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RESUMO

O Trypanosoma cruzi causa uma infeccdo conhecida como doenca de
chagas. Ele possui seis subdivisbes genéticas, as Discrete Typing Units (DTUs Tc |
a VI), que possuem caracteristicas distintas como sua distribuicdo geogréfica e
manifestacdes clinicas. As DTUs podem ser diferenciadas por meio de marcadores
genéticos, moleculares ou imunologicos. Também €é conhecido que a membrana do
T. cruzi possui uma vasta gama de proteinas glicosiladas envolvidos na sua relacéo
com o hospedeiro, tornando-as bons alvos para a diferenciacéo das Discrete Typing
Units. Neste trabalho, investigou-se a possibilidade de utlizar o padrdo de
glicolisacdo das proteinas de T. cruzi, determinada a partir da interacdo com lectinas
especificas, para discriminar entre cepas de DTU diferentes do parasito: sylvio X10/4
(Tc 1), G mucurae (Tc 1), Y (Tc Il), esmeraldo (Tc Il), M-6241 CI 6 (Tc lll), T. cruzi Il
(Tc ), Can Il CI 1 (Tc IV), Jose Julio (Tc IV), NR CI 3 (Tc V), 92:80 Cl 2 (Tc V), CL
14 (Tc VI), CL Brener CL 1 (Tc VI) e bat Cl 1.1 (Tc bat). Como demonstrado por
analises de cluster dos padrées de glicolisacdo das proteinas do parasita, a técnica
desenvolvida neste trabalho foi de fato capaz de agrupar junto os parasitos
pertencentes a cinco das seis DTU. A maior distancia entre as duas cepas da DTU
Tc IV talvez reflita uma diferenca sutil no padrdo de glicolisacdo das proteinas que
ndo se manifestou na classificacdo DTU baseada na genética molecular. Esse
estudo demonstra a capacidade do lectin blotting de complementar as técnicas

moleculares na diferenciagéo das cepas de T. cruzi.
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INTRODUCAO

O Trypanosoma cruzi € um parasita e protozoario que causa uma infeccao
conhecida como doencga de chagas, que foi descoberta em 1909 por Carlos Chagas.
Ela é principalmente transmitida por um vetor hematéfago da familia triatominea e o

seu genoma ja foi sequenciado e descrito (EL-SAYED, 2005).

Atualmente aproximadamente de seis a sete milhdes de pessoas no mundo
sdo afetadas pela doenca, principalmente em paises da América Latina (WHO,
2017). J4 em paises que sao considerados ndo endémicos a doenca vem crescendo
devido a processos de migracdo e de globalizacdo, além de existirem diversas
formas indiretas de contaminagdo, como por transfusdo de sangue ou por
transplante de 6rgdos (GASCON et al. 2010; SCHMUNIS & YADON, 2010).

O ciclo de vida do parasita alterna entre o vetor triatominea hemat6fago onde
o T. cruzi encontra-se em duas fases: epimastigota que € replicativa e
trypomastigota metaciclico que nao se divide. Ha também uma vasta gama de
hospedeiros mamiferos, onde o parasita encontra-se nas fases trypomastigotas que
nao se multiplicam e ficam na corrente sanguinea e amastigotas intracelulares que
sao replicativos (RASSI et al. 2010).

A manifestacao clinica da doenca se caracteriza por trés fases, uma aguda,
uma latente e uma cronica. Inicialmente ocorre uma fase aguda da doenca causada
pela infeccdo primaria ou reativagdo da fase crbnica, em que 0s niveis de
parasitemia sdo muito elevados, o que causa diversos sintomas fisicos como febre,
dores abdominais e musculares e algumas lesdes cutaneas (ANDRADE et al. 2011;
ANDRADE et al. 2014). Em seguida ocorre uma fase assintomatica, que pode durar
por varios anos sem nenhuma das complicag@es clinicas que a doenga pode causar.
Dependendo de fatores como a genética, tanto do parasita quanto do hospedeiro,
além de fatores culturais e geograficos (CAMPBELL et al. 2004), a doenca pode
entdo evoluir para a fase cronica, em que se observa problemas cardiacos como
cardiomiopatia e problemas no trato digestivo como megaesdfago ou megacdlon
(RASSI et al. 2010; BERN et al. 2011; ANDRADE et al. 2014).

