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RESUMO

A tripanossomiase americana foi descrita em 1909, por Carlos Ribeiro Justiniano Chagas,
essa zoonose é considerada uma das seis doencas negligenciadas mais prevalentes no
mundo, estima-se que 6 a 7 milhdes de pessoas estejam infectadas por T. cruzi. A
diversidade bioldgica, biogquimica e genética entre cepas de T. cruzi é reconhecida ha
tempos, a analise genética de T. cruzi € complexa, seu genoma possui um total de 22 570
genes codificantes de proteinas e em seu proteoma foram identificados um total de 2 784
proteinas, dentre essas enzimas proteoliticas. As metaloproteinases compreendem uma
familia de endopeptidases zinco dependentes associadas a degradagdo de membranas em
pH fisioldgico, que variam quantitativa e qualitativamente em diferentes cepas e formas
de T. cruzi. As enzimas proteoliticas parecem ter papel em diversos aspectos na interacdo
parasito hospedeiro. Estudos sugerem que as proteases podem ser um fator adaptativo
importante para T. cruzi e possivelmente atuarem como fator de viruléncia. Neste trabalho
foi realizada a avaliacdo e comparacéo do perfil proteico das cepas Bolivia, Rme Y de T.
cruzi, assim como a caracterizacdo de suas metaloproteinases por meio de shotgun. Para
tanto executou-se analise por espectrometria de massas com a utilizagdo de um sistema
electrospray - lon trap (ESI/IT), modelo Amazon SL (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany), acoplado a um sistema Ultra Fast liquid Chromatography (UFLC) (Nexera-
Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan). Por meio de banco de dados especificos para T.
cruzi foram identificadas 106 proteinas para a cepa Y, sendo 62 exclusivas. Para a cepa
Rm foram identificadas 134 proteinas no total e 95 exclusivas. Para a cepa Bolivia foram
identificadas 50 proteinas, dentre essas 33 foram consideradas exclusivas (Sugiro colocar
na ordem alfabética, Bolivia, Rm, Y). As trés cepas apresentaram oito proteinas em
comum, entre as cepas Y e Rm observou-se vinte proteinas em comum, entre Rm e
Bolivia foram encontradas apenas duas em comum. Seis sdo comuns a 'Y e Bolivia, o que
mostra uma maior proximidade no perfil proteico entre Y e Rm, se comparadas a Bolivia.
Tais proteinas puderam ser classificadas como responsaveis por atuar no metabolismo de
T. cruzi, como chaperonas, no ciclo celular, na resposta ao stress, na interacdo entre o
parasita e o hospedeiro e/ou como fatores de viruléncia. Foi possivel notar maior presenca
de proteinas consideradas como possiveis fatores de viruléncia em Y e Rm quando
comparado a Bolivia, 0 que poderia sugerir uma maior propensdo das cepas Y e Rm
apresentarem um perfil mais virulento em infecc¢des. Foi possivel identificar e classificar
uma proteina como metaloprotease, a Glutamamyl carboxipeptidase, a proteina se

mostrou comum as trés cepas estudadas, foi identificada atuando no crescimento e



diferenciacéo do parasito. Conclui-se que foi possivel a avaliacdo e comparacao do perfil
proteico das cepas Bolivia, Rm e Y de T. cruzi. Segundo os resultados obtidos ha uma
maior proximidade entre os perfis proteicos das cepas Y e Rm quando comparados a cepa
Bolivia. A caracterizacdo das metaloproteases por meio de shotgun se mostrou possivel,

apesar da baixa quantidade encontradas nas amostras analisadas.

Palavras-chave: proteoma; doenca de Chagas; perfil proteico.



ABSTRACT

American trypanosomiasis was described in 1909 by Carlos Ribeiro Justiniano Chagas,
this zoonosis is considered one of the six most prevalent neglected diseases in the world,
it is estimated that 6 to 7 million people are infected with T. cruzi. The biological,
biochemical, and genetic diversity among T. cruzi strains has been recognized for a long
time, the genetic analysis of T. cruzi is complex, its genome has a total of 22570 protein-
coding genes and a total of 2784 proteins have been identified in its proteome, among
these proteolytic enzymes. Metalloproteinases comprise a family of zinc-dependent
endopeptidases associated with membrane degradation at physiological pH, which vary
quantitatively and qualitatively in different strains and forms of T. cruzi. Proteolytic
enzymes seem to play a role in several aspects in the host parasite interaction. Studies
suggest that proteases may be an important adaptive factor for T. cruzi and possibly act
as a virulence factor. In this work, the evaluation and comparison of the protein profile of
the Bolivia, Rm and Y strains of T. cruzi was carried out, as well as the characterization
of their metalloproteinases using shotgun. For this purpose, mass spectrometry analysis
was performed using an electrospray system - lon trap (ESI/IT), Amazon SL model
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany), coupled with an Ultra-Fast liquid
Chromatography (UFLC) system (Nexera-Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan). Using
a specific database for T. cruzi, 50 proteins were identified for the Bolivia strain, 33 of
which were exclusive. For the Rm strain, 134 proteins were identified, 95 being exclusive.
For the Y strain, 106 proteins were identified, among these 62 were considered exclusive.
The three strains had eight proteins in common, between the Y and Rm strains twenty
proteins were observed in common, between Rm and Bolivia were only two. Six are
common to Y and Bolivia, which shows a greater proximity in the protein profile between
Y and Rm, compared to Bolivia. Such proteins could be classified as responsible for
acting in the metabolism of T. cruzi, as chaperones, in the cell cycle, in the stress response,
in the interaction between the parasite and the host and/or as virulence factors. It was
possible to notice a greater presence of proteins considered as possible virulence factors
in Y and Rm when compared to Bolivia, which could suggest a greater propensity for Y
and Rm strains to present a more virulent profile in infections. It was possible to identify
and classify a protein as metalloprotease, Glutamamy!l carboxypeptidase, the protein was
found to be common to the three strains studied, it was identified as acting in the growth
and differentiation of the parasite. It is concluded that it was possible to evaluate and

compare the protein profile of Bolivia, Rm and Y strains of T. cruzi. According to the



results obtained, there is a greater proximity between the protein profiles of the Y and Rm
strains when compared to the Bolivia strain. The characterization of metalloproteases
through shotgun was possible, despite the low amount found in the analyzed samples.
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CAPITULO 1

1. Introducdo
1.1. Doenca de Chagas

Em 1909, Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, publicou o trabalho intitulado “Nova
tripanozomiaze humana. Estudos sobre a morfologia e o ciclo evolutivo do
Schizotrypanum cruzi n. gen., n. sp., ajente etiolojico de nova entidade morbida do
homem”. Assim descreveu 0 protozoario, agente etioldgico dessa doenca; o primeiro caso
humano, Berenice, entdo menina; identificou o vetor (Conorhinus megistus) dessa
zoonose, portanto toda a cadeia epidemiologica. Posteriormente em reconhecimento ao
seu trabalho inigualavel, a doenca foi entdo nomeada em sua homenagem. A doenca de
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Chagas é considerada uma das seis doencas negligenciadas mais prevalentes no mundo,
esta distribuida endemicamente desde o sul dos EUA a Patagonia na Argentina, estima-
se que 6 a 7 milhdes de pessoas estejam infectadas por T. cruzi no mundo. (CHAGAS,
1909; CERETTI-JUNIOR et al., 2008; COURA e BORGES-PEREIRA, 2010; PINHO et
al., 2014; WHO, 2021)

A doenca de Chagas tornou-se um problema para a salde humana a partir da
domiciliacdo dos triatomineos que, devido ao seu ecletismo alimentar sobrevivem com
qualquer tipo de sangue. O aumento da urbanizagdo e da migragdo proporcionou a
dispersdo da doenca de Chagas, sendo entdo registrado o aparecimento de casos de
tripanossomiase americana em paises ndo endémicos, como observado na Fig.1
(BRENER et al., 2000; ARAS et al., 2003; COURA e VINAS, 2010; WESTPHALEN et
al., 2012).

Figura 1. Rota de migracdo e estimativa do numero total de Chagésicos em areas ndo endémicas
(COURA e VINAS, 2010).

Atualmente sdo reconhecidas 154 espécies de triatomineos agrupadas em cinco
tribos e 18 géneros (ALEVI et al. 2020). De acordo com Gaunt e Miles (2000), os trés
géneros mais importantes de triatomineos, do ponto de vista epidemiologico, sdo:

Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma.

Todas as espécies de triatomineos sdo vetores potenciais de T. cruzi devido a sua
necessidade de sangue de vertebrado para completar seu ciclo biolégico, mas apenas em
alguns casos as condi¢bes para transformar a espécie em um vetor efetivo séo
preenchidas. Para se tornar um vetor efetivo é necessario que a espécie consiga adaptar-
se as habitacGes humanas, possua um elevado grau de antropofilia, um curto periodo de
tempo entre o hematofagismo e a defecacdo e ampla distribuicdo geografica (LENT e
WYGODZINSKY, 1979).
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Apesar de a transmissdo vetorial ainda permanecer como a via mais importante,
outras vias de transmissdo tambeém devem ser destacadas, como via oral, transfusdo
sanguinea, os acidentes laboratoriais, transplantes de 6rgaos, via congénita e a via sexual.
O aparecimento de casos da doenca em paises que nao possuiam relatos da presenca do
vetor ganhou destaque devido as transmissdes, principalmente, por transfusdes
sanguineas e transmissdo vertical (ARAS et al., 2003; GOMES et al., 2019; FERREIRA-
FILHO etal., 2011; WHO, 2021).

Em muitos paises a via transfusional é reconhecida como a segunda via mais
importante para transmissdo da doenca de Chagas, porém em paises desenvolvidos, como
Canada, Espanha e Estados Unidos, ela é considerada 0 modo mais importante de
transmissdo (WENDEL, 2010).

Até o ano de 2004, a ocorréncia de doenca de Chagas por transmissao oral,
relacionada ao consumo de alimentos, constituia um evento pouco conhecido ou
investigado. Atualmente tornou-se frequente na regido amazénica e esté relacionada a
ocorréncia de surtos recentes em diversos estados brasileiros, sendo a maioria relacionada
ao consumo do suco de acai que é considerado um alimento essencial na dieta da
populagéo da regido Norte. Foram registrados 423 casos na regido Amazonica brasileira
de 1968 a 2010, o que demonstra a necessidade de incentivos a pesquisa de T. cruzi em
transmissdo oral da doenca de Chagas, gerando dados que auxiliem na compreensao da
transmissdo oral desse parasito e sua melhor interpretacdo epidemioldgica, prevencéo e
controle (FERREIRA et al., 2014).

A infeccdo dos seres humanos ocorre prioritariamente pelo contato de sua pele
lesada, ou mucosa com as fezes do vetor contaminadas com as formas tripomastigotas
metaciclicos de T. cruzi, que sdo eliminadas durante o hematofagismo do triatomineo. O
ciclo bioldgico (Fig.2) tem inicio apds a forma infectante penetrar e atingir a via
sanguinea, chegando por meio dessa aos tecidos que iré infectar. Por meio de um processo
de reconhecimento celular, as glicoproteinas presentes na membrana plasmatica do
parasito e receptores, ainda desconhecidos, da célula hospedeira interagem fazendo com
que os tripomastigotas adentrem as células. Ja no interior das células o parasita assume a
forma amastigota (forma de multiplicagdo no organismo vertebrado) e ap6s se multiplicar
por inUmeras vezes causa a lise celular, ao voltar ao espaco extracelular os amastigotas
reassumem a forma de tripomastigota, dando continuidade a multiplicagdo dos parasitos
no organismo (RIBEIRO, 2014; CDC, 2015).
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Quando um triatomineo ndo infectado realiza 0 hematofagismo em um hospedeiro
infectado pode sugar juntamente com o sangue as formas infectantes tripomastigotas. Ao
adentrar o sistema digestivo do triatomineo, mais especificamente a por¢do média de seu
intestino, as formas tripomastigotas se transformam em epimastigotas (forma de
multiplicacdo no hospedeiro invertebrado) e comegcam a se multiplicar. Na porc¢éo final
do intestino do vetor as formas epimastigotas assumem a forma de tripomastigota
metaciclica, assim quando forem eliminadas no préximo repasto podem dar continuidade
ao ciclo da doenca (CDC, 2015; PEREZ-MOLINA e MOLINA, 2018).

Hematofagia - Tripomastigotas

metaciclicos nas fezes e urina do '"VBS;'?O das células e
triatomineo transformag&o em amastigotas
Tripomastigotas Q—/-\, ' \

metaciclicos no intestino A o

postenor

8]

Muitiphicag@o no intestino médio @
Hematofagia e
ingestdo de

e Epimastigotas no intestino tripomastigotas

9 Multiplicagao de
amastigotas por fissdo
binana

Infecgdo de novas células
por tripomastigotas

Transformagdo em
tripomastigotas que caem na
A = Estagio infeccioso circulagdo sanguinea

A\ = Estagio diagnostico

Figura 2. Representacgdo do ciclo biolégico da doenca de Chagas (Modificado de CDC, 2015).

