardeamento (ARMALEO et al., 1990). A aplicagdo dessa metodologia em
Trypanosoma brucei mostrou vantagens em relagdo a eletroporagcdo em se tratando de
aumento significativo de eficiéncia de transferéncia de genes em formas sanglineas do
parasita. O método nao requer especificidade de tipo celular e a quantidade de DNA

requerida € menor do que na eletroporagao (HARA et al., 2002).

2.4 Transformagao genética mediada por Agrobacterium tumefaciens (ATMT)

A metodologia de transformacado a qual faz uso da bactéria A. tumefaciens vem
sendo empregada ha muitos anos para transformar plantas superiores. Mais recentemente
foi mostrada a capacidade dessa bactéria em transferir DNA para leveduras (BUNDOCK et
al., 1995), fungos filamentosos (DE GROOT et al., 1998), Streptomyces lividans (KELLY &

KADO, 2002) e células humanas (Hela) (KUNIK et al., 2001).

A. tumefaciens é um bacilo Gram-negativo aerobico, flagelado e encontrado no
solo. Pertence a classe das a-proteobactérias e familia Rhizobiaceae que inclui, entre
outros, géneros de bactérias fixadoras de nitrogénio como Rhizobium, Bradyrhizobium e
Phyllobacterium (LIPP-NISSINEN, 1993). No género Agrobacterium, as espécies A.
tumefaciens e A. rhizogenes destacam-se por serem patégenos de diversas espécies de
vegetais por apresentarem os plasmideos Ti e Ri, respectivamente. Estes conferem, as
bactérias, capacidade para alterar o metabolismo e desenvolvimento das células vegetais,
que resulta na doenga conhecida como “galha da coroa” no caso de A. tumefaciens, e a
sindrome da “raiz em cabeleira” por A. rhizogenes. O processo de colonizagdo da planta
requer a transferéncia de genes dos plasmideos para o genoma da planta, resultando no
desenvolvimento de um tumor na planta. Esse processo representa um mecanismo de
engenharia genética natural, de transferéncia de genes entre reinos diferentes (GELVIN,

2003).
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Em condi¢des naturais, a bactéria transfere parte de seu plasmideo Ti (“Tumor
inducing”) para a célula vegetal infectada. Esta seqiiéncia de DNA que é transferida (T-
DNA) é capaz de se integrar eficientemente no genoma da planta hospedeira. O fragmento
de T-DNA contém genes que codificam enzimas envolvidas na sintese de opinas e de
fitohormoénios (NAM et al., 1997; TINLAND, 1996), responsaveis pela formagao do tumor e

sobrevivéncia da bactéria.

Os hormoénios vegetais sintetizados — acido indol acético (auxina) e isopentenil-
AMP (citocinina) — induzem um desequilibrio hormonal, que tem como consequéncia uma
multiplicacdo descontrolada das células vegetais, resultando na formacdo do tumor

(GELVIN, 2003).

As opinas produzidas no processo de infecgdo sao utilizadas como fonte de
carbono e nitrogénio para o Agrobacterium, e estdo especificamente relacionadas com a
linhagem bacteriana inoculada. Dessa forma, a bactéria cria para si um nicho favoravel pela
modificacdo genética das células da planta, sendo este processo denominado “colonizagao
genética” (HOOYKAAS & BEIJERSBERGEN, 1994). As linhagens de Agrobacterium sao
classificadas de acordo com o tipo de opina produzida. As opinas estdo agrupadas em
quatro familias: octopina, nopalina, manopina e agrocinopina. Ja foram identificados mais
de 20 tipos diferentes de opinas, sendo a octopina [N?-(1,3-dicarboxietil)-L-arginina] e
nopalina [N?-(1,3-dicarboxipropil)-L-arginina] os tipos mais comuns (WEISING & KAHL,

1996).

O mecanismo natural de transferéncia de genes entre Agrobacterium e plantas
ainda nao é totalmente compreendido, mas grande parte da base molecular envolvida
nesse processo ja foi caracterizada. A maioria das monocotileddéneas, incluindo muitos
cereais, apresenta resisténcia a infeccao pelo A. tumefaciens, o que dificulta a

transformacéo por esta via (De GROOT et al., 1998).
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As linhagens de A. tumefaciens sao divididas em trés grupos principais, que
variam entre si quanto as espécies de plantas hospedeiras, caracteristicas metabdlicas e
estrutura gendmica, sendo que o grupo da linhagem C58 é o mais estudado. Seu genoma é
formado basicamente por um cromossomo circular (2,84 Mb), um cromossomo linear (2,07
Mb), e dois megaplasmideos: pAtC58 (542,8 kb) e pTiC58 (214,2 kb). Os genes envolvidos
na transformagéo e na génese do tumor estdo localizados nos quatro elementos genéticos

(WOOD et al., 2001).

O plasmideo Ti (pTiC58) pode ser dividido em duas regides principais: a regiao de
viruléncia (vir) e a regido de T-DNA (“Transferred DNA”). Além destas duas regides, o
plasmideo Ti possui genes de replicacdo e incompatibilidade (ori e inc), catabolismo de
opina (opc) e fungao de conjugagao (tra), sendo nenhuma destas seqliéncias necessarias a

viruléncia (HOOYKAS & BEIJERSBERGEN, 1994).

A regido de viruléncia é composta por um cluster génico (denominados genes vir)
e é responsavel pela regulacao da transferéncia do T-DNA. Esse conjunto de operons
possui aproximadamente 40 kb e esta localizado adjacente a borda esquerda do T-DNA
(HOOYKAS & BEIJERSBERGEN, 1994). As unidades transcricionais dos genes vir sao
denominadas VvirA, virB, virC, virD, virE, virF, virG e virH. Somente quatro locus vir sdo
essenciais para a formagao do tumor (virA, virB, virD e virG), enquanto os outros afetam

somente a eficiéncia da transferéncia (WEISING & KAHL, 1996).

A regido de T-DNA é a unica parte do plasmideo transferida para a célula
hospedeira, e abriga 0os oncogenes (onc) responsaveis pela produgao de fitohormbnios. O
tamanho do T-DNA varia de 10 a 30 kb e ¢é limitada por duas regides ou bordas constituidas
de 25 pb denominadas borda direita (RB — “Right Border”) e borda esquerda (LB — “Left
Border”). Estas bordas sdo seqliéncias altamente homologas e estao orientadas de forma

repetida direta (GELVIN, 2003) (Figura 4).
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RB 5-TGACAGGATATATTGGCGGGTAAAC-3
LB 5-TGGCAGGATATATTGTGGTGTAAAC-3

Figura 4. Sequéncias nucleotidicas das bordas direita (RB: right border) e esquerda (LB:
left border) flanqueadoras do T-DNA; A — adenina; T — timina; C — citosina; G — guanina. Em
azul: nucleotideos iguais entre as bordas.

A presenca dessas seqliéncias € que define o tamanho do T-DNA, e experimentos
mostraram que a borda direita € essencial para a ocorréncia da transferéncia (WANG et al.,

1984).

2.4.1 Mecanismo de transferéncia do T-DNA

O processo de infecgdo e transferéncia do T-DNA ocorre por uma série de etapas:
quimiotaxia, adesé&o, inducdo da expressdo dos genes vir, processamento do T-DNA,
transferéncia do T-DNA, direcionamento do T-DNA até o nucleo e integracdo do T-DNA no

genoma (SHENG & CITOVSKY, 1996; ZIEMIENOWICZ, 2001; GELVIN, 2003).

O primeiro evento do processo de transferéncia ocorre quando um tecido da
planta sofre injuria, liberando diferentes moléculas para o ambiente. Algumas destas
moléculas sdo capazes de atuar como sinalizadoras, promovendo quimiotaxia positiva para
o Agrobacterium. Estes sinalizadores foram identificados principalmente como compostos
fendlicos tais como acetoseringona, acido p-hidroxibenzdéico e vanilina, embora existam
relatos de que alguns agucares e aminoacidos também possam atuar como quimiotaticos
(HAWES et al., 1988). Independente da molécula sinalizadora, o processo de
reconhecimento e quimiotaxia do Agrobacterium é dependente dos genes virA e VvirG,
presentes no plasmidio Ti (SHAW et al., 1988). Acetoseringona é um dos compostos
fendlicos que participam ativamente na indugcao dos genes de viruléncia (BOLTRON et al.,

1986) (Figura 5).
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Figura 5. Representagcdo esquematica do sistema de transferéncia do T-DNA de
Agrobacterium para a célula hospedeira. Observar a presencga do indutor no sistema. Fonte
Michielse e Hooykaas (2005)

O processo de adesdo envolve moléculas receptoras tanto na planta como na
superficie do Agrobacterium. O receptor bacteriano € um polissacarideo rico em a-glucanas
ancorado no lipopolissacarideo da parede celular, enquanto os receptores de superficie na
planta foram caracterizados como pectinas, proteinas tipo-vitronectina e tipo-germina
(MATTHYSSE & KINJE, 1998). E provavel que as proteinas tipo-vitronectina das plantas
estejam envolvidas na adesdo celular de Agrobacterium-planta, uma vez que a adeséao
entre estas células foi inibida em presenga de anticorpos anti-vitronectina (WAGNER &
MATTHYSSE, 1992). A vitronectina € um componente da matriz extra-celular de células
animais e é utilizada como receptor de superficie por varias linhagens de bactérias

patogénicas (PAULSSON & WADSTROM, 1990).

Os genes envolvidos na adesdo de A. tumefaciens a planta estdo localizados no

cromossomo circular bacteriano, e incluem chvA, chvB, pscA, attA-Z e celABCDE
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(ZIEMIENOWICZ, 2001; MATTHYSSE et al., 2000). Os produtos dos genes chvA e chvB
promovem a sintese de a-1,2 glucanas e o0 gene pscA (exoC) codifica enzimas
responsaveis pela sintese de exopolissacarideos. A fun¢do exata do produto dos genes
attA-Z ainda néo é conhecida, mas a presenga de um grande numero de genes envolvidos
no processo de adesdo sugere que a habilidade de A. tumefaciens em ligar-se as células

hospedeiras seja importante para a transferéncia do T-DNA (MATTHYSSE et al., 2000).

