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RESUMO

A identificação de moléculas sinalizadoras e a elucidação de processos de transdução de sinal 

de  Schistosoma  mansoni são  necessárias  para  o  entendimento  da  interação  hospedeiro-

parasito  e  de  processos  fisiológicos  do  parasito.  Proteínas  tirosinas  quinase  (PTKs)  são 

moléculas  importantes  na  comunicação  intra  e  intercelular,  tendo  um  papel  crucial  nos 

mecanismos  de  transdução  de  sinal.  Estas  proteínas  estão  envolvidas  nos  processos  de 

desenvolvimento,  diferenciação  e  comunicação  celular  entre  outros.  Uma nova  PTKs  foi 

identificada em  S. mansoni e nomeada, SmFes. SmFes é um gene de cópia única e o seu 

cDNA  completo  contém  uma  ORF  de  3.780  pb.  SmFes  exibe  características  da  família 

Fes/Fps/Fer  das  PTKs,  com  assinaturas  de  domínio  proteína  quinase,  SH2  e  coiled-coil 

característicos. SmFes é o primeiro gene da família Fes/Fps/Fer identificado em S. mansoni. 

Análise filogenética revelou que SmFes está relacionada a proteínas da família Fes/Fps/Fer, 

agrupadas mais próximas às proteínas ortólogas de organismos invertebrados. O alinhamento 

entre o cDNA de SmFes e seqüências genômicas depositadas pelos bancos de dados de  S.  

mansoni  indicaram  a  presença  de  17  introns,  alguns  demonstrados  experimentalmente. 

Análises parciais de clones de cDNA indicaram a inserção de 9 pb na posição 3’ do exon 10, 

formando  duas  populações  de  cDNA,  comprovadas  por  RFLP.  A  análise  da  seqüência 

genômica indicou que existem dois possíveis sítios de edição do RNA na proximidade 5’ do 

intron, indicando um evento de edição alternativa. A existência de um alelo contendo uma 

inserção  de  15  pb  na  seqüência  genômica  foi  observada.  As  amplificações  de  diferentes 

espécies  de  Schistosoma com  pares  de  iniciadores  desenhados  para  SmFes  indicaram  a 

presença de ortólogos de SmFes em várias espécies do gênero. SmFes é transcrita em baixos 

níveis nas diversas fases de desenvolvimento do parasito, com uma maior taxa de transcrição 

em vermes machos, como detectado por PCR em tempo real e northern-blot. A expressão da 

proteína  SmFes  foi  verificada  em esporocisto,  miracídio,  verme  adulto  e  em nível  mais 

elevado em cercária. Uma proteína recombinante de SmFes foi expressa para ser usada em 

experimentos de identificação de parceiros de SmFes em futuros ensaios de co-precipitação e 

também  em experimentos  de  duplo  híbrido.  Vários  possíveis  parceiros  de  SmFes  foram 

identificados  por  análise  computacional.  A  compreensão  de  genes  envolvidos  nos 

mecanismos de transdução de sinal pode fornecer novas estratégias de desenvolvimento de 

drogas.
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ABSTRACT

The  identification  and  elucidation  of  signal  transduction  molecules  and  mechanisms  are 

necessary for the understanding of the Schistosoma mansoni host-parasite interaction and of 

physiological  process  of  the  parasite.  Protein  Tyrosine  kinases  (PTKs)  are  important 

molecules  for  intra  and  intercellular  communication,  playing  a  crucial  role  in  signal 

transduction  processes.  These  proteins  are  known  to  be  involved  in  developmental, 

differentiation and communication processes of cells, among others. A novel member of PTK 

was identified in  S. mansoni and designated SmFes. SmFes is a single copy gene and the 

complete  cDNA contains  a  3.780  bp  ORF.  SmFes  exhibits  the  characteristic  features  of 

Fes/Fps/Fer protein tyrosine kinases family, containing three coiled-coil regions, an SH2 and 

a protein tyrosine kinase catalytic domain signatures. SmFes is the first gene from Fes/Fps/Fer 

family identified in  S. mansoni. Phylogenetic analyses reveled that SmFes is more closely 

related to invertebrate proteins orthologues of the Fes/Fps/Fer family. The assembly of the 

SmFes  cDNA  and  genomic  sequences  indicated  the  presence  of  17  introns,  some 

experimentally demonstrated. Analysis of partial cDNA clones indicated the presence of a 9 

pb insertion at the 3’ end of exon 10, producing two different populations of cDNA. The 

analysis of the genomic sequence indicated that there are two possible splice sites at the 5’end 

of the intron, pointing to an alternative splicing event in the SmFes pre-mRNA. An allele of 

the SmFes containing a 15 pb insertion was observed in genomic sequence. The amplification 

of different  Schistosoma species with SmFes specific primers indicated that orthologues of 

SmFes are present in several species of the genus. SmFes is transcribed at low levels in the 

different  developmental  stages  of  the  parasite,  with  higher  level  in  adult  male  worms as 

detected by real time PCR and northern-blot. The expression of SmFes protein was verified in 

sporocyst, miracidium, adult worm and in higher levels in cercariae. A recombinant protein 

was expressed to be used in experiments to identify SmFes partner proteins in future pull-

down  assays  and  also  in  two-hybrid  systems.  Various  possible  partners  or  SmFes  were 

identified  by computational  analysis.  The comprehension of  signal  transduction processes 

could also contribute to the identification of possible new targets for drugs.
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I.1 ESQUISTOSSOMOSE

I.1.1 Aspectos Gerais e Epidemiológicos

O  termo  parasitismo  refere-se  à  relação  entre  dois  organismos,  o  parasito  e  o 

hospedeiro, que é benéfica apenas ao parasito. O hospedeiro fornece um habitat, nutrientes e 

estímulos  que  regulam o desenvolvimento do  parasito.  A esquistossomose  é  uma  doença 

parasitária que tem como agente infectante um parasito pertencente ao filo Platelminto, classe 

Trematoda,  ordem Digenea, subordem Strigeidida,  superfamília Schistosomatoidea,  família 

Schistosomatidae,  e  gênero  Schistosoma. Schistosoma é  um  metazoário  acelomado,  de 

simetria bilateral e dimorfismo sexual durante a fase adulta . 

O  agente  da  esquistossomose  foi  descoberto  em  1851.  Em  1913  o  hospedeiro 

intermediário  foi  identificado  e  o  ciclo  de  vida  do  parasito  descrito  e  reproduzido  em 

laboratório . Várias espécies de  Schistosoma já foram identificadas:  Schistosoma bovis,  S. 

curassoni,  S. edwardiense,  S. haematobium,  S. hippopotami,  S. incognitum,  S. indicum,  S. 

intercalatum,  S.  japonicum,  S.  leiperi,  S.  malayensis,  S.  mansoni,  S.  margrebowiei,  S. 

mattheei, S. mekongi, S. nasale, S. ovuncatum, S. rodhaini, S. sinensium e S. spindale. As três 

espécies mais importantes para a saúde humana, S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum, 

têm distribuição geográfica diferentes, ou localizações topográficas distintas no organismo do 

hospedeiro  definitivo,  além  de  características  morfológicas  e  fisiológicas  peculiares  .  A 

espécie S. mansoni ocorre na África, América Latina e Antilhas. A infecção causada por esta 

espécie é denominada esquistossomose mansônica ou intestinal, pela localização dos parasitos 

nas vênulas da parede do intestino grosso, sigmóide e reto, com sintomas predominantemente 

intestinais. Nos casos mais graves, há envolvimento hepatoesplênico e hipertensão no sistema 

porta . A esquistossomose mansônica foi introduzida no Brasil pelo tráfico de escravos, que 

foi confirmada por estudos de diferenciação gênica e isoenzimáticos entre parasitos do velho e 

novo mundo . A espécie S. haematobium ocorre predominantemente na África, sua presença 

estende-se para a Bacia do Mediterrâneo, Oriente Próximo e Médio. A doença causada por 

esta espécie é conhecida como esquistossomose hematóbica, vesical ou urinária e também por 

genito-urinária.  Os  parasitos  localizam-se  preferencialmente  no  plexo  vesical  e  a  doença 

produz um quadro clínico com sintomas urinários . A espécie S. japonicum é responsável por 

outra  morbidade  intestinal  da  doença,  porém  circunscrita  ao  extremo  oriente  e  Pacífico 

ocidental, e é conhecida por esquistossomose japônica .

O ciclo de vida do  S. mansoni  envolve duas gerações: a primeira no hospedeiro definitivo 

vertebrado em que ocorre a reprodução sexuada e maturação;  e  a segunda no hospedeiro 
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intermediário  invertebrado em que somente  ocorre a  reprodução assexuada.  O hospedeiro 

intermediário para S. mansoni é o caramujo do gênero Biomphalaria  (Figura 1). Milhares de 

cercárias  são  produzidas  por  um  único  esporocisto  durante  a  reprodução  assexuada  no 

hospedeiro  intermediário,  que as  liberam de forma intermitente.  A saída das  cercárias do 

hospedeiro intermediário é induzida pela luz, portanto a liberação ocorre preferencialmente 

nas horas mais claras do dia. Quando madura, a cercária sai do caramujo para a água, estando 

apta a infectar hospedeiros vertebrados. A cercária mede cerca de 0,5 mm em comprimento e 

tem  como  característica  uma  cauda  bifurcada.  Na  água,  acusam  geotropismo  negativo, 

fototropismo positivo e tendem a acumular-se sob a superfície líquida . Uma vez que não se 

alimentam, possuem uma grande reserva de glicogênio e precisam encontrar um hospedeiro 

vertebrado  num período  de  36-48  horas  .  Quando  encontram um hospedeiro  apropriado, 

penetram pela  sua  pele  ou  mucosa  liberando  a  cauda.  A  capacidade  invasora  das  larvas 

depende de um esforço mecânico e da ação química exercida pela secreção das glândulas 

cefálicas de penetração. A ação mecânica ocorre por auxílio de uma ventosa oral. A ação 

química ocorre por proteases, do tipo colagenases e elastases, ou por enzimas que são ativas 

contra as glicoproteínas da pele. Após penetrar, a cercária começa a passar por mudanças, na 

conformação  da  membrana  que  se  torna  pentalaminada  e  no  metabolismo  que  se  torna 

principalmente  anaeróbico  .  Inicia-se  o  processo de transformação  em esquistossômulos  . 

Após permanecer na pele por um tempo variável, de minutos a 24 horas, os esquistossômulos 

iniciam a migração através do corpo de seu novo hospedeiro, caso não sejam destruídos pelos 

mecanismos de defesa do hospedeiro. Os esquistossômulos utilizam as secreções líticas das 

glândulas cefálicas posteriores para penetrar nos vasos cutâneos. Através da circulação, eles 

chegam ao coração direito e aos pulmões em 5 dias, tornando-se mais longos e delgados, o 

que  facilita  a  sua  migração  através  da  rede  vascular  pulmonar  (Miller  &  Wilson  1978, 

Rollinson & Simpson 1987). Do pulmão, os esquistossômulos voltam ao coração esquerdo e 

são enviados pela circulação geral a todas as partes do corpo do hospedeiro. Somente quando 

alcançam o sistema porta  intra-hepático podem completar  seu desenvolvimento  (Miller  & 

Wilson 1980, Rollinson & Simpson 1987). Quatro semanas após a infecção, a maioria dos 

vermes encontram-se maduros e prontos para se acasalarem. Os vermes acasalados deslocam-

se  ativamente  contra  a  corrente  circulatória  do  sistema  porta  e  migram  para  as  veias 

mesentéricas pélvicas. As localizações habituais são as vênulas da parede do reto, sigmóide e 

intestino 
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Figura 1: Ciclo biológico do S. mansoni. As cercárias ao saírem do caramujo nadam em busca 
de um hospedeiro,  penetram pela  pele do hospedeiro definitivo,  o homem, e  perdem sua 
cauda, iniciando-se o processo de transformação em esquistossômulos. Os esquistossômulos 
migram  através  da  pele  até  as  veias.  Vermes  adultos  de  S.  mansoni  residem  mais 
freqüentemente nas veias mesentéricas superiores que drenam o intestino grosso. As fêmeas 
depositam seus  ovos  nas  pequenas  vênulas  dos  sistemas porta  e  perivesical,  de onde são 
ativamente movidos para o lúmem do intestino sendo eliminados com as fezes.  Em água 
fresca  os  ovos  eclodem  e  liberam  os  miracídios  que  nadam  e  penetram  no  hospedeiro 
intermediário,  a  Biomphalaria.  Os  estágios  no  caramujo  incluem  duas  gerações  de 
esporocistos  e  a  produção  e  liberação  de  cercárias.  (adaptado  de 
http://www.cdfound.to.it/HTML/sch1.htm)
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(http://www.cdfound.to.it)
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grosso (Bloch 1980, Rollinson & Simpson 1987). Os vermes adultos têm, aproximadamente, 

um centímetro  em comprimento,  são delgados  e  longos,  e  caracterizados  por  terem duas 

ventosas, uma oral e uma ventral .  A fêmea é mais fina, cilíndrica e longa que o macho, 

existindo  também  diferenças  fisiológicas  e  antigênicas  entre  macho  e  fêmea.  A  fêmea 

depende do contato com o macho para completar a sua maturação . O par está em constante 

associação, encontrando-se a fêmea no canal ginecóforo do macho. Os vermes alimentam-se 

de plasma e células do sangue venoso .  A maior parte  da energia das fêmeas é gasta na 

produção de ovos. Cerca de 340 ovos de  S. mansoni são liberados por casal de vermes em 

ratos infectados a cada dia, sendo que este número aumenta em primatas . A produção de ovos 

começa 30 a 40 dias após a infecção. Medem, aproximadamente, 142 µm em comprimento e 

60  µm em largura. A forma do ovo é característica para a esquistossomose mansônica por 

possuir uma espícula lateral. Os ovos são eliminados para o ambiente através das fezes de 

indivíduos infectados . Muitos dos ovos não ultrapassam a parede intestinal e são levados a 

órgãos e tecidos do hospedeiro pela corrente sanguínea. A presença destes ovos nos tecidos 

resulta na formação de granuloma, resultante da resposta do sistema imune do hospedeiro. 

Esta resposta de hipersensibilidade retém antígenos citotóxicos e mata o ovo, mas também 

causa  danos  ao  tecido,  sendo  responsável  pela  manifestação  clínica  da  esquistossomose 

crônica.  O  órgão  mais  atingido  é  o  fígado,  sendo  o  baço  também  um  órgão  bastante 

acometido . No momento da ovoposição, o desenvolvimento embrionário é ainda incompleto, 

requerendo mais seis ou sete dias para completar-se. A expectativa de vida dos ovos maduros 

é  de,  aproximadamente,  20 dias;  os  miracídios  morrem caso a  expulsão não se  complete 

dentro de  três  a  quatro  semanas após a  ovoposição.  Os ovos eliminados  pelo  hospedeiro 

através  das  fezes  eclodirão  se  encontrarem condições  adequadas  como:  água  fresca  com 

temperatura morna, baixa hipotonicidade e iluminação adequada, liberando assim o miracídio 

de dentro da casca do ovo . Uma vez que o ovo é rompido em água fresca, o miracídio emerge 

e  começa a  nadar  ativamente.  Os  miracídios  apresentam uma forma piriforme  e medem, 

aproximadamente, 70 µm em largura por 160 µm em comprimento. Seu corpo é coberto por 

células  anucleadas  ciliadas  e  possui  na  sua  extremidade  anterior  organelas  sensoriais.  O 

miracídio possui geotropismo negativo e fototropismo positivo, que o auxilia na localização 

do hospedeiro intermediário, além de ser atraído por substâncias químicas eliminadas pelo 

caramujo.  O encontro  deve  ocorrer  em um período de  24  horas.  O miracídio  penetra  no 

hospedeiro  intermediário  específico  por  movimentos  rotatórios  e  ação  lítica.  Após  a 

penetração  o  miracídio  perde  seu  revestimento  epitelial  e  seus  órgãos  de  penetração, 

atrofiando sua musculatura . Por volta do oitavo dia o miracídio apresenta-se como um tubo 

enovelado,  imóvel,  repleto  de células germinativas  em multiplicação,  se transformado em 
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esporocisto.  O  esporocisto  primário  apresenta  grandes  células  germinativas  isoladas  ou 

agrupadas. Por volta da segunda semana de existência rompem-se pra liberar esporocistos 

filhos, em número de 20 a 40. Os esporocistos secundários apresentam células germinativas, 

em constante multiplicação. Pouco a pouco, aglomerados celulares vão se diferenciando para 

formar  cercárias.  Os  esporocistos  podem  formar  várias  gerações  de  cercárias.  A 

transformação dos esporocistos em cercárias ocorre apenas quando atingem sua localização 

permanente, nas glândulas digestivas do caramujo. A cercária deixa o hospedeiro caindo em 

água fresca, fechando o ciclo de vida do parasito . 

A esquistossomose mansônica tem o quadro clínico dividido em fase aguda e crônica. 

A fase aguda é caracterizada pelo período que precede a ovoposição. Logo no início da fase 

aguda,  há  um aumento  na  resposta  de  proliferação  celular  contra  antígenos  do  parasito, 

diminuindo-se ao longo da fase aguda. A esquistossomose crônica tem seu quadro clínico 

dividido nas formas intestinal, hepatointestinal e hepatoesplênica. A lesão típica e elemento 

anatomo-patológico  básico  do  processo  esquistossomótico  crônico  é  o  granuloma  que  se 

forma em torno dos ovos do parasito. Os ovos que não conseguem deixar o organismo do 

hospedeiro são imobilizados e envolvidos por uma reação inflamatória, o granuloma. Muitos 

ovos são arrastados pela corrente sanguínea e ficam retidos nos capilares do espaço porta do 

fígado. Do território periportal, alguns ovos são levados até os pulmões, e são retidos nos 

capilares pulmonares. As lesões do sistema nervoso central e de diferentes órgãos são devido 

à localização ectópica dos ovos .

Segundo a Organização  Mundial  de  Saúde,  a  esquistossomose é  a  terceira  doença 

tropical de maior importância sócio-econômica e de saúde pública do mundo. A mortalidade 

na  esquistossomose  não  é  grande,  porém  a  patologia  é  crônica  e  debilitante.  A 

esquistossomose é endêmica em mais de 74 países em desenvolvimento, sendo que 80% dos 

casos encontram-se na África sub-Saariana. Estima-se que mais de 600 milhões de indivíduos 

estão sob o risco de infecção e que existam 200 milhões de indivíduos infectados, dos quais 

120 milhões são sintomáticos e 20 milhões têm conseqüências severas da infecção . Por ano 

ocorrem  aproximadamente  11  mil  mortes  diretamente  relacionadas  à  esquistossomose. 

Seqüelas clínicas tardias e a mortalidade/morbidade indireta causadas pela esquistossomose 

estão relacionadas a 200 mil mortes por ano . O número de DALYs (Disability Adjusted Life  

Years) provenientes da esquistossomose atinge 1,7 milhões (valor considerado subestimado 

pelo  The  Expert  Committees  on  the  Control  of  Schistosomiasis  and  Soil-transmitted  

Helminths), correspondendo a 13% do número de DALYs entre as doenças tropicais. O valor 

de  DALYs,  em 2001,  para  as  doenças  tropicais  correspondeu a  12,9  milhões,  sendo 1,5 

milhões para tripanossomíase, 649 mil para doença de Chagas, 2,3 milhões para leishmaniose, 
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5,6  milhões  para  filariose  linfática  e  987 mil  para  oncocercariose  .  As  doenças  tropicais 

acometem principalmente países subdesenvolvidos em que os recursos de saúde pública são 

muito pequenos e voltados principalmente para outras doenças como malária, HIV/AIDS e 

tuberculose . 

A esquistossomose atinge principalmente crianças, com faixa etária entre 10 e 19 anos 

.  O  potencial  cognitivo  de  crianças  diminui  consideravelmente  quando  infectadas  por 

Schistosoma, diminuindo a sua capacidade de memória e velocidade em processar dados. Esse 

efeito é ainda maior entre crianças subnutridas . 

Para  um programa de  controle  visando interromper  o  ciclo  biológico  em um dos 

pontos do ciclo de transmissão da parasitose é importante o conhecimento epidemiológico, da 

biologia do verme, e também de fatores ligados ao hospedeiro intermediário e definitivo . O 

controle da doença vem sendo realizado através de processos químicos e/ou biológicos de 

eliminação do hospedeiro intermediário, através do saneamento e educação evitando o contato 

das pessoas com águas contaminadas e, principalmente,  através do tratamento com drogas 

como praziquantel (única droga usada em larga escala no Brasil) e oxaminiquine .

I.1.2 Genômica do S. mansoni

Atualmente  a  abordagem mais  promissora  para  a  identificação  de  novos  alvos  de 

drogas, vacinas e reagentes para diagnóstico, assim como para a compreensão da resistência a 

drogas, diversidade antigênica, infectibilidade e patologia, consiste em compreender e decifrar 

as informações nos genomas dos parasitos .

S. mansoni tem um genoma diplóide com sete pares de cromossomos autossômicos e 

um par de cromossomo sexual. Os cromossomos variam em tamanho de 18 a 73 Mb e podem 

ser distinguidos pelo tamanho, forma e padrão de bandas C. O tamanho do genoma haplóide é 

de  aproximadamente  270  Mb  com  um  conteúdo  CG  de  29,4%  .  A  metilação  do  DNA 

genômico não é observada no parasito adulto . O genoma do parasito é constituído de 4% a 

8% de seqüências de DNA altamente repetitivas (>1.000 cópias), 35% a 40% de seqüências 

de média repetitividade (~100 cópias) e 60% de seqüências correspondentes a famílias de 

genes ou regiões de cópia única . Schistosoma corresponde a um dos primeiros organismos a 

desenvolverem  dimorfismo  sexual  e  cromossomos  sexuais  heteromórficos.  A  fêmea  é 

heterogamética, possuindo o par de cromossomos sexuais ZW e o macho o par ZZ .

O estudo do transcriptoma de S. mansoni foi uma iniciativa brasileira, financiada por 

agências locais que, teve início em 1992 . A partir de 1994, a Organização Mundial de Saúde 

iniciou o financiamento da Rede Genoma de Schistosoma para a descoberta de novos genes 

com o objetivo final de identificar novos alvos para o desenvolvimento de drogas e vacinas. 
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Durante  este  período a  comunidade  científica  mundial  produziu  aproximadamente  16.000 

ESTs  .  Recentemente,  dois  grandes  projetos  de  sequenciamento  do  transcriptoma  do  S.  

mansoni foram realizados. Ambos os projetos são brasileiros . 

O  primeiro,  já  publicado,  financiado  pela  FAPESP/MCT/CNPq,  utilizou  uma 

biblioteca normalizada de verme adulto e minibibliotecas de ORESTES de seis estágios do 

ciclo de vida do parasito . O projeto gerou 124.681 ORESTES e ESTs úteis de S. mansoni. As 

seqüências foram agrupadas resultando em 30.988 SmAE (Schistosoma mansoni assembled 

ESTs),  correspondendo  a  aproximadamente  92%  do  transcriptoma.  Dentre  as  SmAEs 

anotadas,  23% encontraram relação  com outras  seqüências  de  S.  mansoni  já  depositadas, 

tendo 2% delas identidade com genes conhecidos e 21% com ESTs depositadas no dbest. Os 

outros 77% não encontraram relação com seqüências de  S. mansoni, sendo descritas como 

novos  genes  relatados  de  S.  mansoni.  Destas,  1%  apresentou  identidade  com  proteínas 

conhecidas,  sendo  genes  parálogos,  20%  com  genes  de  outros  organismos,  sendo  genes 

ortólogos e  55% sem relação com nenhum outro gene já  relatado de outras  espécies  .  A 

comparação das ESTs de S. mansoni com seqüências do bancos de dados permitiu identificar 

um grande número de genes de interesse.  Foi possível classificar por  Gene Ontology 8.001 

ESTs,  obtendo-se  principalmente  proteínas  envolvidas  em  metabolismo  e  processos 

biológicos  .  Na  busca  por  domínios  conservados  foram  encontradas  180  proteínas 

identificadas  como proteínas quinase,  sugerindo que  S. mansoni tem um complemento  de 

quinase menor que qualquer outro metazoário já estudado, apesar de ainda assim ser a família 

de proteínas mais abundante em S. mansoni .

O  segundo  projeto,  financiado  pela  FAPEMIG/MCT/CNPq,  consiste  de  uma rede 

genômica  formada  por  instituições  do  Estado  de  Minas  Gerais  que,  têm  como  objetivo 

caracterizar o transcriptoma de diferentes estágios de desenvolvimento do parasito, a partir da 

geração  de  70  mil  ESTs  convencionais.  Esse  projeto  contribuirá  na  complementação  do 

projeto desenvolvido em São Paulo e também, será indispensável em estudos de proteoma e 

SAGE . Até o final de 2004, foram geradas 74 mil ESTs das diferentes fases do parasito, 

ainda não disponíveis nos bancos de dados públicos (rgmg.cpqrr.fiocruz.br).

Até o momento, mais de 150.000 ESTs foram depositadas pela comunidade científica 

na divisão dbest do GenBank. O baixo nível de redundância indica que ainda existam muitos 

novos genes para serem gerados pelas bibliotecas disponíveis .

Os  institutos  TIGR  (The  Institute  for  Genomic  Reasearch)  e  Sanger  foram  os 

responsáveis pelo sequenciamento em larga escala do genoma de S. mansoni, gerando juntos 

uma cobertura de 9 vezes do genoma completo, estimando-se que menos de 0,5% do genoma 

não tenha sido seqüenciado. A estratégia de seqüenciamento utilizada foi de Whole Genome 
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Shotgun  (WGS),  por  seleção  aleatória  de  clones  e  com  sequenciamento  de  ambas  as 

extremidades. Estas seqüências estão atualmente sendo montadas e anotadas .

I.2 RELAÇÃO PARASITO E MEIO AMBIENTE

O parasito S. mansoni tem um ciclo de vida complexo, em que sua sensibilidade a 

fatores  do  ambiente  estimula  mudanças  fisiológicas,  morfológicas  e  bioquímicas  A 

capacidade  de  infectar  ativamente  ambos  os  hospedeiros,  assim  como  a  migração  pelos 

sistemas  dos  hospedeiros  demonstram  uma  sofisticada  coordenação  dos  seus  sistemas 

fisiológicos em diferentes fases de desenvolvimento em resposta ao meio em que se encontra . 

O  crescimento  e  desenvolvimento  dos  vermes  adultos  de  Schistosoma requerem  uma 

comunicação  permanente  do  parasito  com  o  ambiente  em  que  se  encontram,  com  os 

hospedeiros, definitivo e intermediário, e também na relação entre macho e fêmea . 

Na  relação  parasito-hospedeiro,  o  verme  é  capaz  de  sobreviver  por  décadas  no 

organismo parasitado utilizando-se de suas biomoléculas para completar seu ciclo. Já foi visto 

que o parasito utiliza de TNF-α do hospedeiro com sinal estimulatório para a produção de 

ovos . A utilização de IL-7 já foi demonstrada para o crescimento e fecundação do verme . A 

presença  de  receptor  de  TGF-β expresso  na  superfície  do  tegumento  sincicial  indica  a 

utilização  deste  fator  pelo  verme .  Fatores  de  crescimento  epitelial  humano estimulam a 

expressão  do  fator  de  crescimento  epitelial  no  parasito  .  Produtos  de  células  T  CD4+ 

modulam  o  desenvolvimento  do  parasito  .  Em  hospedeiros  imunodeprimidos  o 

desenvolvimento do parasito é retardado. Uma possível explicação para este fenômeno é que 

o parasito aguarda melhores condições de sobrevivência do hospedeiro para então finalizar o 

seu  processo  de  crescimento,  pareamento,  fecundidade  e  transmissão  .  Estes  resultados 

indicam que o parasito está tão adaptado ao meio, que utiliza proteínas imunoreguladoras do 

hospedeiro como sinal de replicação e transmissão . 

A fêmea necessita  do contato com o macho para sua maturação.  Já se sabe que a 

maturação da fêmea não depende da transferência de esperma, mas sim do contato direto com 

o macho, com possível transferências de moléculas sinalizadoras, como hormônios esteróides, 

que são captadas por receptores . Fêmeas virgens que crescem na ausência de machos são 

significativamente menores, além de não colocarem ovos. Quando as fêmeas são separadas 

dos seus parceiros cessam a ovoposição e começam a regredir para seu estado reprodutivo 

imaturo. Assim que repareadas, voltam à sua atividade reprodutiva normal . Foi observado 

que a separação do casal implica na interrupção da transcrição de alguns genes responsáveis 

pela diferenciação dos vitelocistos . O desenvolvimento reprodutivo do macho não depende 

da interação com a fêmea. No entanto, o macho necessita da fêmea para regular o mecanismo 

9



de acúmulo de glutationa e lipídeo, na utilização de lipase e estimulando a incorporação de 

tirosina . Hoffman e colaboradores  estudaram a expressão diferencial de genes entre vermes 

machos  e  fêmeas.  Foi  observado  que  a  transcrição  de  genes  variava  em  verme  adulto, 

encontrando-se 12 novos transcritos associados à fêmea e 4 novos associados a machos. 