O curso clinico da doenca de Chagas é dividido em duas fases: aguda e cronica.
A fase aguda tem como sintomas febre, fadiga, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia.
Pode haver também a presenca do chagoma de inoculacdo (inflamacdo no local da
inoculacéo) ou sinal de Romaria (edema bipalpebral unilateral). A fase aguda durade 4 a
8 semanas e a parasitemia comeca a decair a partir dos 90 dias, caso nédo seja tratada nesse
periodo a doenca evolui para a fase cronica, em que cerca de 30 — 40% dos individuos
desenvolvem a cardiomegalia, megaesdfago ou megacdlon (PEREZ-MOLINA e
MOLINA, 2018).
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Ainda hoje entender completamente a patogenia da doenca segue sendo um
desafio, visto que os danos teciduais podem decorrer tanto da agéo do parasita nos tecidos,
visto que as caracteristicas biologicas das linhagens de T. cruzi, principalmente seu
histotropismo, exercem um papel fundamental como determinante da forma clinica da
doenca e da resposta imune deflagrada pela presenca do parasita no organismo (COURA
e BORGES-PEREIRA, 2010; PEREZ-MOLINA e MOLINA, 2018).

1.2.Trypanosoma cruzi

A diversidade biologica, bioquimica e genética entre cepas de T. cruzi é
reconhecida ha tempos, essa caracteristica se aplica até mesmo a quantidade total de
material genético, que pode variar em mais de 100% entre cepas ou até mesmo entre
clones de uma mesma cepa, devido a isso ao longo dos anos diversos métodos foram
empregados com objetivo de caracterizar sua estrutura populacional, visando definir um
numero adequado de subgrupos (SOUZA, 2007; ZINGALES et al., 2009).

Esses subgrupos ja receberam as mais diversas denominacdes incluindo
zimodemas, clones, linhagens, mais recentemente Zingales et al. (2009), por meio de
genotipagem, reclassificaram os grupos em seis DTUs (Unidades Discretas de Tipagem)
(Tab 1).

Tabela 1. Nomenclatura para T. cruzi segundo a classificacdo de 2009 (Extraido de Zingales et
al., 2009).

DTU denominagdes  Abreviagdes Equivaléncia para antigos grupos de T. cruzi
T. cruzi | Tcl T.cruzi P*e DTU I°
T. cruzi Il Tcll T.cruzi 1Ie DTU IIb®
T. cruzil I Tclll Z3/Z1 ASATY, Z3-A®, DTU lIct e T.cruzi llIf
T. cruzi IV TclV Z39 73-B® e DTU lla°
T. cruzi V TcV Bolivia 229, rDNA %9, clonet 39" e DTU IId°
T. cruzi VI TeVi Paraguaia Z2', ZimodemaB’ e DTU Ile¢

a: Anonymous 1999; b: Falla et al. 2009; c: Brisse et al. 2000; d: Miles et al. 1981; DTU: discrete typing
units; e: Mendonca et al. 2002; f:Freitas et al. 2006; g: Souto et al. 1996; h: Tibayrenc and Ayala 1991, i:
Chapman et al. 1984 ; j: Carneiro et al. 1990.



20

Além das DTUs Tcl-TcVI, indicadas acima (Tab.1), ha um gendtipo denominado
por Marcili e colaboradores (2008) como TcBat, que foi isolado de morcegos, embora
separado por grandes distancias genéticas de todas as outras DTU’s, quando comparado

TcBat apresenta uma maior proximidade a Tcl.

A familia Trypanosomatidae apresenta uma organela tipica denominada
cinetoplasto, que é constituida por DNA (kDNA) que representa 10-20% do DNA celular
total e é formada por uma rede complexa de moléculas circulares os maxi e minicirculos.
Os maxicirculos contém os genes responsaveis por manter as funcdes da mitocondria e
os minicirculos se encarregam de codificar os RNA guia, pequenos transcritos que
determinam o local e 0 nimero de insercdes ou deleces no processo de edicdo de RNA.
O cinetoplasto tem fungdo andloga a mitocondria dos eucariotos superiores que codifica
0s RNAs ribossdmicos e as enzimas envolvidas na respiracdo celular (SOUZA, 2007;
CAMARA, 2008).

O genoma de T. cruzi é marcado por conter vérias sequéncias de DNA repetidas
em tandem, ha em seu genoma de 9-14% de sequéncias altamente repetitivas, 35%
medianamente repetitivas e 50% de genes de cOpia Unica e a maioria dessas sequéncias é
especifica para T. cruzi, ndo havendo hibridizacdo cruzada com nenhum outro
tripanossomatideo. A auséncia de seqliéncias promotoras consenso  Nos
tripanossomatideos sugere que o controle da expressao génica nos tripanossomas ocorre
principalmente em nivel pds-transcricional e envolve o processamento e traducdo dos
transcritos (CASTRO, 1981; MAGALHAES, 2006; SOUZA, 2007).

A andlise genética de T. cruzi é complexa, pois ndo ha condensa¢do cromossdmica
durante a divisdo celular. Trypanosoma cruzi apresenta genoma dipléide, e se reproduz
assexuadamente. O genoma nuclear de T. cruzi pode ser agrupado em sequéncias que
codificam proteinas, sequéncias que codificam RNAS e sequéncias repetitivas, as quais
ndo sdo codificadoras (MAGALHAES, 2006).

El-Sayed et al. (2005) publicaram o sequenciamento do genoma de T. cruzi, que
se constituiu num marco cientifico, pois dentre os diversos resultados, foi observado um
total de 22.570 genes codificantes de proteinas. Porem a elucidacdo da sequéncia
completa do genoma de T. cruzi ndo € suficiente para definir os processos ligados a
expressao de proteinas. Portanto estudos pds-gendmicos tornaram-se uma consequéncia
natural do sequenciamento do genoma (MAGALHAES, 2006).
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Ainda em 2005, Atwood Il et al. realizaram um estudo complementar ao
sequenciamento do genoma, em que foi realizada analise protebmica das quatro formas
evolutivas de T. cruzi, identificando um total de 2784 proteinas (Tab. 2). Nesse trabalho
sdo referidas proteinas das mais diversas classes, como por exemplo, ribossomais,

proteassoma, ubiquitina, histonas, proteinas de choque térmico, entre outras.

Tabela 2. Grupos de proteinas e proteinas identificadas em cada forma evolutiva

Grupo de proteinas ) ) . Tripomastigota . .
Amastigota  Tripomastigota ) Epimastigota
(proteinas) metaciclico
29 (49) X
21 (41) X X
44 (161) X X X
335 (838) X X X X
27 (84) X X X
65 (110) X X
146 (538) X X X
24 (50) X X
43 (125) X
47 (122) X X
53(93) X X X
12 (22) X X
187 (315) X X
92 (162) X X
43 (74) X
1168 (2784) 631 (1871) 582 (1436) 969 (2339) 732(1861)

Fonte: Extraida de Atwood Il1 et al., 2005.

Desde a identificacdo de atividade proteolitica em extratos de epimastigotas de T.
cruzi diversas enzimas do parasita tém sido purificadas e caracterizadas, elas incluem
proteases de cisteina (CPs), serina proteinases (SPs), metaloproteinases (MPs), e 0s
proteassomas (CAZZULO et al., 2002).

As metaloproteinases compreendem uma familia de endopeptidases zinco
dependentes associadas a degradacdo de membranas em pH fisioldgico. Estudos
demonstram a importancia dessas enzimas tanto para condi¢Bes normais, quanto
anormais em processos biolégicos, uma vez que 0s parasitas se servem de suas
proteinases para manutencao de seu parasitismo, processamento de proteinas e peptideos,
facilitacdo de infeccéo e disseminacdo e evasdo da resposta do sistema imune de seus
hospedeiros (de SOUZA et al., 2010).
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Metaloproteinases ja foram descritas em tripanosomatideos, sendo a mais
conhecida a gp3 da Leishmania spp. Cuevas et al. (2003) observaram a presenca de gp63
também em T. cruzi e indicaram que estaria possivelmente envolvida no processo de
infeccdo celular no hospedeiro. Lowndes et al. (1996) reportaram a existéncia de uma
variedade de metaloproteinases em T. cruzi, que variam quantitativa e qualitativamente
de modo consideravel em diferentes cepas e estagios evolutivos do parasita, porém o
papel bioldgico delas continua desconhecido. Desse modo, informagGes detalhadas das
proteases sdo ainda necessarias para o desenvolvimento de inibidores e para o
entendimento de diversas patologias, nas quais essas enzimas tem um papel crucial
(CAZZULO et al., 2002; CASTRO et al, 2011).

Ribeiro (2014) por meio de observacdo do perfil proteico em formas epi e
tripomastigotas de dez cepas de T. cruzi demonstrou a existéncia de fragmentos proteicos
no grupo Tcl ndo muito visiveis nos grupos Tcll e Tclll, o que indica uma variacdo do
perfil proteico de acordo com o grupo estudado. Resultados observados por Guhl et al.
(2014) demonstram também a possibilidade de divisdo do grupo Tcl em cinco subgrupos

com base em marcadores moleculares.

Mejia et al. (2004) demonstraram por meio de comparacao do perfil proteico de
diversas cepas de T. cruzi e T. rangeli a existéncia de uma expresséo génica complexa
nesses parasitas. Diante dessa observacdo, os autores alertaram para a necessidade de um
estudo mais aprofundado dessas proteinas por elas induzirem resposta imune e pela
possibilidade de estarem relacionadas a infec¢do e viruléncia em T. cruzi, além de

produzirem reacdes cruzadas em diagndsticos sorolégicos.

Com o intuito de contribuir para ampliar o conhecimento sobre as populacGes de
T. cruzi, bem como fomentar um controle mais efetivo da infec¢cdo chagasica propde-se a
caracterizacdo de metaloproteinases e do perfil proteico de trés cepas de T. cruzi, Bolivia
isolada de Triatoma infestans, por Funayama e Prado Junior, 1974, Rm, cepa inédita,
isolada de Rhodnius montenegrensis pela Dra. Aline Rimoldi Ribeiro e a cepa Y isolada
de Homo sapiens por Silva e Nussenzweig em 1953.

Como dito anteriormente, as metaloproteinases apresentam variagao quantitativa
e qualitativa consideravel em diferentes cepas e formas evolutivas de T. cruzi, devido a
isso fica demonstrado a importancia de um estudo que vise a caracterizacdo dessas

proteinas. Desse modo pretende-se contribuir com novos conhecimentos que visem
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esclarecer o comportamento heterogéneo de cepas de T. cruzi pertencentes a diferentes
grupos (CAZZULO et al., 2002; CASTRO et al, 2011).

Em razdo dos surtos frequentes de doenga de Chagas por transmissdo oral na
regido amazonica, justifica-se o estudo da cepa de T. cruzi nomeada Rm, uma vez que foi
isolada de um exemplar de Rhodnius montenegrensis, comparando-a com as cepas Y e
Bolivia, ambas escolhidas por serem cepas de referéncia e de DTU’s distintas. Este estudo
tem como um dos objetivos gerar dados que poderdo contribuir para a caracterizagéo de
uma das cepas de T. cruzi que ocorrem na regido Norte do Brasil. Também contribuira

ampliar o conhecimento a respeito da acdo de metaloproteases.

2. Objetivos

- Avaliar e comparar o perfil proteico das cepas Bolivia, Rm e Y de T. cruzi.

- Prospectar proteinas por meio de shotgun.
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3. Material e métodos

3.1 Cepas utilizadas

Neste estudo foram utilizadas as cepas Y que foi isolada de um caso humano por
Silva e Nussenzweig em 1953, pertencente ao Tcl; Bolivia isolada de fezes de Triatoma
infestans, por Funayama e Prado Junior, 1974, pertencente ao Tcll. A cepa Rm foi isolada
pela Dra. Aline Rimoldi Ribeiro de um exemplar de Rhodnius montenegrensis coletado
no municipio de Monte Negro (RO) (S: 10° 10" 05.17/ W: 63° 24’ 09.1,”), pelos
pesquisadores da Fundacédo Oswaldo Cruz - Rondonia Luis Hildebrando Pereira da Silva
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e Caio Lourengo de Assuncédo Silva, ainda ndo genotipado com sucesso. As cepas sdo
mantidas em meio de cultura LIT no Laboratorio de Parasitologia da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas/7UNESP/Araraquara.