Apos a inducao dos genes de viruléncia, a proteina VirD reconhece as bordas do
T-DNA, promovendo a formacado de fita simples e linear de DNA, que se associam as
proteinas Vir E que conferem estabilidade ao processo, € a proteina Vir D2 que se une
covalentemente a extremidade 5° do T-DNA. Esse complexo, proteinas-DNA, é transferido
para o citoplasma da célula vegetal, onde regides de sinalizagdo de direcionamento nuclear
das proteinas VirE2 e VirD2 orientam o complexo aos poros nucleares (GELVIN et al.,
2000). Uma vez que o complexo encontra-se no nucleo, a integracdo do T-DNA, no
genoma, envolve proteinas que participam do processo de reparo, recombinacéo e sintese
de DNA (OHBA et al., 1995). O sistema de integracdo do T-DNA n&o é conhecido,
entretanto a insergdo parece ser ao acaso, havendo uma preferéncia por regides

transcricionalmente ativas (KONCZ et al., 1992).

2.4.2 Expressao e fungao dos genes vir

As proteinas Vir sdo codificadas pela regido vir, contendo 20 genes essenciais e
expressos em operons: vir A, B, C, D, E e G. A regulagcdo da expressao dos genes vir é
induzida em resposta a presenca de compostos fendlicos em combinacdo com
monossacarideos e acidez extracelular (pH 5,0 a 5,5). Esta acidez pode ser necessaria
para promover a protonagao dos compostos fendlicos, aumentando sua permeabilidade
através da membrana citoplasmatica bacteriana. Este estimulo quimico é detectado por

dois componentes sensores transmembrana, proteinas Vir A e Vir G, resultando em auto-



29

regulagado positiva de todos os promotores vir (JUN et al., 2000). Essas proteinas estao

presentes em niveis basais no interior celular.

O locus virA é constitutivamente expresso e o seu produto (VirA), localizado na
membrana interna das células de Agrobacterium, funciona como um quimioreceptor para as
moléculas sinalizadoras da planta. Apés a aproximacdo da bactéria até a regido onde
ocorreu a injuria no tecido vegetal, da-se inicio a adesao entre as células. A proteina Vir A
contém 4 dominios funcionais, designados de periplasmatico, linker, quinase e dominio
receptor, apresentando dimeros tanto na presenca quanto na auséncia de moléculas

indutoras (GELVIN, 2003).

Ao se ligar a molécula indutora, a proteina VirA inicialmente se autofosforila e
modifica a proteina VirG (que também é expressa constitutivamente, mas em menor escala)
através da fosforilagdo da mesma. A proteina VirG fosforilada atua como ativador
transcricional dos genes vir, através da ligagdo no vir-box, uma sequéncia de 12 pb
presente nos promotores desses genes (GELVIN, 2003). Recentemente foi investigada a
funcdo do plasmideo pAtC58 sobre a viruléncia de A. tumefaciens C58. A participacao
deste plasmideo na viruléncia de A. tumefaciens era supostamente nula, mas ficou
comprovado que genes do pAtC58 estdo envolvidos na regulacdo da expressdo dos genes

vir de pTiC58 (NAIR et al., 2003).

Com a inducao da expressdo dos genes vir, da-se inicio a montagem do
“‘complexo-T” (a molécula final de T-DNA associada a diversas proteinas), a partir da
sintese de uma copia fita simples do T-DNA. Este processo é dependente das proteinas
VirD1 e VirD2, duas proteinas do operon virD. Estas proteinas sdo capazes de reconhecer
as bordas esquerda e direita do T-DNA. A proteina VirD2 hidrolisa a ligacao fosfodiéster da
fita inferior, entre 0 3° e 4° nucleotideo de cada borda, e conseqlientemente gera um
segmento fita simples do T-DNA. Este fragmento de T-DNA fita simples é removido do
plasmideo Ti, que por sua vez é reparado através da incorporagdo de novos nucleotideos.

Em seguida, a proteina VirD2 permanece covalentemente ligada a extremidade 5 do T-
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DNA. A presenca desta proteina esta relacionada com a polarizagdo do complexo-T. A
funcdo exata da proteina VirD1 ainda é desconhecida, mas é sugerido que tenha atividade
semelhante a topoisomerase | (GHAI & DAS, 1989). A etapa final no processamento do T-
DNA envolve as proteinas VirC1 e VirC2. VirC1 é capaz de ligar-se ao sitio “overdrive”,
localizado adjacente a borda direita, aumentando a atividade enzimatica de VirD1/VirD2

(GELVIN, 2003).

A montagem do complexo-T € finalizada com a associagao de proteinas VirE2 ao
conjunto T-DNA/VirD2. Varias cépias desta proteina ligam-se ao longo da molécula de T-
DNA, sem especificidade de sequéncias (ZUPAN & ZAMBRYSKI, 1995). Diversas fungdes
foram associadas a esta proteina, incluindo protecao da fita de T-DNA contra nucleases do
hospedeiro e formacdo do canal de transporte de T-DNA (GELVIN, 2003). Analises do
complexo-T através de microscopia eletrbnica revelaram que esta molécula exibe uma
estrutura helicoidal semelhante a um solendide (CITOVSKY et al., 1997; ABU-ARISH et al.,

2004).

A transferéncia do complexo-T até a planta é mediada por um pillus do
Agrobacterium, semelhante ao encontrado no sistema de conjugacgao bacteriana (FULLNER
et al., 1996). Esse pillus é formado por proteinas VirB, sendo VirB2 a subunidade maior. O
pillus é ancorado a membrana externa da célula bacteriana através da proteina VirB7. O
complexo-T é acoplado ao pillus através da proteina VirD4, localizada na membrana interna
da bactéria, e é transferido até o citoplasma da célula hospedeira. No citoplasma do
hospedeiro, o complexo-T é direcionado para o nucleo através de sinais de localizagao
nuclear (SLN). Estes sinais, presentes nas proteinas VirD2 e VirE2, sdo reconhecidos por
proteinas da membrana nuclear, como a importina e proteinas Ran. Uma vez reconhecido,
o complexo-T € incorporado para o interior do ndcleo da célula hospedeira

(ZIEMIENOWICZ, 2001).

A internalizacdo do complexo-T € um evento ainda nao esclarecido. A proteina

VirD2 supostamente confere polarizagao para o complexo-T interagir com as importinas. O
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papel de VirE2 no transporte nuclear do T-DNA ainda é bastante controverso. No interior
das células de Agrobacterium, VirE2 provavelmente interage com a chaperonina VirE1,
tornando-se incapaz de se ligar a fita simples de T-DNA. Contudo, quando VirE2 esta ligada
ao T-DNA, este assume a forma estrutural de um solendide-helicoidal. Suspeita-se que esta
conformacido possa ser necessaria para a internalizagdo do complexo-T no nucleo do
hospedeiro. A molécula do complexo-T é um conjunto nucleoprotéico extremamente
grande, uma vez que o T-DNA pode conter até 150 kb de extensdao (HAMILTON, 1996).
Além disso, aproximadamente 600 moléculas de VirE2 ligam-se ao longo do T-DNA,
conferindo a este um comprimento de aproximadamente 3600 nm. A molécula final do
complexo-T possui cerca de 5 x 10’ Da de massa e 60 vezes a espessura da membrana
nuclear. No contexto de toda a estrutura desta molécula, é possivel que a proteina VirE2
seja fundamental para a internalizacdo do complexo-T. Além de estabelecer a ultraestrutura
helicoidal ao T-DNA, a presenca de VirE2 ao longo de todo o seu comprimento permite que
os poros da membrana nuclear estejam abertos em ambos os meios, nucleo e citoplasma

(ZUPAN & ZAMBRYSKI, 1995).

No nucleo da célula vegetal, o T-DNA ¢ integrado ao genoma por recombinagao
ilegitima (GHEYSEN et al., 1991; ZIEMIENOWICZ, 2001) ou, menos freqlientemente, por
recombinagdo homologa (LEE et al., 1990). De acordo com o modelo atual (TINLAND &
HOHN, 1995), a integragao tem inicio quando a regido 3" do T-DNA encontra homologia e
forma um pareamento em algum sitio do DNA vegetal. Os nucleotideos pareados sofrem
restricdo por nuclease(s). Em seguida, a extremidade 5°-VirD2 também pareia com o DNA
vegetal e é ligado na terminacao 3°-OH deste. A fita superior do DNA vegetal é degradada e
a maquinaria de reparo do DNA sintetiza a fita complementar do T-DNA, finalizando o
processo de integracdo. As proteinas envolvidas na integragdo do T-DNA ainda n&o séo
conhecidas, mas ha evidéncias de que VirD2 atue como integrase ou ligase

(ZIEMIENOWICZ, 2001). Fatores da célula hospedeira também participam do evento de
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integracao, a exemplo da histona H2A (MYSORE et al., 2000). As principais proteinas

envolvidas no processo de interagdo Agrobacterium-planta estdo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Resumo dos processos celulares e proteinas envolvidas na interagdo entre as
células de Agrobacterium-planta.

Processo celular Evento da interagao Proteinas envolvidas
Reconhecimento célula- Adesdo da bactéria a receptores ChvA, ChvB, PscA, Att
célula do hospedeiro
Transducéo de sinal Reconhecimento de moléculas ChvE, VirA, VirG

sinalizadoras da planta e ativagéo
da via de transporte do DNA

Ativagao transcricional Expressao dos genes vir apos VirG
fosforilagao do ativador
transcricional

Transferéncia do T-DNA Corte das bordas do T-DNA e VirD1, VirD2, VirC1
mobilizagdo da coépia de T-DNA
fita simples

Transporte celular * Formagado do complexo T-DNA e VirE1; VirE2; VirD2,
proteinas; transporte do complexo VirD4, VirB4, VirB7,
para o citoplasma da célula VirB9, VirB10, VirB11,
hospedeira VirB1

* Proteinas VirB estdo envolvidas na formagcdo de um canal transmembrana e
possivelmente na transferéncia do complexo-T. Proteinas VirE e VirD estdo envolvidas na
formagao do complexo-T e provavelmente participam no transporte do complexo-T através
do canal de VirB. (adaptado de SHENG & CITOVSKY, 1996).
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3. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo :
- descrever a metodologia de transformacdo genética de T. cruzi mediada por A.

tumefaciens, e

- construir um vetor binario para estudos de transformacao de T. cruzi , com a

introducao de genes reporter.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Células e manutencgao celular

4.1.1 Linhagens de Escherichia coli: linhagem comercial M15 (Qiagen Inc) sem genétipo
disponivel; linhagem TOP 10F: F’ {lac I1% Tn 10 (Tet®) mer A A (mrr-hsd RMS-merBC) 6 80

lac Z A m15 AlacX74 deoR recA1 ara D139 A(ara-leu) 7697 galK rpsL (str®) end A1 nupG.