O tratamento da doenca causada pelo T. cruzi ainda ndo possui vacinas ou
novas drogas. Atualmente consiste no uso das drogas benznidazol e nifurtimox,

muito eficazes principalmente na fase aguda, porém nem tanto na fase crénica, que



demanda entdo um tratamento prolongado e pode levar a efeitos colaterais severos
(DUMONTEIL et al. 2012). Isso mostra a necessidade por novos alvos terapéuticos
para o tratamento da doenca cronica (CHATELAIN, 2017).

O T. cruzi possui seis subdivisdes genéticas, as Discrete Typing Units (DTUSs)
Tc-1 a Tc-VI, que afetam humanos, e uma a Tc-bat que afeta morcegos (ZINGALES
et al. 2009; ABRAS et al. 2017). A estrutura genética da sua populacdo é bem
estavel e por tanto ocorre pouca hibridizacdo (TIBAYRENC & AYALA, 2015). Cada
uma das subdivisbes genéticas possuem caracteristicas distintas, envolvendo desde
distribuicdo geogréfica, eco epidemiologia a manifestagdes clinicas caracteristicas
(ZINGALES et al. 2012; BRENIERE et al. 2016). Além disso, cada DTU pode ser
identificada e separada com precisdo quando se utilizam marcadores genéticos,

moleculares ou imunologicos (OLIVEIRA et al. 1998).

Para caracterizar cada uma das DTUs de T. cruzi a expressao genica é
amplamente utilizada (TELLERIA et al. 2010). Porém alguns pontos negativos
podem ser observados, como a necessidade de amplificacdo e sequenciamento, 0
que acaba por elevar os custos, e somado ainda a dificuldade de se encontrar
protocolos reprodutiveis e padronizados (HIGUERA et al. 2013). Portanto, novos
meios para a caracterizacdo das DTUs sdo muito importantes, e podem ajudar a
entender as relagbes entre parasita e hospedeiro e, possivelmente, melhorar o
tratamento de pessoas infectadas (QUIJANO-HERNANDEZ & DUMONTEIL, 2011).

As interagOes entre o T. Cruzi e 0 hospedeiro sdo muito importantes para
gue o ciclo de vida do parasito seja completo e principalmente carboidratos sao
cruciais. Assim sendo, a glicosilacdo de proteinas mostram-se de grande
importancia nas interacdes entre parasito e hospedeiro (DE SOUZA et al. 2010;
RODRIGUES et al. 2015).

A glicosilacdo de proteinas € uma importante modificacdo pés-translacional
formada por uma ligacdo covalente entre uma cadeia de oligossacarideos e a
proteina. A glicosilacdo de proteinas pode ser classificada como N-ligadas, que
envolve uma ligacdo na cadeia lateral da asparagina, e O-ligadas, que envolve uma
ligacdo na cadeia lateral de serina/treonina. Glicoproteinas sdo principalmente
localizadas na membrana das células e sdo secretadas no meio extracelular. As
proteinas glicosiladas modulam varios processos fisioldgicos e patoldgicos, além de

representar um alvo interessante para tratamentos terapéuticos e imunolégicos.



A membrana do T. cruzi possui uma vasta gama de proteinas glicosiladas e
glicolipidios ligados a ela por meio de ancoras de Glicosilfosfatidilinositol (GPI) (DE
LEDERKREMER & AGUSTI, 2009). Essas moléculas presentes na membrana sao
muito importantes na ativacao do sistema imune inato e na ativacado da resposta
imune do hospedeiro (NARDI, 2016).

Alves e Colli (1974) foram um dos primeiros a mostrar que a superficie do T.
cruzi é coberta por acucares, eles demonstraram isso com a utilizacdo de
concanavalin A (Con A), que promovia aglutinacdo nas formas epimastigotas.
Pereira et al. (1980) também olhou para a superficie da celula de T. cruzi por meio
de ensaios de aglutinacéo e de ligacdo com lectinas, o que acabou mostrando que
as lectinas possuem diferentes seletividades dependendo da forma do parasito,
epimastigota ou triomastigota, além de mostrar a presenca de residuos de acido
sialico por meio da utilizacdo de wheat germ agglutinin (WGA) (PEREIRA et al.
1980).

A diferenca na glicosilacdo de proteinas nos estagios de vida do T. cruzi foi
estudado por Souto-Padrén e Souza (1989) no contexto funcional de interacdo entre
parasita-macrofago. Por meio da utilizacdo de tunicamicina eles demonstraram que
a modulacdo de proteinas N-glicosiladas aumentavam em 70% a infeccdo em
epimastigotas e diminuiam em 27% em tripomastigotas, e no tratamento dos
macrofagos aumentou em 65% a ingestado de epimastigotas e diminuiu em 45% a de
tripomastigotas (SOUTO-PADRON & de SOUZA, 1989).