3.2 Preparacdo das amostras e extracdo das proteinas

As formas epimastigotas sdo mantidas em meio de cultura LIT (CAMARGO,
1964).

As cepas foram cultivadas em meio de cultura LIT e acondicionadas em garrafas
de cultura de células. Apo6s o cultivo, como descrito previamente, as formas epimastigotas
provenientes do meio LIT apos seis a oito dias de cultivo (5x108 parasitos/mL) foram
levadas ao Nacleo de  Protebmica da  Faculdade de  Ciéncias
FarmacéuticassfUNESP/Araraquara, onde foram ressuspendidas em tampé&o de lise MRC5
(225 mM KCI, 25 mM Tris-HCI pH 7,5, 1% de NP40, 1 pg/mL PLAAC e 10 pg/mL
PMSF) e homogeneizadas com o auxilio de uma pipeta para a lise celular. O lisado é
entdo submetido a centrifugacdo a 20.000 x g por 20 minutos a 4°C para clarificacdo e o
sobrenadante coletado. A andlise inicial do perfil de proteinas totais é realizada atraves
de eletroforese SDS-PAGE utilizando o Elabscience prestained color protein molecular
weight 6.5-270 kda como padrdo molecular e a revelacao do gel é feita utilizando Azul

de Coomassie G-250, para visualizacdo do perfil de bandas especifico.

A precipitacdo é realizada apds a visualizacdo da presenca do extrato adicionando-
se 0 mesmo volume de amostra de uma solu¢do TCA 10%, acetona 90% e incubando
overnight a -20°C, em seguida centrifuga-se a 14.000 rpm/ 15 min. Ap6s a centrifugacao,
o pellet é lavado por duas vezes com acetona 90 % (geladeira), centrifugando a amostra
a 14000 rpm e 4 °C por 15 minutos a cada lavagem. Por fim, o sobrenadante é descartado

e o pellet seco em speed vac por volta de 1 a 3 minutos e armazenado em -80°C.

3.3 Digestdo da amostra:

A digestdo das amostras é realizada partindo-se de 600pg de proteinas de acordo
com a quantificacdo. A partir disso, acrescenta-se 100uL de solucdo de bicarbonato de
amonio 50mM e uréia 7,5M as amostras, mantendo-as a 37°C em banho seco durante 60
minutos. Seguindo-se adi¢do de 10uL de solucéo de ditiotreiol (DTT) 100mM por mais
60 minutos & 37°C. Em continuidade ao processo adiciona-se 11uL de solugdo de
iodoacetamida (IAA) 400mM, a 25°C, mantendo a amostra protegida da luz por mais 60
minutos. Finalmente sdo adicionados 484pL de solugdo de bicarbonato de aménio
100mM, 0,6pL de solucdo de cloreto de célcio 1M e 12uL de tripsina (Promega, USA),
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areacdo é incubada a 37°C de 18 a 24h. Para interromper a reacéo utiliza-se 5uL de acido

férmico. As amostras sdo secas em speed-vac e armazenadas a -20°C até analise.
3.4 Estudo e caracterizagao das proteases:

A andlise dos digestos se da por espectrometria de massas com a utilizacdo de um
sistema electrospray - lon trap (ESI/IT), modelo Amazon SL (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany), acoplado a um sistema Ultra Fast liquid Chromatography (UFLC) (Nexera-
Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan). S&o aplicados 50 puL de cada amostra com auxilio
do injetor automatico (SIL-20AXR, Shimadzu). As andlises cromatograficas sdo
realizadas sob um gradiente: solu¢do (A) — 0,05% de &cido trifluoroacético (TFA) em
agua, solucdo (B) - 0,05% de TFA em acetonitrila (ACN) (2-60% de B (0-90 min), 60-
90% de B (90-120min), utilizando-se uma coluna XBrigdeTM BEH300 C18
(2,1x100mm; 3,5 pm) (Waters). A eluicdo dos componentes € monitorada por

absorbancia a 215 nm, com fluxo de 0,2 mL/min.

Para o controle de aquisi¢do dos dados utiliza-se os softwares HyStar e Trap
Control (BRUKER Daltonics). O espectrdmetro de massas é operado no modo ion
positivo, com scan num intervalo de 200 a 2200 m/z. As analises de espectrometria de
massas sequenciais, ou seja, espectros de fragmentacdo em condicbes de decomposicao
induzida por coliséo (CID) (MS2) sdo realizadas utilizando-se 0s mesmos parametros dos
experimentos de MS1, exceto a varredura que foi feita num intervalo entre 50 e 2200 m/z.
Utiliza-se Hélio como gés de colisdo, a uma pressdo de 100 kPa. O software Data Analysis

(Bruker Daltonics) é o de escolha para analise de dados.

Para a comparacdo entre os perfis proteicos obtidos entre as cepas Bolivia, Rm e
Y, foi utilizado a ferramenta Venny 2.1 (https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/), que
por meio de diagrama de Venn compara grupos de informacdes, demonstrando as
proteinas que eram ou ndo compartilhada entre as cepas estudadas, o site realiza uma
remocado automatica dos itens considerados repetidos, o parametro utilizado € a

nomenclatura de identificacdo de cada proteina.

4. Resultados e discussao

4.1. Identificacdo das proteinas por espectrometria de massas
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Utilizando o banco de dados especificos para T. cruzi identificou-se 106 proteinas

para a cepa Y (Tab.3), das quais 12 consideradas hipotéticas e 94 com identidade ja

conhecida. Para a cepa Rm foram identificadas 134 proteinas (Tab.4), desse total 30

foram consideradas hipotéticas e 104 ja foram identificadas previamente. Foi possivel

obter para a cepa Bolivia (Tab.5) a identificacdo de 50 proteinas, dessas 14 foram

consideradas hipotéticas e 36 possuem identidade ja conhecida.

Tabela 3. Proteinas encontradas na cepa Y de T. cruzi.

Cddigo de Proteinas Massa  Score
acesso (kDa)/ PI
AAG12985.1 Pyruvate phosphate dikinase 1 [Trypanosoma cruzi] 100.7/8.7  797.7
PWV11681.1 Chaperonin HSP60, mitochondrial precursor 59.3/5.6  729.1
[Trypanosoma cruzi]

PBJ73643.1 Alpha tubulin [Trypanosoma cruzi cruzi] 49.8/4.9 682.3

PWU98558.1  Putative glutamamyl carboxypeptidase [Trypanosoma  43.6/59 594.4
cruzi]

AAA91958.1 Beta tubulin, partial [Trypanosoma cruzi] 49.4/4.7  560.2

PWV11720.1 Putative tyrosine aminotransferase [Trypanosoma 46.1/5.8  531.9
cruzi]

pdb|1l12|A Chain a, phosphoenolpyruvate carboxykinase 58.7/8.6 4975

RNC47160.1 Molecular chaperone dnak [Trypanosoma cruzi] 70.9/59  461.7

EKF28172.1 Epsilon tubulin, putative [Trypanosoma cruzi 27.9/4.8 4225

marinkellei]

RNC33872.1 Tyrosine aminotransferase, partial [Trypanosoma 30.5/6.0 4175
cruzi]

PWV00829.1 Putative heat shock protein 70 (hsp70) [Trypanosoma  72.3/5.4  414.3
cruzi]

RNC56940.1 D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase- 38.5/6.2 410.7

protein [Trypanosoma cruzi]
EKF37937.1 Tyrosine aminotransferase [Trypanosoma cruzi 46.2/5.9 3445
marinkellei]

PWU87856.1  Putative glutamamyl carboxypeptidase [Trypanosoma  30.4/5.5  335.3
cruzi]

PWV17334.1 Putative heat shock protein 85 [Trypanosoma cruzi] 56.8/5.6  327.7
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[Trypanosoma cruzi]

RNC61988.1 Gim5A protein, partial [Trypanosoma cruzi] 24.3/9.0 3234
EKG04398.1 Enolase [Trypanosoma cruzi] 46.4/59  307.2
AAF05985.1 Cyclophilin A [Trypanosoma cruzi] 18.8/8.4  297.8
PWV05134.1 Putative ATP synthase subunit beta, mitochondrial 55.7/5.3  272.6
[Trypanosoma cruzi]
RNC31693.1 Aldo-keto reductase [Trypanosoma cruzi] 31.5/7.7 265.4
AAX54859.1 Dehydrogenase [Trypanosoma cruzi] 42.2/6.1 2644
EAN87359.1 Mitochondrial malate dehydrogenase, putative, partial ~ 31.5/7.6 ~ 253.3
[Trypanosoma cruzi]
EAN87141.1 Hexokinase, putative [Trypanosoma cruzi] 52.1/8.8  252.9
AA063166.1 Thiol transferase Tc52, partial [Trypanosoma cruzi] 48.6/5.4 2447
AAX40363.1  Elongation factor 1-alpha, partial [Trypanosoma cruzi] 47.8/8.6  231.6
PWV07451.1  Putative calpain-like cysteine peptidase [Trypanosoma  12.8/5.1  225.2
cruzi]
ACI102307.1 Elongation factor 2, partial [Trypanosoma cruzi] 86.0/5.7  216.9
PWV15593.1 Putative glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 39.0/9.0 2135
[Trypanosoma cruzi]
PBJ78104.1 Alpha tubulin [Trypanosoma cruzi cruzi] 14.2/9.0 184.8
PWV07450.1  Putative calpain-like cysteine peptidase [Trypanosoma  12.8/5.1  174.6
cruzi]
PWV16722.1 Putative cysteine peptidase C (CPC) [Trypanosoma 36.7/5.7  162.7
cruzi]
sp|Q4DZP2.1|R Recname: Full=60S ribosomal protein L18 21.7/11.7 160.1
L18 TRYCC
RNC41412.1 Glutamamyl carboxypeptidase, partial [Trypanosoma  40.1/7.9  159.4
cruzi]
PWV18094.1 Putative peptide methionine sulfoxide reductase 20.1/6.1  157.0
[Trypanosoma cruzi]
PWV06108.1 Putative glucosamine-6-phosphate isomerase 31.4/8.3 156.5
[Trypanosoma cruzi]
RNC33791.1 Putative mitochondrial glutamate dehydrogenase 87.6/8.0 136.8
(GDH), partial [Trypanosoma cruzi]
PWV12134.1 Putative NADP-dependent alcohol hydrogenase 37.3/7.2 1284
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PWV11561.1 Putative cytosolic nonspecific dipeptidase 51.2/53 120.0
[Trypanosoma cruzi]
PBJ74912.1 Ubiquitin-like [Trypanosoma cruzi cruzi] 8.6/6.6 119.7
RNC33579.1 Urocanate hydratase, partial [Trypanosoma cruzi] 62.0/6.1 107.2
PWV08311.1  Putative histidine ammonia-lyase [Trypanosoma cruzi]  46.9/6.7  103.9
RNC56249.1 Saccharopine dehydrogenase, partial [Trypanosoma 35.6/8.6 101.8
cruzi]
ESS62230.1 Glutamate dehydrogenase [Trypanosoma cruzi 29.7/8.8 101.1
Dm28c]
RNC42605.1 Putative aminopeptidase, putative,metallo-peptidase, 71.3/5.3 101.0
clan MA(E), family M1, partial [Trypanosoma cruzi]
PBJ73506.1 Hypothetical protein BCY84 14572 [Trypanosoma 10.5/8.7 99.0
cruzi cruzi]
PWV08515.1 Hypothetical protein C3747_89g130 [Trypanosoma 21.1/6.9 94.3
cruzi]
RNC37724.1 RNA-binding protein, partial [Trypanosoma cruzi] 27.2/149 935
EAN85159.1 60S ribosomal protein L4, putative, partial 17.5/10.7 93.1
[Trypanosoma cruzi]
RNC50374.1  Linear amidine hydrolase, partial [Trypanosoma cruzi]  26.6/5.2  92.7
PWV13958.1 25 kda translation elongation factor 1-beta 21.8/4.7 91.1
[Trypanosoma cruzi]
EKG07064.1 I/6 autoantigen, putative [Trypanosoma cruzi] 23.0/5.2 90.2
PWV10537.1 Putative glucosamine-6-phosphate isomerase 31.4/8.3 86.1
[Trypanosoma cruzi]
RNC50787.1 Putative mitochondrial citrate synthase [Trypanosoma  52.3/8.6  84.3
cruzi]
RNC41720.1 Succinyl-coa synthetase alpha subunit [Trypanosoma 11.2/6.1 83.3
cruzi]
PWU85853.1 Putative retrotransposon hot spot (RHS) protein 23.6/10.5 784
[Trypanosoma cruzi]
EAN81193.1 ATP-dependent Clp protease subunit, heat shock 28.8/5.9 74.7
protein 100, putative, partial [Trypanosoma cruzi]
RNF12806.1 Hypothetical protein tcg_08748 [Trypanosoma cruzi] 24.8/8.8 74.2
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PWV09386.1 Putative serine carboxypeptidase (CBP1) 23.7/5.3 72.3
[Trypanosoma cruzi]
PWV13834.1 Putative 2-hydroxy-3-oxopropionate reductase 31.8/6.4 69.5
[Trypanosoma cruzi]
RNC37758.1 40S ribosomal protein S15, partial [Trypanosoma 145/10.0 64.7
cruzi]
PWV04960.1 Putative 10 kda heat shock protein [Trypanosoma 10.7/8.0 63.9
cruzi]
RNC34749.1 Hexose transporter, partial [Trypanosoma cruzi] 12.0/5.3 62.7
RNC53037.1 Hypothetical protein tccl ESM09672, partial 129.9/6.0 58.8
[Trypanosoma cruzi]
PWV14184.1  Putative transcription factor btf3 [Trypanosoma cruzi]  11.5/9.6  58.6
EKG03862.1 ATP-dependent DEAD/H RNA helicase, putative 46.7/7.1 58.5
[Trypanosoma cruzi]
RNC30616.1 14-3-3 protein, partial [Trypanosoma cruzi] 27.4/50 573
RNC58032.1 Putative protein kinase [Trypanosoma cruzi] 63.4/6.4 56.8
RNC61146.1 40S ribosomal protein s3a, partial [Trypanosoma 29.1/10.1  56.7
cruzi]
PWV12184.1 Putative 3-ketoacyl-coa thiolase [Trypanosoma cruzi]  46.3/7.6  56.0
PWV02585.1 Putative mitochondrial phosphate transporter 34.3/9.3 55.5
[Trypanosoma cruzi]
RNC59143.1 25 kda translation elongation factor 1-beta 24.4/54  54.2
[Trypanosoma cruzi]
PWV10443.1 Putative aspartate aminotransferase [Trypanosoma 46.0/8.6 53.7
cruzi]
PWV04686.1 Hypothetical protein C3747_146g41 [Trypanosoma 202.6/5.0 53.5
cruzi]
RNC42228.1 40S ribosomal protein S18, partial [Trypanosoma 14.1/10.7  53.1
cruzi]
RNC48240.1 T-complex protein 1 subunit alpha, partial 59.2/59 525
[Trypanosoma cruzi]
PWU97631.1 Adaptor protein complex AP-3 subunit beta-3 65.8/7.0 51.3