Por uma perspectiva biológica, o balanço das trocas moleculares entre o parasito e o 

hospedeiro dita o sucesso ou a falha no estabelecimento da infecção dentro do hospedeiro . 

Estes fenômenos requerem comunicações moleculares, sendo estas interações mediadas por 

processos de transdução de sinal que determinam uma expressão diferencial de genes . 

I.3 MECANISMOS DE TRANSDUÇÃO DE SINAL 

Os  complexos  comportamentos  celulares,  como  a  manutenção  da  homeostase  ou 

proliferação, são em grande parte, estimulados por sinais extracelulares específicos. A célula 

tem que integrar  a  informação proveniente  destes  sinais  a  fim de construir  uma resposta 

apropriada: viver ou morrer, proliferar ou permanecer em repouso, entre outras . É necessário 

um sistema elaborado de sinalização para que a célula responda de maneira específica ao sinal 

recebido.  Esse  sistema  é  formado  por  um  conjunto  de  proteínas  que  inclui  proteínas 

receptoras  que  são  estimuladas  pelo  sinal  externo e  mais  uma variedade  de  proteínas  de 

sinalização  intracelulares  que  distribuem  o  sinal  pela  célula,  até  atingirem  seus  alvos 

específicos  (Figura 2).  A transdução de sinal demanda mais  que trocas moleculares  para 

ativar  ou  inativar  processos  celulares.  Conexões  lineares  simples  não  são  suficientes.  O 

sucesso da transdução de sinal requer a criação de ramos que interajam 
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Figura  2:  Exemplo  de  uma  via  de  sinalização  intracelular  simples  ativada  por  molécula 
sinalizadora extracelular. A molécula sinalizadora se liga à proteína receptora, ativando uma 
via de sinalização intracelular mediada por uma série de proteínas intracelulares. Este sinal 
intracelular  interage com uma proteína alvo, alterando-a,  por exemplo,  por fosforilação,  e 
gerando uma resposta celular ao sinal (adaptada de Albert et al 2002).
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ativamente  e  influenciem  um  ao  outro.  A  simplicidade  da  comunicação  molecular  é 

transformada em sofisticação pela maneira como as vias são interligadas .

Cada  célula  está  programada  para  responder  a  combinações  específicas  de  moléculas 

sinalizadoras. Qualquer célula de um organismo está exposta a muitos sinais provenientes do 

seu  ambiente.  A  célula  deve  responder  seletivamente,  de  acordo  com  sua  característica 

específica, adquirida através da especialização celular progressiva durante o desenvolvimento. 

Células diferentes podem responder de formas distintas ao mesmo sinal químico em função 

do  grupo  de  proteínas  receptoras,  ou  de  acordo  com a  maquinaria  celular  que  integra  e 

interpreta  a  informação  recebida.  Assim,  a  mesma molécula  ligante  tem,  freqüentemente, 

efeitos  diversos  sobre  diferentes  células-alvo  .  Moléculas  ligantes  incluem  proteínas, 

peptídeos, aminoácidos, nucleotídeos, esteróides, retinóides, ácido graxos e gases dissolvidos 

como o óxido nítrico e monóxido de carbono. As moléculas ligantes geralmente atuam em 

baixa concentração e os receptores específicos as reconhecem com alta afinidade .

Moléculas ligantes são reconhecidas por receptores específicos localizados na célula 

alvo. Na maioria dos casos os receptores são proteínas de transmembrana na superfície da 

célula-alvo.  Quando os receptores se ligam a uma molécula  ligante,  tornam-se ativados e 

geram uma cascata de sinais intracelulares que alteram o comportamento da célula . Existem 

três famílias principais de receptores de superfície celular, cada uma das quais transmitem os 

sinais extracelulares de uma maneira diferente (Figura 3):

A. receptores associados a canais iônicos que abrem e fecham canais rapidamente em 

resposta à ligação de um neurotransmissor, por exemplo, o receptor de acetilcolina 

;

B. receptores associados a proteínas G que ativam ou inativam indiretamente enzimas 

associadas  à  membrana  plasmática  ou  canais  iônicos  via  proteínas  ligantes  de 

GTP, por exemplo, a rodopsina ;

C. receptores  associados  a  enzimas,  que  atuam  como  enzimas  diretamente  ou 

associadas  a  estas,  por  exemplo,  os  receptores  de  fatores  de  crescimento.  As 

enzimas são geralmente proteínas quinase que fosforilam proteínas específicas na 

célula-alvo .

As moléculas sinalizadoras intracelulares são classificadas em segundo mensageiro ou 

proteínas  de  sinalização  intracelulares.  Os  segundos  mensageiros  são  gerados  em grande 

número frente à ativação do receptor e se difundem pela célula,  podendo ser solúveis no 

citosol como o AMP cíclico e o Ca 2+, ou solúveis na membrana como o diacilglicerol . As 

proteínas de sinalização intracelulares transmitem seu sinal através da 
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Figura 3: Famílias de receptores de superfície celular. A- receptor associado a canal iônico. B- 
receptor associado a proteína G. C- receptor associado a enzima (adaptada de Albert et al 
1994).
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ativação  de  uma  outra  proteína  de  sinalização  ou  gerando  um  segundo  mensageiro.  As 

proteínas de sinalização são classificadas de acordo com sua função em particular . Muitas 

proteínas de sinalização agem por troca molecular, que ao receberem um estímulo passam de 

um estado inativo para um estado ativo, ou vice e versa. Essa troca é realizada pelo ganho ou 

perda de grupo fosfato,  ativando e  inativando a proteína,  respectivamente  .  Existem duas 

classes de proteínas de sinalização: 

1-  As  proteínas  que  são  fosforiladas  por  proteínas  quinase  e  desfosforiladas  por 

proteínas fosfatases. Grande parte das proteínas sinalizadoras são proteínas quinase que irão 

fosforilar outras proteínas sinalizadoras, o que leva a uma cascata de sinalização ;

2- As proteínas que se encontram ativadas pela presença de GTP e desativadas pela 

presença de GDP. A troca da molécula GTP por GDP é realizada por GTPases .

I.4 AS PROTEÍNAS QUINASE

I.4.1 Função e Atividade

As proteínas quinase (PKs) pertencem a uma grande família de enzimas, muitas das 

quais mediam respostas a estímulos externos em células eucarióticas . As proteínas quinase 

são proteínas de fosforilação reversível que desempenham um papel central na regulação de 

funções  básicas  de  todos  os  eucariotas,  tais  como:  replicação,  controle  do  ciclo  celular, 

transcrição  gênica,  rearranjamento  do  citoesqueleto,  apoptose,  metabolismo  energético  e 

outras.  As  PKs  são  também  requeridas  em  funções  mais  finas,  em  eucariontes  mais 

complexos,  como:  diferenciação  celular  de  tecidos  e  órgãos,  comunicação  entre  células, 

interação da célula com o substrato e mediação de interações complexas com o ambiente 

externo .  As proteínas  quinase  agem na  fosforilação  do  substrato,  transferindo um grupo 

fosfato (P) do ATP para a cadeia de aminoácido de uma proteína substrato (Figura 4). O 

fosfato  é  carregado  negativamente  o  que  leva  a  mudança  na  conformação  da  proteína, 

causando assim modificações na sua estrutura e como conseqüência na sua atividade. Muitas 

PKs são moduladas por autofosforilação ou fosforiladas por outras proteínas quinase. Outros 

domínios  dentro  das  PKs  regulam  sua  atividade  quinase,  ligando-a  a  outras  moléculas 

sinalizadoras ou relocalizando a proteína  (Figura 5).
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Figura 4: Fosforilação reversível de proteínas sinalizadas. As proteínas quinase catalisam a 
transferência de um grupo fosfato (P) do ATP [ADP(P)] a uma proteína substrato específica. 
A proteína fosfatase remove o grupo fosfato, permitindo que a proteína substrato volte ao seu 
estado basal.
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Figura 5: Cascata de sinalização. Uma proteína chave atua em uma segunda proteína alvo, 
esta  proteína alvo irá  atuar  como proteína chave em uma terceira  proteína.  Essa parceria 
continuará até que uma proteína chave tenha efeito sobre alguma maquinaria celular criando 
uma  resposta  celular  ao  estímulo  inicial.  Moléculas  sinalizadoras  extracelulares  são 
reconhecidas por receptores específicos localizados na células alvo,  que ao serem ativado 
geram  uma  cascata  de  sinais  intracelulares.  As  proteínas  de  sinalização  intracelulares 
transmitem  seu  sinal  através  da  ativação  de  uma  outra  proteína  de  sinalização.  Muitas 
proteínas de sinalização agem por troca molecular,  com ganho ou perda de grupo fosfato, 
ativando e  inativando,  respectivamente.  Na grande maioria,  as  proteínas sinalizadoras  são 
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proteínas quinase que irão ativar outras proteínas sinalizadoras, o que leva a uma cascata de 
sinalização.

I.4.2 Presença de Proteínas Quinase em Genomas Seqüenciados

As PKs têm sido caracterizadas não somente por tradicionais técnicas bioquímicas, 

mas também com a utilização de análises de domínios catalíticos a partir de seqüência de 

aminoácidos  de  sua  estrutura  primária  .  PKs compreendem a  maior  família  de  proteínas, 

correspondendo  de  1,5  a  2,5% de  todos  os  genes  eucarióticos  .  Usando  Caenorhabditis  

elegans como modelo  para  estudo  de  transdução  de  sinal,  por  ser  o  primeiro  organismo 

multicelular totalmente seqüenciado, as proteínas quinase foram compreendidas na segunda 

maior  família  de  domínios  protéicos  nestes  vermes,  com  um  total  de  411  seqüências 

completas de PKs . Com a elucidação do projeto genoma humano foram identificados 518 

genes codificantes para PKs, consistindo 1,7% do total de genes humanos. Dentre 258 PKs 

analisadas  foram  identificados  83  tipos  de  domínios,  dos  quais  a  maioria  encontram-se 

relacionados com a interação entre proteínas sinalizadoras, por exemplo SH2, que reconhece e 

se  liga  a  resíduos  de  tirosina  fosforilados  .  O  kinoma de  rato  foi  elucidado,  tendo  sido 

identificados 540 genes de PKs, havendo uma correspondência de 510 genes ortológos entre 

homem e rato . Comparando-se os kinomas de S. cerevisiae (levedura),  C. elegans (verme), 

D. melanogaster (inseto) e  H. sapiens (mamífero), de 209 subfamílias analisadas, 51 estão 

presentes nos quatro genomas, 7 são únicas de levedura (S. cerevisiae e S. pombe), 15 de C. 

elegans, 13 de H. sapiens e nenhuma de D. melanogaster .

A  identificação  de  genes  similares  às  proteínas  quinase  em  procariotas  sugere  a 

possibilidade de que o gene do qual se originam as proteínas quinase tenha surgido antes da 

divergência  de  procariotas  e  eucariotas  .  Pkn1  é  uma  proteína  quinase–like de  bactéria 

primeiramente  descrita  em  Myxococcus  xanthus.  Proteínas  relacionadas  com  Pkn  estão 

presentes  em  outros  procariontes  incluindo:  Streptomyces,  Bacillus,  Mycobacterium, 

Pseudomonas, Chlamydia, e Synechocystis.  Estas proteínas estão envolvidas com virulência, 

metabolismo secundário, esporulação, ciclos complexos de crescimento. No entanto, não se 

encontram Pkn em bactérias com ciclo de desenvolvimento mais simples como Escherichia  

coli e  Haemophilus  influenza,  sugerindo  que  as  proteínas  quinase  poderiam  ter  sido 

adquiridas por transferência lateral, com transferência gênica entre táxons não relacionados .

I.4.3 Classificação de Proteínas Quinase

As  proteínas  quinase  são  classificadas  de  acordo  com  similaridades  na  estrutura 

primaria,  baseando-se  na  filogenia  dos  domínios  conservados.  O  domínio  catalítico 

característico  da  superfamília  PK consiste  de aproximadamente  250 a  300 aminoácidos  e 
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divide-se em onze subdomínios. Estes subdomínios são reconhecidos por serem invariantes 

(conservados em mais de 95% de um total de 370 seqüências estudadas de proteínas quinase) 

. Eles estão fortemente implicados no desempenho de importante papel na função catalítica 

das enzimas, tendo ação direta no sítio ativo ou contribuindo para a formação do sítio ativo 

em uma estrutura  secundária.  A região não conservada parece  ocorrer  em voltas  (loops), 

permitindo  que  as  regiões  catalíticas  se  encontrem.  Aminoácidos  individuais,  altamente 

conservados dentro dos subdomínios,  participam da ligação ao ATP e da transferência do 

fósforo .

As proteínas quinase são classificadas não apenas pelo seu domínio catalítico, mas 

também pelo conjunto e ordem de diversos outros domínios e regiões presentes na proteína 

completa.  Existem  duas  subdivisões  dentro  da  superfamília  das  proteínas  quinase:  as 

serinas/treoninas quinase, que fosforilam proteínas nas serinas e nas treoninas; e as tirosinas 

quinase, que fosforilam proteínas somente nas tirosinas . As PKs usam o fosfato-γ do ATP (ou 

GTP) para gerar fosfatos monoésteres usando serina/treonina ou tirosina como aceptores .

As  proteínas  serinas/treoninas  quinase  contêm  os  principais  grupos,  separados  de 

acordo com sua estrutura básica e seu modo de regulação em: AGC (grupo contendo PKA, 

PKG  e  PKC),  CaMK  (grupo  contendo  as  proteínas  quinase  dependentes  de 

cálcio/calmodulina)  e  CMGC  (grupo  contendo  CDK,  MAPK,  GSK3  e  CLK).  Dentre  as 

proteínas tirosinas quinase encontra-se o grupo PTK (grupo contendo as famílias de proteínas 

tirosinas  quinase),  que  se  divide  em diversas  famílias  podendo ou não estar  ancoradas  a 

membrana celular  (Quadro 1).

I.4.4 As Proteínas Tirosinas Quinase (PTKs)

PTKs são proteínas encontradas em todos os organismos eucariotas multicelulares . As 

proteínas tirosinas quinase podem estar presentes nas células ancoradas à membrana, atuando 

como receptoras; livres no citoplasma, fazendo parte da cascata de sinalização; ou no núcleo, 

participando diretamente da ativação gênica. A ativação do domínio catalítico PTK resulta da 

interação com outras proteínas de sinalização propagando o sinal de forma específica. Não foi 

relatada nenhuma PTK em leveduras, não obstante 49 de 239 PKs de D. melanogaster e 105 

de 454 PKs de C. elegans foram classificadas como PTKs .

I.4.4.1 As Proteínas Tirosinas Quinase Receptoras (RTKs)

As RTKs são compostas de três regiões distintas: um domínio de ligação extracelular, uma 

hélice   transmembrana   e   uma   região   citoplasmática   que   realiza   a   atividade   quinase 
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Quadro  1:  Classificação  das  proteínas  quinases,  divididas  em grupos  e  famílias  segundo 
Hanks  e  Quinn  (1991).  A  classificação  teve  como  critério  primário  a  similaridade  da 
seqüência de aminoácidos do domínio catalítico.
SUBDIVISÕES GRUPOS FAMÍLIAS
A- Serina/Treoninas 1- ACG PKA

PKC
RAC
Fosforila proteína G acoplada a receptor
ACG-relatadas
Fosforila proteína S6 ribossomal
Dbf
PVPK1
Outras ACG relatadas

2- CaMK Reguladas por Ca2+/ Calmodulina
KIN1/SNF1/Nim1

Outras CaMK relatadas
3- CMGC CDKs

Erk (MAP)
GSK3
Casein kinase II
Clk
Outra CMGC relatadas

B - Tirosinas 4.a-PTK não receptoras (não ancoradas a membrana) Src
Tec/Atk
Brk
Csc
Fes/Fps/Fer
Abl
Syk/ Zap70
Tyk2/Jak1
Ack
Fak

4.b-PTK receptoras (ancoradas a membrana) EGFR  (receptor  de  fator  de  crescimento  da 

epiderme)
Receptor Eph/ Elk/ EcK 
Axl
Tie/ Tec
PDGEFR (receptor de fator de crescimento derivado 

de plaqueta)
FGFR  (receptor  de  fator  de  crescimento  de 

fibroblasto) 
Receptor de Insulina
Ltk/ Alk
Ros/ Sev
Tkr/ Ror
Ddr/ Tkt
HGFR  (receptor  de  fator  de  crescimento  de 

hepatócito)
Kin15/ 16
Outras PTK relatadas

C- Outras PKs OPK (outras PKs não relacionadas aos grupos acima) Polo 
MEK/STEE7
PAK/STE7
PAK/STE20
MEKK/STE11
NimA
Wee1/mik1
Quinases envolvidas em controle transcricional
Activin/  TGF-β (receptor  de  fator  de  crescimento 

tumoral)
Rat
PSK/PTK com domínio  de  linhagem mista  zipper 

leucina
caseinaI
Resceptor putativo de plantas florindo
PKN
Outras PK relatadas
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. A ativação de RTKs é tipicamente iniciada pela ligação de um ligante ao sítio específico no 

domínio extracelular do receptor. A presença de um estímulo na porção extracelular do RTK 

ativa o domínio catalítico do outro lado da membrana através da dimerização do receptor, 

fazendo com que ocorra autofosforilação . Esse evento de autofosforilação ativa a quinase 

produzindo um novo sítio de ligação para moléculas adaptadoras intracelulares.

As famílias de RTKS apresentam diversificados domínios extracelulares . O primeiro 

receptor protéico reconhecido como sendo uma proteína quinase específica de tirosina foi o 

receptor do fator de crescimento da epiderme (EGFr). Existem, porém vários receptores para 

fatores  de  crescimento  e  diferenciação  que  também  pertencem  aos  receptores  proteínas 

tirosinas quinase, tais como: receptor de fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFr), 

receptor de fator de crescimento de fibroblasto (FGFrr), receptor de fator de crescimento do 

hepatócito (HGF), receptor de fator de crescimento similar à insulina-1 (IGFr-1), receptor de 

fator de crescimento da célula nervosa (NGFr), recepor de fator de crescimento endotelial 

vascular (VEGFr), receptor de fator estimulante de colônia de macrófago (M-CSFr), receptor 

de insulina (Ir), dentre outros .

I.4.4.2 Proteínas Tirosinas Quinase Citoplasmáticas (NRTK)

Um conjunto  de  proteínas  sinalizadoras  intracelulares  foi  identificado como sendo 

capaz de ligar-se as fosfotirosinas de PTKs . Embora as proteínas sinalizadoras intracelulares 

que se ligam aos resíduos de fosfotirosina nas proteínas tirosinas quinase ativadas tenham 

estruturas e  funções variadas,  elas  geralmente  compartilham dois domínios não catalíticos 

altamente conservados, denominados SH2 e SH3. Esses domínios SH não possuem atividade 

catalítica intrínseca, sua função é acoplar a ligação entre proteínas fosforiladas em tirosina, 

bem como proteínas tirosinas quinase ativadas, a outras proteínas. Muitas dessas proteínas 

sinalizadoras são também proteínas tirosinas quinase que, além de serem fosforiladas estariam 

também fosforilando outras proteínas substrato, ocorrendo assim uma cascata de sinalização .

I.4.4.3 Proteínas Tirosina Quinase “Nucleares”

Proteínas tirosinas quinase solúveis podem ser encontradas no citoplasma, e também 

no núcleo. Enquanto as proteínas tirosinas quinase citoplasmáticas são reguladas por sinais 

extracelulares,  as  proteínas  tirosinas  quinase  nucleares  parecem  ser  reguladas  por  sinais 

intracelulares . PTKs já foram identificadas no núcleo por ensaios de imunolocalização com 

anticorpos específicos para fosfotirosina.  Porém, a fosforilação pode ter ocorrido tanto no 

núcleo  quanto  no  citoplasma.  STAT  (transdutor  de  sinal  e  ativador  de  transcrição)  é 

fosforilada  na  membrana  plasmática  pelo  receptor  ativado,  Jak  (janus  quinase),  e  então 

transferida  para  o  núcleo.  MAPK (proteína  quinase  mitógeno-ativada)  é  ativada  por  uma 

variedade  de  sinais  extracelulares,  não  se  conhecendo  o  mecanismo  através  do  qual  é 
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translocada para o núcleo. Wee1, Rak, Abl (tirosina quinase Abelson), Fes/Fer (sarcoma de 

felino/relacionada a Fes), FerT, Fgr (Gardner-Rasheed de felino)  e Src são outras proteínas 

quinase  encontradas  no  núcleo  .  A descoberta  da  translocação  para  o  núcleo de  proteína 

tirosina quinase citoplasmática fosforilada explica, em parte, o aumento de fosfotirosina no 

núcleo após estímulo com hormônio de crescimento e fator de crescimento insulina tipo I. O 

domínio SH2 é frequentemente observado em proteínas que são translocadas para o núcleo, 

como na STAT e nas proteínas tirosinas quinase encontradas no núcleo. As proteínas tirosinas 

quinase  nucleares  participam  da  regulação  de  transcrição,  no  ciclo  celular  e  em  outros 

processos nucleares 

I.4.5 Importância das Proteínas Quinase para a Integridade da Vida

As  células  animais  normalmente  se  dividem  quando  estimuladas  por  fatores  de 

crescimento,  que  são normalmente  produzidos por  outras  células  e  geralmente  atuam via 

RTKs. Os exemplos melhor estudados das vias de sinalização são em células cancerosas. As 

células  cancerosas  proliferam  em  excesso  por  se  tornarem  capazes  de  se  dividir  sem  o 

estímulo de outras células,  não estando sujeitas  ao controle normal.  Isto ocorre por haver 

mutações nos genes que codificam as proteínas sinalizadoras. Sendo assim, qualquer mutação 

que resulte na produção de uma proteína ativa anormal que atue nas vias de sinalização da 

transmissão  do  sinal  de  um fator  de  crescimento  para  o  núcleo,  pode  contribuir  para  a 

promoção do câncer através da estimulação da proliferação da célula na ausência dos sinais 

extracelulares apropriados . Pelo fato de erros na codificação de proteínas quinase serem uma 

causa comum de câncer, diabetes e outras doenças, uma compreensão de como estas enzimas 

regulam  tantas  funções,  pode  possibilitar  a  elaboração  de  estratégias  de  intervenção 

terapêutica . Muitas estratégias no combate ao câncer têm sido baseadas no desenvolvimento 

racional de drogas a partir do estudo de PTKs . 

I.5 PROTEÍNAS DE S. MANSONI ENVOLVIDAS NA TRANSDUÇÃO 

DE SINAL 

Recentemente, uma grande variedade de moléculas sinalizadoras foram identificadas e 

descritas em S. mansoni, sendo algumas delas: PKC , SmSmad1 , SmSmad2  , SmSmad-4 , 

SmMAK16 ,  SmRK1/SmTβRI ,  SmRK2/SmTβRII  ,  SmRXR1 ,  SmRXR2 ,  SmFTZ-F1 , 

SmRhoI , SmFKBP12 , schP2X , Sm14-3-3ε , eIF2α , SMA3 , SIP , SmRas1 , CaBPs , Sm-

TOR   HSF , GAP  e MAP quinase . No entanto, poucas PTKs foram identificadas e descritas.

Algumas das proteínas sinalizadoras parecem estar envolvidas na via de sinalização de 

SmRK. SmRK é um membro divergente da família de receptor serina/treonina quinase TGF-β
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, possivelmente envolvido na resposta a fatores de crescimento do hospedeiro como: migração 

celular, diferenciação, adesão e apoptose. SmRK1 é um membro TGF-β, enquanto SmRK2 é 

um membro receptor Activina tipo 2, ambos da família  TGF-β de  S. mansoni.  Ambas as 

proteínas estão localizadas na superfície do tegumento do parasito, sendo possíveis parceiras. 

SmRK1 está também localizada nas gônadas das fêmeas . As SmRK parecem fosforilar eIF2α

. Sm14-3-3ε é uma proteína citoplasmática associada à TGF-β. A superexpressão de Sm14-3-

3ε aumenta a sinalização de TGF-β, enquanto a superexpressão de eIF2α inibe-a . Smads são 

encontrados  nos  mesmos  estágios  de  desenvolvimento  de  SmRK1  e  são  também 

preferencialmente expressos nas gônadas e tegumento. Smads são capazes de interagir com 

moléculas  receptoras  levando  a  mensagem  ao  núcleo.  SmSmad2  interage  com  SmRK1, 

enquanto SmSmad4 interage com SmSmad1 e SmSmad2, além de fosforilar Erk1/2 (quinase 

regulada  por  sinal  extracelular)  .  FKBP12  influencia  em  eucariotas  uma  variedade  de 

respostas envolvidas na regulação da divisão celular, diferenciação e homeostase iônica e está 

envolvida na via de sinalização de TGF-β e da fosfatase calcineurina. Foi demonstrado que 

SmFKBP12 é uma parceira direta de SmRK1 estando ambas presentes no tegumento e na 

gônada da fêmea .

As demais proteínas sinalizadoras identificadas em  S. mansoni participam de vias e 

funções mais diversificadas. PKC é uma proteína quinase relacionada com a transdução de 

sinal na superfície do parasito, com maior expressão em vermes adulto do que nas formas 

larvais . SmMAK16 apresenta uma porção sinalizadora nuclear e sítio para fosforilação de 

CK2 (caseína quinase 2), estando relacionada na biogênese da subunidade 60S do ribossomo 

e  no  ciclo  celular,  apresentando  maior  nível  de  expressão  em vermes  fêmea  .  Proteínas 

SmRXR  são  receptores  nucleares  ativadores  de  transcrição  gênica.  Eles  são  proteínas 

constitutivas que participam da ativação do precursor do gene p14 da casca do ovo, estando 

localizados  nas  células  vitelínicas.  Os  SmRXR podem também participar  da  ativação  de 

sistemas  de  levedura  em  híbrido  simples  .  SmFTZF1  é  um  outro  receptor  nuclear  com 

domínio  de  ligação  a  DNA e  de  atividade  bem conservados,  estando relacionado  com o 

desenvolvimento  e  diferenciação  sexual  .  SmTOR  é  uma  proteína  transmembrana  da 

superfície do tegumento sem homologia a nenhuma outra proteína já relatada, sendo capaz de 

se ligar a C2 humano formando CP C3 convertase . CaBP é uma proteína de ligação a cálcio-

calmodulina  ou gelsolina .  SchP2X está relacionada a  abertura do canal  iônico de ATP . 

SmRhoI  é  uma  GTPase  com  possível  participação  na  organização  do  citoesqueleto, 

transcrição gênica, ciclo celular e tráfico de membrana e está mais presente em vermes fêmea 

. SmRas é uma proteína G presente em todos os estágios,  mas mais expressa em vermes 
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fêmeas  .  SMA3  é  um  ortólogo  de  ca-ATPase,  sugerindo  a  participação  no  controle  da 

homeostase por cálcio, estando presente no tegumento de adultos .

I.5.1 Proteínas Tirosinas Quinase Identificadas em S.mansoni

Em  S.  mansoni,  três  RTKs  e  quatro  NRTKs  foram identificadas  e  caracterizadas: 

SmRTK-1, SmRTK-2, SER, TK5, TK4, TK3 e SmFes, que serão descritas a seguir:

SmRTK1 é uma proteína de membrana com domínio de ligação extracelular (similar 

ao domínio de várias outras proteínas que compartilham a estrutura Vênus  Flytap-VFT) e 

domínio TK citoplasmático (similar ao domínio catalítico do receptor de insulina-IR). O gene 

SmRTK1 é expresso em todos os  estágios  de desenvolvimento.  Nos machos,  encontra-se 

preferencialmente  nas  células  parenquimais.  Nas  fêmeas,  encontra-se  principalmente  nos 

ovócitos e ductos vitelínicos. Especula-se que SmRTK1 constitua um original RTK GABA, 

que esteja envolvido no reconhecimento de ferormônio, necessário para o desenvolvimento 

dos ovários da fêmea .

SmRTK-2 é uma tirosina quinase similar aos membros da família de receptores de 

insulina. Tem possivelmente um papel na maturação de células vitelíneas de fêmeas e sua 

expressão é influenciada pela presença do verme macho .

SER é um receptor de fator de crescimento epitelial que tem homologia ao domínio 

TK da família erbB. O gene é traduzido em uma proteína de 170 kDa dividida em peptídeo 

sinal, domínio extracelular rico em cisteína, seqüência hidrofóbica transmembrana e domínio 

TK intracelular. A proteína SER encontra-se presente em cercárias e preferencialmente nos 

músculos de vermes adulto . O gene produz três transcritos variantes, decorrentes de edição 

alternativa do gene SER . SER parece ser ativada por ligantes de EGF de vertebrados, além de 

ativar  a  via  de  sinalização  ERK,  indicando  uma  conservação  da  função  do  EGFR  em 

Schistosoma .