As células foram cultivadas em meio LB (Luria — Bertani) (Bacto-triptona 10,0 g/L, NaCl 5,0
g/L, Extrato de levedura 5,0 g/L) a 37 °C durante 18 h. Células em fase de crescimento

exponencial foram estocadas em igual volume de glicerol a -20 °C.

4.1.2 Linhagem AGL-1 de Agrobacterium tumefaciens foi gentiimente cedida pelo Dr.
Peter Romaine, da Universidade da Pennsylvania, EUA. A linhagem AGL-1 contém o
plasmideo desarmado pTiBo542AT com os genes de viruléncia vir. As células foram
cultivadas em meio LB suplementado com estreptomicina (100 ug/mL) a 28 °C durante 18 h
sob agitacdo constante. Células em fase de crescimento exponencial foram estocadas em

igual volume de glicerol a -20 °C.

4.1.3 Trypanosoma cruzi cepa CL: as formas epimastigotas de T. cruzi CL foram
cultivadas em meio LIT (NaCl 68 mM; KCI 5,3 mM; Na,HPO, 58 mM; glicose 0,2%; triptose
5 mg/mL; infusdo de figado 5 mg/mL; soro fetal bovino 10%; hemina 10 pg/mL)
(CAMARGO, 1964) sendo mantidas a temperatura de 28°C, com passagens a cada cinco

dias.
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4.2 Teste de sensibilidade de T. cruzi a neomicina

O in6culo de T. cruzi foi obtido a partir de culturas em fase de crescimento
exponencial incubadas a 28 °C em meio LIT. Um volume de 100 pL da cultura
(aproximadamente 3,0 x 10° células) foram adicionados em 10 mL de meio LIT, acrescido
de concentragdes diferentes do antibidtico neomicina G418 (Sigma Chemical Co): 250, 500
e 700 pg/mL. Para controle, células de T. cruzi foram inoculas em meio sem antibiético. A
atividade de neomicina sobre o crescimento do protozoario foi avaliada através da
contagem de células em camara hematimétrica (Improved Neubauer Chamber) a cada 24

horas, durante 10 dias.

4.3 Eletroforese de DNA em gel de agarose

A migracéo eletroforética do DNA em géis de agarose foi realizada em sistema de
gel submerso em tampao TBE (Tris base 89 mM; Acido bérico 89 mM; EDTA 2 mM; pH
8,3). O gel, em diferentes concentracdes (0,8 a 1,0%) foi preparado em TBE. As amostras e
um padrao de massa molecular (1 kb Plus DNA ladder - Invitrogen) foram aplicados em
tampao de amostra para DNA (Ficoll 400 25%; Azul de bromofenol 0,25%). O sistema foi

submetido a uma diferencga de potencial (70 a 100V) com amperagem constante.

As moléculas de DNA foram visualizadas em comprimento de onda ultravioleta

(260 nm) apds coloracao do gel com brometo de etideo (0,5 ug/mL) por 30 minutos.
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4.4 Construgao do vetor para transformacao de T. cruzi

4.4.1 Vetor Binario

O vetor binario pPK2 (10,77 kb) foi gentilmente cedido pela Dra Sarah F. Covert
da Universidade da Geédrgia, EUA. Este vetor contém o fragmento de T-DNA (5 kb)
flanqueado pelas bordas direita (RB) e esquerda (LB), o gene que confere resisténcia a
canamicina (kan) e a regiao do T-DNA contendo gene de resisténcia a higromicina (hph)

sob o controle do promotor Pgpd, para fungos (COVERT et al., 2001) (Figura 6).

HindlII 10.37

Xbal 1031 —— —\

N Tup ™~

EcoR1 8.79 ~__ hph \

Figura 6. Representagcdo esquematica do plasmideo pPK2 utilizado para expressao de
higromicina (hph) em fungos. As setas grossas indicam o gene que codifica resisténcia a
canamicina e a regidao do T-DNA. Os retangulos correspondem as bordas direita (RB) e
esquerda (LB). Pgpd: regido promotora do gene que codifica para gliceraldeido-fosfato-
desidrogenase de Aspergillus nidulans. TtrpC: regido terminadora do gene trpC de A.
nidulans. No mapa estao representados os sitios para as endonucleases de restricdo: Eco
RI, Pacl, EcoRV, Sacl, Kpnl, Xbal e Hindlll . Fonte: Covert et al., (2001).
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4.4.2 Construcgao do plasmideo pPk2gfptetrep

4.4.2.1 Preparo do plasmideo

O plasmideo pPK2 foi utilizado como referéncia para a construcédo do vetor binario
pPk2gfpTetrep a ser empregado na transformacao de T. cruzi. Inicialmente, 1 ug de DNA
plasmidial (pPK2) foi submetido a digestdo com a endonuclease de restricdo Hind Il
(Invitrogen) a 37 °C durante 3 horas. As extremidades do plasmideo foram reparadas
utilizando-se a enzima Klenow (Invitrogen) a 37 °C, por 15 minutos, seguido de inativagéo a
75°C por 10 minutos. A seguir, o plasmideo foi digerido com a endonuclease EcoRI
(Invitrogen) a 37 °C. A separacgio eletroforética foi realizada em gel de agarose de baixo
ponto de fusdo (ultra low melting point) e o fragmento de DNA (aproximadamente 4,0 kb)
contendo as bordas RB e LB e o gene que confere resisténcia a canamicina foi excisado do
gel com o auxilio de um bisturi e colocado em tubos de microcentrifuga. Cerca de 200 ulL
de tampéo TE (Tris-HCI 10 mM pH 7,5; EDTA 1 mM) foram acrescentados ao tubo e
incubado a 65 °C até fusdo completa da agarose. A mistura foi submetida a purificagdo com
igual volume de fenol saturado e posteriormente com uma solugdo contendo fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1, v/iv). O DNA contido na fase aquosa foi precipitado
com trés volumes de etanol gelado e 300 mM acetato de sodio pH 7,0 durante 2 horas a -20
°C. Apds centrifugagdo a 10.000 x g por 15 minutos, o sedimento foi lavado com 1,0 mL de

etanol 70% e ressuspenso em 30 uL de dgua deionizada estéril.

4.4.2.2. Preparo do inserto

O inserto denominado Tetrep foi obtido do plasmideo pTetRep (gentilmente cedido
pelo Dr Gregory Buck — Virginia Commonwealth University). A regido do plasmideo

pTetREp (Figura 7) contém o gene da regiao promotora ribossomal, as regides doadoras de
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sitios aceptores de splice-leader (SA. 35.2 e 35.1), o gene que codifica a proteina

repressora da tetraciclina (tetrep) e o gene de resisténcia a neomicina (NeoR).

[PrRNA CI]--SA. 35.2 — [Tet Rep] -- SA. 35.1 - [ Neo R]

Kpn | Bam HI Xbal Ndel Spel  EcoRl

Figura 7. Representacdo esquematica da regido do plasmideo pTetrep, contendo o gene
da regido promotora ribossomal da cepa ClI, regides espacadoras SA (35.2 e 35.1), gene
que codifica a proteina repressora da tetraciclina (Tetrep) e gene de resisténcia a
neomicina (Neo R). No esquema também estéo representados os sitios de reconhecimento
das seguintes enzimas de restricdo: Kpnl, BamHI, Xbal, Ndel, Spel, EcoRlI.

Para a obtengcdo do inserto, 1 yg de DNA plasmidial foi digerido com as
endonuclease de restricdo Kpnl, reparodo e digerido com EcoRI, de acordo com as
recomendacdes do fabricante e apds a digestao, foi submetido a eletroforese em gel de
agarose de baixo ponto de fusdo. Apds a separagao eletroforética, um fragmento de

aproximadamente 2,5 kb do DNA foi obtido.

O gene gfp (green fluorescent protein) de Aequorea victoria foi clonado na regiao
que antecede ao gene fetrep. Para tanto, o amplicon gfp foi obtida por PCR, a partir do
plasmideo pNUS-GFPcH (gentilmente cedido pelo Dr. Emmanuel Tetaud, Departamento de
Quimica Biolégica e Microbiologia Molecular, Universidade de Dundee, Escdcia). As bordas
do amplicon foram submetidas ao reparo com a enzima Klenow (Invitrogen) a 37 °C, por
15 minutos, seguido de inativagéo a 75°C por 10 minutos. Posteriormente, foi clonado na

regido de reconhecimento da endonuclease de restricao Xbal.

4.4.2.3 Ligacao do inserto ao vetor
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A reacao de ligagao entre o inserto gfpTetrep e a fracdo do plasmideo pPk2, na
proporcao de 3:1, foi realizado em tampao de ligacéo (Tris-HCI 50 mM pH 7,5; MgCl, 10
mM; DTT 10 mM; espermidina 1 mM; BSA 50 pug/mL; ATP 1mM) e 200 U da enzima T4
DNA ligase. A mistura foi mantida em banho de gelo (aproximadamente 10 °C) por 20

horas.

4.5. Transformacao de E. coli TOP 10F’

4.5.1. Preparo de células competentes

Para o preparo de células competentes foi utilizado o método do cloreto de calcio
descrito em Sambrook & Russell (2001). Assim, uma coldnia da bactéria E. coli TOP 10F’
foi inoculada em 5,0 mL de meio LB. A cultura foi incubada a 37 °C por 18 horas sob
agitacdo constante. Um volume de 1,0 mL (in6culo de 1:100) desta cultura foi transferido
para 100 mL de meio LB. As células foram incubadas a 37 °C sob agitagdo constante até a

fase de crescimento exponencial (Absorbanciagy de 0,6).

A cultura foi centrifugada (4.000 x g por 5 minutos a 4 °C), e as células foram
ressuspensas em 50 mL (metade do volume da cultura original) de CaCl, 100 mM e
mantidas no gelo durante 30 minutos. A suspensao foi submetida a uma centrifugacado nas
mesmas condigbes anteriores e as células ressuspensas em 2,0 mL (1/50 do volume da
cultura original) de CaCl, 100 mM. As células foram mantidas no gelo por pelo menos 2

horas antes da transformacao.

4.5.2 Transformacgao

Para selegao inicial dos plasmideos recombinantes, a reacao de ligagao foi

transformada em células de E. coli TOP10F’ competente (item 3.5.1).
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A um volume de 100 puL da suspensédo bacteriana foi adicionada a reagéo de
ligacdo e a mistura foi incubada no gelo por 30 minutos. Em seguida foi submetida a
incubacdo em banho-maria a 42 °C por um periodo de 2 minutos e banho de gelo (choque
térmico). Cerca de 1 mL de meio LB liquido foi adicionado a mistura, seguido de incubagao
durante 1 h a 37 °C sob agitacdo. Apods esse periodo, a cultura foi centrifugada por 60
segundos e o sedimento foi ressuspendido em 100 pyL de LB liquido. A mistura foi
plagueada em meio seletivo (agar LB suplementado com canamicina 100 pg/mL) e
incubada a 37 °C por 24 horas. Apos este periodo as colénias foram ordenadas em meio

seletivo (placa mestre).