[Trypanosoma cruzi]
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PWU95137.1 Hypothetical protein C4B63_23g259 [Trypanosoma 140.9/9.0 511
cruzi]
EAN99748.1 Isocitrate dehydrogenase, putative [Trypanosoma 46.8/7.7 49.8
cruzi]
RNC50437.1 Actin, partial [Trypanosoma cruzi] 359/5.1 496
pdb|5OPT|P Chain P, 40S ribosomal protein S6 28.3/11.4  48.6
EAN81235.1 Hypothetical protein, conserved [Trypanosoma cruzi] 29.6/9.1 48.6
PBJ72561.1 Lysosomal alpha-mannosidase precursor 111.1/6.6  47.7
[Trypanosoma cruzi cruzi]
RNF19656.1 Hypothetical protein tcg_04497, partial [Trypanosoma  81.6/4.9 47.7
cruzi]
PWV21666.1 Putative glycosomal malate dehydrogenase 34.0/8.8 47.5
[Trypanosoma cruzi]
pdb|1IAIM|A Chain a, cruzain 22.6/44 474
RNC45147.1 Peptidase T [Trypanosoma cruzi] 37.8/5.8  46.7
ESS60664.1 Hypothetical protein TCDM_11797 [Trypanosoma 31.1/11.3 465
cruzi Dm28c]
EKF31555.1 Hypothetical protein MOQ_004610 [Trypanosoma 58.2/7.1  46.5
cruzi marinkellei]
EKF38149.1 Vacuolar-type proton translocating pyrophosphatase 1~ 85.3/4.9 46.3
[Trypanosoma cruzi marinkellei]
PWV00650.1 Putative heat shock protein 70 (hsp70) [Trypanosoma  44.0/8.6  46.3
cruzi]
PWV07804.1 Hypothetical protein C3747_97g772c [Trypanosoma 9.9/5.1 45.6
cruzi]
EKG01993.1 Hypothetical protein TCSYLVIO_006992 129.7/5.4 455
[Trypanosoma cruzi]
PWV04965.1 Putative 10 kda heat shock protein [Trypanosoma 10.7/9.0 45.3
cruzi]
EAN91487.1 Cystathionine beta-synthase, putative, partial 10.6/8.7 45.3
[Trypanosoma cruzi]
RNC51741.1 Aminoglycoside phosphotransferase [Trypanosoma 24.7/9.2 44.3

cruzi]
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RNC30857.1 60S ribosomal protein 113a, partial [Trypanosoma 23.0/10.6 44.1

cruzi]

RNC47336.1 Host cell surface-exposed lipoprotein [Trypanosoma  28.5/11.7 43.6

cruzi]

PWV04538.1 Putative nascent polypeptide associated complex 15.5/55  43.6

subunit [Trypanosoma cruzi]

PWV04673.1 Putative ribonucleoprotein p18, mitochondrial 21.6/6.8 43.0

precursor [Trypanosoma cruzi]

RNC42239.1 Flagellar associated protein, partial [Trypanosoma 46.7/6.3 42.9

cruzi]

EAO00025.1  Alcohol dehydrogenase, putative [Trypanosoma cruzi]  41.7/6.1 42.7

PWUB84198.1 Putative retrotransposon hot spot (RHS) protein 104.8/7.1  42.6
[Trypanosoma cruzi]

PWU89224.1 Putative retrotransposon hot spot (RHS) protein 107.6/6.1  42.0
[Trypanosoma cruzi]

PWV08200.1 Putative retrotransposon hot spot (RHS) protein 27.4/8.1 411
[Trypanosoma cruzi]

EKF32897.1 Hypothetical protein MOQ_003242, partial 89.4/5.4  40.7

[Trypanosoma cruzi marinkellei]
RNC58582.1 Putative 40S ribosomal protein S23, partial 15.0/10.6 405

[Trypanosoma cruzi]

Tabela 4. Proteinas encontradas na cepa Rm de T. cruzi.

- ] Massa
Cadigo de acesso Proteinas (kDa)/ PI Score
SPIQ27352.[TBA R Full=Tubulin alpha chai
ecname: Full=Tubulin alpha chain
TRYCR p 49,7/4.9 693.9

Chaperonin HSP60, mitochondrial

PBJs0202.4 - ; 59,3/5.4 652.8
[Trypanosoma cruzi cruzi]

ACI02309.1 Heat shock protein 70 [Trypanosoma cruzi] 71,2/5.3 628.1
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Tyrosine aminotransferase [Trypanosoma cruzi

PBJ80685.1 : 46,2/5.8 608.1
cruzi]
Chaperonin HSP60, mitochondrial precursor
PWV11681.1 : 59,3/5.6 572.7
[Trypanosoma cruzi]
Chaperonin HSP60, mitochondrial
PBJB0191.1 A 59,3/5.5 536.3
[Trypanosoma cruzi cruzi]
Prostaglandin f2alpha synthase [Trypanosoma
EAN99752.1 : 42,2/6.0 526.1
cruzi]
Thiol-transferase Tc52, partial [Trypanosoma
ADB79681.1 : 46,4/5.5 511.8
cruzi]
Tyrosine aminotransferase, partial
RNC33872.1 : 30,5/6.0 505.2
[Trypanosoma cruzi]
Putative glutamamyl carboxypeptidase
PWUB87853.1 . 40,8/6.1 456.4
[Trypanosoma cruzi]
PWV05377.1 Putative beta tubulin [Trypanosoma cruzi] 49,7/4.7 4481
Putative glutamamyl carboxypeptidase
PWU91513.1 . 39,1/6.3 447.2
[Trypanosoma cruzi]
Putative glutamate dehydrogenase
AAC06213.1 : 48,8/8.0 411.5
[Trypanosoma cruzi]
RNC59550.1 Heat shock protein 90 [Trypanosoma cruzi] 80,7/5.1 404.4
Prostaglandin f2alpha synthase [Trypanosoma
PWV22066.1 : 42,1/6.0 399.0
cruzi]
Pyruvate phosphate dikinase [Trypanosoma
ESS70555.1 . 87,8/8.3 313.9
cruzi Dm28c]
Alcohol dehydrogenase, putative [Trypanosoma
EAO00025.1 : 41,7/6.1 310.7
cruzi]
Putative ATP synthase subunit beta,
PWV05134.1 : : : 55,7/5.3 294.9
mitochondrial [Trypanosoma cruzi]
Putative malate dehydrogenase [Trypanosoma
RNF16281.1 . 33,2/8.4 271.8
cruzi]
Phosphoenolpyruvate carboxykinase
AAA50780.1 : 52,6/8.2 261.8
[Trypanosoma cruzi]
RNC31693.1 Aldo-keto reductase [Trypanosoma cruzi] 31,5/7.7 260.1
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Putative cystathione gamma lyase

PWV02450.1 . 44,4]7.6 252.6
[Trypanosoma cruzi]
Pyruvate phosphate dikinase, putative
EKF39298.1 . : 100,7/85  243.1
[Trypanosoma cruzi marinkellei]
RNF18470.1 Enolase [Trypanosoma cruzi] 46,4/6.1 220.0
Urocanate hydratase isoform X1 [Trypanosoma
RNF20378.1 : 74,7/6.4 217.2
cruzi]
Putative sterol 24-c-methyltransferase
PWU87107.1 : 40,2/5.9 215.8
[Trypanosoma cruzi]
Cathepsin B-like protease precursor
AAD03404.1 : 36,7/5.8 197.2
[Trypanosoma cruzi]
Glucose-regulated protein 78, partial
CAA47951.1 : 41,7/5.0 188.5
[Trypanosoma cruzi]
Gim5A protein,glycosomal membrane protein
PBJ73265.1 R 26,6/8.8 180.8
[Trypanosoma cruzi cruzi]
Putative sterol 24-c-methyltransferase
RNF15842.1 : 40,3/6.1 178.0
[Trypanosoma cruzi]
Hypothetical protein C3747_89g130
PWV08515.1 : 21,1/6.9 176.9
[Trypanosoma cruzi]
Glucosamine-6-phosphate isomerase,
EKG03643.1 putative,glucosamine-6-phosphate deaminase, 31 4/8.3 176.2
putative [Trypanosoma cruzi]
Putative elongation factor 1-alpha
PWU94153.1 . 44,6/9.1 164.8
[Trypanosoma cruzi]
*pIQ4DZP2 1IRL18 R Full=60S rib | protein L18
ecname: Full=60S ribosomal protein
TRYCC p 21,7/11.7 164.0
Putative histidine ammonia-lyase [Trypanosoma
PWV08311.1 : 46,9/6.7 159.1
cruzi]
ATP-dependent Clp protease subunit, putative
EKG03443.1 : 97,2/6.4 155.0
[Trypanosoma cruzi]
Aminopeptidase,metallo-peptidase, clan MA(E)
PBJ73710.1 98,3/5.4 148.7

[Trypanosoma cruzi cruzi]
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Glycosomal glyceraldehyde 3-phosphate

AVQ67941.1 dehydrogenase, partial [Trypanosoma cruzi 28.9/8.9 145.9
marinkellei]
Unnamed protein product, partial [Trypanosoma
CAA30334.1 : 8,8/6.6 145.5
cruzi]
Hexokinase, putative [Trypanosoma cruzi
EKF30554.1 . . 52,0/8.9 138.3
marinkellei]
Hypothetical protein TCSYLVIO_001777
EKG07097.1 . 42,4/7.5 132.0
[Trypanosoma cruzi]
Putative amidinotransferase [Trypanosoma
PWU83999.1 : 30,2/5.3 130.3
cruzi]
Hypothetical protein TCDM_12392
ESS58250.1 : 32,0/10.6  129.4
[Trypanosoma cruzi Dm28c]
Hypothetical protein BCY84 14572
PBJ73506.1 _ 10,5/8.7 129.1
[Trypanosoma cruzi cruzi]
Putative mitochondrial Isocitrate
RNC56617.1 dehydrogenase, mitochondrial precursor, partial 46 g/8.2 128.8
[Trypanosoma cruzi]
RNC50350.1 Cyclophilin A, partial [Trypanosoma cruzi] 13,1/8.6 128.6
Putative 10 kda heat shock protein
PWV04965.1 : 10,7/9.0 127.1
[Trypanosoma cruzi]
Elongation factor 2, putative, partial
EAN87923.1 : 22,6/4.6 120.5
[Trypanosoma cruzi]
3,2-trans-enoyl-coa isomerase, mitochondrial
EKG02576.1 : : 25,1/5.8 108.5
precursor, putative [Trypanosoma cruzi]
RNC47160.1 Molecular chaperone dnak [Trypanosoma cruzi] 70 9/5.9 105.1
RNF16709.1 Cruzipain [Trypanosoma cruzi] 15,1/5.5 102.8
Putative regulatory subunit of protein kinase a-
PWV15513.1 . . : 62,8/4.8 97.3
like protein [Trypanosoma cruzi] o '
Nucleoside diphosphate kinase [Trypanosoma
PWV10574.1 : 16,9/8.5 97.2
cruzi] ’
EKG06053.1 Calreticulin, putative [Trypanosoma cruzi] 46,5/4.8 92.8
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1,2-Dihydroxy-3-keto-5-methylthiopentene