TK5 é uma tirosina quinase ortóloga a família Src. Tem suas extremidades N-terminal 

e especialmente a C-terminal alongadas, possui domínio SH4, seguido de região única pouco 

conservada, domínio SH3, domínio SH2 e domínio catalítico com atividade tirosina quinase. 

Foi a primeira tirosina da sub-família Fyn identificada em invertebrados .

TK3 é uma outra tirosina quinase ortóloga a família Src. É um gene de cópia única e 

codifica  para  uma  proteína  de  71  kDa  expressa  em vermes  adultos  de  ambos  os  sexos, 

predominantemente  nos  órgãos  reprodutivos.  Sua  atividade  enzimática  foi  comprovada 

experimentalmente em sistema de cultura de células eucarióticas, sendo capaz de fosforilar 

p130Cas, que está relacionada à via de adesão focal e na organização do citoesqueleto . 
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TK4 é uma tirosina quinase ortóloga a família Syk. Contém dois domínios SH2 e um 

domínio  tirosina  quinase.  Está  presente  na  fase  larvária  e  em vermes  adultos,  machos  e 

fêmeas. A presença de TK4 em oocistos e espermatócitos sugerem que esta proteína possua 

alguma função no desenvolvimento das células germinativas. Não obstante, essa informação é 

inesperada, por não haver outra descrição de tirosina do tipo Syk envolvidas em diferenciação 

de gônadas . 

SmFes  é  uma tirosina  quinase  previamente  identificada  pelo  nosso grupo.  O gene 

SmFes apresentou-se diferencialmente transcrito em ovos maduros quando comparado a ovos 

imaturos por RAP-PCR, uma técnica que utiliza iniciadores aleatórios a baixa estringência. O 

sequenciamento do gene SmFes ocorreu pela identificação das extremidades 5’ e 3’ utilizando 

a técnica de RACE-PCR. A caracterização de SmFes será descrita ao longo deste trabalho. 
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II JUSTIFICATIVA                 
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Os parasitos platelmintos do gênero Schistosoma são causadores da esquistossomose, 

uma doença  crônica  e  debilitante.  A esquistossomose  é  a  segunda  doença  parasitária  em 

relação a problemas de saúde pública no mundo (WHO, 2002). A extrema pobreza, as más 

condições de saneamento básico e a saúde pública inadequada são condições diárias em que 

vivem  milhões  de  pessoas,  facilitando  o  risco  destas  comunidades  de  contraírem  a 

esquistossomose.  O  comprometimento  da  doença  no  desenvolvimento  dos  jovens  e  na 

produtividade dos adultos tem efeito na economia doméstica e da coletividade, sendo este 

ainda mais negativo para comunidades com nível sócio-econômico baixo, o que justifica os 

esforços para o melhor conhecimento da doença e para a busca de soluções adequadas . 

O  controle  da  esquistossomose  é  realizado,  hoje,  basicamente  com  o  uso  do 

praziquantel.  A  sua  utilização  resultou  em  uma  marcada  diminuição  da  morbidade  das 

populações. Porém, existem relatos de resistência/tolerância a droga em zonas endêmicas . 

Pouquíssimas drogas foram desenvolvidas contra agentes causadores de doenças tropicais, 

apenas 1% entre 1975-99. Este fato deve-se principalmente ao alto custo de desenvolvimento 

de  drogas  contra  o  baixo  poder  aquisitivo  de  países  em  desenvolvimento  .  É,  portanto, 

essencial que esforços sejam feitos para que novos alvos de drogas sejam identificados.

A proliferação, diferenciação e interação com o meio ambiente são essenciais para o 

complexo  ciclo  de  vida  do  Schistosoma.  Estes  fenômenos  requerem  comunicações 

moleculares, sendo estas interações mediadas por processo de transdução de sinal. Por esta 

razão  a  identificação  de  moléculas  sinalizadoras  e  a  elucidação  da  transdução  de  sinal 

tornaram-se  ferramentas  na  compreensão  do  desenvolvimento  do  parasito,  bem como  no 

desenvolvimento de novas drogas que interfiram na sinalização celular,  impedindo que os 

processos essenciais para o desenvolvimento e sobrevivência do parasito se completem. 

O conhecimento das proteínas quinase reguladoras das funções celulares forneceram 

novas  estratégias  de  desenvolvimento  de  agentes  quimioterapêuticos  . Existem  sistemas, 

principalmente  em câncer,  que  inibidores  de  TKs  vêm  sendo  utilizados,  tendo  vários  já 

atingido o estágio de estudo clínico em população humana .

A identificação de moléculas sinalizadoras e a elucidação de processos de transdução 

de sinal são alguns dos maiores desafios no entendimento da biologia do S. mansoni. PTKs 

podem ser consideradas alvos em potencial na geração de agentes anti-parasitos. Deste modo, 

tendo em vista a necessidade de se desenvolver novos alvos terapêuticos e a viabilidade destes 

alvos serem proteínas quinase, o projeto proposto justifica-se.
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III.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar uma nova proteína tirosina quinase de S. mansoni, denominada SmFes.

III.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1. Analisar e caracterizar a seqüência nucleotídica e protéica de SmFes in sílico;

2. Realizar análise filogenética da proteína SmFes;

3. Identificar e caracterizar a seqüência e estrutura genômica do gene SmFes;

4. Identificar o número de cópias do gene de SmFes;

5. Identificar  o  nível  de  expressão  e  transcrição  de  SmFes  nos  diferentes  estágios  de 

desenvolvimento do parasito;

6. Identificar possíveis polimorfismos na seqüência de SmFes;

7. Identificar genes ortólogos de SmFes em diferentes espécies de Schistosoma;

8. Selecionar  possíveis  participantes  da  via  de  sinalização  de  SmFes  in  sílico pela 

identificação de cDNAs seqüenciados;

9. Expressar e purificar proteína recombinante de SmFes.
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IVMATERIAIS E MÉTODOS               
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IV.1 COLETA DE PARASITOS

Neste trabalho foram utilizados parasitos da espécie S. mansoni cepa LE, sendo que os 

vermes, cercárias, ovos e miracídios foram provenientes de infecções rotineiras e gentilmente 

cedidos pelo Moluscário do CPqRR/FIOCRUZ.  Os vermes  adultos  de  outras  espécies  do 

gênero  Schistosoma foram gentilmente  cedidos  pelo  Dr.  David  A.  Johnston (The Natural 

History Museum, London,  England,  UK).  Os parasitos  fornecidos foram das  espécies:  S.  

margrebowiei,  S.  bovis,  S.  intercalatum,  S.  haematobium,  S.  japonicum,  S.  rodhaini,  S.  

curassoni e S. mattheei.

IV.1.1Vermes Adultos

Os vermes provenientes de perfusão de camundongos infectados, realizada segundo 

Pellegrino e Siqueira ,  foram lavados em solução salina a 1,7% e mantidos a 4oC para a 

separação dos casais. Vermes individuais, grupo de casais, de vermes machos e de vermes 

fêmeas foram armazenados em tubos de 1,5 ml a –70oC para posterior utilização.

IV.1.2Ovos

Os ovos foram obtidos através do trituramento do fígado de camundongos infectados 

que foram em seguida, filtrados em peneiras de 190, 120 e 19 µm2 sucessivamente. Os ovos 

foram lavados em solução salina a 1,7% e centrifugados a 2.000 r.p.m em centrifuga Sorvall 

RT7 (DuPont) por 1 min. O sobrenadante foi descartado e os ovos armazenados em tubo de 

1,5 ml a –70oC para posterior utilização. 

IV.1.3Miracídios

Os  miracídios  foram  obtidos  pela  eclosão  dos  ovos  em  água  milliQ  em  balão 

volumétrico escuro apenas com a extremidade superior sob foco de luz. Os miracídios, por 

fototropismo positivo e geotropismo negativo, migraram para o topo do balão volumétrico e 

foram coletados em tubos de 50 ml com auxílio de uma pipeta Pasteur. Os miracídios foram 

mantidos em gelo por aproximadamente 30 min para que seus movimentos diminuíssem e se 

depositassem ao fundo do tubo. O sobrenadante foi descartado com a utilização de bomba de 

vácuo e os miracídios armazenados em tubo de 1,5 ml a –70oC para posterior utilização.

IV.1.4Esporocistos

Os esporocistos foram obtidos através do cultivo de miracídios (ver IV.1.3) em 15 ml 

de meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 5% de soro bovino (Gibco), 100 U/ml de 

penicilina (Gibco) e 100 µl/ml de estreptomicina (Gibco), e incubados em estufa BODMOD 
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347CD  (Fanem)  a  28ºC,  com  ambiente  de  5%  de  CO2 por  24  hr.  Os  esporocistos 

sedimentados foram coletados e lavados em RPMI não suplementado. O sobrenadante foi 

descartado  e  os  esporocistos  armazenados  em  tubo  de  1,5  ml  a  –70oC  para  posterior 

utilização.

IV.1.5Cercárias

As cercárias liberadas em água pelo hospedeiro intermediário foram mantidas no gelo 

por 2 hr e, em seguida, centrifugadas em tubos de 50 ml a 2.000 r.p.m a 4oC por 5 min em 

centrifuga Sorvall RT7. O sobrenadante foi descartado e o sedimento armazenado em tubos 

de 1,5 ml a –70oC para posterior utilização. 

IV.1.6Esquistossômulos

Os esquistossômulos equivalentes ao estágio pulmonar foram obtidos através do cultivo 

de cercárias (ver IV.1.5) por 7 dias. Cercárias foram ressuspendidas em 6 ml de meio ELAC 

{9 ml solução [1,12M NaCl, 60mM KCl, 8mM MgSO4, 12mM NaH2PO4], 1 ml 0,2 M CaCl2, 

0,178 g glicose, 0,5 g hidrolisado de lactoalbumina, 2,0 mg fenol vermelho, 400 µg/ml PS 

(penicilina e estreptomicina), 2,0 ml 1M HEPES, pH=7,4} e agitadas a velocidade máxima 

por aproximadamente 3 min para que sua cauda se separasse do corpo. Em capela de fluxo 

laminar cada 1 ml de cercárias em meio ELAC foi transferido para novo tubo. As cercárias 

foram incubadas com 5 ml de meio ELAC por 5 min por 5 vezes, sendo dois tubos agrupados 

a cada lavagem. O sobrenadante foi  retirado com auxílio de pipeta Pasteur e os parasitos 

foram ressuspendidos em 12 ml  de meio  M169 (10g talco MEM, 0,1% glicose,  5x10-7M 

hipoxantina,  1x10-6M  serotonina,  1x10-6M  hidrocortisona,  2x10-7M  triiodotironina,  0,1% 

hidrolisado  de  lactoalbumina,  0,5% vitaminas  MEM, 5% meio  Schneiders  estéril,  10mM 

HEPES, 26mM NaHCO3) suplementado com 5% de soro bovino (Gibco), 1% de gentamicina 

(Sigma) e 1% de glutamicina (Sigma). Os parasitos foram distribuídos em placa de cultura de 

24 poços e mantidos em estufa (Forma Scientific) a 37ºC, com ambiente de 5% de CO2 e 95% 

de umidade por 7 dias,  com troca de 300 µl  de meio M169 suplementado a cada dia de 

cultura.  No  sétimo  dia  de  cultivo,  todos  os  poços  foram  agrupados,  o  sobrenadante  foi 

descartado com auxílio de bomba de vácuo e os esquistossômulos foram armazenados em 

tubos de 1,5 ml a –70º para posterior utilização.
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IV.2 PREPARO DE CÉLULAS COMPETENTES TRATADAS COM 

CLORETO DE CÁLCIO

Pré-inóculo de colônia de bactéria E. coli cepa BL21 ou XL1-blue foi realizado em 5 

ml de meio LB líquido (10 mg NaCl, 5 mg extrato de levedura, 10 mg peptona, H2O q.s.p 1 L, 

pH=7,0) com ampicilina (100 µg/ml) e incubado em agitador orbital (Forma scientific), a 300 

r.p.m a 37oC por 16 hr. 1 ml do pré-inóculo foi transferido para 100 ml de meio líquido LB 

que foi incubado a 37oC sob agitação constante de 300 r.p.m, até atingir O.D. 600nm entre 0,4 

e 0,6. Em seguida, o inóculo foi resfriado no gelo por 15 min e então transferido para tubos de 

50 ml. Os tubos foram centrifugados a 7.100 r.p.m em centrifuga GS-6R (Beckman) por 7 

min a 4oC e o sobrenadante foi descartado. Os sedimentos de cada tubo foram ressuspendidos 

em 25 ml de solução de cloreto de cálcio (100mM CaCl2,  10mM Hepes, pH=7,0), gelada e 

estéril e mantidos no gelo por 20 min. A suspensão foi então submetida a recentrifugação e o 

sobrenadante foi  descartado.  Os sedimentos foram ressuspendidos em 1 ml de solução de 

cloreto de cálcio-glicerina (100mM CaCl2, 10mM Hepes, 10% glicerol, pH=7.0), gelado e 

estéril. As células foram mantidas por 1 hr no gelo antes de serem usadas ou armazenadas a 

-70ºC.

IV.3 TRANSFORMAÇÃO QUÍMICA 

As transformações dos plasmídeos foram realizadas em células de E. coli cepa XL1-

blue ou BL21 quimicamente competentes tratadas com cloreto de cálcio (ver IV.2). 65 ng de 

plasmídeo  foram adicionados  à  alíquota  de  100  μl  de  célula  competente.  A  mistura  foi 

incubada em gelo por 30 min seguido de choque térmico a 42oC por 40 seg, o tubo foi então 

imediatamente colocado em gelo. 250 μl de meio SOC (100 μl 1M MgSO4, 1 ml 0,1M MgCl2, 

200 μl 1M glicose, meio SOB q.s.p 10 ml) foram adicionados ao tubo que foi, em seguida, 

incubado a 37oC por 1 hr. A cultura foi plaqueada em meio LB-agar (10 mg NaCl, 5 mg 

extrato de levedura, 10 mg peptona, 1,5% ágar, H2O q.s.p 1L, pH=7,0) com ampicilina (100 

µg/ml) ou kanamicina (50 µg/ml) e incubada a 37oC por 16 hr. 

IV.4 EXTRAÇÃO DE PLASMÍDEO

Para a extração do plasmídeo foi utilizado o kit de extração plasmidial Quiaprep spin 

miniprep (QIAGEN).  Colônias  de  bactérias  contendo  o  plasmídeo  de  interesse  foram 

cultivadas em 5 ml de meio LB com ampicilina (100 µg/ml) ou kanamicina (50  µg/ml) em 

agitador orbital a 300 r.p.m, a 37oC por 16 hr. A cultura foi centrifugada em micro-centrifuga 

a  13.000  r.p.m  por  5  min  e  o  sedimento  ressuspendido  em  250  μl  de  tampão  P1  de 

ressuspensão (50mM Tris-HCl, pH=8,0; 10mM EDTA, 100 μg/ml RNAse A). Em seguida, 
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250 μl do tampão de lise P2 (200mM NaOH, 1% SDS) foram acrescentados ao tubo, que foi 

invertido  por  6  vezes.  350  μl  do  tampão  N3  de  neutralização  (fórmula  proprietária  do 

fabricante) foram acrescentados e, após a mistura das soluções, o tubo foi centrifugado por 10 

min. O sobrenadante foi aplicado nas micro-colunas, que foram centrifugadas por 2 min. A 

coluna  foi  equilibrada  com 750  μl  de  tampão  PB de  equilíbrio  (fórmula  proprietária  do 

fabricante) e centrifugada por 2 min. A coluna foi em seguida lavada com 750 μl de tampão 

PE de lavagem (fórmula proprietária do fabricante) e novamente centrifugada por 2 min. O 

DNA foi eluído com 50 μl de tampão EB de eluição (10mM Tris-HCl, pH=8,5) pré-aquecido 

a  60oC.  A  quantificação  foi  realizada  no  BioFotômetro  (Eppendorf)  e  o  plasmídeo 

armazenado a –20ºC para posterior utilização.

IV.5 EXTRAÇÃO DE DNA GENÔMICO

IV.5.1Extração DNA Genômico Kit Wizard

A extração de DNA de S. mansoni foi realizada de acordo com o procedimento do kit 

de  purificação  de  DNA  genômico,  Wizard  (Promega).  Um  grupo de  vermes  foi 

homogeneizado  com  auxílio  de  pistilo  em  600  μl  de  tampão  de  lise  nucleica  (fórmula 

proprietária do fabricante) e incubado a 65oC por 30 min. 3 μl de solução de RNase A (4 

mg/ml) foram acrescentados ao lisado, invertendo-se o tubo por 25 vezes. Os tubos foram 

incubados a 37oC por 30 min e resfriados por 5 min à T.A. 200 µl de solução de precipitação 

de proteína (fórmula proprietária do fabricante) foram adicionados ao tubo, que foi agitado 

por  20  seg  e,  em  seguida,  centrifugado  a  13.000  r.p.m  por  3  min.  O  sobrenadante  foi 

transferido para um novo tubo. 600 μl de isopropanol foram acrescentado ao tubo, que foi 

invertido por 20 min e, em seguida, centrifugado a 10.000 r.p.m por 2 min. O sobrenadante 

foi então descartado e o sedimento lavado duas vezes, adicionando-se 600 μl de etanol 70% 

ao tubo, que foi invertido por 5 min e, em seguida, centrifugado a 10.000 r.p.m por 1 min. O 

etanol  foi  em seguida  descartado.  O sedimento  de  DNA foi  ressuspendido  em 50  μl  de 

solução de reidratação de DNA (10mM Tris-HCl, pH=7,4; 1mM EDTA, pH=8,0) e o tubo foi 

incubado a 65oC por 1 hr. A amostra foi quantificada no BioFotometro e armazenada a -20ºC 

para posterior utilização.

IV.5.2Extração DNA genômico

Para cada espécie de  Schistosoma  (ver IV.1) foram separados grupos de vermes em 

tubos de 1,5 ml. Os tubos foram mergulhados em nitrogênio líquido por 10 min, depois por 5 

min em água fervendo e novamente por 10 min em nitrogênio líquido.  50  µl  de solução 

33



Proteinase  K  (60  µg/ml  Proteinase  K,  1%  SDS)  foram  adicionadas  ao  tubo  que  foram 

misturados e incubados a 37oC por 16 hr. A solução contendo os vermes foi precipitada com a 

adição de 1/10 do volume de 3M NaAc e 3 vezes o volume de etanol absoluto a -20ºC por 16 

hr. Os tubos foram centrifugado a 10.000 r.p.m e o sobrenadante descartado. 200 µl de etanol 

70% foram adicionados ao sedimento de DNA, o tubo foi centrifugado a 13.000 r.p.m e o 

sobrenadante descartado, repetindo-se esse passo por mais uma vez. O sedimento foi então 

ressuspendido em 30 µl TE (10mM Tris, 0.1mM EDTA). Os DNAs foram diluídos 1:10 em 

água esterilizada e armazenados a -20ºC para posterior utilização.

IV.6 PREPARAÇÃO DE EXTRATO DE PROTEÍNAS

Proteínas dos parasitos foram extraídas diretamente em tampão de amostra. 25 μg de 

parasitos foram acrescentados a 15 µl de tampão de amostra (62,5mM Tris-base, pH=6,8; 3% 

SDS; 3% sacarose; 5% mercaptoetanol; azul de bromofenol). As amostras foram mantidas em 

água fervente por 3 min e, em seguida, foram agitadas por 1 min. 

IV.7 EXTRAÇÃO DE RNA

IV.7.1Rneasy

Para as extrações de RNA de verme individual ou de grupos de vermes de até 30 mg foi 

utilizado o Kit de mini  extração de RNA total  para tecido animal,  Rneasy (QIAGEN) de 

acordo com instruções do fabricante. O tecido foi rompido em 350 µl de tampão RLT de lise 

acrescido  de  1%  de  β-Mercaptoetanol  (MERK)  com  auxílio  de  pistilos.  O  lisado  foi 

centrifugado a 13.000 r.p.m por 3 min. Ao sobrenadante foram acrescentados 350 µl de etanol 

70% que foram, então, aplicados na coluna Rneasy. A coluna foi centrifugada a 13.000 r.p.m 

por 15 seg. 700  µl de tampão RW1 de lavagem (fórmula proprietária do fabricante) foram 

aplicados na coluna, que foi centrifugada a 13.000 r.p.m por 15 seg. A coluna foi transferida 

para  novo  tubo  coletor  e  500  µl  de  tampão  RPE  de  lavagem  (fórmula  proprietária  do 

fabricante) (acrescido de etanol 100%) foram aplicados  na coluna,  que foi  centrifugada a 

13.000 r.p.m por 15 seg. Novamente, 500 µl de tampão de lavagem RPE (fórmula proprietária 

do fabricante) foram aplicados na coluna e centrifugados a 13.000 r.p.m por 2 min. O RNA 

foi eluído em 50 µl de água livre de RNase previamente tratada com 1% DEPC (Gibco) e a 

coluna  foi  centrifugada  a  13.000  r.p.m  por  1  min.  Os  RNAs  foram  quantificados  no 

BioFotômetro  (Eppendorf).  A  pureza  foi  determinada  pela  razão  da  absorbância 

260nm/280nm e considerada boa entre 1,8 e 2,0. As amostras foram armazenadas a –70oC 

para posterior utilização.
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IV.7.2 Tri-Reagente

Para as extrações de RNA de grupos de parasitos de peso superior a 30 mg das diversas 

fases  de desenvolvimento  foram realizados  procedimentos de acordo com o protocolo  de 

utilização do Tri-Reagente (Sigma). Os parasitos foram homogeneizados em Tri Reagente 

com auxílio de pistilo, sendo 1 ml de reagente utilizado para cada 50 a 100 mg de tecido. As 

amostras  foram deixadas  por  5  min  à  T.A.  0,2  ml  de  clorofórmio  foram adicionados  às 

amostras, agitando-as vigorosamente por 15 seg e, em seguida, mantendo-as por 15 min à T.A 

com posterior centrifugação das amostras a 15.000 r.p.m a 4oC por 15 min. A fase aquosa, na 

qual  se  encontra  o  RNA,  foi  transferida  para  tubo  novo.  0,5  ml  de  isopropanol  foram 

misturados à fase aquosa e o tubo incubado por 10 min à T.A. O tubo foi então centrifugado a 

15.000 r.p.m a 4oC por 1 min. O sobrenadante foi removido e o sedimento lavado com 1 ml de 

etanol 75% incubando-o em seguida por 5 min. O tubo foi centrifugado a 15.000 r.p.m a 4oC 

por 1 min. O excesso de etanol foi retirado e as amostras foram mantidas a 37oC por 10 min. 

O sedimento foi ressuspendido em H2O DEPC. O RNA foi quantificado no BioFotômetro e 

armazenado a –70oC para posterior utilização.

IV.7.3Ultracentrifugação em Cloreto de Césio

Extração de RNA de grupos de miracídios, esporocistos, cercárias, e vermes adultos e 

fêmeas foram realizados segundo a técnica de Chirgwin . Os tecidos foram homogeneizados 

em solução de guanidina (4M tiocinato de guanidina; 1mM EDTA, pH=7,4; 25 mM acetato 

de  sódio,  pH=5,5;  5%  mercaptoetanol;  2%  lauril  sarcosinado)  e  centrifugados  em 

ultracentrifuga L80 (Beckman, rotor SW55ti) a 6.000 t/min por 30 min. Ao sobrenadante foi 

adicionado a solução de CsCl (densidade de 1,77) e a amostra foi centrifugada a 8.000 t/min a 

18°C por 20 hr. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspendido com água DEPC 

e armazenado a –70oC para posterior utilização.

IV.8 SÍNTESE DE CDNA

IV.8.1SuperScript

Para a síntese de cDNA foi  utilizado o Kit  de transcriptase reversa SuperScript  II 

Rnase H (Invitrogen). Com a finalidade de se eliminar contaminação com DNA genômico, 

aproximadamente 1  µg de RNA (ver IV.7.1) foi tratado com 2  µl de DNase-RQ1 (1 U/µl, 

Promega) e 1  µl  de tampão de DNaseI (10X, Invitrogen) para um volume final de 10  µl, 

incubando-se  a  amostra  a  37oC  por  20  min  e,  logo  em  seguida,  a  75oC  por  5  min. 

Aproximadamente 500 ng de RNA tratado foram misturados a 1 µl de oligo(dt) (500 µg/ml) e 
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1 µl de dNTPs (10mM) em um volume final de 10 µl. A amostra foi incubada a 65oC por 5 

min e  colocada imediatamente  no gelo.  Ao tubo foram acrescentados  4  µl  de tampão de 

síntese de primeira fita 5X (250mM Tris-HCl, pH=8,3; 375mM KCl; 15mM MgCl2), 2 µl de 

DTT (0,1mM) e 1 µl de Rnase-out (40 µg/ml, Invitrogen). O tubo foi incubado a 42oC por 2 

min e  foi,  em seguida,  acrescentado 1  µl  de SuperScript  (200 U/µl).  A reação foi  então 

incubada a 42oC por 50 min e, em seguida, incubada a 70oC por 15 min. As amostras foram 

armazenadas a -20ºC para posterior utilização.

IV.8.2ThermoScript

Para a síntese de cDNA foi utilizado o Kit de transcriptase reversa Thermoscript RT-

PCR  System  (Invitrogen).  Com  a  finalidade  de  se  eliminar  contaminação  com  DNA 

genômico,  os  RNA  (ver  IV.7.3)  foram  tratados  com  DNAse  como  descrito  em  IV.8.1. 

Aproximadamente 5 µg de RNA tratado com DNAse foram misturados a 1 µl de oligo(dt)20 

(500  µg/ml) em um volume final  de 10  µl.  A amostra foi  incubada a  65oC por 5 min e 

colocada imediatamente no gelo. Ao tubo foram acrescentados 2 µl de dNTPs (10mM), 4 µl 

de tampão de síntese de primeira fita 5X (250mM Tris-acetato, pH=8,4; 375mM acetato de 

potássio; 40mM acetato de magnésio), 1 µl de DTT (0,1mM), 1 µl de Rnase-out (40 U/µl), 1 

µl H20 DEPC, 1 µl de ThermoScript RT (15 U/µl). A amostra foi incubada a 50oC por 60 min, 

e seguida de incubação a 85oC por 5 min. 1  µl de RNAse H (2 U/µl) foi acrescentado e a 

reação foi incubada a 37ºC por 20 min. A amostra foi diluída 10 vezes em H2O DEPC e 

armazenada a -70ºC para posterior utilização.

IV.9 MÉTODOS DE ELETROFORESE

IV.9.1Eletroforese de DNA em Gel de Poliacrilamida

O gel  de poliacrilamida foi  preparado a 8% utilizando-se o aparelho Mini-Protean 

(BIO-RAD). Para o gel foram misturados 10 ml de acrilamida [2,67 ml Bis-acrilamida 30%, 2 

ml TBE 5X (0,45 M Tris-Borate, 0,01 M EDTA, pH=8,3), 5,33 ml H2O bidestilada], 125 µl 

de APS e 12,5  µl  de TEMED. A eletroforese do gel foi realizada a 100V em fonte 2301 

Macrodrive 1 (Pharmacia LKB) em tampão de corrida TBE 1X (89mM Tris-borato, 2mM 

EDTA, pH=8,0). O gel foi corado em brometo de etídeo (0,5 µg/ml em TBE 1X, Sigma) e a 

imagem digitalizada com o aparelho Eagle Eye II (Stratagene). Alternativamente o gel foi 

corado  por  prata  em  solução  corante  (0,2%  nitrato  de  prata),  revelado  em  solução  de 
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revelação (0,75M NaOH) e fixado em solução fixadora (10% álcool etílico e 0,5% álcool 

acético).

IV.9.2Eletroforese de DNA em Gel de Agarose

O gel de agarose foi preparado entre 0,7 e 1,5% (peso/volume). A agarose (Promega) 

foi  fundida em tampão de corrida TBE 1X por aquecimento em forno de microondas.  A 

solução  foi  resfriada  a  60oC  e  aplicada  à  cama  de  eletroforese  BRL  Horizontal  Gel 

Eletrophoresis  Horizon  11.14  (Gibco  -  Life  Technologies)  até  sua  polimerização.  A 

eletroforese do gel foi realizada a 70V em fonte GPS200/400 (Pharmacia LKB) em tampão de 

corrida TBE 1X. O gel foi  corado em brometo de etídeo e a imagem digitalizada com o 

aparelho Eagle Eye II .