As moléculas mais abundantes na superficie celular das formas epimastigotas
e tripomastigotas metaciclicos sdo as glico inositol fosfolipidios (GIPLs) e uma
familia de proteinas muito O-glicosiladas e glicoproteinas da mesma familia das
mucinas, com ligacdo de glicosilfosfatidilinositol, (GPI-ancoradas) (COLLI & ALVES,
1999). A importancia e funcdo desses componentes encontrados em grande
quantidade na membrana do T. cruzi foram discutidas em varios trabalhos
(ALMEIDA et al. 1999; FERGUSON, 1999; FRASCH, 2000; ACOSTA-SERRANO,
2001; BUSCAGLIA et al. 2006; de LEDERKREMER & AGUSTI, 2009; GIORGI & de
LEDERKREMER, 2011).

Previato et al. (2013) mostrou como ¢ a glicosilacdo O-ligada em T. cruzi, que
apresenta uma exprecdo de enzimas que nao estao presentes no hospedeiro, como

a pp-a-GICNACT e as trans-sialidases, que vem sendo exploradas como alvos para



tratamentos menos toxicos e mais efetivos da doenca de chagas. Também reforgou
a importancia da glicosilagdo de proteinas como uma ferramenta para entender o
parasito, e 0s resultados clinicos que podem ser observados (MENDONCA-
PREVIATO et al. 2013).

Em uma analise do glicoproteoma de T. cruzi realizada em nosso grupo,
foram identificados glicopeptideos especificos em cada estagio do parasito. Além
disso, também foi observada a expressdo de proteinas associadas a vias
metabdlicas de sintese de glicoconjugados e metabolismo de carboidratos. As
ligagBes N-glicosilada e O-glicosilada mostraram ser relacionadas ao estagio de vida
do parasita Epimastigota e Tripomastigota, sendo que o segundo encontra-se em
maior quantidade. Num total de 690 glicoproteinas foram encontrados 1306 sitios de
N-glicosilacdo. (ALVES et al. 2017). O glicoproteoma expresso pelo parasita esta
intimamente ligado a relacdo entre o parasita, o vetor e o hospedeiro e, com isso,
pode ser considerado um bom alvo para a diferenciacdo das DTUs (ALVES et al.
2017).

OBJETIVOS

Avaliar a diferenca na glicosilacdo de diferentes cepas de Trypanosoma cruzi.
Objetivos especificos

O presente projeto tem como objetivos especificos:

- Implementar uma plataforma de identificacdo do padrao de glicosilacdo utilizando

diferentes lectinas;
- Otimizar a utilizagédo de lectinas na identificacao de padrdes de glicosilacao;

- Avaliar a diferenca de padréo de glicosilacdo mapeando o padrdo de bandas das

diferentes lectinas;
- Relacionar o padrao de glicosilagcdo com a origem biologica da cepa.

- Validar o método baseado em lectinas para a identificacdo de diferentes cepas de

T. cruzi.
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MATERIAIS E METODOS
Cepas

As cepas de T. cruzi foram obtidas da Trypanosomatid Culture Collection
(TCC) da Universidade de Sdo Paulo (USP). Na tabela a seguir estdo listadas as

cepas utilizadas.

TRYPANOSOMATID CULTURE COLLECTION (TCC) OF THE UNIVERSITY OF SAO PAULO
(USP)
DTU Trypanosomatid Hospedeiro Localidade
Tcl T. cruzi sylvio X10/4 Homo sapiens Belem, PA, BR
Tcl T. cruzi G mucurae Didelphis marsupialis Manaus, AM, BR
Tcll T.cruzi Y Homo sapiens Rio Grande do Sul, RS, BR
Tcll T. cruzi esmeraldo Homo sapiens Sao Felipe, Bahia, BR
Tc 1l T. cruzi M-6241 CI 6 Homo sapiens Belem, PA, BR
Tc lll T. cruzi lll Homo sapiens Carauari, AM, BR
Tc IV T.cruziCanlliCl1 Homo sapiens Belem, PA, BR
TclVv T. cruzi Jose Julio Homo sapiens Amazonia, AM, BR
TcV T.cruziNR CI 3 Homo sapiens Bolivia
TcV T. cruzi 92:80 Cl 2 Homo sapiens Bolivia, Santa Cruz
Tc VI T.cruzi CL 14 Triatoma infestans Rio Grande do Sul, BR
Tc VI T. cruzi CL Brener CL 1 Triatoma infestans Rio Grande do Sul, BR
Tc bat T.cruzibatCl 1.1 Myotis levis Sao Paulo, SP, BR
- T. marinkellei Carollia perspicillata Monte Negro,RO, BR
- T. dionisii Epitesicus brasiliensis Sao Paulo, SP, BR
4- T. erneyi Mops condylurus Mocambique,Chupanga,Sofala
TrB T. rangeli AM-80 Homo sapiens Amazonia, AM, BR