4.6 Selecao dos clones recombinantes de E. coli

As colbnias transformadas selecionadas foram analisadas através de reagdao em
cadeia pela polimerase utilizando-se os oligonucleotideos tetF e tetR (PCR de colbnia),
para avaliar a presenca do gene fefrep. Para tanto, as colénias da placa mestre foram
transferidas para tubo de polipropileno (capacidade para 200 uL) contendo Tris-HCI 67 mM
pH 8,8; MgCl, 4 mM; (NH;).SO, 16 mM; B-mercaptoetanol; BSA 100 ug/mL; dNTPs 175 uM;
1 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 1 U da enzima Taq DNA polimerase. As reacbes
de amplificagdo foram realizadas nas seguintes condi¢bes: uma etapa de desnaturagéo de
10 minutos a 94 °C (desnaturagdo), seguidos de 25 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30
segundos a 58 °C (hibridagdo) e 1 minuto a 72 °C (extensao). Os produtos da reacgdo de
amplificacdo foram analisados em gel de agarose e as colbnias confirmadas foram

submetidas a extragdo plasmidial.

4.7 Extragdo de DNA plasmidial recombinante
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As colbnias selecionadas, como descrito no item 3.6, foram inoculadas em meio
LB liquido contendo canamicina (100 ug/mL) e incubadas a 37 °C por 16 h. Apds
centrifugacao, o sedimento foi utilizado para extragdo dos plasmideos através do método da
lise alcalina segundo Birboin & Doly (1979), com modificagbes. As colbnias selecionadas
foram inoculadas em 1,5 mL de meio LB suplementado com canamicina 100 ug/mL e
incubadas a 37 °C durante 18 h sob agitagcdo constante. A seguir, as células foram
centrifugadas a 6.000 x g durante 5 minutos e ressuspendidas em 200 uL de Solugao |
(Glicose 50mM, EDTA 10mM, Tris-HCI 25 mM pH 8,0). Posteriormente foram adicionados
200 pL de Solucgéo Il (SDS 1%, NaOH 0,2 N) e a homogeneizagao foi feita por inversao.
Finalmente, foram adicionados 200 pL de Solugao Il (5M de acetato de potassio, pH 4,8). A
mistura foi centrifugada 5 minutos a 6.000 x g e o sobrenadante submetido a uma
purificacdo com igual volume de fenol-cloroférmio. O DNA contido na fase aquosa foi
precipitado com 1,0 mL de etanol gelado durante 2 minutos a temperatura ambiente. Apds
centrifugacdo, o sedimento foi submetido a uma lavagem com 1,0 mL de etanol 70% e,

depois de seco, ressuspendido em 30 puL de agua deionizada estéril.

4.8 Transformagao de A. tumefaciens AGL-1 com o vetor pPK2gfpTetrep

A linhagem bacteriana de A. tumefaciens AGL-1 utilizada neste estudo, contém o
plasmideo Ti desarmado, ou seja, sem a regidao do T-DNA e as bordas que o flanqueiam. A
transformacédo desta bactéria com o plasmideo recombinante foi realizada por choque
térmico. Inicialmente a bactéria foi cultivada em meio LB suplementado com 100 pyg/mL de
estreptomicina por 18 h a 28 °C sob agitacdo. Apds esse periodo, um inéculo de 2 mL da
cultura foi feito em 50 mL de meio LB liquido. A cultura foi incubada a 28 °C até atingir a
densidade optica (DOgqo) entre 0,5 e 1,0. Posteriormente, a cultura foi mantida no gelo por
15 minutos e centrifugada a 12.000 x g por 5 minutos a 4 °C. O sedimento foi

ressuspendido em 1 mL de cloreto de calcio 20 mM e mantido no gelo.
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A um volume de 100 uL dessa suspenséo celular foi adicionado cerca de 1 ug de
DNA plasmidial (vetor pPK2gfpTetrep). A mistura foi incubada no gelo por 30 minutos e em
seguida colocada em nitrogénio liquido até solidificagdo completa. A seguir, foi submetida a
incubacao em banho-maria a 37 °C (choque térmico). Cerca de 1 mL de meio LB liquido foi
adicionado a mistura, seguido de incubacdo durante 2 h a 28 °C sob agitagdo. Apods
centrifugacao de 30 segundos, o sedimento foi ressuspendido em 100 pL de LB liquido e a

mistura foi plagueada em LB suplementado com canamicina (100 ug/mL).

As colbnias crescidas no meio de cultura seletivo foram submetidas a confirmacéao

pela reagdo em cadeia pela polimerase (PCR de colénia) como descrito no item 3.6.

4.9 Co-cultivo de T. cruzi e A. tumefaciens recombinante

A linhagem AGL-1 de A. tumefaciens, contendo a construgdo pPK2GFPTetrep foi
cultivada em 7 mL de meio LB acrescido de 50 uyg/mL de canamicina e 50 yg/mL de
estreptomicina, sob agitacdo a 28 °C durante 16-20 horas. As células foram diluidas até que
a densidade optica (DOego) atingisse 0,15, em volume final de 20 mL de meio LIT contendo
200 pM de acetoseringona (AS). A cultura foi incubada por aproximadamente 4 horas a 28

°C até DOgg final de 0,6-0,8.

Células de T. cruzi foram cultivadas em meio LIT a 28 °C até atingir a

concentragao de 5 x 10° células/mL.

A. tumefaciens e T.cruzi (na razao celular de 1:10) foram misturados em meio LIT
contendo AS, e os tubos permaneceram na posigao horizontal a 28 °C. Nos tempos 1, 4 e
17 horas, foram acrescentados aos tubos o antibiético mefoxina (150 ug/mL), para inibir o
crescimento da bactéria. Apos 24 horas, as células de T. cruzi foram transferidas para meio
de cultura LIT e foi acrescido 500 ug/mL de neomicina, para selecionar as células

transformadas. Um controle negativo foi realizado com células de T. cruzi nao
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transformadas. A cultura transformada foi mantida em repiques semanais com pressao

seletiva.

4.10 Extragao de DNA total de T. cruzi

A extracdo do DNA total das células de T. cruzi transformadas e nao
transformadas foram obtidas pela técnica de mini-preparacao descrita por Medina-Acosta &

Cross (1993), com modificacdes.

Cerca de 1,5 mL da cultura de T. cruzi (aproximadamente 5 x 10°
epimastigotas/mL) foram coletados por centrifugagdo a 6.000 x g por 5 minutos. Os
parasitas foram lavados em tampao PBS (NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; Na,HPO, 4,3 mM;
KH,PO, 1,4 mM) e acrescentou-se 150 pL de tampao de lise (50 mM Tris-HCI pH 8,0; 62,5
mM EDTA pH 9,0; 2,5 M LiCl; 4% (v/v) Triton X-100), e os tubos foram homogeneizados por
inversao invertidos e incubados por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds este periodo,
foram acrescentados 150 uyL de fenol/cloroféormio e a fase aquosa foi recuperada por
centrifugacao a 6.000 x g por 5 minutos. O DNA foi precipitado com trés volumes de etanol
gelado e 300 mM acetato de sédio pH 7,0 durante 2 horas a -20 °C. Apos centrifugagdo a
10.000 x g por 15 minutos, o sedimento foi lavado com 1,0 mL de etanol 70% e

ressuspenso em 30 uL de agua ultra pura.

4.11 Analises de T. cruzi transformantes

4.11.1 Reagao em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR foi realizada para a deteccao dos genes tetrep, gfp € neo, nas células de T.
cruzi transformadas. As reacgbes de amplificacdo foram realizadas utilizando

oligonucleotideos iniciadores, especificos para cada gene, nas seguintes condi¢des: 10
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min a 94 °C, seguido de 25 ciclos de 45 sa 94 °C, 1 mina 55°C e 1 min a 72 °C. O produto
de amplificacédo foi submetido a migracao eletroforética em agarose 1%, como descrito em

4.3.

4.11.2 Analises do tipo “Dot-blot”

Para a analise do “dot blot”, aproximadamente 300 ng uL do amplicon do gene
TetRep, proveniente da reacao em cadeia da polimerase, foi depositado em membrana de
nylon (Hybond N - GE Healthcare Life Sciences). O DNA foi fixado a membrana através da

irradiacao ultravioleta por um periodo de 2 minutos.

4.11.3 Analises do tipo “Northern blot”

O RNA total foi obtido das formas epimastigotas de T. cruzi (aproximadamente 5 x
10° parasitas/mL) utilizando o kit RNeasy mini (Qiagen). A separacio eletroforética das
moléculas de RNA foi realizada em gel de agarose em condigbes desnaturantes como
descrito por Lehrach et al., (1977). O gel foi preparado com a fusdo da agarose em tampao
MOPS (MOPS 20 mM; Acetato de sddio 5 mM; EDTA 2 mM; pH 7,5). Apés o resfriamento
(aproximadamente 60 °C), foi adicionado formaldeido em solugdo (37%) na concentragdo
final de 2,2 M. As amostras de RNA e o padrdo de massa molecular (RNA Ladder) foram
aplicados em trés volumes de tampao de amostra de RNA (Formamida 80%; Formaldeido
6%; Tampao MOPS 1X; 15% de corante preparado em MOPS, glicerol 25%, azul de

bromofenol 0,25%).

A eletroforese foi realizada em sistema de gel submerso em tampao MOPS com
diferenca de potencial (100 a 130V) e amperagem constante. Apds a corrida, o gel foi

lavado varias vezes em agua para retirada do formaldeido. As moléculas de RNA foram
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visualizadas ap6s coloragédo do gel com brometo de etideo (0,5 pug/mL) por 5 minutos e

observagao em comprimento de onda ultravioleta (260 nm).

Apods este tratamento, o RNA foi transferido para membrana de nylon conforme
descrito em Sambrook & Russel (2001). O RNA foi fixado a membrana através da

irradiagao ultravioleta por um periodo de 2 minutos.