IV.9.3Eletroforese de Proteínas em Gel de Poliacrilamida-SDS

Cuba  de  eletroforese  Mini-Protean  foi  montada  na  vertical  para  que  as  fases  de 

separação e  concentração fossem formadas.  Gel separador  foi  preparado a  12%: 6 ml de 

acrilamida 40% (40 g acrilamida, 1,33 g bisacrilamida H2O q.s.p 100 ml, pH=7,0), 5 ml de 

tampão separador 4X (181,7 g tris-hidroxi-metilaminoetano, 4 g SDS, H2O q.sp. 1L, pH=8,8), 

134 µl APS 10%, 13,4 µl TEMED, H2O q.s.p 20 ml. O gel separador foi aplicado até 1 cm de 

distância do pente, sendo colocado em seguida uma camada de álcool isobutílico para que o 

gel ficasse reto na extremidade superior. Após a polimerização, o álcool foi descartado e o gel 

concentrador preparado com: 2,5 ml de tampão concentrador 4X (78,8 g Tris-Cl, 4 g SDS, 

H2O q.s.p 1 L, pH=6,8), 1,3 ml de acrilamida 40%, 50 µl APS 10%, 25 µl de TEMED, H2O 

q.s.p. 10 ml. O pente foi colocado para que canaletas fossem formadas. O gel foi submetido à 

eletroforese em tampão de corrida SDS 1X (3 g tris, 14,4 g glicina, 0,5 g SDS H2O q.s.p 1 L, 

pH=8,8) a 50V iniciais e 100V no restante da corrida. O gel foi então retirado, corado em 

solução de Coomassie (50% metanol, 0,05% azul Coomassie R Brilhante, 10% acido acético, 

40% H2O MilliQ) por 30 min e descorado em 10% acido acético.

IV.9.4Eletroforese de Proteína em Gel de Poliacrilamida Bis-Tris Nu-Page

O  gel  pronto  para  uso,  Nu-PAGE  4-12%  Bis-Tris  gel,  1,5  mm  e  10  canaletas 

(Invitrogen), foi utilizado na eletroforese de proteínas para western-blot segundo orientações 

do fabricante. A eletroforese foi realizada em tampão de corrida NuPAGE-MES (Invitrogen) 

a 200V por 2 hr.
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IV.9.5Eletroforese de RNA em Gel de Agarose Desnaturante

O gel de RNA foi preparado a 1,2%. Todo o material e soluções foram cuidadosamente 

preparados a fim de eliminar as RNases, preparando-se as soluções com água DEPC, lavando-

se a cuba com detergente e álcool etílico, utilizando-se ponteiras com barreiras e plásticos 

livres  de  RNase.  1  g  de  agarose  (Promega)  foi  fundida  em  49  ml  de  água  DEPC  por 

aquecimento em forno de microondas. A solução de agarose foi resfriada a 60oC e foram 

adicionados 15,4 ml de tampão MOPS 5X (0,2M MOPS, 5mM EDTA, 25mM acetato de 

sódio)  e  14  ml  de  formaldeido.  O  gel  foi  preparado  em  aparelho  de  eletroforese  BRL 

Horizontal Gel Eletrophoresis Horizon 11.14. A eletroforese foi realizada em tampão MOPS 

1X a  3-4V/cm.  O gel  foi  corado  em brometo  de  etídeo  e  a  imagem digitalizada  com o 

aparelho Eagle Eye II.

IV.10EXTRAÇÃO DE DNA DE GEL DE AGAROSE

Para a extração de banda, contendo o DNA de interesse, do gel de agarose (ver IV.9.2) 

foi  utilizando  Kit  de  extração  de  gel  QIAquick  (QIAGEN),  segundo  as  orientações  do 

fabricante. A banda foi cortada do gel de agarose e transferida para um tubo novo. 3 volumes 

(µl/mg de gel) de tampão QG de solubilização (fórmula proprietária do fabricante) e ligação 

foram acrescentados ao tubo, que foi então incubado a 50oC por 10 min e misturado a cada 2 

min.  1  volume (µl/mg de gel)  de  isopropanol  foi  acrescentado  à  amostra.  A amostra  foi 

aplicada na coluna de purificação e centrifugada a 13.000 r.p.m por 1 min. Em seguida, a 

coluna foi lavada com 0,7 ml de tampão PE de lavagem (fórmula proprietária do fabricante) e 

centrifugada  a  13.000  r.p.m  por  1  min.  O  DNA  foi  eluído  em 20  µl  de  H2O MilliQ  e 

armazenado a –20oC para posterior utilização.

IV.11SEQUENCIAMENTO DE DNA

O sequenciamento  foi  realizado com o kit  de sequenciamento  DYEnamic ET Dye  

terminator  para análise de DNA em sistema MegaBACE (Amershan Bioscience), segundo 

orientações do fabricante. Na placa de PCR para sequenciamento foram colocados 2  µl do 

DNA plasmidial  recombinante (100 ng/µl) ou 5  µl  de DNA amplificado, 4  µl  pré-mix de 

sequenciamento DYEnamic terminator, 1 µl de iniciador (3µm) (Quadro 4), para volume total 

de  10  µl.  Para  a  reação  de  sequenciamento  foi  utilizado  o  programa:  95oC  por  20  seg 

(desnaturação),  50oC por 15 seg (anelamento)  e 60oC por 1 min (extensão) por 25 ciclos 

consecutivos.  A  placa  foi  centrifugada  em centrifuga  5804R (Eppendorf)  e,  em seguida, 

foram adicionados 1 µl de 7,5M acetato de amônia e 27 µl de etanol 100%. Após misturar os 

reagentes por inversão, a placa foi centrifugada a 800 r.p.m por 1 min, incubando-a por 10 
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min a T.A e ao abrigo de luz.  A placa foi  centrifugada a  3.700 r.p.m por 45 min e,  em 

seguida,  o  sobrenadante  foi  descartado.  100  µl  de etanol  70% foram adicionados à placa 

centrifugado-a  a  3.700  r.p.m  por  10  min.  O  sobrenadante  foi  descartado  e  a  placa  foi 

centrifugada  de  cabeça  para  baixo  a  800  r.p.m  por  1  min.  Após  10  min,  a  reação  de 

sequenciamento foi ressuspendida em 10 µl de tampão de amostra do kit (70% formamida, 

1mM  EDTA)  e  a  placa  foi  centrifugada  a  3.700  r.p.m  por  2  min.  A  placa  foi  então 

seqüenciada  no  aparelho  de  sequenciamento  de  DNA MegaBace.  Os  cromatogramas  das 

seqüências fornecidas pelo MegaBace foram analisados utilizando-se os programas Phred, 

Phrap e Consed, verificando-se a qualidade do sequenciamento.

IV.12AMPLIFICAÇÃO DE DNA POR PCR

As amplificações dos DNAs foram realizadas por PCR, em diferentes condições, como 

descrito nos Quadro 2 e 3. As amplificações foram analisadas em gel de poliacrilamida (ver 

IV.9.1) ou agarose (ver IV.9.2).

IV.13DIGESTÃO DE DNA POR ENZIMA DE RESTRIÇÃO

As digestões dos DNAs foram realizadas, em diferentes condições, como descrito no 

Quadro 5. As digestões foram analisadas em gel de poliacrilamida (ver IV.9.1) ou agarose 

(ver IV.9.2).

IV.14HIBRIDIZAÇÃO DE ÁCIDOS NUCLÉICOS

IV.14.1Preparo da sonda marcada com Digoxigenina

Para a realização do Southern-blot não radioativo foram preparadas sondas através da 

amplificação por PCR de fragmentos de SmFes com incorporação de nucleotídeos marcados 

com digoxigenina (ver IV.12). A amplificação da sonda foi verificada em gel de agarose 1% e 

a banda foi extraída do gel para posterior utilização (ver IV.10).

IV.14.2Preparo da sonda marcada por Fósforo Radioativo

Para a realização do blots radioativos foram preparadas sondas através da amplificação 

por PCR de fragmentos do gene SmFes (ver IV.12) e da marcação com fósforo radioativo 

pelo kit  Nick Translation (Invitrogen).  A amplificação da sonda foi  verificada  em gel  de 

agarose 1% e a banda foi extraída do gel (ver IV.10). Para a adição do fósforo radioativo, 

aproximadamente, 150 ng de produto de PCR H2O q.s.p 38 µl, foram desnaturados a 96ºC por 

5 min e imediatamente incubados no gelo. Ao produto de PCR desnaturado foram 
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Quadro 2: Protocolo de Reação de PCR

PCR
DNA Iniciadores Tampão Magnésio dNTP Enzima

Taq DNA polimerase

P C G [ ] final For Rev PCR PCR-
HF MgCL2 MgSO4

Não 
marcado

Marcado 
com DIG T T.G T. HF T. pfu

H20 
q.s.p.

Espécies de 
Schistosoma e 
Polimorfismo 

de 15 pb *1

1,5 µl 1µM
TK4 “4”

P2for “B”
1X 2,5mM 1mM 0,75 U 10 µl

Sonda 
Radioativa 3 µl 0,5µM “E” P2rev 1X 5mM 1mM 2,5 U 20 µl

Sonda não 
Radioativa 3 µl 0,5µM

SmGOTK2 SmGOTK1

TK4 PK1
1X 2,5mM 1X 2,5 U 20 µl

Proteína 
Recombinante 2 µl*2 0,2µM

Fes9for

Ferfor
Fessh2rev

Fes9for

Fesfor
Fespkrev

1X 3mM 0,2mM 2,5 U 50 µl

Polimorfismo 
9 pb 1 µl 1µM

SmGOTK2

TK6

TK7

SMGOTK1 1X 2,5mM 1mM 0,75 U 20 µl

Estru
tura 
Genô
mica

I-01

I-06

I-11

I-12

I-13 
I-14
I-16 
I-17

I-17

1,5 µl 0,4µM

“A” “B”

“3” P2rev

SmGOTK4 PK1

ST7 Fessh2rev

TK5T TK3

TK9 “C”

PK10 “C”

1X 2mM 0,2mM 0,75 U 25 µl

P- DNA plasmidial contendo toda a seqüência codificante do gene SmFes (1,3 ng/µl); *2- DNA plasmidial contendo toda a seqüência codificante do gene SmFes (50 ng/µl); C- cDNA de vermes individuais e grupos de cercárias, ovos, machos e fêmeas de S.  
mansoni (ver IV.8.1); G– DNA genômico de Schistosoma (480 ng/µl) (ver IV.5.2); For – iniciadores forward (Quadro 4); Rev - iniciadores reverse (Quadro 4); T- enzima Taq polimerase (5 U/µl, Gibco); T.g- Taq Gold (5 U/µl, Perkin-Elmer); T.pfu – Taq 
DNA polimerase Pfu Turbo (2.5 U/µl, invitrogen); T.HF- Taq Platinum HF (5 U/µl, invitrogen); DIG– mistura de PCR dig 10X (2mM dCTP, 2mM dGTP, 2mM, dATP, 1,9mM dTTp, 0,1mM Dig-11-dUTP, Boehringer Mannheim); I– introns; *1- Para o 
polimorfismo de 15 pb a reação foi realizada também com cDNA no mesmo volume.
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Quadro 3: Programa de termociclagem da PCR. A PCR foi realizada em programa de 3 etapas em termociclador (Thermo Hybaid)

PCR

ETAPA I ETAPA II ETAPA III

DESNATURAÇÃO 
INICIAL DESNATURAÇÃO ANELAMENTO EXTENSÃO NÚMERO DE 

CICLOS EXTENSÃO FINAL

Espécies de Schistosoma 95oC por 10 min 95oC por 1 min 50oC por 1 min  72oC por 1 min 35 72oC por 10 min

Sonda Radioativa 94oC por 1 min 94oC por 1 min 56oC por 1 min 72oC por 3 min 35 72oC por 10 min

Sonda não radioativa 94oC por 1 min 94oC por 1 min 56oC por 1 min 72oC por 3 min 35 72oC por 10 min

SH2 e PK para 
clonagem 95oC por 2 min 95oC por 30 seg 50oC por 30 seg 72oC por 1 min 35 72oC por 10 min

Polimorfismo 9pb 95oC por 10 min 95oC por 1 min 52oC por 1 min 72oC por 3 min 40 72oC por 10 min

Estrutura Genômica- 
Introns 94oC por 2 min 94oC por 30 seg 55oC por 30 seg 68oC por 6 min 40 68oC por 10 min
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Quadro 4: Lista de Iniciadores 
NOMEAÇÃO SEQUÊNCIA (5’→ 3’) DIREÇÃO POSIÇÃO NA 

SEQUÊNCIA de 
cDNA 

“3” ATA AGA GCT CCC TGT ATA 
TCA TAC CTT C

forward 1180- 1197

“4” AAT ACC CGG GAC ATA GAT 
TGT CGT ACA C

reverse 2084- 2101

“A” ATG GGA AAT CAT ACA GTT 
AAT G

forward 0001-0023

“B” AAC ATA TAC TGA CGC GCT 
TGT G

reverse 746-776

“C” TTA ATC TTC TCT AGT TCG TCT 
ATC

reverse 3757-3780

“D” ATA TAT ATG TTC TTC TCT TCA 
C

reverse 3309-3330

“E” AAT CGT AAA ATT ATT GAC AG forward 868-887
Fes9for GAG GAG GAG GGA TCC GTG 

AGT GAG TGT GAT ATG
forward 2433-2442

Fesfor GAG GA GGA GGG ATC CTT CCT 
ATA TGT GAT ATG

forward 2426-2442

fespkrev GAG GAG CTC GAG ATT TAA 
ATT TGG TGT AAA

reverse 3654-3672

Fessh2rev GAG GAG CTC GAG TTC CCA 
ATC AGG TCT TGA

reverse 2848-2865

M13 rev CAG GAA ACA GCT ATG AC reverse Universal
M13-40 GTT TTC CCA GTC ACG AC forward Universal
P2for ACG TGC ATT ATT TCA TAA A forward 639-667
P2rev AAT AGGTAC CCA CAG CAC 

GCC ATT GAG AT
reverse 1380-1398

PK1 GAC AGT TGG ATT ATG TAA 
AGG

reverse 2275-2295

PK10 CGA GGT CAA ATC CCT ATC 
AAA TGG

forward 3346-3369

SmFesRTF TCA ATA CAA AAC GAT ATA 
CTG ATT CTG TGA 

forward 233-262

SmFesRTR TGG ACA GTT TTT TCA GCT TTG 
ACT

reverse 363-386

SmGOTK1 ATG CCA AAA GAC AGA TAA 
AAC CAT ACG

reverse 2662- 2688 

SmGOTK2 AAT AAG CCT TAC ATA ATC 
CAA CTG TCA ATG

forward 2269- 2299 

SmGOTK4 GTG TTT TGC CTA GAG CAG 
AAG TGG A

forward 2471-2495

ST6 TCA TTG GAA TGG AAC TAA 
TGG TGA TCT A

forward 2848-2875

ST7 ATC AAT GGT AAT CAT AAT 
GAA ACA ATA T

forward 2599-2626

TK3 ACA TCA TTC CAT TAG CAG C reverse 3196- 3214
TK4 TCA TAT TCT ACT GAT CCT CC forward 1942-1961
TK5T CAC ATG AAA ACT CAA ACT CC forward 2788-2807
TK6 CCT TTA CAT AAT CCA ACT GTC forward 2275- 2295
TK9 GGT CAA TTA AAA ATA GCT 

GAT TTT GGC
forward 3280-3307

42



Quadro 5: Digestão por enzima de restrição

Digestão

DNA Enzima de Restrição Tampão de Reação

PCR 
*1 G *2 P

Sfc I 
(2 U/µl, 

New 
England 
Biolabs)

EcoR V 
(10 U/µl, 
Promega)

EcoR I  
(10 U/µl, 
Gibco)

BamH I 
(10 U/µl, 
Gibco)

Hind III 
(10 U/µl, 
Gibco)

Xho I 
 (10 U/µl, 

Gibco)

NEBuffer 
4

 (10X, New 
England 

Biolabs) *3

React 2 
(10X, 

Gibco) 
*4

React 3 
(10X, 

Gibco) 
*5

Incubação
ºC/ hr

Polimorfismo 9pb 8 µl 2 U 1X 25/16

Estrutura 
Genômica

I-06 15 µl 10 U 1X 37/16

I-12 e
I-13-14 15 µl 10 U 1X 37/16

I-16-17 15 µl 10 U 1X 37/16

Southern-
blot

DNA 
10 µg

10 U 1X 37/16

10U 11X 37/16

Controle
 positivo 1 µl 

*6 2 U 1X 37/16

Proteína 
recombinante - 

Clonagem em vetor 
pGEX

1 µl 
*7

1 µl 
*8

10 U 10 U 1X 37/2

*1- ver quadro 2 *2- G- DNA genômico (ver IV.5.1); *3- (500mM acetato de potássio, 200mM Tris-acetato, 100mM acetato de magnésio 10mM DTT, pH=7,9), *4- (50mM Tris-HCl, pH=8,0; 10mm MgCl2; 100mM NaCl), *5- (50mM Tris-HCl, pH=8,0; 
10mm MgCl2; 50mM NaCl), *6- P- DNA plasmidial contendo toda a seqüência codificante do gene SmFes (1,3 ng/µl); *7- P- pCR 2.1 clonado a fragmentos de SmFes (300 ng/µl) (ver IV.17.2), *8- P- vetor pGEX-4T3 (300 ng/µl)
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acrescentados 5  µl de dNTP menos dCTP (0,2mm dATP, dGTP, dTTp; 500mM Tris-HCl, 

pH=7,8; 50mM MgCl2; 100mM 2-mercaptoetanol), 5 µl de mistura de PolI/DnaseI (0,5 U/µl 

DNA polimerase I; 0,4 mU/µl DNaseI, 50mM Tris-Hcl, pH=7,5; 5mM acetato de magnésio; 

0,1mM PMSF; 50% (v/v) glicerol; 100 µg/ml BSA sem nuclease) e 2 µl de α-32P dCTP (10 

mCi/ml, Amershan). A reação foi incubada a 16ºC por 1 hr. 5  µl  de solução para parar a 

reação (0,5M EDTA, pH=8,0) foram adicionados à sonda. A sonda foi purificada em colunas 

G-50 (Pharmacia), segundo orientação do fabricante. A sonda marcada foi aplicada à coluna, 

que foi centrifugada a 3.000 r.p.m. O material que passou pela coluna foi coletado e utilizado 

em seguida.

IV.14.3Preparo do DNA para Southern-blot

Duas alíquotas de 10 µg de DNA genômico (ver IV.5.1) foram digeridas (ver IV.13). 

Plasmídeo contendo toda a região codificante do gene SmFes foi digerido (ver IV.13) para ser 

usado  como controle  positivo  do  Southern-blot. Antes  da  eletroforese  as  amostras  foram 

aquecidas a 56oC por 2 min, e então, aplicadas com tampão de amostra 2X (2mM EDTA, 

10% glicerol, azul de bromofenol) em gel de agarose 0,7% (ver IV.9.2). Após eletroforese o 

gel foi desnaturado por duas vezes em solução de desnaturação (NaOH 0,5M; NaCl 1,5M) por 

15 min à T.A, e em seguida, o gel foi neutralizado por duas vezes em solução de neutralização 

(Tris-HCl 0,5M, pH=7,5; NaCl 3M) por 15 min em T.A. 

IV.14.4Preparo do RNA para Northern-blot

Solução de mistura (66,5% formamida deionizada, 20% formaldeido e 13,5% tampão 

MOPS 5X) a 2,5 vezes o volume do RNA foram adicionados às alíquotas de 20 µg de RNA 

total  extraído  de  grupo  de:  casais  de  vermes,  vermes  machos,  vermes  fêmeas,  ovos, 

miracídios, cercárias ou esquistossômulos (ver IV.7.2). As amostras foram centrifugadas por 

5 seg, incubadas a 56oC por 15 min e imediatamente levadas ao gelo. As amostras de RNA 

foram aplicadas com tampão de amostra 10X (50% glicerol, 1mM EDTA pH=8,0, 0,25 azul 

de bromofenol e 0,25% xileno-cianol FF) em gel de agarose desnaturante 1,2% (ver IV.9.5). 

A  eletroforese  das  amostras  foi  finalizada  após  atingirem  uma  distância  de  2/3  do 

comprimento do gel. Após eletroforese o gel de foi lavado por 3 vezes em H2O MilliQ por 20 

min.

IV.14.5Transferência do Ácido Nucléico

A membrana de nylon carregada positivamente (Boehringer Mannheim) foi cortada do 

tamanho exato do gel e, em seguida, foi mergulhada em solução de transferência SSC 20X 
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(3M  NaCl,  300mM  citrato  de  sódio,  pH=7,0).  A  estante  de  transferência  foi  montada 

utilizando-se  o  processo  de  transferência  por  capilaridade.  A  transferência  do  DNA (ver 

IV.14.3) ou RNA (ver IV.14.4) contido no gel para a membrana de nylon foi realizada por 16 

hr em tampão de transferência SSC 20X. O ácido nucléico foi fixado à membrana em forno 

de UV cross-linker Stratalinker 1800 (Stratagene) a 120.000 µJoules. 

IV.14.6Hibridização com sonda não radioativa

A membrana foi incubada em 10 ml de solução de pré-hibridização  High-SDS (7% 

SDS; 50% formamida deionizada; 50mM fosfato de sódio, pH=7,0; 2% solução de bloqueio, 

0,1%  N-laurilsarcosina,  SSC  5X)  a  42oC  por,  aproximadamente,  5  hr  em  forno  de 

hibridização Personal Hyb (Stratagene). As sondas marcadas por digoxigenina (ver IV.14.1) 

foram  desnaturadas  por  fervura  a  5  min  e  colocadas  imediatamente  no  gelo. 

Aproximadamente 75 ng de sonda foram acrescentadas a 5 ml de solução High-SDS de pré-

hibridização. A membrana foi incubada a 42oC para a sonda TK1-TK2 (construída a partir dos 

iniciadores SmGOTK1 e SmGOTK2) e 37oC para a sonda TK4-PK1 (construída a partir dos 

iniciadores TK4 e PK1) por 16 hr. A membrana foi então lavada duas vezes a 25oC por 5 min 

em 10 ml de solução de lavagem 2X (SSC 2X, 0,1% SDS) e duas vezes a 68oC por 15 min em 

10 ml de solução de lavagem 0,5X (SSC 0,5X, 0,1% SDS). Logo em seguida, a membrana foi 

equilibrada em 20 ml de tampão de lavagem (0,3% Tween 20, 0,1M ácido maléico, 0,15M 

NaCl, pH=7,5) por 1 min. A membrana foi bloqueada com 15 ml de solução bloqueadora 

2,5% [2,5% reagente de bloqueio (Roche), 0,1M ácido maléico, 0,15M NaCl, pH=7,5] por 1 

hr. 1,5 µl de anticorpo secundário anti-Digoxigenina (750 U/ml) foram adicionados à solução 

bloqueadora, deixando-o atuar por exatos 30 min. A membrana foi lavada duas vezes em 30 

ml de tampão de lavagem por 15 min. Para a detecção, 5 gotas de substrato químico CSPD 

pronto  para  uso  (Boehringer  Mannheim)  foram espalhadas  pela  membrana por  5  min  ao 

abrigo de luz.  O excesso de CSPD foi  retirado e a membrana revelada.  A membrana foi 

exposta por 16 hrs ao filme Kodak X-Omat. O filme foi revelado por 2 min em solução de 

revelação Kodak, lavando em água e fixando por 2 min em solução fixadora Kodak. Mesma 

membrana foi reutilizada após a lavagem em água MilliQ seguida de lavagem em solução 

para retirar a sonda (0,2M NaOH, 1%SDS) a 37oC por 2 vezes de 15 min. Para a reutilização, 

a membrana foi então lavada em SSC 2X, estando apta para ser pré-hibridizada novamente.

IV.14.7Hibridização por sonda radioativa

A  membrana  foi  incubada  a  50oC  em  forno  de  hibridização  HB100  (UVP)  por 

aproximadamente  5  hr  em  garrafa  de  hibridização  contendo  10  ml  de  solução  de  pré-
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hibridização (7% SDS; 250mM fosfato de sódio, pH=6,8; 1% BSA; 1mM EDTA, H2O q.s.p 

70 ml). A sonda radioativa (ver IV.14.2) foi desnaturada, por fervura por 5 min e levada 

imediatamente ao gelo. A sonda foi acrescentada à 15 ml de solução de pré-hibridização nova. 

A temperatura de hibridização para o northern-blot foi de 50oC e para o Southern-blot foi de 

65ºC, por 16 hr. A membrana foi então lavada duas vezes em 75 ml de solução de lavagem 

(2X SSC, 0,1 % SDS) a 28ºC por 10 min para o northern-blot e por 20 min para o Southern-

blot. Para detecção da hibridização a membrana foi exposta ao filme Hiperfilme (Amershan) a 

-70ºC por 20 dias. O filme foi revelado por 2 min em solução de revelação Kodak, lavando 

em água e fixando por 2 min em solução fixadora Kodak.

IV.15WESTERN BLOT

5 µl de tampão de amostra Nu-PAGE (Invitrogen) foram adicionados às amostras de 

proteína (ver  IV.6),  que foram em seguida fervidas por  5  min.  Os extratos  protéicos dos 

parasitos foram corridos em gel de proteína (ver IV.9.4). O gel contendo o extrato protéico foi 

transferido para membrana invitrolon PVDF (difluoreto de polivinilideno) 2 µm (Invitrogen) 

em cuba de transferência (Invitrogen) e tampão de transferência (5% tampão de transferência 

20X NuPAGE, 12% metanol, H2O q.s.p 1 L), segundo orientações do fabricante (Invitrogen). 

A transferência foi realizada por 1 hr a 30V e 170mA. A membrana foi corada em Ponceau-S 

(Sigma) para verificar a transferência das proteínas. A membrana foi bloqueada em solução 

PBST [PBS 1X (14mM NaCl, 2mM fosfato de potássio pH=7,4), 0,05% Tween] e 5% leite 

em pó desnatado (Molico) por 1 hr. A membrana foi então incubada em solução PBST com 

5% de leite em pó contendo o anticorpo anti-SmFes (IgG total não purificado), obtido a partir 

de imunização de coelho com peptídeo sintético correspondente aos resíduos 583 a 597 da 

seqüência  protéica  de  SmFes  (região  sem  identidade  com  proteínas  já  descritas), 

SYPNTTPITFSRDPC, e conjugado à proteína ovolbumina bovina (New England Peptide), na 

concentração de 1:1.000 por 1 hr à T.A. O soro pré-imune do coelho foi usado nas mesmas 

condições como controle negativo do ensaio. A membrana foi lavada por três vezes por 10 

min em solução PBST com 1% de leite em pó. O anticorpo secundário anti-coelho conjugado 

à peroxidase (Sigma) foi adicionado a uma nova solução PBST com 1% de leite em pó na 

concentração 1:10.000 por 1 hr em T.A. A membrana foi novamente lavada por três vezes em 

PBST com 1% de  leite  em pó e  três  vezes  em solução  PBST por  10  min  cada.  Para  a 

detecção,  a  membrana  foi  incubada  com  a  solução  ECL  para  western-blot  (Amersham 

Biosciences) por 5 min. O excesso de ECL foi retirado e a membrana exposta por 16 hrs ao 

filme  Kodak  X-Omat.  O filme  foi  revelado  por  2  min  em solução  de  revelação  Kodak, 

lavando em água e fixando por 2 min em solução fixadora Kodak.
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IV.16PCR QUANTITATIVO

RT-PCR quantitativo foi realizado através do sistema de detecção de seqüência ABI 

PRISM  7.000  (Applied  Biosystems)  e  o  kit  SYBR®  Green  PCR  Master  Mix  (Applied 

Biosystems).  Iniciadores  de  tubulina  de  S.  mansoni (número de  acesso GenBank:  80214, 

posição na seqüência: for  851-873 e rev 925-904) e de SmFes (SmRTF, SmRTR) foram 

desenhados pelo programa Primer Express (Applied Biosystems). A amplificação por PCR foi 

realizada em placa de 96 poços e em triplicata, utilizando-se: 2 µl de cDNA (ver IV.8.2), 3 µl 

de cada iniciador (300nmol) (Quadro 4), 12,5  µl  2X master mix SYBR® Green, para um 

volume total  de 25  µl.  A PCR foi realizada utilizando-se o programa de duas etapas.  As 

amostras foram mantidas na etapa inicial a 95oC por 10 min (desnaturação inicial), na etapa 

seguinte,  40  ciclos,  a  95oC  por  15  seg  (desnaturação)  e  60oC  por  1  min  (anelamento  e 

extensão). O protocolo de dissociação foi realizado aumentando progressivamente de 60ºC a 

95ºC.  A representação  gráfica  foi  realizada  segundo os  valores  de  threshold (valores  Ct) 

obtidos de verme fêmea,  miracídio,  esporocisto e cercária  deduzidos a  partir  do valor  Ct 

obtido para os transcritos de verme macho usando o método 2-∆∆Ct  com o nível de tubulina 

como controle interno.