EKF32020.1 dioxygenase, putative [Trypanosoma cruzi 37,5/5.9 89.3
marinkellei]
Retrotransposon hot spot (RHS) protein
PBJ77336.1 o 101,5/5.6 87.8
[Trypanosoma cruzi cruzi]
40S ribosomal protein S15, partial
RNC37758.1 : 14,5/10 85.6
[Trypanosoma cruzi] ' '
Cytochrome-b5 reductase, putative
EKF33332.1 . . . 34,2/8.7 85.5
[Trypanosoma cruzi marinkellei] N '
PWV18957.1 Putative transketolase [Trypanosoma cruzi] 19,9/6.2 83.2
PWU83359.1 Putative beta tubulin [Trypanosoma cruzi] 20.4/4.7 81.7
Retrotransposon hot spot (RHS) protein
PBJ76191.1 . . 123,5/6.4 80.3
[Trypanosoma cruzi cruzi]
Succinate dehydrogenase subunit (SDH6)
PBJ77235.1 o 35,9/7.7 79.5
[Trypanosoma cruzi cruzi] S '
Putative retrotransposon hot spot (RHS) protein
PWU83240.1 ) 88.5/5.4 77.3
[Trypanosoma cruzi] T '
Tryparedoxin peroxidase, partial [Trypanosoma
RNF13982.1 P P .p LT 11,8/8.6 77.2
cruzi] ’
Putative ribonucleoprotein p18, mitochondrial
PWV03514.1 : 21,6/6.8 75.2
precursor [Trypanosoma cruzi] T '
Hypothetical protein C4B63_ 179248
PWU97044.1 : 265,7/6.1 74.8
[Trypanosoma cruzi]
Putative glycosomal malate dehydrogenase
PWV21666.1 : 34,0/8.8 745
[Trypanosoma cruzi] T '
Elongation factor 1-gamma [Trypanosoma
AAA02936.1 : 46,5/5.6 74.5
cruzi] B '
Putative threonyl-trna synthetase [Trypanosoma
PWV11248.1 ) 92 6/6.4 72.0
cruzi] B '
Hypothetical protein tcg_08748 [Trypanosoma
RNFL2806.1 oo Proteln tea EHES T g8 L7
cruzi] ’
Putative retrotransposon hot spot (RHS) protein
PWV03602.1 107,7/6.1 70.7

[Trypanosoma cruzi]
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RNC46165.1 Trichohyalin, partial [Trypanosoma cruzi] 21,5/9.8 67.9
Hypothetical protein tccl_nonesm08560
RNC41860.1 : 42,6/8.0 67.2
[Trypanosoma cruzi] ’
Putative transcription factor btf3 [Trypanosoma
PWV14184.1 ] 11.5/9.6 65.9
cruzi] A '
Casein kinase 1 isoform 2 [Trypanosoma cruzi
ESS69059.1 45,6/9.4 65.7
Dm28c] D '
Peptide methionine sulfoxide reductase
RNF20282.1 . 19.9/6.3 64.8
[Trypanosoma cruzi] R '
60S ribosomal protein L4, putative, partial
EAN85159.1 : 17,5/10.7 64.0
[Trypanosoma cruzi]
Hypothetical protein, conserved [Trypanosoma
EAN90876.1 : 74,1/8.6 63.6
cruzi] S '
Retrotransposon hot spot (RHS) protein, partial
RNC39888.1 : 23,5/6.9 63.4
[Trypanosoma cruzi] D '
14-3-3 protein, putative [Trypanosoma cruzi
EKF28433.1 : . 27,5/4.9 63.4
marinkellei] o '
25 kda translation elongation factor 1-beta
PWV13958.1 : 21,8/4.7 63.1
[Trypanosoma cruzi] ’
Putative telomerase-associated protein
PWV11779.1 : 164,9/8.7 62.7
[Trypanosoma cruzi]
Hypothetical protein MOQ_000387, partial
EKF39388.1 : : . 186,6/5.8 62.6
[Trypanosoma cruzi marinkellei]
Vacuolar-type proton translocating
AAF80381.1 : 85,7/5.0 62.1
pyrophosphatase 1 [Trypanosoma cruzi] T '
Thermostable carboxypeptidase 1, partial
AEP82715.1 ) 28.1/5.5 61.2
[Trypanosoma cruzi] T '
RNC37629.1 Tryparedoxin [Trypanosoma cruzi] 16,0/5.2 60.8
ATP-dependent DNA helicase, putative
EKF26810.1 . . . 92,4/6.5 60.8
[Trypanosoma cruzi marinkellei] T '
Hypothetical protein MOQ 006243
EKF29953.1 P profeln MR _PH62 155910
[Trypanosoma cruzi marinkellei] 7 '
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Putative retrotransposon hot spot (RHS) protein

PWV13150.1 : 106,2/8.0 60.5
[Trypanosoma cruzi]
Retrotransposon hot spot (RHS) protein,
EKF98124.1 : . : 25,7/9.7 60.0
putative, partial [Trypanosoma cruzi] T '
Hypothetical protein TCDM_12716
ESS55793.1 ) 66.3/9.5 59.8
[Trypanosoma cruzi Dm28c] T ’
DNA topoisomerase Il [Trypanosoma cruzi
ESS62799.1 165,7/8.1 595
Dm28c]
DNA repair protein RADS50, putative, partial
EAN81493.1 : 72,1/5.7 59.5
[Trypanosoma cruzi] S '
Hypothetical protein C4B63 79143
PWV00318.1 : 16,4/9.3 59.5
[Trypanosoma cruzi] ’
Histone H4, putative, partial [Trypanosoma
EAN85063.1 : 6,9/10.1 58.2
cruzi] '
Hypothetical protein, conserved [Trypanosoma
EAN86031.1 : 313,9/8.9 58.1
cruzi]
EKG02502.1 RNA helicase, putative [Trypanosoma cruzi] 143 6/6.7 58.1
pdb|50PT|P Chain P, 40S ribosomal protein S6 28.3/11.4 57.4
Hypothetical protein TCDM_08325
ESS63784.1 ) 207/8.1 56.0
[Trypanosoma cruzi Dm28c] T i
Fatty acid transporter protein [Trypanosoma
ESS64622.1 ) 83.5/9.8 55.2
cruzi Dm28c] B '
Asparagine synthetase A, partial [Trypanosoma
AEP82682.1 PIEIIESY .p T 32,8/6.1 54.3
cruzi] D i
Phosphatidylinositol kinase related protein
RNF21739.1 : 469,3/6.5 53.8
[Trypanosoma cruzi]
Putative calpain-like cysteine peptidase
PWV19675.1 : 700,4/5.2 52.8
[Trypanosoma cruzi]
AAC14084.1 Tcc31.28 [Trypanosoma cruzi] 44,4/5.7 505
Hypothetical protein C3747_12899
PWV05550.1 : 188,5/6.2 50.3
[Trypanosoma cruzi]
Hypothetical protein TCDM_11797
ESS60664.1 31,1/11.3 50.1

[Trypanosoma cruzi Dm28c]
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Chain p, Activated protein kinase C receptor,

pdb|5OPT|PP : 35,0/5.7 49.6
putative
RNA-binding protein, partial [Trypanosoma
RNC37724.1 . 27,2/4.9 49.6
cruzi] o '
RNF24328.1 60S ribosomal protein L13 [Trypanosoma cruzi] 14,1/10.4 49.1
RNC46505.1 Oligoribonuclease [Trypanosoma cruzi] 111,9/8.4 485
Calpain-like cysteine peptidase [Trypanosoma
RNF18524.1 P ysteine peptidase [Typ 1977 482
cruzi] D '
RNC58370.1 Proton motive atpase 1 [Trypanosoma cruzi] 23.8/5.3 48.2
UDP-glcnac:polypeptide N-
RNC50475.1 acetylglucosaminyltransferase, partial 36,9/5.3 47.6
[Trypanosoma cruzi]
Flagellar calcium-binding 24 kda protein
PWU92715.1 . 18,4/6.4 47.6
[Trypanosoma cruzi] T '
Iron superoxide dismutase, partial (kinetoplast)
AFM73669.1 . 8.7/6.4 46.7
[Trypanosoma cruzi] S '
Hypothetical protein C3747_55¢g29
PWV11897.1 : 360,2/6.3 46.7
[Trypanosoma cruzi]
Hypothetical protein MOQ_003459
EKF32686.1 . . . 93.2/7.0 45.9
[Trypanosoma cruzi marinkellei] S '
Hypothetical protein BCY84 12231
PBJ74860.1 . . 45,6/6.7 45.4
[Trypanosoma cruzi cruzi] A '
40S ribosomal protein S5, partial [Trypanosoma
RNC60584.1 : 11,9/10.5 45.1
cruzi]
Hypothetical protein C4B63 239259
PWU95137.1 ) 140,9/9.0 44.8
[Trypanosoma cruzi]
Putative 2-hydroxy-3-oxopropionate reductase
PWV13834.1 . 31,8/6.4 44.5
[Trypanosoma cruzi] T '
Retrotransposon hot spot (RHS) protein
RNC47967.1 . 12,7/10.9 44.5
[Trypanosoma cruzi]
Chain a, the monomerization of triosephosphate
pdb|2V5B|A 26,5/8.4 43.6

isomerase from Trypanosoma cruzi
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Hypothetical protein C3747_10g580
PWV19267.1 . 67.9/6.0 435
[Trypanosoma cruzi] R '

Putative calpain-like cysteine peptidase
RNC57956.1 putativecysteine peptidase Clan CA family C2, 204 7/55 43.0
partial [Trypanosoma cruzi]

Hypothetical protein tcg_03963 [Trypanosoma

RNF20001.1 . 22,1/4.9 42.6
cruzi] '
40S ribosomal protein S8, partial [Trypanosoma
RNC33689.1 _ 11,2/12.1 42.4
cruzi]
Hypothetical protein TCDM_05025
ESS66396.1 68,3/6.1 42.1

[Trypanosoma cruzi Dm28c]

Hypothetical protein, conserved, partial
EAN88521.1 : 1298/58 419
[Trypanosoma cruzi]

Hypothetical protein MOQ_001191
EKF38603.1 . . : 48,3/8.3 40.9
[Trypanosoma cruzi marinkellei] T '

Hypothetical protein TCDM_03802

ESS67533.1
[Trypanosoma cruzi Dm28c] 218,8/6.1 40.7

Hypothetical protein TCDM_01831

ESS69342.1
[Trypanosoma cruzi Dm28c] 143,7/6.4 40.5

Hypothetical protein MOQ_002453
EKF33664.1 . . : 68,4/5.8 40.2
[Trypanosoma cruzi marinkellei] T '

Short chain dehydrogenase, partial

AEP82675.1 . 25,5/5.8 30.7
[Trypanosoma cruzi]

Tabela 5. Proteinas encontradas na cepa Bolivia de T. cruzi.