4.12 Ensaios de hibridagao

4.12.1 Marcacao da sonda

Os genes tetrep, utilizados para os experimentos de “dot blot” e gfp, utilizados
para os experimentos de “Northern blot”, foram utilizados como sonda nos experimentos de
hibridagdo, apos amplificacdo por PCR. A marcacao das sequiéncias de DNA foi efetuada
pelo método de “random primer” utilizando-se o kit Digoxigenin (DIG) Hybridization System

(Roche -Mannheim, Germany), conforme recomendacgdes do fabricante.

4.12.2 Pré-hibridagao e hibridagao

As membranas foram pré-hibridadas por 30 minutos e apds esse tempo, as sondas
(aproximadamente 75 ng/ulL) previamente desnaturadas (aquecimento a 100 °C, por 5
minutos e resfriada imediatamente em gelo) foram adicionadas. Os sistemas foram

incubados a em temperaturas de acordo com o acido nucléico utilizado durante 20 horas.

Apds 20 horas, as membranas foram lavadas duas vezes em SSC 2X (NaCl 0,3
M; Citrato de sédio 0,03 M; pH 7,0) acrescido de SDS 0,1%, por 15 minutos cada, a
temperatura ambiente, e duas vezes em SSC 0,5X (NaCl 0,075 M; Citrato de sodio 0,0075
M; pH 7,0) e SDS 0,1%, por 15 minutos a 65°C. Em seguida foram adiciomados os
reagentes do sistema de detecgdo, segundo procedimento do kit, e as membranas foram

expostas a filmes de raios-X (Fuji®) por 3 horas a temperatura ambiente.
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4.13. Expressao e purificacao de proteinas recombinantes em sistema bacteriano

4.13.1 Clonagem do gene gfp no vetor de expressao pQE 30

O inserto para clonagem no vetor pQE 30 (C-terminal 6-His) foi obtido através da
reacao em cadeia pela polimerase, utilizando os oligonucleotideos especificos (Tabela 2) e
o plasmideo pNUS-GFPcH como molde. A reagao de amplificagao foi realizada em volume
final de 20 uL contendo Tris-HCI 67 mM pH 8,8; MgCl, 4 mM; (NH;).SO, 16 mM; B-
mercaptoetanol 10 mM; BSA 100 ug/mL; dNTPs 250 uM; 1 uM de cada iniciador e 5 U da

enzima Vent DNA polimerase.

A mistura foi previamente incubada a 94 °C por 2 minutos e imediatamente apds foi
submetida a 30 ciclos de amplificagdo, cada um composto por incubagdes a 94 °C por 30
segundos, 55 °C por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto. Ao término da reagao, o produto foi
purificado e apés a digestdao com Bam HI foi ligado ao vetor pQE 30. As reagdes de ligacao
foram, entdo, transformadas em E. coli M15, e as bactérias transformadas foram inoculadas
em placas de Petri contendo meio de cultura seletivo (LB; agar 1,5%; ampicilina 100 pg/mL;
canamicina 10 pg/mL) com o auxilio da al¢a de Drigalsky. As placas foram incubadas a 37

°C durante 18 horas.

As colbnias transformadas foram selecionadas e analisadas através de reacdo em
cadeia pela polimerase, utilizando-se os mesmos oligonucleotideos acima (PCR de

coldnia), para avaliar a presenca do inserto.

4.13.2 Inducgao da proteina recombinante

As colonias selecionadas, como descrito no item anterior, foram inoculadas em 2 mL

de meio LB contendo ampicilina 100 ug/mL e canamicina 10 ug/mL (LB amp/cana). As
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culturas foram incubadas a 37 °C durante 18 horas sob constante agitagdo. Um volume de
200 pL (in6culo de 1:100) desta cultura foi transferido para 2 mL do mesmo meio. As
células foram incubadas a 37 °C sob agitagdo constante por 2 horas. O indutor IPTG
(isopropil-B-D-tio-galactopiranosideo) foi adicionado a cultura em concentracao final de 1

mM e a incubagao prosseguiu por mais 3 horas nas mesmas condic¢oes.

As células com expressédo induzida de GFP foram sedimentadas a 4.000 x g por 10
minutos a 4 °C e lavada em PBS. O sedimento foi ressuspenso em PBS, seguido da adigdo
de tampdo de amostra para proteinas 4X (Tris-HCI 125 mM pH 6,8; SDS 2%; B-
mercaptoetanol 5%; Glicerol 12%; Azul de bromofenol 0,012%). Os extratos protéicos foram
desnaturados por aquecimento a 100 °C por 3 minutos e, juntamente com um marcador de
massa molecular (BenchMark, Invitrogen), submetidos a eletroforese em gel desnaturante

de poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE) (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

4.13.3 Purificagao da proteina recombinante

A expressao da proteina recombinante foi induzida como descrito anteriormente,
utilizando-se 1L de meio LB amp/cana. As células foram centrifugadas (4.000 x g por 15
minutos), lavadas em PBS e o sedimento foi ressuspenso em 10 mL de tampao A. A
mistura foi submetida a um ciclo de congelamento rapido em nitrogénio liquido e
descongelamento a 37 °C para auxiliar a lise bacteriana. O lisado foi incubado a
temperatura ambiente por 1 hora sob agitagdo constante. Apds esse periodo, o lisado foi
centrifugado (10.000 x g por 15 minutos a 4 °C) e o sobrenadante, incubado com 500 uL da
resina Ni-NTA, previamente equilibrada no tamp&o A, a temperatura ambiente por 45

minutos.

A coluna contendo a proteina ligada foi submetida a sucessivas lavagens para

retirada de proteinas ligadas inespecificamente. A primeira lavagem foi com tampao A (10
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vezes 0 volume da resina); em seguida foram realizadas lavagem com tampao B (5 vezes

o volume da resina) e lavagens com tampao C (2 vezes o volume da resina).

As proteinas recombinantes ligadas foram, entéo, eluidas com 1 mL de tamp&o de
eluigao, dialisadas em 1.000 volumes de PBS pH 7,5 contendo 0,1% de SDS a 4 °C durante
16 horas. As proteinas recombinantes purificadas foram analisadas em SDS-PAGE a 15%,
quantificadas por analises espectrofotométricas e utilizadas como antigenos para obtengao

de antisoros em camundongos.

Tabela 02: Composicdo dos tampdes empregados para purificagdo da proteina
recombinante.

Tampao Composigao

A NaH,PO, 0,1 M; Tris-HCI 0,01 M pH 8,0
B NaH,PO,4 0,1 M; Tris-HCI 0,01 M pH 7,5
C NaH,PO, 0,1 M; Tris-HCI 0,01 M pH 6,3
Eluicdo NaH,PO, 0,1 M; Tris-HCI 0,01 M pH 4,5

4.14 Producao de anticorpos policlonais contra a proteina recombinante

As doses de antigenos administradas foram preparadas da seguinte maneira: 10 pg

de proteina recombinante purificada foram emulsificadas com adjuvante de Freund (v/v).

Quatro camundongos Balb/C machos de 8 a 10 semanas de idade foram mantidos
no Biotério de Experimentagdo do Centro de Ciéncias Biologicas (UEL), monitorado em
ambiente com temperatura controlada, e com agua e ragao em livre demanda, durante todo
o periodo de experimentacdo. Os animais receberam quatro inoculagdes subcutaneas do

antigeno (10 pg) no dorso, com intervalos de uma semana cada. O soro foi coletado uma
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semana ap6és a ultima imunizagéo, através da sangria por punc¢ao cardiaca, em condi¢des
estéreis. O soro foi cuidadosamente extraido por centrifugagdo a 6000 x g para eliminar

eritrocitos, e posteriormente aliquotados e armazenados a -20 °C.

Este trabalho foi avaliado e aprovado pelo comité de ética em Pesquisa Animal da

Universidade Estadual de Londrina.

4.15 - Andlise da expressao da proteina GFP em T. cruzi transformado, por ensaios do
tipo “Western blot”

4.15.1 - Preparo do gel SDS-PAGE e eletrotransferéncia

Para analise do perfil de expressao de proteinas utilizamos o sistema de gel de
SDS-poliacrilamida unidirecional. Assim, cerca de 1,0 x 108 parasitas transformados e nao
transformados foram centrifugados a 4.000 x g por 10 minutos a 4 °C, e lavados com PBS.
Ao sedimento foi acrescentado 200 uL de PBS/tampao de amostra e submetido a fervura
por 10 minutos. A corrida eletroforética foi realizada com diferenca de potencial variavel (50

a 80 V) durante 4 horas.

Apoés a separacao eletroforética, as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose (Hybond C — GE Healthcare Life Sciences), conforme descrito por Sambrook e
Russel (2001). A eletrotransferéncia foi realizada em Tris-HCI 25 mM pH 8,3; Glicina 192
mM e Metanol 20% (v/v) durante 16 horas a 4 °C, utilizando-se diferenga de potencial de 20

V e amperagem constante.

4.15.2 — Detecgao de proteina em “Western blot” usando o sistema de revelagao por
fosfatase alcalina

Para analises do tipo “Western blot”, a membrana foi incubada com PBS-Tween

(NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na;HPO, 4,3 mM, KH,PO4 1,5 mM, Tween 20 0,05%)
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contendo 5% de leite desnatado em p6 (tampéao de bloqueio), a temperatura ambiente por 2
horas. Em seguida, a membrana foi lavada 3 vezes em 50 mL do tampao escolhido. Na
ultima lavagem, anticorpo policlonal (1: 500) contra a proteina recombinante foi adicionado
a um saco de hibridagdo e a incubagao prosseguiu por 1 hora, nas mesmas condigdes.
Ap0s esse tempo, as membranas foram lavadas (5x) com PBS-Tween contendo 5% de leite
€ a seguir incubadas com anticorpo anti-mouse IgG (Promega) conjugado com fosfatase

alcalina (1:7000) por aproximadamente 1 hora.

A revelacédo das proteinas ligadas ao anticorpo foi realizada apds incubagdo com
NBT (nitroblue tetrazolium 50 mg/mL) e BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate 50

mg/mL) em tampao contendo Tris-HCI 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM.