IV.17EXPRESSÃO DE PROTEÍNA RECOMBINANTE

IV.17.1Amplificação do Domínio SH2 e PK

Iniciadores  foram  desenhados  para  clonagem  em  vetor  pGEX-4T3  (Amersham 

Bioscience) do domínio SH2 e dos domínios SH2-PK, ambos contendo ou não o inserto de 9 

pb.  Os  iniciadores  forward  Fes9for  (contendo  os  9  pb)  e  Fesfor  (sem  os  9  pb)  foram 

desenhados  com  sítio  de  corte  para  enzima  BamH  I,  ambos  formando  pares  com  os 

iniciadores reverso Fessh2rev (incluindo o domínio SH2) e Fespkrev (incluindo os domínios 

SH2 e PK) que foram desenhados com sítio para enzima Xho I (Quadro 4). A amplificação foi 

realizada segundo protocolo descrito nos Quadros 2 e 3. Os produtos das amplificações foram 

analisados em gel de poliacrilamida corado pela prata (ver IV.9.1).

IV.17.2Clonagem em Vetor pCR 2.1

Uma  pré-clonagem  foi  realizada  utilizando-se  o  kit  de  clonagem  TOPO  TA 

(Invitrogen),  de  acordo  com  as  instruções  do  fabricante.  6,5  µl  da  reação  de  PCR  (ver 

IV.17.1), 1µl de tampão de PCR (10X), 1 µl de dNTPs (10mM), 0,5 µl de MgCl2 (50mM) e 1 

µl de enzima Taq polimerase (5 U/µl, Invitrogen) foram incubados a 70oC por 15 min para a 

adição adenina extra requerida na clonagem em Topo. A ligação foi realizada misturando-se 6 
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µl do produto de PCR, 1 µl de sal (1,2M NaCl; 0,06M MgCl2), 1 µl de vetor pCR 2.1 Topo e 

o tubo foi incubando por 5 min à T.A. A transformação foi realizada por choque térmico com 

seleção de clones por kanamicina (ver IV.3). O plasmídeo foi extraído para reclonagem em 

pGEX-4T3 (ver IV.4). O sequenciamento dos clones foi realizado com o uso dos iniciadores 

M13-40,  M13rev,  TK-6,  ST-7,  “D”,  TK-9,  PK-10,  TK-3,  ST-6  (ver  IV.11).  A seqüência 

fornecida pelo seqüenciador MegaBace foi  conferida utilizando-se o programa  GeneTools 

Lite (Bio Tools) e comparada à seqüência do cDNA de SmFes depositada no GenBank.

IV.17.3Clonagem em vetor pGEX

O plasmídeo clonado em pCR 2.1 (ver IV.17.2) e o vetor pGEX-4T3 foram digeridos 

nas mesmas condições segundo o protocolo descrito no Quadro 5 em 10 µl de reação final. 

Para clonagem em vetor pGEX-4T3, 10 µl do fragmento digerido e 2 µl do vetor pGEX-4T3 

digerido foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1%, (ver IV.9.2). A banda do 

vetor linearizado pGEX-4T3 e a banda do inserto foram purificadas juntas em um único tubo 

(ver IV.10). O DNA dos fragmentos foram concentrados no Speed Vac DNAmini (Heto) e 

ressuspendidos em 10 µl de H2O MilliQ Em seguida, uma reação de ligação do vetor com o 

inserto foi realizada incubando-se 10 µl do DNA eluído (vetor e fragmento), 3 µl de tampão 

T4 DNA ligase 5X (250mM Tris-HCl, pH=7,6;50mM MgCl2; 5mM ATP; 5mM DTT; 25% 

(p/v) polietileno glicol-8000) (Gibco) e 2µl de ligase a 16oC por 16 hr. Após a reação de 

ligação, 2 µl dos produtos ligados foram transformados em células E. coli BL21 com seleção 

por ampicilina (ver IV.3). 

IV.17.4Expressão da Proteína Recombinante de SmFes

Pré-inoculo de bactéria  E. coli BL21 contendo o clone de SmFes em pGEX-4T3 (ver 

IV.17.3)  foi  realizado em 5 ml de LB-Ampicilina (100  µg/ml)  com agitação em agitador 

orbital a 300 r.p.m 37oC por 16 hr. O inóculo foi realizado com 300 µl de pré-inoculo em 10 

ml de LB-ampicilina e mantidos sob agitação de 300 r.p.m até atingir O.D. 600nm de 0,6. Ao 

atingir a O.D. esperada uma alíquota de 3 ml foi retirada do meio não induzido. Os 7 ml 

restantes foram induzidos com IPTG (Promega) em concentrações finais de 1mM, 5mM e 

10mM, retirando-se uma alíquota de 1,5 ml após 4 hr da indução. Todas as alíquotas foram 

centrifugadas por 20 min a 5.500 r.p.m, o sobrenadante foi  descartado e o sedimento foi 

ressuspendido em 40 µl de tampão de amostra SDS (1 ml tampão concentrador 4X, 1 ml 10% 

SDS, 250 µl β-Mecaptoetanol, 1 ml glicerina, 52 µl azul de bromofenol, H2O q.s.p 5 ml). As 

amostras foram congeladas a –20oC para posterior análise em gel de eletroforese de proteína a 

12% (ver IV.9.3). 

48



IV.18ANÁLISE IN SILICO DA SEQÜÊNCIA CODIFICANTE 

COMPLETA DE SMFES

A seqüência do gene  SmFes foi traduzida em sua ORF correta utilizando o programa 

Translate  tool (http://us.expasy.org/tools/dna.html).  Neste  mesmo  sítio  da  internet,  os 

parâmetros físico-químicos da seqüência protéica, como massa molecular e ponto isoelétrico 

teórico, foram feitos com o uso do programa  ProtParam  . A análise de hidropaticidade foi 

conduzida pelo programa  ProScale, segundo Kyte e Dolittle  .  As buscas por identidade de 

SmFes  com  outras  seqüências  já  previamente  depositadas  em  bancos  de  dados  foram 

realizadas  usando  programas  da  família  BLAST,  no  site do  NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 

IV.18.1Determinação de Domínios 

A  análise  dos  domínios  conservados  foi  realizada  utilizando  RPS-BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)  (banco  de  dados:  CDDv2.03)  e 

Interproscan  (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/)  (bancos  de  dados:  PROSITE,  PRINTS, 

Pfam, ProDom, SMART e TIGRFAMs).  A probabilidade de SmFes adotar uma região de 

conformação coloidal foi conduzida pelo programa Coils versão 2.1 usando a matriz MTIDK 

(http://www.ch.embnet.org/software/COILS_form.html)  comparando-se  a  seqüência  de 

SmFes a seqüências coloidais previamente conhecidas .

IV.18.2Determinação da Organização Gênica

A seqüência de cDNA de SmFes foi manualmente dividida em seqüências de 200 pb e 

estes fragmentos foram comparados por BLAST com seqüências depositadas no banco de 

dados  genômico  de  S.  mansoni:  TIGR  (http://www.tigr.org/tdb/e2k1/sma1/)  e  Sanger 

(http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_mansoni/). Para determinar a localização dos introns na 

seqüência do cDNA de SmFes, foram realizados alinhamentos desta seqüência às seqüências 

genômicas de S. mansoni selecionadas no banco de dados. O alinhamento foi realizado pelo 

programa  GeneTools  Lite que  utiliza o  algoritmo de alinhamento  XALING .  Os  exons e 

introns fora identificados nas seqüências genômicas pelo alinhamento com o cDNA.

IV.18.3Análise Filogenética

Para a análise filogenética de SmFes, seqüências protéicas pertencentes à família de 

proteínas Fes/Fps/Fer foram selecionadas do banco do GenBank e alinhadas pelo ClustalW no 

BioEdit (Hall,  1999). As seqüências usadas e o respectivo número de acesso no banco de 

dados foram: FBS de Fujinami sarcoma virus (NP_955606); Fert2 protein de Mus musculus, 
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(AAH58100);  Fps/Fes  de  Mus  musculus  (AAN33122);  PTK  de  Ephydatia  fluvialis 

(BAA81721); Fer de Canis famíliaris (AAF00543); Fer de Homo sapiens (NP_005237); Fer 

de  Mus  musculus (AAB18988);  c-FES  de  Homo  sapiens (P07332);  Fps85D(dFer)  de 

Drosophila  melanogaster (P18106);  Fer-frk-1  de  Caenorhabditis  elegans  (NP_501818); 

Fes/Fps  de  Felis  catus (TVCTFF)  e  PTK  de  Sycon  raphanus (CAA76605).  A  análise 

filogenética  foi  conduzida  com o  programa PHYLIP 3.6  com interfase  PIE (Philogenetic 

Interface  Enviroment)  no  sítio  da  internet  HGMP  (www.menu.hgmp.mrc.ac.uk).  As 

seqüências foram alinhadas inteiras e também parcialmente, contendo apenas o domínio SH2 

e  PK,  utilizando-se  o método  de parcimônia  e  bootstrap de  1.000 replicas.  A árvore  foi 

construída usando o “TreeView 1.6.6” .

IV.18.4Identificação de Parceiros de SmFes

A seleção de possíveis parceiros de SmFes foi realizada pela busca de SmAEs no site  

do  ONSA  (http://cancer.lbi.ic.unicamp.br/schisto6/),  de  ESTs  no  site do  GeneDB 

(http://www.genedb.org/genedb/smansoni/)  e  de proteínas  do PUBMED no  site  do NCBI, 

anotadas e denominadas como ortólogas as pertencentes a via de sinalização proposta por 

Greer (2002). A correta anotação destas proteínas não foi verificada e comprovada, exceto 

pelas proteínas encontradas no PUBMED, fornecendo-se desta maneira apenas evidências de 

que as proteínas existam. 
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V RESULTADOS           
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V.1 ANÁLISE E CARACTERIZAÇÃO DA SEQÜÊNCIA IN SILICO

V.1.1 Seqüências de SmFes

O  cDNA  completo  de  SmFes  apresentou  uma  ORF  de  3.780  pb,  (Figura  6) 

codificando para uma proteína de 1.260 aa (Figura 7). O cDNA de SmFes apresentou um 

conteúdo CG de 32% correspondendo ao valor do conteúdo CG descrito para outros genes de 

S. mansoni . A massa molecular calculada da proteína foi de 143,5 kDa e seu ponto isoelétrico 

teórico de 6,60. A análise de hidropaticidade da seqüência protéica de SmFes foi realizada 

segundo Kyte e Doolittle (1982) em janela de 7 e 19 resíduos de aminoácidos. O resultado 

obtido indicou  uma maior  concentração  de  picos  de  aminoácidos  em posição  hidrofílica, 

indicando que SmFes é uma proteína que não apresenta regiões transmembrana, de acordo 

com o descrito às proteínas da família Fes/Fps/Fer (Figura 8).

V.1.2 Identidade de SmFes com Proteínas Fes/Fps/Fer Ortólogas

A proteína SmFes apresentou, em análise por BLAST-p contra o banco de dados nr, 

uma maior  identidade  com proteínas classificadas  como membros  da família  Fes/Fps/Fer, 

possuindo  uma  identidade  de  40  a  50%  para  os  aminoácidos  entre  777  e  1.216, 

correspondentes aos domínios SH2 e PK, e em torno de 20% para os aminoácidos entre 91 e 

452 da seqüência protéica de SmFes.  Os organismos identificados por identidade com os 

valores descritos acima foram proteínas pertencentes à família Fes/Fps/Fer de:  Drosophila 

melanogaster  (P18106), Rattus  novergicus  (XP_217492,  XP_341877), Canis  familiaris  

(AAF00543), Mus musculus  (AAH58100, AAN33122, AAB18988), Felis catus  (TVCTFF), 

Homo sapiens  (P07332, NP_005237), Ephydatia fluviatilis  (BAA817213), Sycon raphanus 

(CAA76605), Gallus gallus (CAA26155) e também de alguns oncogenes (P00541). Além das 

proteínas denominadas como Fes/Fps/Fer, foram identificados, por identidade, proteínas de 

outros  organismos  ainda  não  anotadas  de: Drosophila  pseudoobscura  (EAL26982),  

Anopheles  gambie  (XP_313423), Xenopus  laevis  (AAH73445)  (GenBank,  28/05/2005) 

(Quadro 6).

V.1.3 Domínios Protéicos em SmFes

A proteína SmFes apresentou, por busca de domínios de aa, algumas características das 

proteínas da família Fes/Fps/Fer: três regiões helicoidais, uma assinatura de domínio SH2 
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A
                                                         gaa -121
cacggttaacggattatgaggtaattcaacaaaatattcagcatactcctcaaggactct -061
attttgttaaacctttaaacactttattattcatgtattttaatttgtgtatcacaaaat -001
ATGggaaatcatacagttaatgaagtcagtaactattttgaacgtggcagtgatgtcgaa 0060
gatgatatcaatactttagcatctaataatacacatattacagaaaataatcaatccgtc 0120
ttggtatcttctacatcggacacatttttagttcctcctttgcctccgcatagtctagga 0180
catgataaatcattatcttcttcatccatttcaacacctaatgtggacaatatcaataca 0240
aaacgatatactgattctgtgatgcttcgaagtgatcataaagagtcttctcaggtaatc 0300
gtttcagccatcgatgcccagatgaaatctatcaatgaaatgctatcctacttttctaaa 0360
ttagtcaaagctgaaaaaactgtccaacaagctttgtccgatttacttgatgatcaaaag 0420
gaatcatccactgttggtagtgttgatggtggccagcgttcgaataccaccgctatgcgt 0480
aatttattcaaatcaaattattctcgtggacgtcgtcgtcgtttaaccatgaatattttg 0540
aataaaaacttatcgaattcacctactgataatgaattaaataaacttttacaaaatctt 0600
gttatttcaacaaatcatcaagtacgtatgttttcaacacgtgcattatttcataaatta 0660
attactgctggacaattagatagtttaaataattgtgaacattgtttaagacgaacttat 0720
ttagaatgtgaagaagaattaaaatcacaagcgcgtcagtatatgttaagcttaaaagca 0780
tatgaaaagaaatatttcaaatatattggtcaattatcaaatatacaatcgaaattaaca 0840
aatttatgtgataaacgtttaattaataatcgtaaaattattgacagtctaatgaataat 0900
ttagaatattctactaaaaaattgcatttattacataatgaatattgtttggcattgatc 0960
actgctattcattatcaccaatggttatatacacatttacgaccatgtttactgaaaggt 1020
gttgaacgtactatgcaattagcatcggaagttgtttggcatcttctagtattcggtggt 1080
gaaaatattcatcattttcaatcaaattggcttaaagaatttcaatctgaattagattta 0140
acaagtttattagaacaaaatggagtaaaatttcctggacctgtatatcataccttcaat 1200
caagcactaaataataatacaacattaggtggaaatctttctcctggttccttaattgtc 1260
aatgatttaactggacaatcattgattgaattaacacaattgcataaaaataaggaatta 1320
ttgcatagagaaacggttaatcaactgactaaagaatgtttacaatgggaagaggcgcta 1380
tctcaatggcgtgctgtgtttgctaatccaggtcctaatccatggtcatcaaatttattc 1440
aatatacattcatctggtgtttcaccaatagtcaatactccacaagataataattcaaat 1500
ggatttcatcatgtagataattcaagtcatctagcgttgcctgatatccaagatctttgg 1560
catgatgatcgagctcgacctgttaatctttgtgaagtatcatttcgtttagcaatatgt 1620
gaatttgaattatgttttgccaattgtcttgctgattcagaagctcaattagtcaatgta 1680
ttaactgatgcacaatgtcgtctcaattggctttcattaaaattacttacaaatgattca 1740
actacaagttatccaaatactacaccaattacattttcacgtgatccttgtgatattact 1800
accaccactactactactactaatgggaatagtaacaataataatcatgaagatatagat 1860
atacaaaatgggactgatgataatttcagtcaagctttgaatggtcatgataattcaatt 1920
ccattgtgtaatctcagtgattcatattctactgatcctcctaaattcattgaacaaata 1980
tcaaattctccatttgcattatctacatcgaatacatctgatatgtcatctagtatagaa 2040
caccagcaacaacaacgtccagaacgtaatcgtctttggcaaagtgtacgacaatctatg 2100
tcaaaatttcgttcacatttcatacgtaataataatatacgatcttcgacaagttctata 2160
ccaaatacacgtacatatcaatgtcgtcttcgtgaaactattattactactataccaata 2220
ttaaataccgtaaatgataataataacaatagtaatagtaatagtaataataagccttta 2280
cataatccaactgtcaatggactaaaacagcaaaaccatttaggtatggatactccattt 2340
tatcatcaaaatagaaaattcaatcatcaaaatcatattcaatctaatcgagaatctcaa 2400
gattcaacatcaattttaactagttttcctatatgtgatatggatatcaataaggaaccg 2460
tggtttcatggtgttttgcctagagcagaagtggaacgtcttttacagaatcaaggcgat 2520
ttccttgttcgacaaacaagtaaacgttccagtggtcgtgataccataggtcattggaat 2580
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ggaactaatggtgatttaatcaatggtaatcataatgaaacaatattaaataaagatcat 2640
aatatggatggaactgttttacgtatggttttatctgtcttttggcatggtcatagacat 2700
ttcattctatatggtggaccagagacaggtgaaggttggcatttagaagacggtcatttc 2760
tctacaataagggaactgattgaatatcacatgaaaactcaaactcccgtgacagcgaaa 2820
tcaggagcatgtcttgtgacaccaatttcaagacctgattgggaactagacaatcgtgat 2880
gtacaactactacaaaaaattggtcagggtaattttggtgatgtttatcgaggtgtatat 2940
aatggatgtgaagttgcagtgaaaacttgtcgtgttgatatgactgcatcggatttacgt 3000
aggaaatttctacaaggtgaaacaactgcattaaatttcaatcatccaaatattgtcaaa 3060
ttagttggtattgcagttcaatcttatccaattatgattgtaatggagtatgttccaggt 3120
ggttctctgttaaatcatttacgtaaatcaaaaaatgcattacctgttatgaaactactt 3180
caaatgagtttagatgctgctaatggaatgatgtatttagaagcgagaaattgtattcat 3240
cgtgatttagcagcaagaaattgtttaatttctgatgatggtcaattaaaaatagctgat 3300
tttggcatgtcaagagaagaacatatatatgaattaagtgataaacgaggtcaaatccct 3360
atcaaatggacggctcctgaagcacttcgtactggtcgttatactattaaatgtgatgta 3420
tggtcttatggtgtacttttatgggaaatatttactttcggtgatgtaccttatcgaaat 3480
tggtctaatcaacaaactagggatatgattgaatctggttatagattacctgcaccagat 3540
ttaatgccagtttggttgcgtacattaatgaatcattgttggcatgatgaaccaatgaat 3600
cggccaagtttttcaaaaatttctaatgaaatacaaatacctaatgtcaattcatttaca 3660
ccaaatttaaatagatctatagacaatgctcaattgaagaaatctgctattgacaaccta 3720
tcaacaactccattacatttatccgtttctgttaaagatagacgaactagagaagatTAA 3780
tatggatcttttttttgttactatgccctatacatacatacatatatacatacatacaca 3840
tacatacaatagatcatagagatctatatacatacatgtaattgtgtatatgtattgcaa 3900
tcttttttctgtttttttttttttgcaagcgcctttatttcactgttattcactatggca 3960
actaacttacagttccgagtgacaaacctttctatttattattatcactaatataattga 4020
ttcaattcatggatatatggtatacatagttgtactgtaaccatgtatatcatataatcc 4080
actacctatgatcattgtaattgtcattatatcatttcattttaataatttttatgattt 4140
caatttatactacttatatacttatttaatccttctttcattgtttcttatctttactta 4200
tagactgtgataaaaagtagatttaatttgtatattctcttcagattacattacatttac 4260
cataaacaaaataatacacatcaatgaaccattctcaaagagaaagggagtatgtgtgtg 4320
tgtgtgtgtaagtgttcaatatgacatacattcacaatgtaatttatgatttcgattgtg 4380
taagtgcctgcttaccctgttaatatacttatatatatatatgacgtgatgatccccctg 4440
gcaattagtgaggagttatcattcattaatctccatggtatataacatagttcatccaat 4500
atttcattattgaatatagacacttaattacttatgtatacttgaactaacttacctact 4560
tacttatacctgttaccccttgtaacctatacgcacatatcttctgtagttattctcata 4620
ggatgattctttacataccttaataggaataattggctcaatggtttcttttcttttttg 4680
gatattccattgtatacttatgaatgtagggggttttgattttgaggggtattaggtaat 4740
tattacaaattgtaacttataacttactttttatagaagtaaataaccaaaaaaaaaaaa 4800

B
2401 gattcaacatcaattttaactagttttcctataGTGAGTGAGtgtgatatggata

Figura 6: Seqüência nucleotídica de SmFes. A- O cDNA completo de SmFes contém uma 
ORF de 3.780 pb. O codón inicial, ATG, está representado por letras maiúsculas nas bases 1-
3.  O stop códon,  TAA, está  representado por letras  maiúsculas  nas bases 3.778-3.780. A 
região 5’ UTR está representada pelas bases -123 a -1 e a 3’ UTR está representada a partir da 
base 3.780 B- O polimorfismo de 9 pb na base 2.433 está representado em negrito e letras 
maiúsculas.
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MGNHTVNEVSNYFERGSDVEDDINTLASNNTHITENNQSVLVSSTSDTFL 0050
VPPLPPHSLGHDKSLSSSSISTPNVDNINTKRYTDSVMLRSDHKESSQVI 0100
VSAIDAQMKSINEMLSYFSKLVKAEKTVQQALSDLLDDQKESSTVGSVDG 0150
GQRSNTTAMRNLFKSNYSRGRRRRLTMNILNKNLSNSPTDNELNKLLQNL 0200
VISTNHQVRMFSTRALFHKLITAGQLDSLNNCEHCLRRTYLECEEELKSQ 0250
ARQYMLSLKAYEKKYFKYIGQLSNIQSKLTNLCDKRLINNRKIIDSLMNN 0300
LEYSTKKLHLLHNEYCLALITAIHYHQWLYTHLRPCLLKGVERTMQLASE 0350
VVWHLLVFGGENIHHFQSNWLKEFQSELDLTSLLEQNGVKFPGPVYHTFN     0400
QALNNNTTLGGNLSPGSLIVNDLTGQSLIELTQLHKNKELLHRETVNQLT 0450
KECLQWEEALSQWRAVFANPGPNPWSSNLFNIHSSGVSPIVNTPQDNNSN 0500
GFHHVDNSSHLALPDIQDLWHDDRARPVNLCEVSFRLAICEFELCFANCL 0550
ADSEAQLVNVLTDAQCRLNWLSLKLLTNDSTTSYPNTTPITFSRDPCDIT 0600
TTTTTTTNGNSNNNNHEDIDIQNGTDDNFSQALNGHDNSIPLCNLSDSYS 0650
TDPPKFIEQISNSPFALSTSNTSDMSSSIEHQQQQRPERNRLWQSVRQSM 0700
SKFRSHFIRNNNIRSSTSSIPNTRTYQCRLRETIITTIPILNTVNDNNNN 0750
SNSNSNNKPLHNPTVNGLKQQNHLGMDTPFYHQNRKFNHQNHIQSNRESQ 0800
DSTSILTSFPIvseCDMDINKEPWFHGVLPRAEVERLLQNQGDFLVRQTS 0850
KRSSGRDTIGHWNGTNGDLINGNHNETILNKDHNMDGTVLRMVLSVFWHG 0900
HRHFILYGGPETGEGWHLEDGHFSTIRELIEYHMKTQTPVTAKSGACLVT 0950
PISRPDWELDNRDVQLLQKI  G  Q  G  NF  G  D  V  YRGVYNGCEV  A  V  K  TCRVDMTAS   1000
DLRRKFLQG  E  TTALNFNHPN  I  VKLVGIAVQSYPIMIV  MEYV  PGGSLLNHL   1050
RKSKNALPVMKLLQMSLDAAN  G  MM  YL  EARNCI  H  R  DLAARNC  LISDDGQLK   1100
I  A  DFG  MSREEHI  Y  ELSDKRGQI  P  IK  W  T  APE  ALRTGRYTIKC  D  V  WS  Y  GV  LL   1150
WEIFTFGDVPYRNWSNQQTRDMIESGYRLPAPDLMPVWLRTLMNHCWHDE 1200
PMN  R  PSFSKISNEIQIPNVNSFTPNLNRSIDNAQLKKSAIDNLSTTPLHL 1250
SVSVKDRRTRED-                                      1263

Figura 7:  Seqüência  de aminoácidos  da proteína SmFes.  A proteína codificada pelo gene 
SmFes está representada pela seqüência de 1.263 aa, contendo o inserto de 3 aa, 812 v-s-e 814 

representado  por  letras  minúsculas  (ver  Figura  20).  Os  prováveis  aminoácidos 
correspondentes  à  região  coiled-coil estão  sublinhados  e  em  itálico.  O  aminoácidos 
correspondentes  ao  domínio  SH2  estão  em  negrito.  Os  aminoácidos  correspondentes  ao 
domínio PK estão sublinhados. Os 11 subdomínios do domínio PK estão representados por 
seus aminoácidos mais conservados,  correspondendo às posições: SDI  971-977, SDII 989-
991, SDIII 1.010, SDIV 1.021, SDV 1.038-1.041, SDVIA 1.072-1.083, SDVIB 1.085-1.091, 
SDVII  1.101-1.105,  SDVIII  1.123-1.130,  SDIX  1.142-1.148,  SDX  (subdomínio  pouco 
conservado localizado  entre  o  SDIX-XI)  e  SDXI  1.204 em sublinhados  e  em negrito.  O 
resíduo de tirosina correspondente ao sítio de autofosforilação proposto está sublinhado em 
itálico e negrito na posição 1.113. O peptídeo desenhado para obtenção do anticorpo utilizado 
no ensaio de western-blot está representado em itálico e negrito.
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Figura  8:  Gráfico  de  hidropaticidade  da  seqüência  protéica  de  SmFes,  segundo  Kyte  e 
Doolittle (1982). A- em janela de aminoácidos de 7 resíduos, B- em janela de aminoácido de 
19 resíduo. O eixo X indica as posições referentes aos aminoácidos da seqüência protéica. O 
eixo Y indica  a  pontuação  referente  à  hidropaticidade.  Valores  positivos  indicam regiões 
hidrofóbicas e valores negativos regiões hidrofílicas.  A linha horizontal,  correpondente ao 
valor 1,8, indica o linear de hidrofobicidade correpondente a regiões de transmembrana.

A

B
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Quadro 6: BLAST-p da proteína SmFes contra banco de dados nr.

ORGANISMO DENOMINAÇÃO
REGIÃO DE 
IDENTIDADE 
COM SMFES

SCORE 
(BITS) IDENTIDADE VALOR-E

Drosophila 
melanogaster

Tyrosine-protein kinase Fps85D 
(dFer) (P18106)

777-1.214 372 45% 9e-99

193-379 46.2 22% 0.007

Rattus novergicus
Similar to Fer (XP_217492)

811-1.214 320 42% 2e-85

91-346 45,4 21% 0,012
similar to tyrosine kinase Fps/Fes 
(XP_341877) 804-1.215 320 43% 2e-85

Canis famíliaris Protein tyrosine kinase fer 
(AAF00543)

793-1.216 319 41% 4e-85

91-346 42.0 21% 0,13

Mus musculus

Fert2 protein (AAH58100)
811-1.216 318 42% 6e-85

245-346 38,9 26% 1,1

Tyrosine kinase Fps/Fes (AAN33122) 804-1.214 317 43% 2e-84

Fer (AAB18988)
811-1.216 318 42% 6e-85

91-346 43.9 21% 0,034

Felis catus Protein-tyrosine kinase fes/fps 
(TVCTFF) 811-1.215 316 43% 3e-84

Homo sapiens

Proto-oncogene tyrosine-protein 
kinase Fes/Fps C-Fes (P07332) 811-1.215 315 43% 8e-84

Fer (fps/fes related) tyrosine kinase 
(NP_005237)

811-1.216 316 42% 3e-84

91-346 39.7 19% 0,65

Gallus gallus c-fps proto oncogene (CAA26155) 810-1.214 314 41% 1e-83

Ephydatia 
fluviatilis Protein tyrosine kinase (BAA817213)

819-1.215 313 (41%) 2e-83

186-347 38,1 20% 1,9

Sycon raphanus Tyrosine kinase (CAA76605)
814-1.214 306 41% 4e-81

94-452 40,4 21% 0,38

Drosophila 
pseudoobscura GA21383-PA  (EAL26982)

790-1.214 364 46% 1e-98

193-423 45,8 21% 0,009

Anopheles gambie ENSANGP00000020257 
(XP_313423)

819-1.214 362  48% 4e-98

205-379 38.5 20% 1,4

Xenopus laevis MGC80946 protein (AAH73445) 788-1.208 311 42% 9e-83
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(Src-homology-2) (IPR000980,  gnl|CDD|16538)  e  uma  de  domínio  catalítico  Proteína 

Tirosina Quinase (IPR001245, gnl|CDD|5392). No entanto, nenhum domínio FCH (Fes/CIP4 

homology  domain),  usualmente  encontrado  na  família  Fes/Fps/Fer,  foi  identificado  em 

SmFes. Os domínios encontrados se relacionam às regiões de maior homologia da seqüência 

protéica de SmFes. (Figura 7 e 9)

V.1.3.1 Subdomínios do Domínio PK

Onze subdomínios característicos do domínio catalítico PK, relatado por Hanks (1988), 

foram encontrados em SmFes em posição regular quando comparado pelo alinhamento de 

seqüências  da  família  Fes/Fps/Fer  de  outros  organismos  (Figura  7  e  10).  Esses  onze 

subdomínios  principais  evidentes  estão  separados  por  regiões  de  baixa  conservação.  Os 

subdomínios  VI  e  VIII  encontrados  em SmFes  são  característicos  de  Proteínas  Tirosinas 

Quinase, confirmando a anotação funcional de SmFes.