Cadigo de Proteinas Massa Score
acesso (kDa)/ PI
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PBJ73643.1 Alpha tubulin [Trypanosoma cruzi cruzi] 49.8/4.9 747.9
PWUB82934.1  Putative beta tubulin [Trypanosoma cruzi] 48.6/8.6 517.3
Pyruvate phosphate dikinase, putative
EAN98352.1 ) 100.8/8.4 449.3
[Trypanosoma cruzi]
Putative tyrosine aminotransferase
PWV11720.1 ) 46.1/5.8 310.0
[Trypanosoma cruzi]
Chaperonin HSP60, mitochondrial precursor
PWV11654.1 ) 59.1/5.4 260.8
[Trypanosoma cruzi]
D-isomer specific 2-hydroxyacid
EAN89502.1 dehydrogenase-protein, putative 38.5/6.0 190.5
[Trypanosoma cruzi]
Prostaglandin f2alpha synthase, partial
EAN81833.1 ) 28.2/6.0 159.2
[Trypanosoma cruzi]
Mitochondrial malate dehydrogenase, partial
RNC50842.1 ) 28.9/6.5 149.4
[Trypanosoma cruzi]
Putative glutamamyl carboxypeptidase
PWU93048.1 i 43.4/5.9 136.5
[Trypanosoma cruzi]
Elongation factor 1-alpha (EF-1-alpha),
EANS84984.1 _ _ _ 42.8/7.6 133.7
putative, partial [Trypanosoma cruzi]
Hypothetical protein, conserved
EAN92411.1 ) 16.3/9.0 115.3
[Trypanosoma cruzi]
Flagellar calcium-binding protein, putative,
EANB83058.1 ) ) 11.9/4.0 87.6
partial [Trypanosoma cruzi]
Putative hexokinase, partial [Trypanosoma
RNC50675.1 ) 50.9/8.8 84.3
cruzi]
Putative 1,2-Dihydroxy-3-keto-5-
RNC50408.1 methylthiopentene dioxygenase 36.9/7.1 83.8
[Trypanosoma cruzi]
RNF18470.1 Enolase [Trypanosoma cruzi] 46.4/6.1 79.1
RNA-binding protein, partial [Trypanosoma
RNC37724.1 ) 27.2/4.9 76.3
cruzi]
Hypothetical protein C3747_899130
PWV08515.1 21.1/6.9 76.1

[Trypanosoma cruzi]
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Hypothetical protein C3747_146920

PWV04670.1 ) 203.6/6.3 68.6
[Trypanosoma cruzi]
Gim5A protein, putative, partial
EAN82751.1 ) 17.6/9.1 65.1
[Trypanosoma cruzi]
Glucose-regulated protein 78, putative, partial
EKF99793.1 ] 28.8/5.8 64.2
[Trypanosoma cruzi]
DNA polymerase epsilon catalytic subunit,
EAN95752.1 ) ) 254.8/6.5 62.4
putative [Trypanosoma cruzi]
Hypothetical protein, conserved
EAN97829.1 ) 499.3/6.3 61.0
[Trypanosoma cruzi]
DNA mismatch repair protein MSH2, putative
EKF32562.1 ) ) _ 106.1/6.0 58.3
[Trypanosoma cruzi marinkellei]
Phosphoenolpyruvate carboxykinase [ATP],
PWV06743.1 _ 28.9/9.4 55.2
glycosomal [Trypanosoma cruzi]
ATP-dependent Clp protease subunit, heat
EAN81193.1 shock protein 100, putative, partial 28.8/5.9 53.7
[Trypanosoma cruzi]
Putative mitochondrial citrate synthase
RNC50787.1 ) 52.3/8.6 52.6
[Trypanosoma cruzi]
Guanine nucleotide exchange factor in Golgi
PWV00382.1 transport N-terminal/Sec7 domain 212.9/5.7 52.1
[Trypanosoma cruzi]
Hypothetical protein BCY84_14572
PBJ73506.1 ] _ 10.5/8.7 52.0
[Trypanosoma cruzi cruzi]
Putative Unc104-like kinesin, partial
RNC42742.1 ) 28.6/5.3 52.0
[Trypanosoma cruzi]
Hypothetical protein TCDM_09128
ESS63124.1 _ 59.6/6.5 51.2
[Trypanosoma cruzi Dm28c]
Hypothetical protein MOQ 001631
EKF38162.1 ) ) _ 126.2/6.2 50.9
[Trypanosoma cruzi marinkellei]
PWV04248.1 Arginine kinase [Trypanosoma cruzi] 35.2/5.8 50.5
Hypothetical protein MOQ 005139
EKF31030.1 188.6/11.0 50.5

[Trypanosoma cruzi marinkellei]
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Putative retrotransposon hot spot (RHS)

PWU89224.1 ) ] 107.6/6.1 49.6
protein [Trypanosoma cruzi]
PWU99058.1 Putative Kinesin [Trypanosoma cruzi] 86.4/5.2 48.6
Putative ATP-dependent DEAD/H RNA
PWU97817.1 _ _ 79.2/9.6 46.6
helicase [Trypanosoma cruzi]
Trans-sialidase, putative [Trypanosoma cruzi
EKF29744.1 _ _ 55.3/8.9 46.3
marinkellei]
Hypothetical protein, conserved, partial
EAN93199.1 ) 326.2/6.7 46.3
[Trypanosoma cruzi]
Glutamate dehydrogenase [Trypanosoma
ESS62230.1 _ 29.7/8.8 44.3
cruzi Dm28c]
Putative TPR-repeat-containing chaperone
RNC60301.1 ] ] 108.2/8.7 43.8
protein DNAJ [Trypanosoma cruzi]
Heat shock protein, putative [Trypanosoma
EKG02688.1 ) 93.4/5.3 43.7
cruzi]
Transcription modulator/accessory protein
ESS70513.1 _ 107.0/9.5 43.6
[Trypanosoma cruzi Dm28c]
Hypothetical protein C3747_95¢g109
PWV08051.1 ) 93.6/4.9 43.3
[Trypanosoma cruzi]
EKG05584.1 Kinesin, putative [Trypanosoma cruzi] 109.7/5.4 42.5
Hypothetical protein C3747_73g63
PWV09992.1 ) 149.3/9.2 42.4
[Trypanosoma cruzi]
Putative heat shock protein 85 [Trypanosoma
PWV03854.1 ) 12.4/5.1 42.0
cruzi]
Major vault protein, putative [Trypanosoma
EKF27836.1 _ _ _ 85.7/6.6 41.8
cruzi marinkellei]
Hypothetical protein TCSYLVIO 007433
EKG01569.1 ) 72.5/5.4 40.5
[Trypanosoma cruzi]
Hypothetical protein C3747_54g173
PWV12080.1 } 227.0/8.9 40.4
[Trypanosoma cruzi]
Hypothetical protein tcg_05459
RNF17522.1 162.0/7.6 40.4

[Trypanosoma cruzi]

4.2. Perfil proteico exclusivo das cepas Bolivia, Rm e Y e sua classificacdo funcional
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Das 50 proteinas presentes na cepa Bolivia, 33 delas foram consideradas exclusivas
(Tab. 6) e foi possivel a identificacdo de 24 proteinas, dentre as funcbes apresentadas se
destacaram as proteinas vinculadas ao metabolismo do parasita 31%, 11% delas atuam na
expressao génica ou ciclo celular e outros 11% na mobilidade do parasito, 6% tem como
funcdo defesa ou resposta ao stress, 6% séo chaperonas, 3% estdo classificadas como
transportadoras e 3% como possivel fator de viruléncia. Das proteinas analisadas 31%
n&o puderam ser identificadas e 6% apesar de identificadas ndo puderam ser classificadas.

Tabela 6. Proteinas exclusivas da cepa Bolivia de T. cruzi.

Cadigo de Proteinas cepa Bolivia Classificacéo
acesso Funcional
EAN98352.1 Pyruvate phosphate dikinase, putative Metabolismo
[Trypanosoma cruzi]
EAN89502.1 D-isomer specific 2-hydroxyacid Metabolismo
dehydrogenase-protein, putative
[Trypanosoma cruzi]
EAN81833.1 Prostaglandin f2alpha synthase, partial Defesa
[Trypanosoma cruzi]
RNC50842.1 Mitochondrial malate dehydrogenase, Metabolismo
partial [Trypanosoma cruzi]
EAN84984.1 Elongation factor 1-alpha (EF-1-alpha), Expressao
putative, partial [Trypanosoma cruzi] génica
EAN83058.1 Flagellar calcium-binding protein, putative, Mobilidade
partial [Trypanosoma cruzi]
RNC50675.1  Putative hexokinase, partial [Trypanosoma Metabolismo
cruzi]
RNC50408.1 Putative 1,2-Dihydroxy-3-keto-5- Metabolismo
methylthiopentene dioxygenase
[Trypanosoma cruzi]
EAN82751.1 Gim5A protein, putative, partial Metabolismo
[Trypanosoma cruzi]
EKF99793.1 Glucose-regulated protein 78, putative, Chaperona

partial [Trypanosoma cruzi]




EAN95752.1 DNA polymerase epsilon catalytic subunit, Expressao

putative [Trypanosoma cruzi] génica
EKF32562.1 DNA mismatch repair protein MSH2, Resposta ao
putative [Trypanosoma cruzi marinkellei] stress

PWV06743.1 Phosphoenolpyruvate carboxykinase [ATP], Metabolismo
glycosomal [Trypanosoma cruzi]

PWV00382.1 Guanine nucleotide exchange factor in Expressédo
Golgi transport N-terminal/Sec7 domain génica

[Trypanosoma cruzi]

RNC42742.1 Putative Unc104-like kinesin, partial Mobilidade

[Trypanosoma cruzi]

PWV04248.1 Arginine kinase [Trypanosoma cruzi] Metabolismo
PWU99058.1 Putative kinesin [Trypanosoma cruzi] Mobilidade
PWU97817.1  Putative ATP-dependent DEAD/H RNA Expressédo
helicase [Trypanosoma cruzi] génica
EKF29744.1 Trans-sialidase, putative [Trypanosoma Fator de
cruzi marinkellei] viruléncia

RNC60301.1 Putative TPR-repeat-containing chaperone  Nao classificada
protein DNAJ [Trypanosoma cruzi]

EKG02688.1 Heat shock protein, putative [Trypanosoma Chaperona

cruzi]

ESS70513.1  Transcription modulator/accessory protein  Nao classificada
[Trypanosoma cruzi Dm28c]

EKG05584.1 Kinesin, putative [Trypanosoma cruzi] Mobilidade

EKF27836.1 Major vault protein, putative [Trypanosoma Transporte

cruzi marinkellei]

Figura 3. Classificacdo funcional de proteinas exclusivas da cepa Bolivia de T. cruzi.
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Na cepa Rm foram observadas 134 proteinas, dessas 95 foram consideradas
exclusivas, porém, foi possivel a identificacdo de 71 proteinas (Tab 7). No que se refere
a classificacdo funcional (Fig. 4) destacaram-se as proteinas vinculadas ao metabolismo
do parasita 31%; 17% das proteinas estdo ligadas a expressao génica ou ciclo celular. Do
total, 6% sdo chaperonas, 4% sao proteases, 3% tem como funcdo defesa ou resposta ao
stress, 3% estdo classificadas como proteinas voltadas a conferir resisténcia ao parasito.
Um por cento (1%) possuem papel de interacdo parasita hospedeiro, 1% se referem a fator
de viruléncia e 1% a mobilidade. Das proteinas analisadas 25% ndo puderam ser

identificadas e 8% apesar de identificadas ndo puderam ser classificadas.

Tabela 7. Proteinas exclusivas na cepa Rm de T. cruzi.

Cadigo de acesso Proteinas cepa Rm Classificacéo
Funcional
sp|Q27352.1|TBA_ Recname: Full=Tubulin alpha chain Ciclo celular
TRYCR
ACI102309.1 Heat shock protein 70 [Trypanosoma cruzi] Chaperona
PWV11681.1 Chaperonin HSP60, mitochondrial precursor Chaperona

[Trypanosoma cruzi]

EAN99752.1 Prostaglandin f2alpha synthase [Trypanosoma Defesa

cruzi]
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ADB79681.1 Thiol-transferase Tc52, partial [Trypanosoma Metabolismo
cruzi]
RNC33872.1 Tyrosine aminotransferase, partial Metabolismo
[Trypanosoma cruzi]
PWV05377.1 Putative beta tubulin [Trypanosoma cruzi] Ciclo celular
AAC06213.1 Putative glutamate dehydrogenase Resposta ao
[Trypanosoma cruzi] stress
RNC59550.1 Heat shock protein 90 [Trypanosoma cruzi] Chaperona
PWV22066.1 Prostaglandin f2alpha synthase [Trypanosoma Resposta ao
cruzi] stress
ESS70555.1 Pyruvate phosphate dikinase [Trypanosoma Metabolismo
cruzi Dm28c]
RNF16281.1 Putative malate dehydrogenase [Trypanosoma  Metabolismo
cruzi]
AAA50780.1 Phosphoenolpyruvate carboxykinase Metabolismo
[Trypanosoma cruzi]
PWV02450.1 Putative cystathione gamma lyase Metabolismo
[Trypanosoma cruzi]
EKF39298.1 Pyruvate phosphate dikinase, putative Metabolismo
[Trypanosoma cruzi marinkellei]
RNF20378.1 Urocanate hydratase isoform X1 [Trypanosoma Metabolismo
cruzi]
PWU87107.1 Putative sterol 24-c-methyltransferase Metabolismo
[Trypanosoma cruzi]
AAD03404.1 Cathepsin B-like protease precursor Protease
[Trypanosoma cruzi]
CAA47951.1 Glucose-regulated protein 78, partial Chaperona
[Trypanosoma cruzi]
PBJ73265.1 Gim5A protein,glycosomal membrane protein ~ Metabolismo
[Trypanosoma cruzi]
RNF15842.1 Putative sterol 24-c-methyltransferase Metabolismo