Tabela 1. Cepas obtidas da Trypanosomatid Culture Collection (TCC) da Universidade de S&o Paulo

(USP), e informac@es das respectivas DTU, hospedeiros e localidades.
Cultivo Celular

As formas epimastigotas, 1x108 células, das cepas de T. cruzi foram
cultivadas em meio LIT (Liver Infusion-Tryptose) suplementado com 10% de soro
fetal bovino, em pH 7,2 a 28<C. As formas epimastig otas foram lavadas duas vezes
em PBS (Phosphate-Buffered Saline), pH 7.2, e centrifugadas a 8000xg por 10

minutos em temperatura ambiente (Camargo 1964).
Lectinas

As lectinas que foram utilizadas no presente estudo estdo listadas na tabela

abaixo.
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Lectina Abreviacao Glicanos Reconhecidos
Concanavalin A ConA a-D-manose, a-D-glucose
Sambucus Nigra Agglutinin SNA (a-2,6) Acido Sialico
Maackia Amurensis Lectin Il MALII (a-2,3) Acido Sialico
Wheat Germ Agglutinin WGA N-Acetilglucosamina

. ) ] Fucose (a -1,6) a N-acetilglucosamina ou
Aleuria Aurantia Lectin AAL ] )
Fucose (a -1,3) a N-acetilgalactosamina

Ricinus Communis Agglutinin | RCAI Galactose, N-acetilgalactosamina

Tabela 2. Lectinas utilizadas, e os respectivos glicanos que séo reconhecidos.

Extracdo de proteinas

As células (1x108) de cada cepa foram lisadas para a extracdo das proteinas
totais utilizando 500uL de Ureia 8M, coquetel inibidor de fosfatase (Sigma-Aldrich) e
coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich). Em sequéncia, foi realizada uma
repeticéo de trés ciclos de sonicacgéo (Sonics Vibra Cell VCX 130; 30% da poténcia
méxima) de quinze segundos, com intervalos de um minuto. A concentracdo de
proteinas no sobrenadante foi entdo quantificada por meio do método Qubit (Thermo
Fisher).

SDS-PAGE

Para a separacdo das amostras, utilizamos eletroforese. O gel € dividido em
duas partes, uma para a corrida e uma para o0 empacotamento da amostra. O gel
para a corrida foi feito na concentracéo de 10%, com solucéo de acrilamida 30%, e o
gel de empacotamento na concentragdo de 5%. Cada uma das amostras de proteina
foi misturada com a devida quantidade de tampé&o laemmli para o SDS-PAGE a 95

°C, e foi aplicada no gel a quantidade de 10ug de proteina por canaleta.

As proteinas totais de cada amostra foram entdo separadas por peso
molecular no SDS-PAGE 10%, com voltagem fixa em 100 volts, sendo que as
proteinas maiores ficam mais ao topo do gel e as menores mais abaixo. Um dos géis
foi revelado com Coomassie blue para confirmar a integridade e a separacdo das

proteinas.



12

Lectin Blotting

As proteinas, separadas por peso molecular no gel, foram transferidas do gel
para uma membrana de PVDF. Nesse processo, 0 gel e a membrana ficam em
contato e é aplicada uma corrente elétrica com amperagem mantida constante em

300mA por duas horas.

Para o blotting, a membrana foi bloqueada em BSA 5% e TBS-0.1% Triton X-
100 (TBS-T) por 60 minutos. Em seguida a lectina dissolvida em BSA 3% e TBS-T
foi adicionada em uma proporcdo de 1:2000 e incubada por 16 horas. Apos este
passo, foi incubado por uma hora com o anticorpo secundério, streptavidina
conjugada com horseradish peroxidase, dissolvido em BSA 5% e TBS-T também na
proporcdo de 1:2000. A membrana entdo foi revelada utilizando substrato para a

enzima peroxidase conjugada ao anticorpo secundario.