V.1.3.2 Sítio de autofosforilação em resíduo de tirosina

No alinhamento múltiplo do domínio catalítico de SmFes e de proteínas ortólogas de 

outros  organismos  foi  observado  que  o  sítio  de  autofosforilação  no  resíduo  de  tirosina 

relacionado ao aa 713 proposto para c-Fes humana permanece presente para todas as proteínas 

relatadas, com exceção de  C. elegans  (Figura 10). Este resíduo foi encontrado na posição 

1.113 da proteína de SmFes (Figura 7). Outro sítio de autofosforilação em resíduo de tirosina 

relacionado ao aa 811 proposto para c-Fes humana não foi observado em SmFes e também na 

maioria das proteínas alinhadas, estando presente apenas em dFer de D. melanogaster, Fes de 

F. catus e PTK de S. raphanus (Figura 10).

V.2  ANÁLISE FILOGENÉTICA DE SmFES

Uma reconstrução filogenética foi realizada para confirmar a proximidade de SmFes 

às  proteínas  da  família  Fes/Fps/Fer.  A  análise  filogenética  foi  realizada  baseando-se  na 

seqüência de aminoácido dos domínios SH2-PK ou na seqüência completa de aminoácidos. O 

dendograma resultante das seqüências de aminoácidos dos domínios SH2-PK indicou uma 

relação evolutiva mais próxima aos organismos invertebrados  C. elegans, D. melanogaster,  

E. fluvialis e S. raphanus.com valor de bootstrap significativo (Figura 11 B). O dendograma 

resultante das seqüências de aminoácidos completas indicou uma relação evolutiva com as 

seqüências Fes-like dos organismos invertebrados D. melanogaster; E. fluvialis e S. raphanus 

com valor de bootstrap significativo (Figura 11 A). Ambos dendogramas indicaram resultado 

similar,  com  exceção  de  CeFerFk1,  Fer  de  C.  elegans,  que  foi  agrupada  no  ramo  das 

seqüências de invertebrados na árvore dos domínios SH2-PK, enquanto que na árvore com as 
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Figura 9: Esquema representativo dos domínios de SmFes e sua localização na seqüência 
primária  de  aminoácidos.  Análises  dos  domínios  da  seqüência  de aminoácidos  de  SmFes 
foram realizadas pelo programa RPS-BLAST e Coils 2.1. No eixo X estão representadas as 
posições  dos  aminoácidos  da  seqüência  primária  de  SmFes.  As  caixas  representam  as 
localizações dos domínios SH2 e catalítico PK. No eixo Y está representada a chance da 
seqüência ter a  conformação  coiled-coil.  Os picos do gráfico representam as regiões com 
maior probabilidade de adquirir  a conformação  coiled-coil,  observando-se  três  picos mais 
prováveis entre os aminoácidos 100 e 500, indicados por um asterisco.

*

*
*
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Figura 10: Alinhamento múltiplo do domínio catalítico de SmFes e de proteínas ortólogas de 
outros organismos. As seqüências usadas e o respectivo número de acesso no banco de dados 
foram: 1- Fes like de Schistosoma mansoni, (AAP68901); 2- FBS de Fujinami sarcoma vírus 
(NP_955606); 3- Fert2 proteína de Mus musculus, (AAH58100); 4- Fps/Fes de Mus musculus  
(AAN33122);  5-  PTK  de  Ephydatia  fluvialis (BAA81721);  6-  Fer  de  Canis  famíliaris 
(AAF00543); 7- Fer de Homo sapiens (NP_005237); 8- Fer de Mus musculus (AAB18988); 
9-  c-FES  de  Homo  sapiens (P07332);  10-  Fps85D(dFer)  de  Drosophila  melanogaster 
(P18106); 11- Fer-frk-1 de Caenorhabditis elegans (NP_501818); 12- Fes/Fps de Felis catus 
(TVCTFF); 13- PTK de  Sycon raphanus (CAA76605). Os subdomínios conservados estão 
indicados no topo do alinhamento em caixas vermelhas. Em cada subdomínio encontram-se 
os aminoácidos mais conservados:  SD-I GxGxxGxV; SDII AxK; SDIII E ; SDIV I; SDV 
MEYV;  SDVIA  GxxYL6xH;  SDVIB  DLAARNC;  SDVII  IxDFG;  SDVIII  PxxWxAPE; 
SDIX  DxWSxGV;  SDX;  SDXI  M11xR.  As  setas  vermelhas  indicam  sítios  de 
autofosforilação em resíduo de tirosina determinados  em c-Fes de  Homo sapiens (P07332). 
Os aminoácidos em preto são idênticos na maioria das seqüências e os aminoácidos em cinza 
são similares (polaridade, hidropaticidade). Para alinhamento das seqüências completas ver 
anexo 3.

TPISRP---DWELDNRDVQLLQKIGQGNFGDVYRGVY---NGCEVAVKTCRVDMTASDLRRKFLQGETTALNFNHPNIVK
RAVLKD--K-WVLNHEDVLLGERIGRGNFGEVFSGRL-RADNTPVAVKSCRETLPP-ELKAKFLQEARILKQCNHPNIVR
NPIPKD--KKWVLNHEDVSLGELLGKGNFGEVYKGTL-K-DKTPVAIKTCKEDLPQ-ELKIKFLQEAKILKQYDHPNIVK
RAVPKD--K-WVLKHEDLVLGEQIGRGNFGEVFSGRL-RADNTPVAVKSCRETLPP-DLKAKFLQEARILKQYNHPNIVR
RPILREDDK-WALKHEDIKMGRKLGKGAFGDVWEAAL-K-GQGKVAVKTCRSTDVP-D-REKFLQEAEILKQYDHPNIVK
NPIPKD--KKWVLNHEDVTLGELLGKGNFGEVYKGIL-K-DKTAVAVKTCKEDLPQ-ELKIKFLQEAKILKQYDHPNIVK
NPIPKD--KKWILSHEDVILGELLGKGNFGEVYKGTL-K-DKTSVAVKTCKEDLPQ-ELKIKFLQEAKILKQYDHPNIVK
NPIPKD--KKWVLNHEDVSLGELLGKGNFGEVYKGTL-K-DKTPVAIKTCKEDLPQ-ELKIKFLQEAKILKQYDHPNIVK
RAVPKD--K-WVLNHEDLVLGEQIGRGNFGEVFSGRL-RADNTLVAVKSCRETLPP-DLKAKFLQEARILKQYSHPNIVR
RPVCRE--R-WELSNDDVVLLERIGRGNFGDVYKAKL-KSTKLDVAVKTCRMTLPD-EQKRKFLQEGRILKQYDHPNIVK
RPMERS--P-WLINHDSIVANKKLGEGAFGDVFIAELDQGGKQEVAVKTMRAEATR-EARLRFMKEARLMRKYQHKHVVK
RAVPKD--K-WVLNHEDLVLGEQIGRGNFGEVFSGRL-RADNTLVAVKSCRETLPP-DIKAKFLQEAKILKQYSHPNIVR
QPVKKPDLREYNISHDNILIGEKIGKGNFGDVFKGYL-KTHNMEVAVKSCRSEDFP-D-KQKFLQEAEILKQYRHPNIVE
--AP----------------------------------------------------------------------------

LVGIAVQSYPIMIVMEYVPGGSLLNHLR-KSKNALPVMKLLQMSLDAANGMMYLEARNCIHRDLAARNCLISDDGQLKIA
LIGVCTQKQPIYIVMELVQGGDFLSFLR-SKGPRLKMKKLIKMMENAAAGMEYLESKHCIHRDLAARNCLVTEKNTLKIS
LIGVCTQRQPVYIIMELVPGGDFLTFLR-KRKDELKLKQLVRFSLDVAAGMLYLESKNCIHRDLAARNCLVGENNTLKIS
LIGVCTQKQPIYIVMELVQGGDFLTFLR-TEGARLRVKTLLQMVGDAAAGMEYLESKCCIHRDLAARNCLVTEKNVLKIS
LIGVSWDTEPVLIVMELMPGGSLLDYLR-KKAAQMTKGKLLHMSIDACGGMEYLESKNCIHRDLAARNCLVGENDIVKIS
LIGVCTQRQPIYIIMELVPGGDFLSFLR-KKKDEIKLKQLVKFSLDAASGMSYLESKNCIHRDLAARNCLVGENNVLKIS
LIGVCTQRQPVYIIMELVSGGDFLTFLR-RKKDELKLKQLVKFSLDAAAGMLYLESKNCIHRDLAARNCLVGENNVLKIS
LIGVCTQRQPVYIIMELVPGGDFLTFLR-KRKDELKLKQLVRFSLDVAAGMLYLESKNCIHRDLAARNCLVGENNTLKIS
LIGVCTQKQPIYIVMELVQGGDFLTFLR-TEGARLRVKTLLQMVGDAAAGMEYLESKCCIHRDLAARNCLVTEKNVLKIS
LIGICVQKQPIMIVMELVLGGSLLTYLR-KNSNGLTTRQQMGMCRDAAAGMRYLESKNCIHRDLAARNCLVDLEHSVKIS
LIGVAIHEHPLMIVMEYCPNGSLLSHLK---KNKVSLIEKLRFTTEAADGIAYLERSKCIHRDIAARNCLLSAKNELKIS
LIGVCTQKQPIYIVMELVQGGDFLTFLR-TEGARLRMKTLLQMVGDAAAGMEYLESKCCIHRDLAARNCLVTEKNVLKIS
LIGVCAEKEPLYIIMELMAGGNFLSFLRGPEGKRLKVNNLTEMCVEAAAGMVFLEQRNCIHRDLAARNCLVGDNNVLKIS
-----------------------------------------------------------------------SSPSLLRCS

DFGMSREE--HIYELSDKRGQIPIKWTAPEALRTGRYTIKCDVWSYGVLLWEIFTFGDVPYRNWSNQQTRDMIES-GYRL
DFGMSRQEEDGVYASTGGMKQIPVKWTAPEALNYGWYSSESDVWSFGILLWEAFSLGAVPYANLSNQQTREAIEQ-GVRL
DFGMSRQEDGGVYSSS-GLKQIPIKWTAPEALNYGRYSSESDVWSFGILLWETFSLGVCPYPGMTNQQAREQVER-GYRM
DFGMSREEADGIYAASAGLRQVPVKWTAPEALNYGRYSSESDVWSFGILLWETFSLGASPYPNLTNQQTREFVEK-GHRL
DFGMSREEEGGMYTVQSGTRQIPIKWTAPEALNYGRYTSASDVWSFGVLLYEVFSGGSTPYPGMSNAETRTQVDS-GYRM
DFGMSRQEDGGVYSSS-GLKQIPIKWTAPEALNYGRYSSESDVWSFGILLWETFSLGVCPYPGMTNQQATEQVER-GYRI
DFGMSRQEDGGVYSSS-GLKQIPIKWTAPEALNYGRYSSESDVWSFGILLWETFSLGVCPYPGMTNQQAREQVER-GYRM
DFGMSRQEDGGVYSSS-GLKQIPIKWTAPEALNYGRYSSESDVWSFGILLWETFSLGVCPYPGMTNQQAREQVER-GYRM
DFGMSREEADGVYAASGGSRQVPVKWTAPEALNYGRYSSESDVWSFGILLWETFSLGASPYPNLSNQQTREFVEK-GGRL
DFGMSREEEE--YIVSDGMKQIPVKWTAPEALNFGKYTSLCDVWSYGILMWEIFSKGDTPYSGMTNSRARERIDT-GYRM
DFGMSDNKDE---IKDETLEKVPIKWLAPETMQEKVYTHKTDIWTFGVLVWEIYSDGAEPYPGLTKIQTRAKIVVNDYRM
DFGMSREEADGIYAASGGLRQVPVKWTAPEALNYGRYSSESDVWSFGILLWETFSLGASPYPNLSNQQTREFVEK-GGRL
DFGMSREEDDGIYTVSSGLKQIPIKWTSPEALNYGRYTTQSDVWSYGILLWETYTYGSGPYPGMNNRETRERIES-NYRM
SFQRCR---------------S------PSTSSCG-------------------TMGLS---------------------

PAPDLMPVWLRTLMN-HCWHDEPMNRPSFSKISNEIQIPNVNSFTPNLNRSIDNAQLKKSAIDNLSTTPLHLSVSVKDRR
EPPEQCPEDVYRLMQ-RCWEYDPHRRPSFGAVHQDLIAIRKRHR------------------------------------
SAPQNCPEEVFTIMM-KCWDYKPENRPKFNDLHKELTVIKKMIT------------------------------------
PCPELCPDAVFRLME-QCWAYEPGQRPSFSIICQELHSIRKRHR------------------------------------
PPPQGCPAEIHQIMQ-LCWAYDAEDRPKFGAVLESLKKLDGTVQ------------------------------------
SAPQHCPEDIFKIMM-KCWDYKPENRPKFSELQKELTVIKKKVTQ-----------------------------------
SAPQHCPEDISKIMM-KCWDYKPENRPKFSELQKELTIIKRKLT------------------------------------
SAPQNCPEEVFTIMM-KCWDYKPENRPKFNDLHKELTVIKKMIT------------------------------------
PCPELCPDAVFRLME-QCWAYEPGQRPSFSTIYQELQSIRKRHR------------------------------------
PTPKSTPEEMYRLML-QCWAADAESRPHFDEIYNVVDALILRLDNSH---------------------------------
KMPDGTHPTVADVVTGTCWQKNPEKRSTMDSIHKKLREFYESKK------------------------------------
PCPELCPDAVFRLME-QCWAYEPGQRPSFSAIYQELQSIRKRHR------------------------------------
PRPELCPHPVYKLML-SCWEYDPDKRPSFAEIYDKLYSFNHQ--------------------------------------
----------------------LGQR------------------------------------------------------

1-
2-
3-
4-
5-
6-
7-
8-
9-
10-
11-
12-
13-
14-
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7-
8-
9-
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14-

SDI SDII SDIII SDIV
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SDVII SDVIII SDIX SDX

SDXI
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A

B

Figura 11: Árvore filogenética sem raíz de SmFes construída com outras proteínas da família 
Fps/Fes/Fer. As duas primeiras letras correspondem ao organismo: Sm, Schistosoma mansoni; 
Hs,  Homo sapiens; Cf,  Canis familiaris; Mm,  Mus musculus; Ce,  Caenorhabditis elegans; 
Fsv,  Fujinami  sarcoma virus;  Ef,  Ephydatia  fluvialis;  Dm,  Drosophila  melanogaster;  Fc, 
Felis catus; Sr, Sycon raphanus; Rn, Rattus norvegicus. As letras subseqüentes correspondem 
à denominação recebida para cada ortólogo da família  Fes/Fps/Fer.  A -  Alinhamento das 
seqüências completas das proteínas. B - Alinhamento das regiões SH2 e PK. As árvores foram 
construídas  a  partir  de  seqüências  alinhadas  com  ClustalW,  utilizando-se  o  método  de 
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parcimônia com 1.000 replicações. A árvore e o valor de  bootstrap foram visualizados no 
programa TreeView.
seqüências completas foi agrupada no ramo das seqüências caracterizadas como da subfamília 

Fer (Figura 11).

V.3 ORGANIZAÇÃO GENÔMICA DE SMFES

A análise resultante do alinhamento do cDNA de SmFes às seqüências genômicas de 

S. mansoni depositadas nos bancos de dados dos Institutos Sanger e TIGR, indicou a presença 

de 17 introns. Os tamanhos dos exons variaram de 65 a 575 pb. Apenas 11 introns tiveram sua 

seqüência completa finalizada. Entre os introns que foram completamente seqüenciados, o 

tamanho variou  de  686 a  6.777 pb.  Os  elementos  doadores  e  aceptores  esperados  foram 

identificados em todos os introns (Anexo I e II). Quatro introns foram localizados no domínio 

PK e dois no domínio SH2 (Figura 12).

Um resultado similar  foi  obtido entre nossa montagem e a realizada pelo Instituto 

Sanger,  indicando a  mesma localização  e  número de introns.  Os  resultados  referentes  ao 

tamanho e a seqüência dos introns foram também, semelhantes, com exceção do intron I-17, 

que teve na nossa montagem tamanho de 686 pb, enquanto que, na montagem do Instituto 

Sanger teve tamanhos de 359 pb (contig 333748 c.006012707) (Anexo II) ou 566 pb (contig 

d000017208) (Anexo II). No alinhamento do Instituto Sanger, para o I-16, foram encontrados 

dois contigs distintos: um deles foi semelhante ao da nossa montagem com 1.290 pb (contig 

333748  c.004513974)  (Anexo  II)  e  outro  diferente,  com  2.010  pb  (contig  333748 

c.002729397) (ver Anexo II) (Quadro 7).

Os  introns  I-01,  I-06,  I-11,  I-12,  I-13,  I-14,  I-16  e  I-17  tiveram seus  tamanhos  e 

seqüências verificadas por amplificação e digestão do produto de PCR do DNA genômico 

(Figura 13 A e B).

A amplificação  do  intron I-01 foi  realizada  utilizando um par  de  iniciadores  localizados, 

respectivamente, nos exons E-01 e E-02, esperando-se uma banda de 1.822 pb. No gel de 

agarose, foi observada uma banda de peso molecular de acordo com o esperado (Figura 13 A). 

A amplificação do intron I-06 foi realizada utilizando um par de iniciadores localizados nos 

exons E-06 e E-07, esperando-se uma banda de 2.010 pb. No gel de agarose observou-se uma 

banda  de  peso  molecular  de  acordo  com  o  esperado  (Figura  13  A).  Para  comprovar  a 

especificidade  do  produto  especificado,  foi  realizada  a  digestão  desta  amplificação  com 

enzima de restrição  EcoR V  esperando-se obter, segundo os sítios da enzima na seqüência 

nucleotídica, bandas de 339 pb, 663 pb e 1.012 pb. As três bandas foram observadas no gel de 

agarose em seu tamanho esperado (Figura 13 B). A amplificação do intron I-11 foi realizada 
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utilizando um par de iniciadores localizados nos exons E-11 e E-12, esperando-se uma banda 

de 3.701 pb. No gel de agarose foi observada uma banda de peso molecular de acordo com o 
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Figura 12: Organização genômica do gene SmFes e localização dos iniciadores na seqüência. 
A-  Os  17  introns  (I-01  a  I-17)  estão  indicados  na  seqüência  de  cDNA de  3.780 pb.  As 
posições  dos introns na seqüência de cDNA estão indicadas pelo número abaixo de cada 
intron  correspondente.  Os  introns  I-01-03,  I-06  e  I-11  a  I-17  tiveram  suas  seqüências 
completas obtidas a partir do banco de dados do Instituto Sanger e TIGR e seus tamanhos 
estão  representados  em  parêntesis  abaixo  da  sua  posição.  Os  demais  introns  não  foram 
completamente  seqüenciados  e  montados.  Os  asteriscos  indicam  os  introns  que  foram 
experimentalmente  verificados  por  PCR.  Os  domínios  SH2  e  PK,  em  suas  respectivas 
posições,  estão  representados  por  caixas.  B-  A  linha  representa  a  posição  em  que  os 
iniciadores usados nesse trabalho encontram-se na seqüência de cDNA. Os iniciadores estão 
indicados por setas de modo que: setas apontadas para cima indicam os iniciadores forward e 
as setas apontadas para baixo, os iniciadores  reverse  (Quadro 4). Todos os elementos desta 
figura encontram-se em escala, representada pelas linhas verticais, indicada a cada 500 pb. 
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Quadro 7: Quadro comparativo do tamanho encontrado para os exons e introns na montagem 
realizada por nós e pela montagem do Instituto Sanger 

EXONS TAMANHO 
EM PB INTRONS TAMANHO EM PB

CPqRR*1 INSTITUTO SANGER
E-01 585

I-01 1.056 1.058
E-02 174

I-02 - 4.451
E-03 97

I-03 - 6.777
E-04 199

I-04 - -
E-05 108

I-05 - -
E-06 129

I-06 - 1.791
E-07 294

I-07 - -
E-08 331

I-08 - -
E-09 406

I-09 - -
E-10 110/119*2

I-10 - -
E-11 65

I-11 - 3.480
E-12 273

I-12 2.227 2.245
E-13 136

I-13 1.609 1.611
E-14 211

I-14 1.421 1.420
E-15 124

I-15 2.311 2.310
E-16 91

I-16 1.294 2.010/1.290
E-17 184

I-17 686 566/359
E-18 263

TOTAL 3.780/3.789*2 10,6 Kb 27,7 Kb
*1- a montagem do nosso grupo foi realizada através de alinhamento de seqüências genômicas, depositadas nos bancos de dados de  S. 
mansoni, através do programa GeneTool; *2- Os dois valores encontrados no Exon 9 correspondem as duas populações com ou sem os 9 pb 
inseridos.

65



Figura  13:  Análise  do  DNA genômico  para  comprovação  dos  introns  de  SmFes.  Gel  de 
agarose 0,8% corados por  brometo  de etídeo.  A- Amplificação dos  introns por  PCR (ver 
Quadro 2). B- Digestão com enzima de restrição dos introns amplificados em A (ver Quadro 
5). Abaixo de cada canaleta estão representados, em pb, os tamanhos das bandas esperadas.
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esperado (Figura 13 A). A amplificação do intron I-12 foi realizada utilizando um par de 

iniciadores localizados nos exons E-12 e E-13, esperando-se uma banda de 2.495 pb. No gel 

de agarose observou-se uma banda de peso molecular de acordo com o esperado (Figura 13 

A). Para comprovar a especificidade do produto especificado, foi realizada a digestão desta 

amplificação com enzima de restrição EcoR I esperando-se obter, segundo os sítios da enzima 

na seqüência nucleotídica, bandas de 954 pb e 1.541 pb. As duas bandas foram observadas no 

gel de agarose em seu tamanho esperado (Figura 13 B). A amplificação do intron I-13 e I-14 

foi realizada utilizando um par de iniciadores localizados nos exons E-13 e E-15, esperando-

se uma banda de 3.458 pb. No gel de agarose observou-se uma banda de peso molecular 

menor que o esperado (Figura 13 A). O produto desta amplificação foi digerida com enzima 

EcoR I esperando-se obter, segundo os sítios da enzima localizados na seqüência nucleotídica, 

bandas de 686 pb, 805 pb e 1.967 pb. A banda de tamanho 1.967, correspondente ao intron I-

13, foi observada no gel de agarose, enquanto que as demais bandas tiveram um tamanho 

menor ao esperado (Figura 13 B). A amplificação do intron I-16 e I-17 foi realizada utilizando 

um par de iniciadores localizados nos exons E-16 e E-18, esperando-se uma banda de 2.486 

pb,  segundo  a  nossa  montagem.  No  gel  de  agarose  foi  observado  uma  banda  de  peso 

molecular  de acordo com o esperado pela montagem do nosso grupo (Figura 13 A). Para 

comprovar a especificidade do produto especificado e a montagem do intron foi realizada 

digestão desta amplificação com enzima de restrição BamH I esperando-se obter, segundo os 

sítios da enzima na seqüência nucleotídica, bandas de 857 pb e 1.629 pb. As duas bandas 

foram observadas no gel de agarose em seu tamanho esperado (Figura 13 B). A amplificação 

do intron I-17 isoladamente foi realizada utilizando um par de iniciadores localizados nos 

exons E-17 e E-18, esperando-se uma banda de 1.126 pb, segundo a montagem realizada pelo 

nosso grupo (Figura 13 A). No gel de agarose foi observada uma banda de peso molecular de 

acordo com esperado, confirmando o resultado da nossa montagem e um valor aproximado 

para a montagem do I-16 do Instituto Sanger correspondente a 566 pb.
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V.4 SOUTHERN-BLOT

A hibridização da sonda TK4-PK1, complementar ao exon E-09, revelou apenas uma 

banda de aproximadamente 4,5 Kb no DNA genômico digerido com Hind III e uma banda de 

aproximadamente  1,6 Kb para  o  DNA genômico digerido com  EcoR I  (Figura  14 A).  A 

confirmação do tamanho exato correspondente a estas bandas não pôde ser realizada, uma vez 

que a seqüência nucleotídica do intron I-09 não foi concluída. Não existindo um sítio de corte 

para ambas as enzimas no exon E-09 é esperado a revelação de uma única banda para cada 

enzima,  o que é uma forte indicação que SmFes existe em cópia única no genoma de  S.  

mansoni (Figura 15).

A hibridização da sonda SmGOTK1-SmGOTK2, que hibridiza com os exons E-09, E-

10,  E-11 e  E-12,  revelou duas  bandas  de  aproximadamente  5,2 Kb e 4,5  Kb para  DNA 

genômico digerido com Hind III e três bandas de aproximadamente 1,6 Kb, 3,5 Kb e 5,0 Kb 

para o DNA genômico digerido com EcoR I (Figura 14 B). A confirmação do tamanho exato 

correspondente  a  estas  bandas  não  pode  ser  determinado,  uma  vez  que  as  seqüências 

nucleotídicas dos introns I-09 e I-10 não estão completas. As hibridizações dos exons E-11 e 

E-12 puderam ter seus pesos confirmados, uma vez que sítios para ambas as enzimas Hind III  

e EcoR I foram identificados na seqüência parcial do intron I-10 e na seqüência completa do 

intron I-11. A enzima EcoR I libera os exons E-11 e E-12, por não haver sítio para a enzima 

no intron I-11, com um fragmento de tamanho esperado de 5.164 pb (Figura 15). Para EcoR I, 

foi confirmada a presença da banda de 5,0 Kb, correspondente ao E-11 e E-12, e de mais duas 

bandas, correspondentes aos exons E-09 e E-10 (1,6 e 3,5 Kb) (Figura 14 B). A enzima Hind 

III libera o exon E-11 com um fragmento de tamanho de 280 pb e o E-12 com um fragmento 

de tamanho de 5.267 pb (Figura 15). Para Hind III, foi confirmada a presença da banda de 5,2 

Kb, correspondente ao E-12 (Figura 14 B). No entanto, a banda do fragmento de 280 pb, 

correspondente ao E-11,  não foi  observada.  Levando em consideração o fato de que esta 

banda apresenta um tamanho pequeno, a quantidade em que ela esta presente no gel pode ser 

insuficiente para sua detecção em Southern-blot não radioativo. Esperava-se encontrar outras 

duas bandas na digestão com Hind III, correspondentes aos exons E-09 e E-10, no entanto, 

uma única banda foi observada. A ausência da outra banda poderia ser explicada devido à 

sobreposição de fragmentos de tamanho similar digeridos no gel de agarose. 

A hibridização da sonda radioativa RP2rev-“E”, que hibridiza com os exons E-04, E-

05,  E-06 e  E-07,  revelou duas  banda de,  aproximadamente,  4,8  Kb e 3,5  Kb para  DNA 

genômico digerido com EcoR I e três banda de, aproximadamente, 8,0 Kb, 5,5 Kb e 3,0 Kb 

para o DNA genômico digerido com Hind III. Para a hibridização com a sonda radioativa era 

esperado encontrar, no máximo, 3 bandas para Hind III e EcoR I. Não se pôde determinar o 
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tamanho das bandas que hibridizam com os E5 e E6-E7, já que as seqüências encontram-se 

incompletas nos I-04, I-05 e I-07. A hibridização do exon E-04 teve seu peso confirmado, 

uma vez que sítios para ambas as enzimas Hind III e EcoR I foram identificados na seqüência 

do  intron  I-03  e  I-04,  prevendo  para  DNA  genômico  digerido  com  Hind  III  banda 

correspondente a 3.151 pb e para EcoR I banda correspondente a 4.792 pb (Figura 16).