4.14 Microscopia eletronica

4.14.1 Microscopia eletrénica de transmissao

Para as analises ultraestruturais o sistema de co-cultivo foi fixado com
glutaraldeido 0,3%, formaldeido 4% e acido picrico 1% em tampé&o cacodilato 0,1 M pH 7,2
durante 2 h a temperatura ambiente (Berryman & Rodewald, 1990). Apds a fixagdo, as
células foram lavadas 3 vezes com tampao cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2), pds-fixadas
com uma mistura de tetréxido de ésmio (OsO4) 1% contendo 0,8% de ferrocianeto de
potassio. Foram mantidos no escuro por 30-60 min e lavados posteriormente por 3 vezes
em tampao cacodilato de sodio 0,1 M. Subseqlientemente, as células foram desidratadas
em concentracdes crescentes de acetona (50, 70, 80, 90, 95 e 100%) e incluidas em resina
de Epon. O material foi acomodado em formas e colocado para polimerizar em estufa a 60
°C por 72 h. Cortes ultrafinos foram obtidos em um ultramicrotomo RMC e os cortes
coletados em grades de cobre com 400 mesh, contrastado com acetato de uranila e citrato

de chumbo e observado no microscépio eletrbnico de transmissao Zeiss 900.
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4.14.2 Microscopia eletrénica de varredura

Para a microscopia eletrénica de varredura, as células do co-cultivo foram
coletadas por centrifugagdo a 3.000 x g por 60 segundos e fixadas em solugdo de
glutaraldeido a 2%. Em seguida as amostras foram lavadas em tampao cacodilato 0,1
M e aderidas em chips com poli-L-lisina, desidratadas em concentragdes crescentes de
etanol (15, 30, 50, 70, 80, 90, 95, 100% e ultra-seco) durante 15 min cada uma. As
amostras foram submetidas ao ponto critico (BAL-TEC CPD 030), metalizadas com

ouro e observadas em microscoépio eletrénico de varredura SHIMADZU SS-550.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Até o momento, a reprodugdo sexual € um evento desconhecido em T. cruzi,
assim, estudos empregando metodologias de genética classica ficam limitados. Portanto o
uso de genética reversa tem sido uma alternativa para a analise da fungao génica e dos
mecanismos de regulagédo da expressao de genes nesse parasita. Sistemas de transfec¢ao
tém sido utilizados para gerar mutantes nocauteados, introducéo de genes reporter, sondas

e mutantes dominantes recessivos (RAMIREZ et al., 2000).

Como mencionado anteriormente, a eletroporacao consiste na metodologia de
transformacdo mais empregada em tripanosomatideos (BELLOFATTO & CROSS, 1989;
RUDENKO et al., 1991; ZOMERDIJK et al., 1991; WIRTZ et al., 1994; KELLY, 1995;
TYLER-CROSS et al., 1995; WIRTZ & CLAYTON, 1995; BIEBINGER & CLAYTON, 1996;
WIRTZ et al., 1998; CLAYTON, 1999; WIRTZ et al., 1999; SHI et al., 2000; DA ROCHA et
al., 2004; ALIBU et al., 2005). A eficiéncia dessa metodologia é influenciada por diversos
fatores, como amplitude e poténcia do pulso elétrico, temperatura, conformagdo e
concentracdo de DNA, e composigéo ibnica do meio de cultura (SAMBROOK & RUSSEL,
2001). Em alguns estudos que utilizaram a eletroporagdo do parasita, ndo se observou
maior eficiéncia quando a concentragdo de DNA foi aumentada (RAMIREZ, et al., 2000).
Além disso, varias condicdes tém sido utilizadas, e estas diferem para cada espécie e entre
laboratérios que trabalham com a mesma espécie de tripanosomatideo (SWINDLE & TAIT,

1996; LI & GOTTESDIENER, 1996).

A transformacao genética mediada por A. tumefaciens vem sendo utilizada para
transferéncia de DNA, com sucesso, em diferentes organismos (MICHELSE et al., 2005). O
principal avango que permitiu a utilizacdo de Agrobacterium como mediador de
transformacgao genética foi a descoberta de que a substituicdo dos oncogenes do T-DNA

por genes de interesse nao inibe o mecanismo natural de transferéncia. Dessa forma, a
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primeira demonstracao real de que a interacdo Agrobacterium-planta poderia resultar em
sistemas eficientes de transformacao foi a introdugdo do gene que confere resisténcia ao

antibiotico canamicina em plantas de fumo (HERRERA-ESTRELLA et al., 1983).

Os plasmideos utilizados para sistemas de transformacgao via Agrobacterium sao
chamados de vetores desarmados, isto €, ndo possuem os oncogenes do T-DNA, mas
conservam os genes de viruléncia (regido vir). Os vetores podem ser divididos em dois
sistemas: sistema cointegrado (sistema in cis) no qual os genes vir e o T-DNA modificado
estdo no mesmo replicon (ZAMBRYSKI et al., 1983) e sistema binario (sistema in trans),
onde o T-DNA modificado € mantido em um plasmideo distinto do Ti (HOEKEMA et al.,

1983).

O sistema de vetores binarios tem sido a estratégia mais utilizada na
transformacao via Agrobacterium. Esses vetores apresentam tamanho muito reduzido
quando comparado ao plasmideo Ti desarmado, facilitando sua manipulacao in vitro. Além
disso, possuem sequéncias ori, marcadores de resisténcia a antibiéticos e sitios Unicos
para endonuclases de restricdo dentro da sequéncia de T-DNA. Estas caracteristicas
permitem a manipulacdo do vetor binario em E. coli contendo praticamente qualquer
sequéncia clonada entre as bordas esquerda e direita. Atualmente existem varias
construgdes de vetores binarios, os quais variam em tamanho, sitios de restricdo, marcador

de selegao, origem de replicagéo e outras propriedades (KLEE, 2000).

Nesse trabalho, idealizamos a constru¢do de um vetor binario para estudos de
transformacgéao de T. cruzi mediada por A. tumefaciens. O gene que codifica a proteina GFP
(green fluorescent protein) de uma agua viva, Aequorea victoria, foi inserido, visando sua
utilizacdo como repérter para a analise da expressdo de genes in vivo (no parasita). A
expressao dessa proteina (de aproximadamente 27 kDa) pode ser facilmente detectada

por sua fluorescéncia emitida pelas células (RAMIREZ, 2000).
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5.1 Construgao do vetor binario

Para a construgdo do vetor foi utilizado o plasmideo pPK2 (Figura 6). A digestao
com as endonucleases de restricdo Eco Rl e Hind lll permitiu a retirada de um fragmento de
aproximadamente 4 kb, que contém o gene que codifica resisténcia a higromicina
flanqueado pelas regides de processamento 5 e 3’ de genes constitutivos do fungo
Aspergillus nidulans. O fragmento de aproximadamente 6,34 kb, contendo as bordas, direita
e esquerda, foi utilizado para a construgcado do vetor binario de T. cruzi. Assim, a partir da
borda direita foram introduzidos a regido promotora para genes que codificam RNA
ribossomais, os genes que codificam para GFP e o repressor da tetraciclina (TETREP) e
flanqueados por regides espacadoras dos genes 35.2 e 35.1 que contém os sinais de
processamento do RNAm. Além disso, contém o gene neoR que codifica resisténcia a

neomicina, para selecionar as células transformadas (Figura 8).

PRIbCL - 35.2 — TetRepgfp — 35.1 — Neo ‘

Hind 1l

Figura 8. Representagdo esquematica do vetor binario pPK2gfpTetrep. A seta representa a
direcdo da transcricdo. A regido de T-DNA, flanqueada pelas bordas direita (RB: right
border) e esquerda (LB: left border), contém o gene repoérter (gfp), 0 gene repressor da
tetraciclina (tetrep) e o gene que codifica resisténcia a neomicina (neo) em tandem.
pPRibCL.: regido promotora do gene que codifica RNA ribossomal de T. cruzi cepa CL. Para
a reacao de processamento do RNAm foram adicionadas as regides 35.2 a montante e 35.1
a jusante dos genes gfp e tetrep.
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Até o momento, poucos promotores foram identificados em tripanosomatideos. A
transcricdo de genes de SL-RNA de Leptomonas seymouri (GILINGER & BELLOFATTO,
2001) e T. cruzi sdo dependentes de uma RNA polimerase Il. (DOSSIM & SCHENKMAN,
2005). Entretanto outros resultados mostram que a RNA polimerase | e promotores
ribossomais podem ser usados para transcrever genes que codificam proteinas em
tripanosomatideos (RUDENKO et al., 1991; ZOMERDIJK et al., 1991; OTSU et al., 1993;
TYLER-CROSS et al., 1995; BIEBINGER & CLAYTON, 1996; MARTINEZ-CALVILLO et al.,
1997; DOWNEY & DONELSON, 1999). Ensaios de transformacio desses parasitas com
vetores que nao apresentavam seqiiéncia promotora resultaram em baixos niveis de
expressao de genes reporter (KELLY et al., 1992). Estudos posteriores mostraram que a
introducdo de sequéncias derivadas do promotor de RNAr nesses vetores, resultou em
aumento (2 vezes) da expressdao de genes exdgenos em formas epimastigotas
transformadas (TEIXEIRA et al., 1995; TYLER-CROSS et al., 1995; MARTINEZ-CALVILLO

etal., 1997).

Varios relatos mostram que a presencga de sinais para as reagdes de processamento
das extremidades 5’ (trans-splicing) e 3’ (poliadenilagdo) s&o suficientes para a expressao
génica em tripanosomatideos (LEBOWITZ et al., 1990; BELLOFATTO et al., 1991; KELLY
et al., 1992; RAY & HINES, 1995; TETAUD et al., 2001; AVLIYAKULOV et al., 2003).
Assim, no nosso trabalho, os genes gfp e neoR foram flanqueados com as regides
intergénicas 35.1 e 35.2 para permitir o processamento pds-transcricional e reconhecimento

pela maquinaria de traducao do parasita.

Outros vetores para transformagao em tripanosomatideos utilizam um sistema de
expressao indutivel baseado no mecanismo de regulagdo do operon da lactose de
bactérias. Nesse sistema, uma proteina repressora regula a atividade do promotor através
de sua ligagdo a uma regidao operadora situada préxima ao promotor. A presenga de um

indutor, que interage com a proteina repressora, libera o sitio operador, tornando acessivel
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o promotor para a RNA polimerase, restaurando a expressao génica (GRIFFITHS et al.,

1999).

Para a expressao regulada em tripanosomatideos, a maioria dos vetores recruta a
RNA polimerase do bacteriéfago T7 e o repressor da tetraciclina (TETREP). Em bactérias
Gram negativas, a resisténcia a tetraciclina é mediada pela proteina antiporter dependente
de proton, embebido na membrana citoplasmatica, aumentando o efluxo celular para a

droga, em analogia ao operon da lactose em E. coli.