Em sequéncia, incubou-se a membrana por 30 minutos com solucdo de
stripping (25 mM glicina, SDS 1%, pH 2), que tem a finalidade de remover as lectinas
previamente ligadas. Depois a membrana foi lavada exaustivamente com tampao
TBS-T para remover qualquer presenca do tampédo anterior. Entdo repetiu-se o

bloqueio da membrana para incubar a membrana com uma outra lectina.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
Analise de dados

As imagens foram registradas utilizando o equipamento BioRad ChemiDoc
XRS+ Molecular Imager. A analise das imagens foi realizada no software também da

BioRad Image Lab Software 6.0.

A normalizacao foi feita a partir da concentracdo de proteina aplicada no gel.
Cada regido do gel foi dividida pelo seu respectivo peso molecular e a intensidade
das bandas nas regides foi medida, o que permitiu comparar as diferencas entre as

cepas com cada lectina.

Para melhor entendimento dos dados obtidos foi realizada uma analise
multivariada de Principal Component Analysis (PCA) para separar as cepas

utilizando o programa Perseus versao 1.5.4.1.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Estudo Preliminar de Viabilidade

Primeiramente foi realizado um experimento com menos cepas, apenas G
mucurae (Tc 1), Silvio X10/4 (Tc 1), Esmeraldo (Tc Il) e Jose Julio (Tc 1V), que foram
escolhidas por representarem trés diferentes DTU com duas representarem a
mesma DTU. Neste ensaio as seis lectinas foram utilizadas e leite em pdé na
concentracdo de 5% foi utilizado na solucéo de bloqueio e também na solucéo onde
foi colocado o anticorpo secundario, ao invés de BSA. Também foi realizada analise

multivariada de PCA.

Como mostrado na figura 1, a analise por PCA sugeria que o diferente perfil
de glicosilacdo observados por meio das lectinas nas quatro cepas esta
correlacionada mais ao hospedeiro em que o Tripanossoma cruzi foi obtido que em
relagdo a DTU em que a cepa se encontra. Pois a cepa G mucurae, que se encontra
na Tc |, esta mais distante das outras. A Jose Julio da Tc IV também se encontra
distante, porém mais proxima as outras duas Esmeraldo (Tc Il) e Silvio X10/4 (Tc 1),

gue se mostraram ser as mais relacionadas.

:

{1 1) eednanw 5
(11 2.) opjesawsg
(1 20 proby onig
(Al 21) onnp asop

1
I

Component 2 (30,3%)
i}
I

Jose Julio(Te V)

1 8
meraldoTc I}
T T
-2 -1

T T T T T
0 2

1
Component 1 (55,6%)

Figura 1. Principal Component Analysis e Cluster de quatro cepas de Tripanossoma cruzi, G mucurae
(Tc 1), Sylvio X10/4 (Tc 1), Esmeraldo (Tc 1l) e Jose Julio (Tc 1V), mostrando a relacéo estabelecida
entre as quatro cepas em questéo.

Esses resultados preliminares indicaram que seria possivel separar as
diferentes cepas, porém mais em relagdo ao seu hospedeiro. Portanto demos
prosseguimento aos experimentos aumentando o numero de cepas e novamente
utiizando as mesmas lectinas. Nessa sequéncia, nao obtivemos resultados

aproveitaveis devida a utilizagdo do leite, que possui muitas glicoproteinas em sua
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composicdo, e causava muita interferéncia nas membranas. Por esses motivos,
mudou-se para a utilizagdo apenas do BSA em todas as solu¢des ao invés de leite,

0 que entéo favoreceu bons resultados.
Estudo Principal

As cepas escolhidas foram separadas em dois grupos distintos. O primeiro
seria composto por treze cepas, sendo duas de cada DTU totalizando doze, e mais a
cepa Tc bat. Com isso, deve ser possivel observar as relagdes de proximidade em
uma mesma DTU e comparar as distancias entre as diferentes DTU.

Para o segundo grupo foram selecionadas de maneira aleatdria quatro cepas
pertencentes as DTU, que possuem o homem como hospedeiro. Além disso foram
selecionadas as cepas Tc bat, marinkellei, dionisii, erneyi e rangeli AM-80 que nao
possuem o homem como hospedeiro, e sim outros animais, 0 que permite uma
comparacao mais voltada ao hospedeiro em questdo e, portanto, a glicoproteinas

especificas a esses hospedeiros.