Ambos os Southern-blot radioativo e não radioativo indicaram que SmFes é um gene 

de cópia única.
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Figura 14:  Southern-blot do gene SmFes.  Nos painéis A e B o controle positivo é indicado 
pelo plasmídio,  cujo inserto contém o cDNA completo de SmFes,  digerido com  Hind III  
apresentando uma banda esperada de 7,8 Kb. A- Imagem correspondente à hibridização com a 
sonda TK4-PK1. O DNA genômico digerido com Hind III revelou uma banda de 4,5 Kb. A 
digestão com EcoR I revelou uma banda de 1,6 Kb. Os fragmentos revelados estão indicados 
por setas. B- Imagem correspondente à hibridização com a sonda SmGOTK1-SmGOTK2. O 
DNA genômico digerido com Hind III  revelou.duas bandas de, aproximadamente, 5,2 Kb e 
4,5 Kb. A digestão com EcoR I revelou três bandas de, aproximadamente, 1,6 Kb, 3,5 Kb e 
5,0 Kb 
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Figura 15: Esquema representativo de Southern-blot não radioativo. A linha preta corresponde 
à seqüência genômica parcial de SmFes com os introns (linha mais fina) e exons (linha mais 
larga) representados por I e E, respectivamente. As seqüências dos introns que se encontram 
incompletas estão indicadas por barras paralelas. As linhas verdes correspondem às sondas 
utilizadas na hibridização, que contêm somente os exons, pois foram produzidas a partir de 
cDNA. As setas correspondem aos sítios de enzimas de restrição encontrados na seqüência 
genômica, em vermelho sítios para Hind III e em azul para EcoR I. H1-H4 correspondem aos 
fragmentos  esperados para a  digestão com  Hind III.  Ec1-3 correspondem aos fragmentos 
esperados pra a digestão com EcoR I.
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Figura 16:  Southern-blot radioativo do gene SmFes e esquema representativo. A- Imagem 
correspondente à hibridização com a sonda P2rev-“E”. O DNA genômico digerido com EcoR 
I revelou duas banda de, aproximadamente, 4,8 Kb e 3,5 Kb. A digestão com Hind III revelou 
três banda de, aproximadamente, 8,0 Kb, 5,5 Kb e 3,0 Kb. Os fragmentos revelados estão 
indicados por setas. B- Esquema representativo de  Southern-blot radioativo.  A linha preta 
corresponde a seqüência genômica de SmFes com os introns (linha mais fina) e exons (linha 
mais  larga)  representados  por  I  e  E,  respectivamente.  As  seqüências  dos  introns  que  se 
encontram incompletas estão indicadas por barras paralelas. As linhas verdes correspondem à 
sonda utilizada na hibridização, que contêm somente os exons, pois foram produzidas a partir 
de cDNA. As setas correspondem aos sítios de enzimas de restrição encontrados na seqüência 
genômica, em vermelho sítios para Hind III e em azul para EcoR I. H1-H3 correspondem aos 
fragmentos  esperados para a  digestão com  Hind III.  Ec1-3 correspondem aos fragmentos 
esperados pra a digestão com EcoR I.
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V.5 PADRÃO DE EXPRESSÃO DA PROTEÍNA SmFES

O perfil de expressão de SmFes foi verificado em diversas fases de desenvolvimento 

do  parasito  pelo  método  de  western-blot com  anticorpo  produzido  a  partir  de  peptídeo 

sintético.  SmFes  apresentou  maior  expressão  em  cercárias,  no  entanto,  miracídios, 

esporocistos e vermes adultos também apresentaram algum nível de expressão da proteína. 

Uma banda com peso molecular de 143 kDa foi observada, de acordo com o esperado (Figura 

17).

V.6 PADRÃO DE TRANSCRIÇÃO DO RNA DE SmFES

V.6.1 PCR em Tempo Real

A quantificação  relativa  de  SmFes  por  PCR em tempo real  indicou  um perfil  de 

transcrição distinto para as diferentes fases de desenvolvimento do parasito. Pelo método de 2 
-∆∆Ct, foram encontrados valores correspondentes a uma transcrição de 69% em miracídio, 37% 

em verme fêmea, 65% em esporocisto e 27% em cercária quando comparado a verme adulto 

macho (Figura 18).  O método de análise dos  resultados  utilizado normaliza  a  quantidade 

relativa de RNA entre as amostras através da equação 2 -∆∆Ct. Os valores Ct correspondem ao 

número  de  ciclos  que  cada  amostra  leva  para  atingir  um determinado  número  de  cópias 

amplificadas, os valores de ∆Ct correspondem ao Ct de cada amostra menos o Ct do controle 

interno (tubulina) e os valores de ∆∆Ct correspondem ao ∆Ct encontrado para cada amostra 

menos o ∆Ct encontrado para a amostra usada como normalizador (verme adulto macho). 

V.6.2 Northern-blot

A hibridização da sonda radioativa RP2rev-“E” à membrana contendo 20  µg de cada 

fase de desenvolvimento do parasito indicou a presença de transcritos em vermes machos e 

esquistossômulos,  pela  presença  de  banda  de  tamanho  esperado  para  o  RNA de  SmFes, 

correspondente  a  5  Kb.  No  entanto,  não  se  pode  fazer  uma  análise  quantitativa  deste 

Northern-blot, uma vez que não foi também utilizada uma sonda correspondente a um gene 

constitutivo de S. mansoni (Figura 19).
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Figura  17:  Western-blot de  SmFes  realizado com soro  de  coelho  anti-SmFes na  diluição 
1:1.000 de diferentes estágios de desenvolvimento do parasito de  S. mansoni, verme adulto 
casal (AW.), cercária (Cer.), miracídio (Mir.) e esporocisto (Spo.); C- representa o western-
blot realizado com soro pré-imune em cercárias. 
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Mir.
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Figura 18: Gráfico representativo do perfil de transcrição de SmFes no diferentes estágios de 
S. mansoni por PCR em tempo real. O gráfico indica a quantidade relativa de transcritos de 
SmFes entre verme macho (Mal.), verme fêmea (Fem.), miracídio (Mir.), esporocisto (Spo.) e 
cercária (Cer.). O cálculo foi baseado no 2-∆∆Ct de verme macho.
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Figura 19: Northern-blot do gene SmFes. 20 µg de RNA de cada fase de desenvolvimento de 
S.  mansoni, verme  adulto  casal  (AW.),  verme adulto  fêmea (Fem.),  verme adulto  macho 
(Mal.), cercária (Cer.), ovo (Egg), miracídio (Mir.), esquistossômulo (Sch.), foram corridos 
em gel de agarose desnaturante e transferidos por capilaridade para membrana de nylon. A 
hibridização foi realizada por sonda de DNA, amplificada a partir do par de iniciadores P2rev 
e “E”, marcada por 32P-dCTP. Banda de tamanho correspondente ao do RNA de SmFes foram 
observadas em verme macho e esquistossômulo e estão indicadas por setas.
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V.7 POLIMORFISMO EM SMFES

V.7.1 Inserção de 9 pb no cDNA de SmFes

A análise de clones parciais de cDNA apontou para a possibilidade de ocorrerem duas 

populações de RNA, contendo ou não 9 pb inseridos na posição 2.433 do cDNA, codificando 

para os aminoácidos V-S-E (valina-serina-glutamato) após o aminoácido 811 e localizado a 5’ 

da região codificante para o domínio SH2 (Figura 20 A). A comparação da seqüência de 

cDNA com seqüências genômicas da região correspondente indicaram a existência de um 

sítio de edição alternativa na região 5’ do intron I-10, o que poderia resultar em um evento de 

edição alternativa (Figura 20 B). A verificação da existência destas duas populações ocorreu 

pela amplificação e digestão do cDNA com a enzima de restrição Sfc I que corta exatamente 

no sítio de polimorfismo (Figura 20 B). Três diferentes amplificações da região do inserto 

foram  realizadas  com  cDNA  de  vermes  adulto.  Todos  os  fragmentos  foram  digeridos 

parcialmente,  indicando  a  presença  das  duas  populações  de  cDNA.  A  soma  dos  pesos 

moleculares dos fragmentos gerados por  Sfc I  corresponde ao peso molecular do fragmento 

amplificado de cDNA não digerido (Figura 20 C). A mesma observação foi feita para cDNAs 

de grupos de macho, fêmea e cercária indicando a presença das duas populações em diferentes 

estágios de desenvolvimento do parasito. A amplificação de verme individual mostrou que 

estas duas populações de cDNA podem coexistir em um mesmo organismo. (Figura 21)

V.7.2 Inserção de 15 pb no DNA genômico contendo o gene SmFes

A comparação entre seqüências de DNA genômico depositadas no banco de dados de 

S. mansoni e seqüências de cDNA indicou a possibilidade de existir um polimorfismo entre as 

bases  CACCAG  na  posição  2.041  da  seqüência  do  cDNA  de  SmFes  ou 

CAACAACTACAACATCAGCAA  na  seqüência  genômica  correspondente  ao  exon  E-09 

(Figura  22).  Esse  polimorfismo  poderia  levar  a  uma  troca  de  aa  entre  HQ  (histidina-

glutamina)  por  QQLQHQQ  (2Xglutamina-leucina-glutamina-histidina-2Xglutamina), 

correspondendo a um acréscimo de 5 aa. A presença destes 5 aa correspondem a um inserto 

de  15  pb  no  DNA  genômico  em  relação  ao  cDNA.  Uma  primeira  análise  foi  realizada 

comparando-se 11 clones de cDNA com 3 seqüências de DNA genômico depositadas nos 

bancos  de  dados  dos  Institutos  Sanger  e  TIGR  (shisto5723h04.q1k,  shisto3533e02.p1k, 

SNABH02TF) e com a seqüência do plasmídeo contendo a seqüência codificante completa de 

SmFes. Os 15 pb estavam presentes em todas as seqüências genômicas depositadas e ausentes 

nas  demais.  Uma  amplificação  desta  região  do  DNA  genômico  de  S.  mansoni com  os 
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iniciadores TK4 e “4” gerou bandas de 172 pb e 187 pb, que correspondem ao tamanho do 

fragmento com ou sem os 15 pb (Figura 23 B, canaleta 9). O sequenciamento dos fragmentos 

de DNA genômico amplificados com os iniciadores descritos acima identificou a existência 

das duas populações (Figura 22).

V.7.3 Polimorfismos do tipo SNPs no gene SmFes

A  análise  de  clones  parciais  do  cDNA  indicou  a  possibilidade  de  existirem 

polimorfismos de base única (SNPs), presentes nas bases: 1.698 (A-T), 2.055 (T-C), 2.293 

(G-A), 2.596 (T-C) e 2.994 (A-G) do cDNA.

A análise dos clones de seqüências genômicas depositadas nos bancos de dados de S. 

mansoni indicou a presença de polimorfismos na região transcrita das sequências, podendo ou 

não resultar em mudanças de aminoácido (Quadro 8). 

V.8 IDENTIFICAÇÃO DE ORTÓLOGOS DE SMFES EM DIVERSAS 

ESPÉCIES DO GÊNERO SCHISTOSOMA

A amplificação de DNA genômico de diversas espécies de Schistosoma  foi realizada 

utilizando pares de iniciadores desenhados para SmFes. Em todas as espécies, foi possível 

identificar a presença da banda com o tamanho esperado para cada par de iniciador, indicando 

que genes ortólogos a SmFes podem estar presentes nas diversas espécies de  Schistosoma 

(Figura 23). A presença de duas bandas na amplificação com o par de iniciadores TK4 e “4” 

está correlacionada à presença do polimorfismo de 15 pb encontrado nesta região. 

V.9  VIA DE SINALIZAÇÃO

V.9.1 Proteínas de sinalização que participam da via de sinalização de 

SmFes

Possíveis  proteínas  ortólogas às que Greer  (2002) aponta  na via de sinalização de 

Fes/Fps/Fer  foram identificadas.  A busca foi  realizada  a  partir  de SmAEs com anotações 

feitas pelo ONSA  e ESTs com anotações feitas pelo geneDB  de S. mansoni. As ESTs de S.  

mansoni depositadas  pela  rede  ONSA e no GeneDB foram automaticamente  anotadas.  A 

correta classificação destas proteínas não foi verificada e comprovada, de modo que existem, 

desta maneira, possibilidades de existirem anotações incorretas. Algumas proteínas relatadas 

por Greer (2002) não foram encontradas nos bancos de dados. Apesar disso, estas proteínas 

podem estar presentes em S. mansoni, pois 
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Figura 20:  Edição  Alternativa de  SmFes.  A-  Seqüência  de 8 clones  de cDNA de  SmFes 
indicando a inserção dos 9 pb na posição 2.433. B- Seqüência genômica da região onde ocorre 
o inserto de 9 pb. O inserto está representado em negrito. Os exons E-09, E-10 e E-11 estão 
representados  em letras  maiúsculas.  Os  introns  I-10 e  I-11 estão  representados  por  letras 
minúsculas, sendo que as barras paralelas substituem a parte dos introns não representada. Os 
sítios doadores da edição alternativa estão indicados dentro de caixas.  O sítio de corte da 
enzima  Sfc I  está sublinhado. C- Digestão de produtos de PCR obtidos de cDNA de verme 
adulto. As bandas visualizadas nas canaletas 1-2, 3-4 e 5-6 foram obtidas, respectivamente, da 
amplificação  com  os  pares  de  iniciadores  SmGOTK1-SmGOTK2,  SmGOTK1-TK7  e 
SmGOTK1-TK6. Os cDNAs das canaletas 2, 4 e 6 foram digeridos com Sfc I. Os tamanhos 
dos cDNAs não digeridos são de 428 pb (canaleta 1), 547 pb (canaleta 3) e 423 pb (canaleta 
5). Após a digestão, os fragmentos gerados foram de 159 e 269 pb (canaleta 2), 278 e 269 
(canaleta  4),  154  e  269  pb  (canaleta  6),  indicados  pela  caixa.  Os  números  à  esquerda 
correspondem aos pesos moleculares correspondentes no gel. 

                  2420      2430      2440      2450      2460
           ----------------------------------------------------
           AATTTTAACATGTTTTCCTATA---------TGTGATATGGATATCAATAAG
CLONE1     AATTTTAACATGTTTTCCTATA---------TGTGATATGGATATCAATAAG
CLONE2     AATTTTAACATGTTTTCCTATAGTGAGT
CLONE3     AATTTTAACATGTTTTCCTATAGTGAGTGAGTGTGATATGGATATCAATAAG
CLONE4     AATTTTAACATGTTTTCCTATA---------TGTGATATGGATATCAATAAG
CLONE5     AATTTTAACATGTTTTCCTATA---------TGTGATATGGATATCAATAAG
CLONE6     AATTTTAACATGTTTTCCTATAGTGAGTGAGTGTGATATGGATATCAATAAG
CLONE7     AATTTTAACATGTTTTCCTATA---------TGTGATATGGATATCAATAAG
CLONE8     AATTTTAACATGTTTTCCTATAGTGAGTGAGTGTGATATGGATATCAATAAG

A

430 

 160

C
 1   2    3   4    5   6  

550 

270

550pb
430pb

270pb
160pb

CCTTTACATAATCCAACTGTCAATGGACTAAAACAGCAAAACC
ATTTAG//attctcttcttttatcagGTATGGATACTCCATTT
TATCATCAAAATAGAAAATTCAATCATCAAAATCATATTCAAT
CTAATCGAGAATCTCAAGATTCAACATCAATTTTAACTAGTTT
TCCTATAGTGAGTGAGgttagtattattac//ctattttgtag
TGTGATATGGATATCAATAAGGAACCGTGGTTTCATGGTGTTT
TGCCTAGAGCAGAAGTGGAACGTCTTTTACAGAATCAAGGCGA
TTTCCTTGTTCGACAAAAAGTAAACGTTCCAGTGGTCGTGATA
CCATAGGTCATTGGAATGGAACTAATGGTGATTTAATCAATGG
TAATCATAATGAAACAATATTAAATAAAGATCATAATATGGAT

B
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Figura 21: Digestão de produtos de PCR da região contendo os 9pb inseridos no cDNA. A 
amplificação  foi  realizada  com o  par  de  iniciadores SmGOTK1-SmGOTK2 e  a  digestão 
conduzida com a enzima de restrição  Sfc I. 1- padrão de peso molecular  φX174HaeIII, 2- 
grupo de vermes adultos, 3- grupo de vermes machos, 4- grupo de vermes machos, 5- grupo 
de cercárias, 6-verme fêmea individual, 7- verme macho individual. Os tamanhos dos cDNAs 
não digeridos são de 428 pb, indicados na caixa inteira. Os fragmentos gerados pela digestão 
com  Sfc  I  são  de  159  e  269 pb,  indicados  na  caixa  pontilhada.  Os  números  à  esquerda 
correspondem aos pesos moleculares em pares de base esperados. 

281-271pb
310pb

234pb

234pb

603pb  1      2       3        4        5        6     7
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Figura 22: Inserção de 15 pb encontrados em clones de seqüências genômicas.  Os 15 pb 
encontram-se inseridos após a base 2.040 do cDNA, no exon E-09. 11 clones de cDNA foram 
analisados,  e  nenhum continha  a  inserção  de  15  pb.  3  clones  genômicos  depositados  no 
GeneBank foram analisados e todos continham a inserção de 15 pb. Porém, outros clones 
seqüenciados por nós (seq) apresentaram ou não a inserção de 15 pb. 

                                                      2.041                                   
                                 -----------------------I--------------------------------------
CONSENSO                         CTGATATGTCATCTAGTATAGAACAmCAr---------------CAACAACAACGTCCAGAA
PLASMIDEO de SMFES               CTGATATGTCATCTAGTATAGAACACCAG---------------CAACAACAACGTCCAGAA
cDNA (11 clones)                 CTGATATGTCATCTAGTATAGAACACCAG---------------CAACAACAACGTCCAGAA
GENÔMICO (3 clones, GenBank)     CTGATATGTCATCTAGTATAGAACAACAACTACAACATCAGCAACAACAACAACGTCCAGAA
GENÔMICO (seq)                   CTGATATGTCATCTAGTATAGAACAACAACTACAACATCAGCAACAACAACAACGTCCAGAA
GENÔMICO (seq)                   CTGATATGTCATCTAGTATAGAACACCAG---------------CAACAACAACGTCCAGAA
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Quadro  8: Possíveis  SNPs  encontrados  nas  seqüências  genômicas  quando comparadas  ao 
cDNA de SmFes. 

Exon
Número de 
Seqüências 
Analisadas

Localização na 
Seqüência de 

cDNA
Códon
cDNA

Códon 
Sequência genômica

Aminoácidos 
codificados no 

cDNA/seqüência 
genômica

% de 
Seqüências 

genômicas com 
o alelo variante

1 2 552 TTA TTG L/L 100
2 6 - - - - 0
3 3 - - - - 0

4 5 968 ATT AAT I/N 100
978 CAC CAA H/Q 100

5 3 - - - - 0
6 2 - - - - 0
7 6 - - - - 0

8 6 1817 ACT ATT T/I 100
1886 TTC TGC F/S 100

9 4

2043 CAC CAG H/Q 100
2046 CAG CAA Q/Q 100
2121 TTC TTT F/F 100
2145 TCT TCA S/S 100
2218 ATA TTA I/L 100
2230 GTA ATA V/I 100
2258 AGT AAT S/N 100
2293* GTC ATC V/I 100

10 6 - - - - 0
11 3 - - - - 0

12 26

2556 GGT GGG R/G 61
2570 GGT GCT R/A 61
2731 GAA TAA E/STOP 50
2763 TCT TCC S/S 18

13 15 2791 CAC CAT H/H 33
2831 TGT TTT C/F 26

14 40
2991 TCG TCA S/S 67
3075 GCA GCT A/A 70
3078 GTT GTG V/V 72

15 22 - - - - 0
16 21 - - - - 0

17 14

3360 CCT CCA P/P 64
3372 ACG ACA T/T 100
3408 ATT ATC I/I 28
3420 GTA GTT V/V 35
3468 GTA GTT V/V 42
3516 TCT TCA S/S 28

18 10 3558 TTG TTA L/L 60
* representa o SNP com correspondência não somente entre as seqüências genômicas como também entre os clones de cDNA.
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A

B

Figura 23: Amplificação do DNA genômico de diversas espécies do gênero Schistosoma com 
pares de iniciadores desenhados especificamente para SmFes. A- Amplificação das espécies 
com o  par  de iniciador  P2for  e  “B”,  nas  canaletas:  1-  S.  rodhaini,  2-  S.  mattheei,  3- S.  
margrebowiei,  4- S. mansoni,  5- S. japonicum, 6- S. intercalatum, 7- S. haematobium, 8- S.  
curassoni e 9- S. bovis; B- Amplificação das espécies com o par de iniciador TK4 e “4”, nas 
canaletas:  1-  S.  magrebowiei,  2-  S.  bovis,  3- S.  intercalatum,  4-  S.  haematobium,  5-  S.  
japonicum, 6- S. rodhaini, 7- S. curassoni, 8- S. matteei e 9- S. mansoni. 

      1           2            3            4             5            6             7            8             9         PM

110 pb

PM          1            2             3             4             5             6              7               8              9             PM
200pb

150pb

194pb
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as ESTs até então depositadas podem não ter sido anotadas ou mesmo seqüenciadas. Como 

grande parte das proteínas relatadas na via proposta por Greer (2002) foram descritas para 

Schistosoma, pode-se considerar esta como uma provável via de sinalização para a proteína 

SmFes (Figura 24 e 25) (Quadro 9).

Além da via proposta, Greer (2002) também relata, algumas possíveis parceiras diretas 

de Fes/Fps/Fer. As parceiras diretas estariam interagindo com os domínios PK, SH2 e coiled-

coil de SmFes. Dentre as proteínas propostas como parceiras de SmFes foram encontradas em 

S. mansoni:  cortactina, EGFR, PDGFR, PI3K, BCR,  β-catenin, PTPs assim como também 

outras PKs como SRC e JAK (Figura 24 e 25) (Quadro 9).

V.9.2 Clonagem e Expressão de Proteína para Ensaio de Pull-Down

A proteína recombinante contendo os domínios SH2 e SH2PK, com ou sem o inserto 

de 9 pb, foram clonadas em plasmídeo pGEX-4T3, que foram transformados em células BL21 

e expressas em fusão com à proteína GST. As proteínas de fusão expressas apresentaram o 

tamanho esperado  de  45  kDa  para  fragmento  SH2 e  76  kDa para  SH2PK.  As  proteínas 

recombinantes foram expressas em diluição de 1mM, 5mM e 10mM de IPTG. As seqüências 

dos clones foram verificadas por sequenciamento, confirmando que a proteína recombinante 

não apresenta nenhuma troca, deleção ou inserção de aminoácidos, mantendo, desta maneira, 

os mesmos aminoácidos presentes na proteína SmFes (Figura 26).
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Figure 24: Via de sinalização proposta por Greer (2002) para a proteína Fer (circulada em 
vermelho). A estimulação dos receptores PDGF leva à ativação de Fer, diretamente ou através 
de  uma Src.  A ativação  de  Fer  leva  à  fosforilação  da  cortactina  que  induz  mudança  no 
citoesqueleto e na regulação de integrinas e caderinas. A dissociação de Fer de n-caderina 
leva o direcionamento de Fer para o complexo FAK-p130Cas (FAK, p130Cas, Crk, Nck e 
tensina), em que Fer estaria diretamente relacionada com a ativação de uma PTP (proteína 
tirosina fosfatase). As ESTs encontradas nos bancos de dados de S. mansoni, classificadas por 
Gene Onthology e identificadas por similaridade com às correspondentes proteínas da via Fer 
estão indicadas por uma estrela. As estrelas vermelhas indicam possíveis parceiros diretos de 
Fer encontrados em S. mansoni. (adaptada de Greer 2002).

B

C

A
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Figura 25: Via de sinalização proposta por Greer (2002) para a proteína Fes/Fps (circulada em 
vermelho).  A  estimulação  dos  receptores  de  colágeno  e  de  FcεRI  leva  a  ativação  de 
Fes/Fps/Fer  podendo  fosforilar  alguns  substratos  como cortactina  que  induz  mudança  no 
citoesqueleto  e  na  regulação  da  integrina.  ESTs  encontradas  nos  bancos  de  dados  de  S.  
mansoni,  classificadas  por  Gene  Onthology e  identificadas  por  similaridade  com  as 
correspondentes  proteínas  da  via  Fes/Fps,  estão  indicadas  por  uma  estrela.  As  estrelas 
vermelhas  indicam  possíveis  parceiros  diretos  de  Fes/Fps  encontrados  em  S.  mansoni. 
(adaptada de Greer 2002).

A

B
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Quadro 9: Relação de proteínas descritas para a via de sinalização de Fes/Fps/Fer encontradas 
nos bancos de dados de Schistosoma mansoni. 
Proteínas da via de 

sinalização de 
Fps/Fes/Fer

SmAE (ONSA) ESTs e Phat (GeneDB) Referência

α-Actinin 600771-602245-602669-
604615-604882-604957-605249

Sm 03500-02819-14525
Phat 10029

β-Catenin 600257-607405 Sm 08216-02974-10658
α-Catenin 608838 Sm 13235

Phat01873
β-Integrin 602256-611319-713296 Sm 02377-01202-26282-08335

Phat 00026
α-Integrin 609598-612087-715651 Sm 02922-24983
Arp2/3 612401-707765 Phat 10032
BCR  (break  point 
cluster region)

Sm 16385

Btk  (Bruton’s  tyrosine 
kinase)

Phat 02986

Cas  (Crk-associated 
substrate)
Cdc42 606042-603521-602720 Sm  02565-20398-00523-06284-

21384-03100-28791-11782
Cortactin 703413-715747 Sm 00383
Crk 606883 Sm 12123
Csk  (carboxy-terminal 
Src kinase)

604447 Sm 08707

EGFR  (epidemal 
growth factor receptor)

603132-712966-609547-
718789-703390-708456

Sm  25436-05221-12212-19228-
02237-17026-27596-03864
Phat 05276

(Shoemaker  et  
al 1992)

FAK  (Focal  adhesion 
kinase)

6003559-601801-714481

FcεRI (high  affinity  IgE 
receptor)
FcγR  (high  affinity  IgG 
receptor)
Fps/Fes 714311 Sm 27185-24981

Phat 11720-11350-11782-09892
FybSLAP130
Fyn Sm 00996-11598
Gap (Gtpase activator) Múltiplas  SmAEs  (#43) 

GO:0005096
Sm  25638-07339-07094-01238-
04681-02358-20059-26569

GPVI  (Glycoprotein  VI) 
collagen receptor
Grb2  (Growth  factor 
receptor bound protein)

605828-608523 Sm 08751-01574-04606

IRS-1  (insulin  receptor 
substrate 1)
Jak (janus kinase) Sm 14275-14224
Lat
Lyn Sm 21063
n-cadherin Sm 20267-25451

Phat 12236
Nck 714096 Sm12060-23699

Phat 10035
p120ctn (catenin)
p120RasGap 604153-710788 Sm 25638-13712-07094
p130Cas
Paxillin
PDGF  (platelet-derived 
growh receptor)

- Sm16530-07195
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PI3K 
(phosphatidylinositol  3-
kinase)

Múltiplas  SmAEs  (#29)  GO: 
0016303

Sm27004-07904-09855-04768
Phat 07509

PLCγ (phospholipase  C 
γ)

PLC-  601600-609898-605065-
704186

Sm 23100

Profilin 712405 Sm 22625
PTP  (protein  tyrosine 
phosphatase)

GO: 0004725 GO: 0004725

PTP1B 604311 Sm 22625-06571
Rac 610098-612269-705063 Sm 01001-06722-19233

Phat 06280
SHC  (SH2 containing) Sm  13282-21895-02100-13052-

07213-04883-11851-06127-
04070-12123-04994-03003-
20506-23094-11322-05205-
03877-15263-08707-26098-
23051-08339-25863-19964-
07974-05518-27829-27370-
11598-11809-10341
Phat  10035-12132-02985-11399-
02985-11399-02690

Shp2  (SH2  contain 
protein  Tyrosine 
phosphatase)
SLAP
Slp76
Src* 604149 Sm 03422-13275-27829-04488

Phat12731-02012-12730
STAT  (signal  transducer 
and  activator  of 
transcription)

Sm 04313

STAT3
STAT5A
Syk
Talin 604429-604964-605118-

605741-610256-707152-
711066-711409

Sm  19942-34444-11470-02332-
25900
Phat 1371813720

Tensin 600012-600238-710464-715289
VASP (Homer) 714496
VAV 717146-718598-601993 Sm 05205-24424
Vinculin 702650-708493 Sm 21115-10823
WASP  (Wiscott-Aldrich 
Syndrome protein)

Sm 18502-28657

As proteínas descritas por Greer (2002) na via de sinalização proposta e os prováveis substratos de Fes/Fps/Fer estão relatados na primeira 
coluna. As prováveis proteínas de ligação direta com SmFes estão em negrito. O prefixo Phat indica a predição de genes em um contexto 
genômico e o prefixo Sm indica ESTs. As proteínas que já descritas na literatura estão indicadas pela referência bibliográfica.

89



Figura 26: Expressão de proteína de fusão de fragmentos de SmFes dos domínio SH2 (A- 
peso esperado 45 kDa) ou dos domínios SH2 e PK (B e C peso esperado 76 kDa), contendo 
(SH2-9 e SH2PK-9) ou não (SH2 e SH2PK) os 9 pb inseridos, clonados em pGEX-4T3 e 
expressos em células E. coli BL21. A expressão foi verificada em gel SDS-PAGE 12% e o gel 
corado com azul de Coomassie. O peso molecular (PM) é observado na primeira canaleta, em 
A e B. Os tamanhos em kDa estão indicados ao lado de cada gel. NI corresponde ao extrato 
bacteriano proveniente de reações em que não houve indução com IPTG (controle negativo). 
Nas demais canaletas estão relatadas as diferentes concentrações finais de IPTG 1, 5 e 10mM, 
usadas na indução dos extratos bacterianos. 