O gene tetA séo regulados pela presenga de tetraciclina na célula, que apresenta
elevada afinidade pelo repressor (TETREP), removendo-o da regido operadora permitindo
assim a expressao da proteina (BERENS & HILLEN, 2003). Esse tipo de regulacao ja foi
obtido com sucesso em tripanosomatideos (WIRTZ et al., 1994; WIRTZ & CLAYTON, 1995;
WIRTZ et al., 1998; WIRTZ et al., 1999; SHI et al., 2000; DA ROCHA et al., 2004; ALIBU et

al., 2005).

Os plasmideos recombinantes foram identificados através de PCR das colbnias
transformadas de E. coli (dados ndo apresentados) e A. tumefaciens, (Figura 9) utilizando

oligonucleotideos iniciadores para os genes gfp e tetrep.
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Figura 9- Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR utilizando células de A.
tumefaciens transformada, corado com brometo de etideo 0,5 ug/mL. M: marcador de peso
molecular esta indicado em kb. Linhas 1 e 2, amplificacdo do gene gfp e ftetrep,
respectivamente.

5.2. Determinacgao da concentragao inibitéria de neomicina

Uma vez que o marcador seletivo ao gene que confere resisténcia a neomicina
(neoR), inicialmente foi avaliada a concentragdo dessa substancia capaz de inibir o
crescimento de formas epimastigotas de T. cruzi em meio de cultura LIT. A Figura 10
mostra o efeito de trés concentragdes de neomicina sobre o crescimento do parasita. A
inibicdo do crescimento foi dependente da concentracdo do antibidtico utilizado, sendo
observada nas concentragdes de 500 e 700 ug/mL. Uma vez que nao foram observadas
diferengas significativas de inibicdo entre estas concentragbes foi, entdo, utilizado 500
pMg/mL para selecionar as células transformadas de T. cruzi. Na menor concentragdo de
neomicina (250 pg/mL) ndo houve inibicdo de crescimento nos diferentes tempos

analisados.
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Figura 10 - Atividade do antibiético neomicina sobre o crescimento de T. cruzi. Células em
fase de crescimento exponencial foram inoculadas em meio LIT contendo diferentes
concentracdes de neomicina: 250 pyg/mL (azul), 500 pg/mL (rosa) e 700 pg/mL (amarela). A
contagem das células foi efetuada a cada 24 h e os valores expressos em Log 10 do
numero de células/mL.

Ramirez et al. (2000) mostraram que a concentragcdo de neomicina capaz de inibir
50% do crescimento (atividade tripanocida) estava entre 400 e 800 ug/mL apds 72-96 horas

de incubacao.

5.3 Analise do co-cultivo T. cruzi - A. tumefaciens

A variedade de tipos celulares que A. tumefaciens pode transformar € tido como
uma das principais vantagens sobre outras metodologias de transformacao. Células como
leveduras, protoplastos, conidios, conidios germinados, basidiésporos, micélio e fragmentos
do corpo de frutificacido ja foram transformados com esta metodologia (DE GROOT et al.,
1998; ZWIERS & WAARD, 2001; ABUODEH et al., 2000). Entretanto, segundo estes
autores, o numero de transformantes obtidos via Agrobacterium pode variar quando sao

empregados diferentes tipos de células alvo.
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A escolha do vetor binario adequado, assim como da linhagem bacteriana, pode ser
decisiva para uma transformagido genética eficiente. A eficiéncia das linhagens de
Agrobacterium esta diretamente associada ao background cromossdmico e ao plasmideo Ti

desarmado (revisado por MICHIELSE et al., 2005).

A gama de hospedeiros que o Agrobacterium pode infectar varia de acordo com a
linhagem bacteriana. A base molecular que envolve a especificidade de hospedeiros ainda
nao foi completamente estabelecida, entretanto existem trabalhos indicando que genes do
plasmideo Ti desempenham um papel relevante no reconhecimento de hospedeiros
(LOPER & KADO, 1979; THOMASHOW et al., 1980). Segundo Gelvin (2003) os genes virC,
virF e virH foram fundamentais na determinacao das espécies vegetais susceptiveis a
infeccao e formacgdo do tumor. Outros genes vir, incluindo virG, contribuem para a
hiperviruléncia de algumas linhagens bacterianas. Entretanto, o processo de especificidade
de hospedeiros é controlado por fatores genéticos multiplos, tanto da bactéria quanto da

célula hospedeira.

O reconhecimento e interagdo de A. tumefaciens com a célula hospedeira € uma
etapa assencial no processo de transferéncia de T-DNA (MATTHYSSE et al., 2000). Esta
etapa marca o inicio da transferéncia de genes para sua hospedeira natural (célula vegetal)
através de uma série de reacdes sinalizadoras relativas a expressdo dos genes de
viruléncia bacteriana. A importancia da adesdo entre células do par é reforcada pela
observacao de que interacao entre mutantes de A. tumefaciens com fenétipo de aderéncia

alterado e células vegetais n&o resultou na formagéo do tumor (GELVIN, 2000).

Desta forma, foi examinada a habilidade da linhagem AGL-1 de A. tumefaciens em
interagir com células de T.cruzi durante o co-cultivo. Tal analise foi realizada empregando-
se a microscopia eletrénica de varredura e de transmissdo. Como observado nas Figuras
(11 e 12) houve formagédo de agregados de células de Agrobacterium ao redor de células

de T. cruzi. A presenga de tais agregados tem sido observada quando do estudo da
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interacao de Agrobacterium com células vegetais (hospedeira natural) (MATTHYSSE et al.,

1981).

Na condigcédo de co-cultivo testada, a interagéo celular entre T. cruzi e células de A.
tumefaciens parece ter ocorrido pelo contato direto entre as células, pois nao foi observada
a presenca de estruturas semelhantes a fimbrias (“fibril-like”). Ja na interagdo com células
vegetais, apds a etapa de adesdo, a bactéria sintetiza microfibrilas de celulose (genes
celABCDE) que formam uma rede para ancorar o Agrobacterium a regiao de injuria no
tecido vegetal. Esta rede de microfibrilas promove a agregacdo de muitas células
bacterianas na superficie do hospedeiro (MATTHYSSE,1983). Tais estruturas (“fibril-like”)
foram também observadas na interacdo da linhagem AGL-1 de Agrobacterium com conidios

e tubo germinativo do fungo filamentoso Metarhizum anisopliae (FURLANETO et al., 2005).

Exceto os dados relativos a adesao de Agrobacterium a células vegetais, sao
poucos os relatos de observacao da interacdo do par durante o co-cultivo. Até o momento,
esta analise foi descrita somente para Streptomyces lividans (KELLY & KADO, 2002) e
células Hela (KUNIK et al., 2001; PELCZAR, et al., 2004)). Segundo Kunik et al. (2001) a
interacédo de Agrobacterium — célula Hela é dependente dos mesmos fatores bacterianos

(genes vir) relacionados a interacdo Agrobacterium - células vegetais.

Na quase totalidade dos trabalhos relativa a transformag¢ao de microrganismos por
Agrobacterium, o co-cultivo foi conduzido sobre uma superficie sélida, tal como membrana
de nitrocelulose. Esta condi¢cao foi testada em nosso trabalho, porém n&o foi observada
transformagao. Desta forma padronizou-se a transformagéo de T. cruzi empregando o co-

cultivo em meio liquido.
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Figura 11 - Microscopia eletrénica de varredura observado em JEOL-JSM-6340F
Field Emission Scanning Eletron Microscope. As setas indicam a interacéo entre
os microrganismos. Amplificagédo de 8.000 (1) e 30.000x (2). (A) A. tumefaciens,
(B) T. cruzi.

Figura 12 - Microscopia eletronica de transmiss&o analisado em microscopio Zeiss
900. (A) A. tumefaciens, (B) T. cruzi. As setas indicam a interagdo entre os
microrganismos. Amplificacao de 12.000x.
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Nos experimentos de transformagéo propriamente ditos, algumas variaveis durante
o co-cultivo foram testadas, incluindo o tempo de incubagao antes da adicao de neomicina
e a razao das células de Agrobacterium e T. cruzi. Tais variaveis tém sido relatadas como
fundamentais para o estabelecimento de transformacgao via Agrobacterium (MICHIELSE et

al., 2005).

Quanto a primeira variavel, diversos periodos foram analisados, compreendendo
periodos curtos (1, 4 e 17 h) e periodos longos (40 e 50 h). Os melhores resultados foram
obtidos nos tempos de 1-17 horas de co-cultivo, uma vez que em periodos mais longos, o

crescimento bacteriano foi elevado em relagdo ao do parasita (observagao microscopica).

Para a maioria das espécies fungicas transformadas via A. tumefaciens o co-cultivo
por 48 horas tem resultado em uma melhor eficiéncia de transformacdo (MULLINS et al.,
2001; RHO et al., 2001; LEAL et al., 2004). Entretanto, a extensdo do tempo de co-cultivo
pode resultar em um maior numero de transformantes, como observado para a espécie
Hebeloma cylindrosporum (COMBIER et al., 2003). Em células vegetais o periodo de
incubacgao do co-cultivo prévio a pressao seletiva pode variar de 6 a 24 horas, dependendo
da espécie receptora (GELVIN, 2000), contudo, tem-se observado que muitos dias de co-

cultivo diminuem a freqiiéncia de transformagao.

Quanto a razao entre as células (Agrobacterium : T. cruzi) foram testadas trés
condigbes: 1:10, 1:1 e 10:1. O co-cultivo foi avaliado por observagao microscépica, sendo
que na razao celular 1:10, nos diferentes tempos de co-cultivo testados (1, 4 e 17 h), foi
observado uma melhor condicdo de desenvolvimento do protozoario. As demais condigdes
testadas ndo foram favoraveis ao crescimento do T. cruzi, o que pode ser resultado da

competicdo microbiana pelo substrato.

A razado bactéria - célula receptora no co-cultivo € um fator determinante na
eficiéncia de transformacgédo. Normalmente, aumentando o niumero de células obtém-se um

maior numero de transformantes, como observado para as células fungicas (ZWIERS &
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WAARD, 2001; ROLLAND et al., 2003; REIS et al., 2004; ROGERS et al., 2004;
ZEILINGER et al., 2004). Em contrapartida, determinadas concentracdes de A. tumefaciens
ndo aumentaram o numero de transformantes, revelando uma saturagdo do sistema

(COMBIER et al., 2003; FANG et al., 2004; GODIO et al., 2004).

O efeito da temperatura também afeta a eficiéncia de transformacao no co-cultivo
para algumas espécies, sendo que a temperatura 6tima de transformagéao varia entre 22 e

23 °C (ROLLAND et al., 2003; COMBIER et al., 2003; GARDINER et al., 2004).