As lectinas foram escolhidas baseadas nos glicanos para os quais elas
possuem afinidade. Assim sendo, foram selecionadas seis compondo um conjunto
que poderia fornecer uma ampla gama de informacdes a respeito dos padrdes de
glicosilacdo encontrados nas proteinas totais das cepas. Com isso, cada uma das
lectinas cobre importantes sitios de glicosilacdo e, quando somadas as seis,
delineiam um bom perfil de glicosilacdo das proteinas.

Grupo |

O experimento foi dividido em duas etapas. Na primeira, utilizou-se nove
cepas. Quatro das cepas encontrados em humanos foram selecionadas de maneira
aleatoria entre os DTU: T. cruzi sylvio X10/4 (Tc I), T. cruzi Y (Tc ), T. cruzi lll (Tc
[lI) e T. cruzi NR CI 3 (Tc V). As outras cinco cepas foram provenientes de outros
animais hospedeiros: T. cruzi bat Cl 1.1, T. marinkellei, T. dionisii, T. erneyi e T.

rangeli AM-80. Para cada duas lectinas foram utilizadas trés membranas de PVDF.

As imagens das membranas de PVDF foram subdivididas seguindo intervalos
de peso molecular como referéncia. A intensidade total em cada intervalo de peso
molecular foi medida em cada lane e os valores tabelados (Tabelas X e Y do
Apéndice). Esses valores foram utilizados como os dados de entrada para a analise

de componentes principais (PCA). Os valores de intensidade foram transformados
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por log2(x) e depois normalizados por Z score, para entdo realizar a analise de
cluster.

O resultado da PCA (Figura 2) coloca Erneyi e T.cruzi lll distante das outras
cepas. NR CI3 e Y estdo mais proximas e Bat Cl 1.1 e Dionisii também. Entretanto,

todas as cepas estédo separadas na PCA demonstrando a diferente glicosilagdo nas
varias amostras.

= B o Monis

Component 2 {22.7%) [1e7]
]

.Errayi

-05
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-1 -0.8 -08 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
Component 1 (32.2%) [1e7]

Figura 2. Principal Component Analysis com duas componentes, mostrando a relagdo entre as nove

cepas: sylvio X10/4 (Tc 1), Y (Tc ll), T. cruzi lll (Tc Ill), NR CI 3 (Tc V), bat Cl 1.1 (Tc bat), marinkellei,
dionisii, erneyi e rangeli AM-80.
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Figura 3. Cluster que mostra a relacdo entre as nove cepas sylvio X10/4 (Tc 1), Y (Tc ll), T. cruzi lll
(Tc 1), NR CI 3 (Tc V), bat Cl 1.1 (Tc bat), marinkellei, dionisii, erneyi e rangeli AM-80.
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A andlise de cluster (Figura 3) mostra a possivel interrelacdo entre cada uma
das amostras. Nesta andlise, as cepas Erneyi, Rangeli AM-80, Bat Cl 1.1, Dionisii, T.
cruzi Il e Sylvio X10/4 encontram-se préoximas e separadas das cepas Y, NR Cl 3 e

Marinkellei.
Grupo Il

Na segunda etapa utilizou-se treze cepas, duas de cada uma das seis DTU
mais a Tc bat. Como no caso do Grupo I, foram utilizadas trés membranas para cada
duas lectinas, as intensidades totais em cada faixa de peso molecular foram
tabeladas para cada lane (Apéndice Tabela X) e as intensidades utilizadas como os
dados de entrada para PCA. Nesse caso, o PCA (Figura 4) mostra uma proximidade
entre as DTU II, lll, IV e V. Também mostra uma proximidade entre a DTU | e a Tc

bat, e um afastamento da DTU IV, que encontra-se bem mais distante.

Component 2 {18.5%) [1e7]
]
el

S e N s m e e e e e I e — |. L s e o e s L e e e e L e e e e e e M
-0.8 -08 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8
Component 1 (52.3%) [1e7]

Figura 4. Principal Component Analysis com duas componentes, mostrando a relagao entre as treze
cepas: sylvio X10/4 (Tc ), G mucurae (Tc I), Y (Tc Il), esmeraldo (Tc Il), M-6241 CI 6 (Tc lll), T. cruzi
Il (Tc 1), Can I CI 1 (Tc IV), Jose Julio (Tc IV), NR CI 3 (Tc V), 92:80 Cl 2 (Tc V), CL 14 (Tc VI), CL
Brener CL 1 (Tc VI) e bat Cl 1.1 (Tc bat).