[Trypanosoma cruzi]
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EKG03643.1 Glucosamine-6-phosphate isomerase, Metabolismo
putative,glucosamine-6-phosphate deaminase,
putative [Trypanosoma cruzi]
PWU94153.1 Putative elongation factor 1-alpha Expresséo
. génica
[Trypanosoma cruzi]
EKG08443.1 ATP-dependent Clp protease subunit, putative Chaperona
[Trypanosoma cruzi]
AVQ67941.1 Glycosomal glyceraldehyde 3-phosphate Metabolismo
dehydrogenase, partial [Trypanosoma cruzi
marinkellei]
EKF30554.1 Hexokinase, putative [Trypanosoma cruzi Metabolismo
marinkellei]
PWU83999.1 Putative amidinotransferase [Trypanosoma Metabolismo
cruzi]
RNC56617.1 Putative mitochondrial Isocitrate Metabolismo
dehydrogenase, mitochondrial precursor, partial
[Trypanosoma cruzi]
RNC50350.1 Cyclophilin A, partial [Trypanosoma cruzi] Né&o
classificada
EAN87923.1 Elongation factor 2, putative, partial Expresséo
. génica
[Trypanosoma cruzi]
EKG02576.1 3,2-trans-enoyl-coa isomerase, mitochondrial Metabolismo
precursor, putative [Trypanosoma cruzi]
RNF16709.1 Cruzipain [Trypanosoma cruzi] Fator de
viruléncia
PWV15513.1 Putative regulatory subunit of protein kinase a-  Ciclo celular
like protein [Trypanosoma cruzi]
PWV10574.1 Nucleoside diphosphate kinase [Trypanosoma  Ciclo celular
cruzi]
EKG06053.1 Calreticulin, putative [Trypanosoma cruzi] Interacéo
Parasita
hospedeiro
EKF32020.1 1,2-Dihydroxy-3-keto-5-methylthiopentene Metabolismo

dioxygenase, putative [Trypanosoma cruzi

marinkellei]
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EKF33332.1 Cytochrome-b5 reductase, putative Metabolismo
[Trypanosoma cruzi marinkellei]
PWV18957.1 Putative transketolase [Trypanosoma cruzi] Metabolismo
PWU83359.1 Putative beta tubulin [Trypanosoma cruzi] Expresséo
génica
PBJ77235.1 Succinate dehydrogenase subunit (SDHG6) Metabolismo
[Trypanosoma cruzi cruzi]
RNF13982.1 Tryparedoxin peroxidase, partial [Trypanosoma  Resisténcia
cruzi]
AAA02936.1 Elongation factor 1-gamma [Trypanosoma Expresséo
. génica
cruzi]
PWV11248.1 Putative threonyl-trna synthetase [Trypanosoma Né&o
. classificada
cruzi]
RNC46165.1 Trichohyalin, partial [Trypanosoma cruzi] Né&o
classificada
ESS69059.1 Casein kinase 1 isoform 2 [Trypanosoma cruzi Né&o
Dm28c] classificada
RNF20282.1 Peptide methionine sulfoxide reductase Metabolismo
[Trypanosoma cruzi]
EKF28433.1 14-3-3 protein, putative [Trypanosoma cruzi Chaperona
marinkellei]
PWV11779.1 Putative telomerase-associated protein Né&o
: classificada
[Trypanosoma cruzi]
AAF80381.1 Vacuolar-type proton translocating Né&o
pyrophosphatase 1 [Trypanosoma cruzi] Classificada
AEP82715.1 Thermostable carboxypeptidase 1, partial Protease
[Trypanosoma cruzi]
RNC37629.1 Tryparedoxin [Trypanosoma cruzi] Resisténcia
EKF26810.1 ATP-dependent DNA helicase, putative Expresséo
[Trypanosoma cruzi marinkellei] genica
ESS62799.1 DNA topoisomerase Il [Trypanosoma cruzi Expressédo
Dm28c] génica
EAN81493.1 DNA repair protein RADS0, putative, partial Expresséo
génica

[Trypanosoma cruzi]
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EANB85063.1 Histone H4, putative, partial [Trypanosoma Ciclo celular
cruzi]
EKG02502.1 RNA helicase, putative [Trypanosoma cruzi] Exgrqsséo
ESS64622.1 Fatty acid transporter protein [Trypanosoma Me’?:t?(;::izmo
cruzi Dm28c]
AEP82682.1 Asparagine synthetase A, partial [Trypanosoma  Metabolismo
cruzi]
RNF21739.1 Phosphatidylinositol kinase related protein Metabolismo
[Trypanosoma cruzi]
pdb|5OPT|PP Chain p, Activated protein kinase C receptor, Né&o
outative classificada
RNF24328.1 60S ribosomal protein L13 [Trypanosoma cruzi] Expgre.sséo
RNC46505.1 Oligoribonuclease [Trypanosoma cruzi] Me'?:bnc:ICiZmo
RNF18524.1 Calpain-like cysteine peptidase [Trypanosoma Protease
cruzi]
RNC58370.1 Proton motive atpase 1 [Trypanosoma cruzi] Metabolismo
RNC50475.1 UDP-glcnac:polypeptide N- Metabolismo
acetylglucosaminyltransferase, partial
[Trypanosoma cruzi]
PWU92715.1 Flagellar calcium-binding 24 kda protein Mobilidade
[Trypanosoma cruzi]
AFM73669.1 Iron superoxide dismutase, partial (kinetoplast) Resisténcia
[Trypanosoma cruzi]
RNC60584.1 40S ribosomal protein S5, partial [Trypanosoma Expzre_sséo
cruzi] génica
pdb|2V5B|A Chain a, the monomerization of triosephosphate ~ Metabolismo
isomerase from Trypanosoma cruzi
RNC57956.1 Putative calpain-like cysteine peptidase Protease
putativecysteine peptidase Clan CA family C2,
partial [Trypanosoma cruzi]
RNC33689.1 40S ribosomal protein S8, partial [Trypanosoma Expzre_sséo
génica

cruzi]
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Figura 4. Classificacdo funcional de proteinas exclusivas da cepa Rm de T. cruzi.
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Para a cepa Y foram obtidas 106 proteinas, dessas 62 foram consideradas exclusivas
e foi possivel a identificacdo de 54 proteinas (Tab. 8). Segundo a classificacdo funcional
foi possivel inferir que 41% das proteinas possuem funcéo ligada ao metabolismo do
parasita, 17% delas atuam na expressao génica ou ciclo celular, 7% sdo chaperonas, 5%
sdo proteases, 5% estdo classificadas como proteinas transportadoras, 4% tem como
funcdo defesa ou resposta ao stress, 2% estdo ligadas a mobilidade do parasita. Porém
ndo foi possivel obter proteinas exclusivas que atuassem como fator de viruléncia ou
resisténcia ao parasita. Das proteinas analisadas 12% ndo puderam ser identificadas e 7%

apesar de identificadas ndo puderam ser classificadas.

Tabela 8. Proteinas exclusivas na cepa Y de T. cruzi.

Cddigo de Proteinas cepa Y Classificacéo
acesso funcional
AAG12985.1 Pyruvate phosphate dikinase 1 [Trypanosoma cruzi] =~ Metabolismo
AAA91958.1 Beta tubulin, partial [Trypanosoma cruzi] Ciclo celular
pdb|1112|A Chain a, phosphoenolpyruvate carboxykinase Metabolismo
EKF28172.1 Epsilon tubulin, putative [Trypanosoma cruzi Ciclo celular

marinkellei]
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PWV00829.1 Putative heat shock protein 70 (hsp70) [Trypanosoma  Chaperona
cruzi]
RNC56940.1 D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase- Metabolismo
protein [Trypanosoma cruzi]
EKF37937.1 Tyrosine aminotransferase [Trypanosoma cruzi Metabolismo
marinkellei]
RNC61988.1 Gim5A protein, partial [Trypanosoma cruzi] Metabolismo
AAF05985.1 Cyclophilin A [Trypanosoma cruzi] Né&o
classificada
AAX54859.1 Dehydrogenase [Trypanosoma cruzi] Metabolismo
EAN87359.1 Mitochondrial malate dehydrogenase, putative, partial ~Metabolismo
[Trypanosoma cruzi]
EAN87141.1 Hexokinase, putative [Trypanosoma cruzi] Metabolismo
AA063166.1 Thiol transferase Tc52, partial [Trypanosoma cruzi] ~ Metabolismo
AAX40363.1  Elongation factor 1-alpha, partial [Trypanosoma cruzi] Exgre_sséo
PWVO07451.1  Putative calpain-like cysteine peptidase [Trypanosoma P%E?;gge
cruzi]
ACI02307.1 Elongation factor 2, partial [Trypanosoma cruzi] Exgre_sséo
PWV15593.1 Putative glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase Me'?aet:lc;fizmo
[Trypanosoma cruzi]
PWV16722.1 Putative cysteine peptidase C (CPC) [Trypanosoma Protease
cruzi]
PWV18094.1 Putative peptide methionine sulfoxide reductase Resposta ao
[Trypanosoma cruzi] stress
PWV06108.1 Putative glucosamine-6-phosphate isomerase Metabolismo
[Trypanosoma cruzi]
RNC33791.1 Putative mitochondrial glutamate dehydrogenase Resposta ao
(GDH), partial [Trypanosoma cruzi] stress
PWV12134.1 Putative NADP-dependent alcohol hydrogenase Metabolismo
[Trypanosoma cruzi]
PBJ74912.1 Ubiquitin-like [Trypanosoma cruzi cruzi] Né&o
classificada
RNC33579.1 Urocanate hydratase, partial [Trypanosoma cruzi] Metabolismo
PWV08311.1  Putative histidine ammonia-lyase [Trypanosoma cruzi] Metabolismo
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RNC56249.1 Saccharopine dehydrogenase, partial [Trypanosoma  Metabolismo
cruzi]
RNC50374.1  Linear amidine hydrolase, partial [Trypanosoma cruzi] Metabolismo
EKG07064.1 I/6 autoantigen, putative [Trypanosoma cruzi] Ciclo celular
PWV10537.1 Putative glucosamine-6-phosphate isomerase Metabolismo
[Trypanosoma cruzi]
RNC50787.1 Putative mitochondrial citrate synthase [Trypanosoma Metabolismo
cruzi]
RNC41720.1 Succinyl-coa synthetase alpha subunit [Trypanosoma Protease
cruzi]
RNC34749.1 Hexose transporter, partial [Trypanosoma cruzi] Transporte
EKG03862.1 ATP-dependent DEAD/H RNA helicase, putative Expresséo
[Trypanosoma cruzi] genica
RNC30616.1 14-3-3 protein, partial [Trypanosoma cruzi] Chaperona
RNC58032.1 Putative protein kinase [Trypanosoma cruzi] Exgre_sséo
RNC61146.1 40S ribosomal protein s3a, partial [Trypanosoma E)?;P(;;::éo
cruzi] génica
PWV12184.1 Putative 3-ketoacyl-coa thiolase [Trypanosoma cruzi] = Metabolismo
PWV02585.1 Putative mitochondrial phosphate transporter Transporte
[Trypanosoma cruzi]
RNC59143.1 25 kda translation elongation factor 1-beta Expresséo
[Trypanosoma cruzi] génica
PWV10443.1 Putative aspartate aminotransferase [Trypanosoma Metabolismo
cruzi]
RNC42228.1 40S ribosomal protein S18, partial [Trypanosoma Expresséo
cruzi] génica
RNC48240.1 T-complex protein 1 subunit alpha, partial Chaperona
[Trypanosoma cruzi]
PWU97631.1 Adaptor protein complex AP-3 subunit beta-3 Chaperona
[Trypanosoma cruzi]
PBJ72561.1 Lysosomal alpha-mannosidase precursor Metabolismo
[Trypanosoma cruzi cruzi]
pdb|LAIM|A Chain a, cruzain Metabolismo
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EKF38149.1 Vacuolar-type proton translocating pyrophosphatase 1 Né&o
. . : classificada
[Trypanosoma cruzi marinkellei]
PWV00650.1 Putative heat shock protein 70 (hsp70) [Trypanosoma  Chaperona
cruzi]
EAN91487.1 Cystathionine beta-synthase, putative, partial Metabolismo
[Trypanosoma cruzi]
RNC51741.1 Aminoglycoside phosphotransferase [Trypanosoma  Metabolismo
cruzi]
RNC30857.1 60S ribosomal protein 113a, partial [Trypanosoma Expresséao
. génica
cruzi]
RNC47336.1 Host cell surface-exposed lipoprotein [Trypanosoma Né&o
: classificada
cruzi]
PWV04538.1 Putative nascent polypeptide associated complex Expresséo
. . génica
subunit [Trypanosoma cruzi]
RNC42239.1 Flagellar associated protein, partial [Trypanosoma Mobilidade
cruzi]
RNC58582.1 Putative 40S ribosomal protein S23, partial Expresséo
génica