Outros fatores que podem interferir na eficiéncia da transferéncia sdo a presenga ou
nao do agente indutor (AS) e a linhagem celular (LECLERQUE, et al., 2004). A inducao dos
genes vir, pela presenca de acetoseringona durante o co-cultivo, € um fator importante para
a transformacgéo (DE GROOT et al., 1998). O pré-tratamento das células de A. tumefaciens
com indutor antes do co-cultivo € uma estratégia utilizada para garantir a expressao dos
genes vir antes da transformagdo. Embora acetoseringona seja importante durante o co-
cultivo, o pré-tratamento das células com este composto ndo é um requisito para a
transferéncia génica. Embora, foram observadas diferen¢as na eficiéncia de transformacao,
no numero de integragdes do T-DNA (DEGEFU & HANIF, 2003; LECLERQUE et al., 2003)
e maior proporgao de transformantes com multiplas integragcdes (MULLINS et al., 2001;
RHO et al., 2001) quando as células de A. tumefaciens sofreram o pré-tratamento. Um
resultado controverso foi observado na transformagao de Hebeloma cylindrosporum, onde o
pré-tratamento com acetoseringona gerou menor numero de transformantes e com

integragdes unicas do T-DNA (COMBIER et al., 2003).

Covert et al. (2001) e Mikosch et al (2001) relataram a ocorréncia de algumas
colbnias fungicas transformadas em meio sem acetoseringona. Porém, estas colénias nao
foram capazes de se desenvolver apds varias passagens por meio seletivo, e, a maioria

dos trabalhos relata a ndo ocorréncia de transformantes na auséncia de acetoseringona.
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Nesse trabalho, foi testado o crescimento do parasita na presenca e auséncia de
acetoseringona para verificar a ocorréncia de possiveis efeitos desta substancia sobre
células de T. cruzi, tais como alteragdes morfolégicas ou de crescimento. Apds cultivo por
um periodo de 1 a 50 horas nao foi observada alteragido no nimero e morfologia celular do
protozoario. Dessa forma, o co-cultivo foi realizado somente na presenca desse indutor. Foi
também testado o crescimento e viabilidade da linhagem AGL-1 de Agrobacterium no meio

LIT.

5.4 Anadlise dos transformantes de T. cruzi

Formas epimastigotas de T. cruzi transformadas foram analisadas através de varias
metodologias. A Figura 13 mostra os amplicons gerados a partir da PCR utilizando DNA
gendmico dos parasitas transformados e oligonucleotideos iniciadores especificos para o
gene gfp nos tempos 1, 4 e 17 horas de co-cultivo, apds a quinta passagem em presenca

de presséo seletiva.

Com o objetivo de analisar se o amplicon do gene gfp nao era proveniente de restos
celulares de A. tumefaciens, presentes no co-cultivo, foi realizado a amplificacdo do gene
para resisténcia a canamicina (kan). Vale ressaltar que esse gene ndo esta presente na
regiao do T-DNA. Nao houve amplificagdo dessa sequéncia a partir de células
transformadas de T. cruzi (dados ndo mostrados) Dessa forma os produtos da PCR foram

gerados a partir do gene inserido em T. cruzi.

Ramirez et al. (2000), utilizando uma construgdo com promotor ribossomal,
mostraram que a expressao do gene luciferase em células epimastigotas de T. cruzi ocorria
apos 12 horas de eletroporagédo. Esses pesquisadores adicionaram 10% de sangue

humano na cultura para manter o desenvolvimento dos parasitas transfectados.
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Figura 13 - Eletroforese em gel de agarose dos clones recombinantes de T. cruzi. M :
marcador de peso molecular esta indicado em kb. Linhas 1, 2 e 3. produto da
amplificacao utilizando oligonucleotideos iniciadores para o gene gfp, apds a quinta
passagem em pressdo seletiva, nos tempos 1, 4 e 17 horas de co-cultivo,
respectivamente. Linha 4: T. cruzi nao transformado (controle negativo).

Como a transformacao de T. cruzi foi realizada em meio liquido, a caracterizacido de
um Unico clone para avaliar o padrao de integracao ficou limitada. Assim, realizamos o
ensaio de dot blot para confirmar a presenca do gene nas células transformadas, como
mostra a Figura 14. A sonda, nesse ensaio, corresponde ao gene tetrep e o DNA foi
extraido dos cultivos celulares (5° passagem), que correspondem ao co-cultivo de 1, 4 e 17

horas. Esses dados corroboram aqueles obtidos por PCR das células transformadas.

A analise do RNA total desses parasitas transformados através de ensaios do tipo
Northern blot detectou um transcrito de aproximadamente 1,35 kb (Figura 15). O tamanho &

compativel com a fusao dos genes gfp e tetrep, presentes na construgao do plasmideo.
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Figura 14 — Analise do tipo “Dot blot” de DNA gendmico de T. cruzi. O DNA foi
extraido de T. cruzi transformado apds co-cultivo de 17 horas. (1) mini preparacado do
plasmideo pPk2gfpTetRep (controle positivo); (2, 3 e 4) extracdo de DNA de diversos
repiques celulares.

A transformacdo mediada por A. tumefaciens tem mostrado vantagens nos
diferentes modelos bioloégicos analisados. Varios relatos mostram uma maior eficiéncia
dessa metodologia para a obtencao de transformantes (De GROOT et al., 1998; COVERT
et al., 2000). E ainda, é possivel determinar o gene mutado aplicando a técnica de PCR
inversa (tail-PCR), ao contrario do que ocorre com a mutagénese obtida por produtos

quimicos e radiagdes (MULLINS, et al., 2001).

1,35

i

Figura 15 - Andlise tipo “Northern blot” dos RNAs totais isolados de T. cruzi nao
transformado (painel B) e transformado (painel C). A hibridacao foi realizada utilizando a
sequencia do gene gfp. Painel A: gel corado com brometo de etidio. O peso molecular esta
indicado em kb.
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5.5 Expressao de GFP em T. cruzi

Uma das vantagens da utilizagdo do gene gfp como repdrter de sistemas de
expressao reside na facilidade de observacdo do seu produto. Como mencionado
anteriormente, a proteina GFP emite fluorescéncia apds excitagdo em luz ultravioleta.
Dessa forma, os parasitas transformados foram analisados em microscépio de

fluorescéncia, como mostra a Figura 16.

Células transformadas apds co-cultivo de 17 horas mostraram-se fluorescentes

(Painel B e C) quando comparados com o controle ndo transformado (Painel A).

Ramirez et al. (2000), utilizaram um vetor para expressao de gfp em T. cruzi, sob
controle do promotor para RNA ribossomal. Foi detectada a proteina GFP 24 horas apés o

procedimento de transformacéo.

Finalmente analisamos a expressdao da proteina GFP em epimastigotas
transformadas, através de ensaios do tipo Western blot utilizando anticorpo policlonal anti-
GFP. Esse antisoro foi obtido através da imunizagdo de camundongos com a proteina GFP
purificada de E. coli. Assim, utilizamos o vetor pQE30 para expressao da proteina nessa

bactéria.

Os vetores da série pQE fornecem um alto nivel de expressao, em bactérias, de
proteinas contendo um motivo de seis residuos consecutivos do aminoacido histidina (6xHis
tag) na sua extremidade amino ou carboxiterminal. A proteina recombinante expressa
nesse sistema, pode, entao, ser purificada facilmente. A afinidade do motivo de histidinas
pela resina permite a remocao de proteinas ligadas inespecificamente através de condigdes

relativamente estringentes (CROWE et al., 1995).
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Figura 16 - Expressdo da proteina GFP em T. cruzi usando o vetor binario
pPK2gfpTetrep, observado em microscopia de fluorescéncia. (A) célula ndo transformada
e (B e C) células transformadas apds 17 horas de co-cultivo. Amplificacdo de 40xem A e
B, e 100x em C.
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O antisoro reconheceu um polipeptideo de aproximadamente 27 kDa no extrato
proveniente de formas epimastigotas transformadas que nao esta presente nas formas nao
transformadas (Figura 17). Como na construgdo nao tivemos o cuidado de retirar o codon
terminador da traducdo de GFP, a seqliéncia de aminoacidos correspondentes ao gene
tetrep nao esta presente no polipeptideo detectado, justificando assim o tamanho do

mesmo.

50

20

Figura 17 - Analise tipo “Western blot”, pela reagdo com antisoro derivado da proteina do
gene gfp, do extrato protéico total de células de T. cruzi. Células n&o transformadas (1) e
transformadas com o plasmideo pPK2GfpTetrep (2). Os pesos moleculares do marcador
estdo indicados em kDa.

Um dos aspectos interessantes da metodologia de transformagao mediada por A.
tumefaciens é a ocorréncia de integragcido aleatéria somente da regido de T-DNA em sitios
unicos no genoma da célula hospedeira (BUNDOCK et al., 1995; De GROOT et al., 1998;
COVERT et al., 2000). Além disso, alguns autores utilizaram vetores binarios contendo
sequéncias homdlogas ao genoma da célula hospedeira para integracao sitio-dirigida

(GOUKA et al., 1999; ZWIERS & De WAARD, 2001). Dessa forma, essa ferramenta pode
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ser utilizada em ensaios de fungdo génica através de mutagénese insercional nos

diferentes modelos bioldgicos (GARRICK et al., 1998).

Em transformacdo do tipo epissomal, os plasmideos ndo se integram no DNA
gendmico, podendo formar concatameros, o que sugere algum tipo de processamento para
se manterem na célula hospedeira, com conseqlente aumento de gasto energético
(RAMIREZ, 2000). E ainda envolvem a utilizagdo de grande quantidade de plasmideo,
sendo que apenas 2%, ou menos, das células expressam os produtos de interesse.
Somado a isto, ha também a dificuldade na obtengao de produto de RNA para quantificacao
ou analise estrutural (CLAYTON, 1999). E a necessidade de manter o crescimento das

células transformadas em presenca de pressao seletiva.
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6. CONCLUSAO

Os nossos resultados mostraram que:

- aregiao do T-DNA de A. tumefaciens pode ser transferida para T. cruzi, sugerindo
uma metodologia alternativa para estudos genéticos desse parasita e de outros membros

da familia Trypanosomatidae, e

- 0 vetor pPK2GFPTETREP, contruido para os estudos de transformagao, mostrou-

se eficiente na transferéncia de genes reporter.

Contudo, outros estudos sido necessarios para elucidagdo dos mecanismos

envolvidos na transformacgao de T. cruzi mediada por A. tumefaciens.
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