A andlise de cluster (Figura 5) mostra claramente uma separacdo de cada
DTU e da Tc bat, considerando que as cepas da DTU | ficaram bem proximas e da
DTU VI também ficaram préximas e ambas proximas a Tc bat. As DTU 11, Ill, V e IV
ficaram também préximas. A Unica que ndo seguiu a mesma tendéncia foi a josé

julio da DTU IV, que n&do se agrupou com a outra amostra da DTU IV.
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Figura 5. Cluster que mostra a relacdo entre cada uma das treze cepas quando comparadas, sendo
elas sylvio X10/4 (Tc 1), G mucurae (Tc 1), Y (Tc Il), esmeraldo (Tc Il), M-6241 CI 6 (Tc Ill), T. cruzi llI
(Tc I, Can I CI 1 (Tc 1V), Jose Julio (Tc IV), NR CI 3 (Tc V), 92:80 Cl 2 (Tc V), CL 14 (Tc VI), CL
Brener CL 1 (Tc VI) e bat Cl 1.1 (Tc bat).

CONCLUSOES

A hipotese inicial deste trabalho visava investigar a possibilidade de utilizar o
padrdo de glicolizagdo das proteinas de T. cruzi, determinada a partir da interagéo
com lectinas especificas, para discriminar entre cepas de DTU diferentes do
parasito. Como demonstrado pelas analises de cluster das Figuras 3 e 5, a técnica
desenvolvida neste trabalho foi de fato capaz de agrupar junto os parasitos
pertencentes a cinco das seis DTU mas nao em funcdo do hospedeiro de origem
dos parasitos. No caso da DTU IV, a maior distancia entre as cepas Can Illl Cl 1 e
josé julio talvez reflita uma diferenca sutil no padrédo de glicolisacdo das proteinas
gue ndo se manifestou na classificagdo DTU baseada na genética molecular. Esse
estudo demonstra a capacidade do lectin blotting de complementar as técnicas
moleculares na diferenciacdo das cepas de T. cruzi. Mais estudos estdo sendo
realizados para identificar as proteinas glicosiladas e os sitios de glicosilacdo das

diferentes cepas e correlacionar com a genética evolutiva dessas cepas.
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APENDICE

Imagens de Membranas PVDF do Grupo I:
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Figura 6. Resultados em triplicata (imagens a, b e c) de Membranas de PVDF incubadas com
Maackia Amurensis Lectin Il, para as 9 cepas, sendo que quatro delas pertencem as DTU e as outras
cinco Tc bat, T. Marinkellei, T. Dionisii, T. Erneyi e T. rangeli AM-80. As regides foram divididas pelo
peso molecular de 250-150, 150-100, 100-75, 75-62, 62-50, 50-37, 37-31, 31-25, 25-20.
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Figura 7. Resultados em triplicata (imagens a, b e ¢) de Membranas de PVDF incubadas com Ricinus
Communis Agglutinin |, para as 9 cepas, sendo que quatro delas pertencem as DTU e as outras cinco
Tc bat, T. Marinkellei, T. Dionisii, T. Erneyi e T. rangeli AM-80. As regies foram divididas pelo peso
molecular de 250-150, 150-100, 100-75, 75-62, 62-50, 50-37, 37-31, 31-25, 25-20.
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Figura 8. Resultados em triplicata (imagens a, b e ¢c) de Membranas de PVDF incubadas com Wheat
Germ Agglutinin, para as 9 cepas, sendo que quatro delas pertencem as DTU e as outras cinco Tc
bat, T. Marinkellei, T. Dionisii, T. Erneyi e T. rangeli AM-80. As regides foram divididas pelo peso
molecular de 250-150, 150-100, 100-75, 75-62, 62-50, 50-37, 37-31, 31-25, 25-20.
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Figura 9. Resultado (imagem a) de Membrana de PVDF incubada com Concanavalin A, para as 9
cepas, sendo que quatro delas pertencem as DTU e as outras cinco Tc bat, T. Marinkellei, T. Dionisii,
T. Erneyi e T. rangeli AM-80. As regides foram divididas pelo peso molecular de 250-150, 150-100,
100-75, 75-62, 62-50, 50-37, 37-31, 31-25, 25-20.
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Figura 10. Resultados em triplicata (imagens a, b e ¢) de Membranas de PVDF incubadas com
Aleuria Aurantia Lectin, para as 9 cepas, sendo que quatro delas pertencem as DTU e as outras cinco