[Trypanosoma cruzi]

Figura 5. Classificacdo funcional de proteinas exclusivas da cepa Y de T. cruzi.

celular
B Metabolismo

= Mobilidade

Chaperonas

Tabela 9. Proteinas ndo identificadas para cepa Rm.
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unnamed protein product, partial [Trypanosoma cruzi]
hypothetical protein TCSYLVIO_001777 [Trypanosoma cruzi]

hypothetical protein TCDM_12392 [Trypanosoma cruzi Dm28c]

hypothetical protein C4B63_179248 [Trypanosoma cruzi]
hypothetical protein TcG_08748 [Trypanosoma cruzi]
hypothetical protein TcCL_NonESMO08560 [Trypanosoma cruzi]

hypothetical protein MOQ_000387, partial [Trypanosoma cruzi marinkellei]

hypothetical protein MOQ_006243 [Trypanosoma cruzi marinkellei]
hypothetical protein TCDM_12716 [Trypanosoma cruzi Dm28c]

hypothetical protein C4B63_79g143 [Trypanosoma cruzi]
hypothetical protein, conserved [Trypanosoma cruzi]

hypothetical protein TCDM_08325 [Trypanosoma cruzi Dm28c]

TcC31.28 [Trypanosoma cruzi]

hypothetical protein C3747_128g9 [Trypanosoma cruzi]
hypothetical protein C3747_55¢29 [Trypanosoma cruzi]
hypothetical protein MOQ_003459 [Trypanosoma cruzi marinkellei]
hypothetical protein BCY84 12231 [Trypanosoma cruzi cruzi]
hypothetical protein C3747_10g580 [Trypanosoma cruzi]

hypothetical protein TcG_03963 [Trypanosoma cruzi]

hypothetical protein TCDM_05025 [Trypanosoma cruzi Dm28c]
hypothetical protein MOQ_001191 [Trypanosoma cruzi marinkellei]
hypothetical protein TCDM_03802 [Trypanosoma cruzi Dm28c]
hypothetical protein TCDM_01831 [Trypanosoma cruzi Dm28c]
hypothetical protein MOQ_002453 [Trypanosoma cruzi marinkellei]

Tabela 10. Proteinas ndo identificadas para cepa Y.

Proteinas Y

hypothetical protein TcCL_ESMO09672, partial [Trypanosoma cruzi]

hypothetical protein C3747_146g41 [Trypanosoma cruzi]
hypothetical protein TcG_04497, partial [Trypanosoma cruzi]

hypothetical protein MOQ_004610 [Trypanosoma cruzi marinkellei]

hypothetical protein C3747_97g772c [Trypanosoma cruzi]
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hypothetical protein TCSYLVIO_006992 [Trypanosoma cruzi]
hypothetical protein MOQ_003242, partial [Trypanosoma cruzi marinkellei]

Tabela 11. Proteinas ndo identificadas para cepa Bolivia.

Proteinas Bolivia

hypothetical protein C3747_1469g20 [Trypanosoma cruzi]
hypothetical protein, conserved [Trypanosoma cruzi]

hypothetical protein TCDM_09128 [Trypanosoma cruzi Dm28c]

hypothetical protein MOQ_001631 [Trypanosoma cruzi marinkellei]

hypothetical protein MOQ_005139 [Trypanosoma cruzi marinkellei]
hypothetical protein, conserved, partial [Trypanosoma cruzi]
hypothetical protein C3747_95g109 [Trypanosoma cruzi]
hypothetical protein C3747_73963 [Trypanosoma cruzi]

hypothetical protein TCSYLVIO_007433 [Trypanosoma cruzi]
hypothetical protein C3747 549173 [Trypanosoma cruzi]
hypothetical protein TcG_05459 [Trypanosoma cruzi]

O proteoma obtido é considerado constitutivo, pois as cepas ndo foram colocadas sob
estresse ou privacdo de nenhum tipo, dito isso é importante destacar que apesar do
genoma e proteoma do T. cruzi ja ter sido publicado, ha ainda uma caréncia de
informacBes quanto a protedbmica do parasito, se somadas as trés cepas apresentaram 42
proteinas exclusivas ndo identificadas, tais proteinas poderiam contribuir na elucidacao

do parasito e de suas peculiaridades.

4.3. Comparacao do perfil proteico comum entre as cepas Bolivia, Rme Y

Apds a adicdo da lista de proteinas obtidas e comparagdo por meio do Venny 2.1,

obteve-se para a cepa Rm 125 proteinas, paraa Y 96 proteinas e para Bolivia 49 proteinas
(Fig. 6).
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Figura 6. Diagrama de Venn ilustrando a quantidade de proteinas que sdo ou ndo comuns entre

as cepas Bolivia, Rme Y.

Tabela 12. Proteinas identificadas e classificadas segundo sua fungdo comuns as cepas

Bolivia, RmeY.

Proteina Funcao Y | Rm | Bol
Molecular chaperone dnaK Resposta ao stress [ [
Tyrosine aminotransferase, partial Metabolismo [ [
ATP synthase subunit beta, mitochondrial Metabolismo [ [
Aldo-keto reductase Metabolismo [ [

o _ ) Resposta ao stress/
Calpain-like cysteine peptidase o [ [
Fator de viruléncia

Full=60S ribosomal protein L18 Expressdo génica [ [
Histidine ammonia-lyase Metabolismo [ [
60S ribosomal protein L4 Expressdo génica [ [

25 kda translation elongation factor 1- )
Metabolismo [ [
beta
2-hydroxy-3-oxopropionate reductase Metabolismo [ [

40S ribosomal protein S15, partial Expresséo génica [ [
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10 kda heat shock protein Chaperona [
Transcription factor btf3 Chaperona u
Chain P, 40S ribosomal protein S6 Traducdo [
Glycosomal malate dehydrogenase Metabolismo [
Alcohol dehydrogenase Metabo?ismo/ !:ator [
de viruléncia
Chaperonin HSP60, mitochondrial
Chaperona [ [
precursor
Glutamamyl carboxypeptidase Metabolismo [ [
Metabolismo/ Fator
SN de viruléncia./ . .
Interacdo parasita-
hospedeiro
RNA-binding protein, partial Expresséo génica u |
Retrotransposon hot spot (RHS) protein ArquAitefura [ [
gendmica
Beta tubulin Ciclo celular [ [
Alpha tubulin Ciclo celular [
Tyrosine aminotransferase Metabolismo [
Resposta ao stress/
Heat shock protein 85 chaperona/ Interacao [
parasita-hospedeiro
Glutamate dehydrogenase Metabolismo [
Mitochondrial citrate synthase Metabolismo [
ATP-dependent Clp protease subunit, Resposta ao stress/
heat shock protein 100 chaperona .
Tabela 13. Proteinas ndo identificadas comuns as cepas Bolivia, Rme Y.
Proteina Rm | Bol
Hypothetical protein tcg 08748 [ |
Hypothetical protein C4B63 239259 [ |
Hypothetical protein TCDM_11797 [
Hypothetical protein BCY84_14572 [ [
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Hypothetical protein C3747_89g130 ] [ | ]
Hypothetical protein, conserved [ [ [
Hypothetical protein, conserved, partial [ [

Neste estudo foram encontrados um total de oito proteinas comuns as cepas trés cepas
estudadas (Fig. 6), vinte proteinas sdo comuns exclusivamente entre as cepas Y € Rm e
apenas duas sdo comuns entre Rm e Bolivia e seis estdo presentes unicamente em Y e
Bolivia, fato que indica uma maior proximidade no perfil proteico entre Y e Rm quando

comparadas a Bolivia.

Apdbs levantamento bibliografico foi possivel classificar as vinte e oito proteinas
presentes nas cepas segundo sua funcdo, treze puderam ser classificadas como
responsavel pelos mais diversos processos do metabolismo do T.cruzi, cinco classificadas
como chaperonas, proteinas de extrema importancia para enovelamento e estruturacdo
proteica, um ponto importante para o sucesso do organismo em se manter viavel, ja que
interacdes ndo produtivas podem fazer com que a proteina perca sua eficiéncia, algumas
proteinas encontradas neste estudo e capazes de exercer esse papel sdo a HSP10 e HSP70
observadas nas cepas Rm e Y. A HSP85 e HSP100 estdo presentes nas cepas Bolivia e
Y. Enquanto que a HSP60 foi identificada nas cepas Bolivia, Rm e Y (SULLIVAN et
al., 1994; MEYER e SILVA, 1999; FERNANDES et al., 2005; MACHADO, 2013;
URMENYL, T.P. et al., 2014).

E inegavel o papel de extrema importancia das proteinas na interagdo entre o parasita
e 0 hospedeiro, algumas proteinas que desempenham essa funcdo foram encontradas nas
cepas Bolivia e Y a proteina HSP85 e nas cepas Bolivia, Rm e Y a proteina enolase
(QUEIROZ, R.M.L., 2013; URMENYL, T.P. et al., 2014).

Para o sucesso do parasitismo o ciclo celular e a resposta ao stress do organismo sao
importantes, enquanto o ciclo celular aumenta o nimero de individuos, a resposta ao
stress 0s torna mais resistentes a ataques externos. Utilizando tal perspectiva e
correlacionando as proteinas aqui encontradas é importante destacar as proteinas a
tubulina e B tubulina que possuem importante papel no ciclo celular, sendo a o tubulina

presente nas cepas Bolivia e Y, e a § tubulina Bolivia e Rm. As proteinas indicadas como
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responsaveis pela resposta ao stress se mostraram presentes em todas as cepas (OGINDO
etal., 2016).

As proteinas podem ser importantes fatores de viruléncia em uma infeccdo, assim
observou-se a presenca de enolase nos resultados obtidos de Bolivia, Rm e Y; ja calpain-
like cysteine peptidase e alcohol dehydrogenase foram observadas apenas em Rme Y,
todas as trés proteinas citadas acima sao citadas na literatura como possiveis fatores de
viruléncia. Também € possivel notar que enquanto Rm e Y possuem trés proteinas
consideradas como possiveis fatores de viruléncia, a cepa Bolivia apresenta apenas uma,
0 que poderia sugerir uma maior propensao de Rm e Y apresentarem um perfil mais
virulento em infec¢es (BAYER-SANTOS, E. et al., 2013; QUINTERO-TRONCONIS,
E. etal., 2018).

Deve-se destacar que a Glutamamyl carboxipeptidase, uma metaloprotease presente
nas trés cepas estudadas, proteina que tem papel valioso na biossintese de arginina, um
amino&cido utilizadopara o crescimento e diferenciacdo do parasito e desempenha papel
importantissimo visto que o T. cruzi € uma parasita heteroxeno (SANT'ANNA et al.,
2009).

Ao comparar o perfil proteico das cepas Bolivia (Tcll) e Y (Tcl) os resultados
corroboram em partes com os dados obtidos por Oliveira e colaboradores (2018) que
demonstraram haver uma diferenca no padrao de expresséo proteica entre cepas de grupos
diferentes, ao comparar cepas pertencentes as DTUs Tcl e Tcll de T. cruzi, porém, neste
trabalho houve uma maior variedade de HSPs presentes na cepa Y (Tcl) quando
comparado a Bolivia (Tcll), o que poderia sugerir o grupo Tcl como mais resistente por

possuir mais proteinas ligadas a manutencdo da homeostase.

Apesar de apresentar uma maior similaridade ao perfil proteico da cepa Y, a cepa Rm
ndo pbdde ser comparada segundo seu gendtipo, por nao ter sido, até o momento,

genotipada com sucesso.

Vale ressaltar que houveram sete proteinas comuns as cepas que ndo puderam ser
identificadas, sendo trés delas comuns as trés cepas. O estudo dessas proteinas sera muito
valido, ja que podem mostrar possiveis alvos terapéuticos ou marcadores de diagnostico.
No geral mais estudos sobre o proteoma de T. cruzi podem fornecer informacoes
importantissimas sobre a viruléncia, infectividade e curso clinico da doenga, além de

possibilitar uma nova maneira de se realizar a classificagéo de cepas.
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5. Concluséao
- Ao comparar o perfil proteico das cepas Bolivia, R.m e Y de T. cruzi, observou-se
uma maior proximidade das cepas Y e Rm quando comparadas com a cepa Bolivia.

- A prospeccéo de proteinas por meio de shotgun se mostrou possivel nas trés cepas

estudadas.
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