Tc bat, T. Marinkellei, T. Dionisii, T. Erneyi e T. rangeli AM-80. As regies foram divididas pelo peso
molecular de 250-150, 150-100, 100-75, 75-62, 62-50, 50-37, 37-31, 31-25, 25-20.
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Figura 11. Resultados em duplicata (imagens b e ¢) de Membranas de PVDF incubadas com Ricinus
Communis Agglutinin |, para as 9 cepas, sendo que quatro delas pertencem as DTU e as outras cinco
Tc bat, T. Marinkellei, T. Dionisii, T. Erneyi e T. rangeli AM-80. As regides foram divididas pelo peso
molecular de 250-150, 150-100, 100-75, 75-62, 62-50, 50-37, 37-31, 31-25, 25-20.
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Imagens de Membranas PVDF do Grupo I

V'L 12 3eq 1znid *

1 71D Jauaig 1D 1Znio -
#1710 1ZNJo°

212 08:26 1ZnJo

€12 YN IZnid *

olne asof 1IZnio -

L 1D il ue 1znio °
znio °

912 L¥e9-IN 12N

opjelawsa 1znio

Alznio

selnanw 9 IZnio

#I0LX OIAJAS 1Znio

L1 1D3eq 1Znio *

L 112 Jauslg 12 1Znid
YLD IZNID ”

€12 08126 1Zn1J *
€IDUNIZNID *

olinr asor IZnid

LID Nl ued [zni *
znio

912 L¥29-IN 1ZnJd

opjelawss |znio

A1Znio

aelndnw 9 1Znid °

#I0LX OIAIAS 1Zn1D *

F F F F F FF F F F F F F

F F F F F FF F F F F F F

250
150
100

7

3

."" 25
B -

¥

L'L1D3eqiznid "

L 12 Jaualg 12 1Znid
172 1Znio ",

€10 08:26 1Znid *

€10 N 1Znid ",

olne 3sor IZnid *

LID T uey iznia *
1znia *

912 kP29 1ZN1D °
Op[eJawsa I1Zno *

A1Znio

seindnw 9 I1Znid

+I0LX OIAIAS 1ZNnJ2 *

F F F FF F F F F F F F F

250
150
100

LE]

Y

——-
L1 L T

Figura 12. Resultados em triplicata (imagens a, b e ¢) de Membranas de PVDF incubadas com

ibes

sendo duas de cada DTU e a Tc bat. As regi

Ricinus Communis Agglutinin I, para as 13 cepas
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foram divididas pelo peso molecular de 250-150
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Figura 13. Resultados em triplicata (imagens a, b e c) de Membranas de PVDF incubadas com Wheat
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Figura 14. Resultados em triplicata (imagens a, b e c¢) de Membranas de PVDF incubadas com
Aleuria Aurantia Lectin, para as 13 cepas, sendo duas de cada DTU e a Tc bat. As regides foram

150, 150-100, 100-75, 75-62, 62-50, 50-37, 37-31, 31-25, 25-20.

divididas pelo peso molecular de 250
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Figura 15. Resultados em triplicata (imagens a, b e ¢) de Membranas de PVDF incubadas com
Concanavalin A, para as 13 cepas, sendo duas de cada DTU e a Tc bat. As regiées foram divididas

pelo peso molecular de 250-150, 150-100

37, 37-31, 31-25, 25-20.

, 75-62, 62-50, 50-

100-75
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Figura 16. Resultados em duplicata (imagens b e c) de Membranas de PVDF incubadas com

Sambucus Nigra Agglutinin, para as 13 cepas, sendo duas de cada DTU e a Tc bat. As regides foram
divididas pelo peso molecular de 250-150, 150-100, 100-75, 75-62, 62-50, 50-37, 37-31, 31-25, 25-20.
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Figura 17. Resultados em duplicata (imagens a e b) de Membranas de PVDF incubadas com Maackia
Amurensis Lectin I, para as 13 cepas, sendo duas de cada DTU e a Tc bat. As regi6es foram
divididas pelo peso molecular de 250-150, 150-100, 100-75, 75-62, 62-50, 50-37, 37-31, 31-25, 25-20.
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Tabela 3. Intensidades totais em cada faixa de peso molecular determinadas a partir da leitura das
membranas de PVDF do Grupo I.
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Tabela 4. Intensidades totais em cada faixa de peso molecular determinadas a partir da leitura das
membranas de PVDF do Grupo Il
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