SH2/9
NI     1mM     5mM    10mM

SH2
NI      1mM    5mM    10mMPM

175 kDa

83 kDa

62 kDa

48 kDa

33 kDa

  NI        1mM       5mM      10mMPM
175 kDa

83 kDa

62 kDa

48 kDa

33 kDa

    SH2PK/9       SH2PK

  NI        1mM       5mM      10mM

83 kDa

62 kDa

48 kDa

33 kDa

45 kDa

76kDa 76 kDa

B

A

C
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VI.1 CLASSIFICAÇÃO ESTRUTURAL

SmFes  é  o  primeiro  gene  da  família  Fes/Fps/Fer  das  PTKs  (Proteínas  Tirosinas 

Quinase) identificado em  S. mansoni. Fps/Fes e Fer são os únicos membros conhecidos de 

uma subfamília distinta de proteínas não-receptoras/citoplasmática pertencentes à família de 

PTK . Fps/Fes (Fujinami sarcoma de galinha/sarcoma de felino) foi primeiramente isolada 

como oncogenes de tumor causado por retrovírus de aves  e felinos .  Fer foi  identificada 

durante a busca por homólogos celulares da proteína Fps/Fes, já que são estruturalmente e 

antigenicamente relacionadas . PTKs c-Fps/Fes e c-Fer (Fps/Fes e Fer celular) consistem em 

uma seqüência N-terminal longa constituída pelo domínio FCH (Fps/Fes/Fer/CIP4), seguida 

por  três  regiões  atribuídas  como  coiled-coils,  um  domínio  SH2  (Src-homology-2)  e  um 

domínio catalítico C-terminal .

Análises estruturais indicam que SmFes exibe características da família Fes/Fps/Fer 

por conter uma região com três coiled-coil, uma assinatura de domínio SH2 e uma de domínio 

catalítico proteína tirosina quinase C-terminal. No entanto, nenhuma assinatura de domínio 

FCH N-terminal foi identificada em SmFes.

O  domínio  catalítico  consiste  de  onze  subdomínios  separados  por  regiões  pouco 

conservadas.  Os  aminoácidos  conservados  do  subdomínio  são  importantes  na  função 

catalítica, tanto como componente direto do sítio de ativação como também indiretamente, 

contribuindo na formação do sítio da ativação em sua estrutura secundária. O consenso Asp-

Leu-Ala-Ala-Arg-Asn  do  subdomínio  VI  e  o  consenso  Pro-Ile/Val-Lys/Arg-Trp-Thr/Met-

Ala-Pro-Glu do subdomínio VIII são assinaturas de proteínas tirosinas quinase . O consenso 

de ambos subdomínios presentes em SmFes são consistentes com os observados nas PTKs. 

Todos os demais subdomínios foram observados em SmFes nas posições esperadas.  Estas 

observações sugerem que o domínio catalítico de SmFes mantém uma estrutura funcional 

deste domínio. Sítios de autofosforilação em resíduos de tirosina podem regular a atividade 

quinase do domínio e também recrutar proteínas com domínio SH2. Sítios de autofosforilação 

em resíduos de tirosina foram determinados no domínio catalítico de c-Fes humana (P07332) 

nas posições 713 e 811. Neste modelo, a autofosforilação do resíduo de tirosina 713 mostrou 

influenciar  a  atividade  quinase  da  proteína,  enquanto  o  resíduo  811  demonstrou  estar 

relacionado com o recrutamento de proteínas por SH2. A autofosforilação destes resíduos 

parece  ser  eventos  intermoleculares  supondo  um modelo  como  ocorre  para  os  RTKs  de 

fatores de crescimento e para as NRTKs associadas a receptores de citocina . No alinhamento 

múltiplo do domínio catalítico de SmFes e de proteínas ortólogas de outros organismos foi 

observado que o resíduo de tirosina correspondente ao aa 713 de c-Fes humana encontra-se 
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presente na posição 1.113 de SmFes, indicando que este resíduo mantém a atividade quinase 

da proteína na fosforilação do substrato de SmFes. Já o resíduo de tirosina relacionado ao aa 

811  de  c-Fes  humana  não  foi  observado  em  SmFes  e  nem  em  várias  outras  proteínas 

ortólogas, indicando que esse resíduo não desempenhe uma função essencial para a atividade 

quinase mas, como visto apenas recrutando proteínas. 

O domínio SH2 reconhece tirosinas fosforiladas e capacita as proteínas que o possui a 

se ligarem aos receptores proteínas tirosinas quinase ativados, assim como a outras proteínas 

sinalizadoras  intracelulares  que  são  fosforiladas  em  tirosinas  transitoriamente  .  O 

reconhecimento de sítios tirosina fosforilados pelo domínio SH2 é específico, sendo que esta 

especificidade é conferida pelos três resíduos C-terminais imediatamente após a fosfotirosina . 

A triagem de biblioteca de fosfopeptídeos, usando o domínio SH2 de Fes/Fps como matriz de 

afinidade,  identificou  proteínas  com  um  consenso  de  ligação  YEXV/I.  Esse  consenso 

encontra-se presente em muitas proteínas celulares como: FAK (quinase de adesão focal), 

Tec, Lyn, Abl (homólogo ao oncogene de leucemia viral Abelson), Hck (célula de linhagem 

hematopoiética), CD72, CD3ε, SHPTP-1 (proteína tirosina fosfatase 1 contendo o domínio 

SH-2), LAR-PTP (proteína tirosina fosfatase relatada de antígeno de leucócito), ezrin, BCR 

(break  point  cluster  region),  3BP2A e  adapitin-γ.  Embora  muitos  parceiros  prováveis  de 

ligação do domínio SH2 de Fes/Fps/Fer tenham sido propostos, existe muito pouca evidência 

bioquímica acerca destas supostas interações . Partindo do pressuposto que o domínio SH2 

reconhece  tirosina  fosforilada  e  sabendo  que  SmFes  apresenta  um  possível  sítio  de 

fosforilação em tirosina no aa 1.113 com os três aa C-terminais E-L-S (glutamato-leucina-

serina) espera-se que SmFes atue no recrutamento de proteínas que contenham o domínio 

SH2 que reconhece este consenso de ligação especificamente. 

As regiões de  coiled-coil parecem mediar a formação de oligômeros: homotrímeros 

em Fer e pentâmeros/oligômeros de ordem maior em Fps/Fes . O domínio coiled-coil pode ter 

outras funções além de formar oligômeros como: modular interação entre os domínios SH2 e 

catalítico,  ou  interagir  com outras  proteínas  que  contenham o  domínio  coiled-coil .  Um 

modelo  regulatório  foi  proposto  para  Fes/Fps,  em que  o  domínio  coiled-coil regularia  a 

conversão  entre  monômeros  inativos  e  oligômero  ativos.  .  Esta  regulação  envolveria 

interações intramoleculares mantendo Fes/Fps na forma inativa e relações intermoleculares 

homotípicas  permitindo  a  ativação  em oligômeros  por  transfosforilação  requerida  para  a 

atividade  quinase.  .  A  oligomerização  em  Fer  parece  não  ter  efeito  na  atividade  da 

autofosforilação,  indicando  que  há  uma  diferença  na  regulação  de  Fes/Fps  e  Fer  .  Foi 

demonstrado que o domínio  N-terminal  de Fer pode mediar  a ligação com a proteína de 

junção de aderência p120 catenina que também foi predita como sendo uma proteína com 
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domínio N-terminal coiled-coil pela oligomerização heterotípica entre elas . Visto que SmFes 

possui  três  regiões  coiled-coil N-terminal,  é  possível  que  SmFes  assuma  conformações 

oligoméricas intramoleculares, homotípicas ou heterotípicas.

O domínio FCH foi encontrado em proteínas que estão envolvidas na regulação do 

rearranjo  do  citoesqueleto,  do  transporte  vesicular,  da  endocitose  e  da  associação  de 

microfilamentos . Fes naturalmente assume uma conformação inativa in vivo em S. cerevisiae. 

Nesse modelo, a regulação da ativação requer os domínios  coiled-coil e SH2, já que clones 

possuindo apenas estes domínios demonstraram regular a atividade da quinase, mantendo-a 

inativa ou ativando-a . Esta observação sugere que a ausência do domínio FCH poderia não 

interferir  também na atividade catalítica  de SmFes.  Em  C. elegans,  42 dos 52 genes que 

codificam para NRTKs, foram classificados como pertencentes a subfamília Fer. No entanto, 

nenhuma  destas  NRTK  preditas  contém  o  domínio  FCH  ou  as  regiões  coiled-coil que 

caracterizam a família Fes/Fps/Fer. Não é evidente porque estas proteínas foram agrupadas na 

família Fes/Fps/Fer preferencialmente a outras PKs que possuem o domínio SH2 . Um estudo 

mais detalhado poderia redistribuir as NRTKs em diferentes famílias. Em camundongos, foi 

relatada a presença de variante de Fer, FerT, que não possui os domínios FCH e coiled-coil. 

Essa  variante  está  relacionada  a  espermatogênese,  localizando-se  especificamente  nos 

testículos  .  Assim  como  as  proteínas  de  camundongos  e  C.  elegans,  SmFes  foi 

preferencialmente agrupada à família Fes/Fps/Fer, mesmo na ausência do domínio FCH que 

as caracterizam. 

Um gene pertencente à família Fes/Fps/Fer também foi relatado em esponjas marinhas 

(Porífero), o organismo metazoário mais primitivo . Esta observação sugere que  fer sofreu 

uma mudança evolucionária  de um gene progenitor,  que codificava uma PTK contendo o 

domínio SH2, e que depois foi  adquirindo domínios  adicionais como os amino-terminais: 

coiled-coil e  depois  FCH   O  gene  progenitor  fes/fps pode  ser  resultado  da  subseqüente 

duplicação do gene fer, que pode ter evoluído para a formação de um gene parálogo tecido 

específico  que  é  visto  em mamíferos  .  Por  análise  comparativa  da  filogenia  gerada  para 

diferentes famílias de proteínas e genes foi mostrado que uma proteína têm taxas de evolução 

distintas e que uma mesma proteína pode-se evoluir mais rapidamente em alguns organismos 

que em outros . Uma suposta explicação para a presença de FCH em esponjas e a ausência em 

S. mansoni pode ser derivada da aquisição independente do domínio de FCH pelas esponjas 

em um momento distinto das demais Fes/Fps/Fer ou pela perda de FCH ao longo da evolução 

de S. mansoni atual. 

A reconstrução filogenética foi realizada para confirmar SmFes como um membro da 

família Fes/Fps/Fer e para propor uma distância evolutiva entre proteínas desta família de 
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diversos organismos. O resultado de ambas as análises filogenéticas, utilizando as seqüências 

completas ou somente os domínios SH2-PK, indicaram uma relação de SmFes com proteínas 

pertencentes a família Fes/Fps/Fer de organismos invertebrados, o que sugere que SmFes está 

próxima ao possível gene progenitor. A posição de C. elegans na árvore filogenética sugere 

que a  proteína possa  ter  apresentado uma maior  taxa  de evolução para  a  região que não 

representa  domínios,  porém  não  existem  informações  funcionais  sobre  a  molécula  que 

indiquem se houve uma diferenciação na via de sinalização em que atua.

VI.2 ESTRUTURA GENÔMICA

A presença de SmFes no genoma de S. mansoni foi confirmada através da análise de 

hibridização contra uma biblioteca de BAC arranjada em filtros, utilizando-se uma sonda do 

fragmento da porção codificadora do domínio SH2 de SmFes. Com o uso da sonda específica 

para  SmFes,  foram  selecionados  3  clones  positivos  de  BAC  (dados  não  descritos). 

Considerando que os BACs contidos no filtro inicial cobriam aproximadamente 7,9 vezes o 

genoma de  S.  mansoni  ,  concluiu-se  que  uma única  cópia  de  SmFes  estaria  presente  no 

genoma de  S. mansoni. A análise de  Southern-blot realizado com o DNA genômico de  S. 

mansoni confirmou que SmFes é um gene de cópia única em S. mansoni.

O banco de dados público de  S. mansoni gerado a partir do projeto genoma de  S.  

mansoni forneceu uma fonte de dados importante para estudos genômicos .  O número de 

introns encontrado em SmFes é similar ao número de introns já descrito para o gene humano 

pertencente a família Fes/Fps/Fer. O gene completo de Fes/Fps humano possui um locus de 

13 Kb, contendo 18 exons  .  Em contraste ao arranjo relativamente compacto descrito para 

Fes/Fps,  o  locus de  Fer  possui,  pelo  menos,  500  Kb  .  SmFes  apresenta  introns 

consideravelmente longos, o que também já foi relatado em outros genes de S. mansoni. Dos 

50 Kb do gene SER caracterizado, menos de 40% do transcrito maduro é codificado . O gene 

da protease aspártica de S. mansoni possui um locus de, aproximadamente, 13 Kb que inclui 

seis introns de tamanhos entre 30 e 5.025 pb . Outro gene que foi identificado e caracterizado 

pelo nosso grupo, SmPKC1, utilizando a mesma metodologia de identificação de introns de 

SmFes, possui um locus de 15,3 Kb, que inclui doze introns de tamanhos entre 32 e 3.234 pb 

(dados não publicados).  Até o momento não é possível  confirmar o tamanho do  locus de 

SmFes porque ainda faltam seqüências intrônicas a serem identificadas no projeto genoma; no 

entanto já se é esperado um locus maior do que o caracterizado para Fes/Fps. A seqüência 

conhecida do locus, atualmente, é de 30,8 Kb.

O alinhamento genômico realizado neste trabalho e os contigs formados pelo banco 

de dados do Instituto Sanger são idênticos na localização e número de introns presentes; no 
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entanto, a seqüência apresentada pelo Sanger para o intron I-17 foi menor que o relatado por 

nosso grupo. A comprovação do tamanho do intron por amplificação por PCR demonstrou 

que a montagem realizada pelo nosso grupo está correta. A montagem realizada pelo Instituto 

Sanger é realizada de uma forma ampla em que detalhes podem não ser percebidos, enquanto 

a  nossa  montagem  é  manualmente  analisada  podendo-se  corrigir  pequenas  imperfeições 

apesar de não terem sido considerados os valores de qualidade das bases. Devido ao grande 

tamanho e quantidade de seqüências repetitivas presente no genoma de  S. mansoni,  a  sua 

organização e o seu alinhamento tornam-se um processo complexo .

VI.3 POLIMORFISMOS

A  presença  da  inserção  de  9  pb  foi  observada  em  diferentes  clones  de  cDNA, 

sugerindo que fossem alelos distintos, genes distintos ou edição alternativa do transcrito. A 

análise da estrutura genômica permitiu a classificação da inserção como edição alternativa do 

tipo “exon  extension/truncation  at  5'  end”,  visto  que  a  existência  do  sítio  doador  GT 

alternativo  localizado  a  5’  do  intron  I-10  permite  que  existam duas  formas  possíveis  do 

transcrito.  O  gene  Ser,  uma  outra  PTK  de  S.  mansoni,  possui  três  transcritos  distintos 

provenientes de edição alternativa . A proteína SmHSF (heat-shock transcription factor of S.  

mansoni) possui isoformas provenientes de edição alternativa estágio específicas . Na família 

Fes/Fps/Fer  foram  identificadas  várias  proteínas  com  sua  forma  variante  proveniente  de 

edição alternativa. A proteína Fer de camundongo possui 94 kDa e é amplamente expressa em 

células somáticas, enquanto sua variante FerT de 51 kDa, não contendo o domínio FCH e 

coiled-coil,  é  encontrada em células  em metáfase  testículo-específicas  .  iFer  é  uma outra 

proteína variante que codifica uma proteína sem função quinase mas que mantém o domínio 

regulatório  e  possui  a  habilidade  de  formar  oligômero  com outras  Fer,  possuindo  65  pb 

deletados em relação à janela de leitura de Fer .

A forma variante da proteína SmFes pode ser tecido específica, ter uma localização 

celular  específica  ou  mesmo  estar  presente  em  fases  de  desenvolvimento  específicas. 

Alterações no ambiente intracelular pode levar a uma escolha de um sítio de corte ou de outro. 

A priori não se pode prever qual isoforma será a mais abundante, experimentos adicionais 

devem  ser  realizados,  o  que  pode  ser  muito  interessante,  porque  mesmo  uma  pequena 

alteração de 3 resíduos na proteína pode ser importante para sua atividade, regulação, etc. 

Experimentos  de  modelagem  molecular  in  sílico das  duas  isoformas  poderiam  prover 

informações  adicionais  acerca  da possível  alteração conformacional  em presença  dos  três 

resíduos  e,  conseqüentemente,  possível  modulação  da  função.  Também  pode  ser  muito 

interessante elucidar como se regula a seleção de um sítio ou de outro.
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Uma inserção de 15 pb foi identificada na seqüência de DNA genômico, e ausente nas 

seqüências de cDNA. Com a amplificação de DNA genômico, foram observadas duas bandas 

de  peso  molecular  próximo  ao  esperado,  de  172  e  187  pb.  O  sequenciamento  desta 

amplificação  comprovou  a  existência  da  duas  populações  em  DNA  genômico.  Nenhum 

elemento de edição alternativa foi encontrado na inserção de 15 pb e sendo SmFes um gene 

de  cópia  única  é  possível  que  este  polimorfismo  seja  proveniente  de  alelos  distintos. 

Polimorfismos de alelo específicos  foram encontrados na proteína quinase Fyn-like  de S.  

mansoni,  em  que  os  cDNAs  diferem  em  6  asparaginas  dentro  de  uma  região  com  13 

asparaginas sem alterar a janela de leitura .

Em S. mansoni foram identificados em ESTs uma média de 1 SNP para cada 1.606 pb. 

SNPs  foram  identificados  e  validados  em  catepsina  B  de  S.  mansoni através  de 

sequenciamento de vários clones . Muitos SNPs não foram observados nos clones de cDNAs 

contendo a seqüência de SmFes, embora tenham sido observados em seqüências genômicas. 

Trabalhos experimentais serão necessários para a validação da real existência destes SNPs.

VI.4 NIVEL DE EXPRESSÃO E FUNÇÃO DEDUZIDA

O diferente perfil de expressão de alguns genes ou proteínas tem sido demonstrado nos 

diversos estágios de desenvolvimento do parasito . Embora SmFes apresente-se expressa em 

diversos estágios de  Schistosoma,  a  proteína apresentou um maior  nível  de expressão em 

cercária.  Transcritos  de  SmFes  foram  identificados  por  northern-blot apenas  em  vermes 

machos e esquistossômulos.  No entanto,  não se pode fazer uma análise quantitativa deste 

northern-blot, uma vez que a membrana não foi hibridizada a uma sonda correspondente a um 

gene constitutivo de S. mansoni. Não obstante, as análises de PCR em tempo real, que é um 

ensaio mais sensível, mostraram que SmFes é transcrita em cercária, miracídio, esporocisto, 

verme fêmea e em maior nível em verme macho. A quantificação relativa dada pelo PCR em 

tempo real através do valor ct obtido de SmFes e do valor ct obtido de tubulina indicou que 

SmFes tem baixos níveis de transcrição em S. mansoni, o que justificaria a difícil análise em 

northern-blot.

Os perfis de transcrição e expressão observados em S. mansoni variam de acordo com 

o ciclo  evolutivo do parasito  para várias  proteínas envolvidas em sinalização. O receptor 

nuclear FTZ-F1 e SmRXR é transcrito nas diversas fases de desenvolvimento do parasito, 

mas em maiores níveis nas formas larvais de vida livre. No entanto, a proteína FTZ-F1 é 

expressa em baixo nível em miracídio e alto em verme adulto macho, e SmRXR é expressa 

em maiores níveis em esquistossômulo . SmFes apresentou um diferente perfil entre os níveis 
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de transcrição e expressão,  com maior nível  de transcrição em macho e de expressão em 

cercária.  No momento não é possível interpretar funcionalmente esta observação.

A única  pista  para  a  elucidação  da  função de  qualquer  membro  da  família  Src é 

derivada  de  descrições  de  tipos  celulares  em que  a  expressão  é  maior  .  É  esperado  que 

membros  de uma mesma família,  que compartilham domínios catalíticos  com divergência 

limitada um do outro, desempenhem um papel similar na fisiologia celular . Embora nenhuma 

literatura relate uma função para as proteínas quinase da família Fes/Fps/Fer em vermes, há 

indícios de que os ortólogos de mamíferos,  Fer e Fes, desempenhem um papel na adesão 

celular,  na  via  de  sinalização  de  receptores  de  citocinas  e  que  tenham  funções  como 

oncogenes . A regulação de uma variante de Fer, FerT, durante a espermatogênese indica que 

esta proteína pode estar envolvida na regulação da divisão celular por meiose (WANG, 1994). 

Embora  pareça  que  Fes/Fps/Fer  não  sejam  essenciais  para  o  desenvolvimento,  análises 

genéticas indicam que estas  proteínas quinase estariam fortemente implicadas nas vias de 

sinalização que são importantes para a regulação de vários processos biológicos. Entre os 

processos, incluem-se interação entre celúla-célula e célula-matriz durante a migração celular, 

ativação de plaquetas, e adesão e extravasamento em células do sistema imune em sítios de 

inflamação. No momento, não é possível interpretar funcionalmente SmFes. Experimento de 

imunolocalização de SmFes no parasito poderia sugerir possíveis funções a proteína. 

Mesmo que as proteínas Fes/Fps/Fer não demonstrem ser essenciais individualmente, 

SmFes pode participar de uma via de sinalização essencial ou a perturbação da sua ação pode 

levar a uma desestruturação da homeostase do parasito que facilite a sua eliminação. 

VI.5 VIA DE SINALIZAÇÃO

Fps/Fes  e  Fer  estão  envolvidas  nas  vias  de  sinalização  de  vários  receptores  de 

citocinas, fatores de crescimento e imunoglobulinas. No entanto, o envolvimento exato na via 

de sinalização destes receptores ainda não é bem compreendido . 

A presença dos domínios SH2 e PK em SmFes possibilitam a interação desta molécula 

a  outras  proteínas  quinase  que  contenham  estes  domínios.  Em  sistema  heterólogo  de 

expressão foi possível demonstrar que PTK da subfamília Src fosforila proteínas Fes/Fps . A 

proteína Src de S. mansoni, TK3, foi isolada e caracterizada, sugerindo-se sua participação na 

via  de  sinalização  celular  em  resposta  a  organização  celular.  Em  experimento  de  duplo 

híbrido entre o domínio SH3 e único da proteína TK3, e uma biblioteca de D. melanogaster, 

foram  identificados  os  seguintes  parceiros  de  TK3:  dAbi,  envolvida  na  arquitetura  do 

citoesqueleto, vinculina e tubulina-β , ambas envolvidas na adesão focal. Testes funcionais 

demonstraram que TK3 fosforila o substrato p130Cas . Fer foi, recentemente, implicada na 
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regulação  de  junções  de  aderência  e  adesão  focal  e  tem  como  possíveis  substratos 

p120catenina,  β-catenin, p130Cas, Fyb/SLAP130, cortactina, EGFR, PDGFR, PI3K, IRS-1 

(substrato  1 do  receptor  de  insulina),  BCR,  p120RasGAP,  STAT3,  STA5A,  SHP-2,  PTP 

(proteínas fosfatases), assim como também poderiam estar interagindo com outras PKs, como 

SRC e JAK. . Frente a possível participação de Src na ativação de Fes, substratos similares e a 

mesma  resposta  envolvida  na  ativação  de  ambas  as  proteínas  é  possível  que  TK3 esteja 

atuando na ativação de SmFes em S. mansoni.  A presença da proteína já bem caracterizada, 

SER, proteína de S. mansoni ortóloga ao EGFR, indica uma outra possível parceira direta de 

SmFes.  Essas observações podem ser comprovadas experimentalmente por co-expressão em 

sistemas  heterólogos,  co-precipitação  ou  co-imunoprecipitação  ou  ainda  com  o  uso  de 

sistemas de duplo híbrido e pull-down.. Um clone da proteína TK3 já foi gentilmente cedido 

ao nosso grupo pelo Dr. Grevelding e será usando em futuros experimentos de interação entre 

SmFes e TK3. A colaboração com outros grupos que já possuam as proteínas, propostas como 

possíveis substratos de SmFes, já bem caracterizadas podem ajudar na elucidação da via em 

que SmFes participa.

Experimentos  com camundongos transgênicos  contendo a  proteína Fer  mutante  de 

rápida degradação demonstraram que os mesmos são viáveis e férteis na ausência de Fer. No 

entanto,  graves  defeitos  envolvendo  a  sinalização  por  fator  de  crescimento,  regulação  do 

citoesqueleto e na função das células inflamatórias foram observados nesses camundongos, 

podendo assim relacionar Fer a algumas importantes vias de sinalização . A participação de 

Fer na via de PDGF foi relatada, tendo sido observado que o estímulo com PDGF levava à 

fosforilação  de  Fer,  indicando  que  Fer  é,  possivelmente,  substrato  para  PDGF e  Src.  A 

ausência de Fer não demonstrou interferir na via de PDGF, mas apresentou um defeito na 

cinética das moléculas da via. A associação PDGF-Fer parece estar envolvida na regulação do 

citoesqueleto promovendo a fosforilação da cortactina. Embora a fosforilação da cortactina 

seja  atribuída  a  Src  e  Fyn,  na  ausência  de  Fer  há  uma  diminuição  na  fosforilação  da 

cortactina, o que indica que há uma via alternativa para Fer, e Src e Fyn (Figura 24 A) . A 

participação de Fer na via relacionada à junção de aderência através do receptor n-caderina foi 

também relatada. O experimento em que a dissociação da junção de aderência é induzida leva 

a uma dissociação da interação de n-caderina e Fer. A dissociação de Fer com o receptor n-

caderina  pode  ocorrer  sozinha  ou  em  um  complexo  p120ctn  (catenina)  e  β-catenina.  A 

liberação de uma PTP (proteína tirosina fosfatase) também foi relatada, sendo observado o 

aumento da fosforilação de β-catenina. (Figura 24 C) . A dissociação das proteínas da via de 

sinalização de aderência focal é correlacionada à um suposto direcionamento de Fer para o 

complexo FAK-p130Cas (FAK, p130Cas, Crk, Nck e tensina), em que Fer estaria diretamente 
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relacionada com a ativação de uma PTP, tendo sido observada a diminuição na fosforilação de 

p130Cas  em  células  com superexpressão  de  Fer  (Figura  24  B  e  25  B)  .  Camundongos 

transgênicos contendo Fes/Fps/Fer inativas apresentam um fenótipo que suporta a hipótese de 

que estas proteínas estariam relacionadas na regulação da hematopoiese e funções biológicas. 

Na via relacionada  a  células  inflamatórias,  Fes/Fps  são ativadas  após a  ligação  de IgE e 

colágeno  aos  seus  receptores,  sendo  que  ambos  compartilham em comum a  cadeia  γ do 

domínio catalítico. Nestas vias, Src parece estar envolvida recrutando e ativando Syk e Lyn 

que mesmo na ausência de Fer continuam a serem ativadas. Não se pode determinar desta 

maneira o modo em que Fer é ativada (Figura 25 A e B) . Fes/Fps estariam promovendo a 

ativação de STAT3 em resposta a GM-CSF (fator estimulante de granulócitos de colônia de 

macrófagos) em macrófagos. Foi demonstrada a participação de Fes/Fps na via de sinalização 

de IL-4 cooperando com proteínas JAK, assim como também fosforilando IRS-2 e PI3K . A 

fosforilação de Fes/Fer foi observada após a estimulação com IL-3, GM-CSF, IL-4, IL-6 e 

eritropoitina. Fps/Fer também foi relatada em associação com vários receptores de citocinas 

como: IL-4, IL-3, IL-5, GM-CSF e a cadeia de receptores gp130 

Embora S. mansoni não possua as células do sistema hematopoiético em que as vias de 

Fes/Fps/Fer  foram  propostas,  a  presença  de  S.  mansoni no  sistema  hematopoiético  do 

hospedeiro vertebrado e a comprovada utilização de moléculas  regulatórias do hospedeiro 

pelo  parasito,  indicam  que  as  mesmas  moléculas  sinalizadoras  propostas  na  via  de 

Fes/Fps/Fer poderiam estar estimulando o parasito, mesmo que em outro contexto. 

Muitas  das  proteínas  propostas  pela  via  de  sinalização  de  Greer  (2002)  foram 

identificadas no banco de dados de  S. mansoni.  As ESTs de  S. mansoni depositadas pelo 

grupo  ONSA  (http://cancer.lbi.ic.unicamp.br/schisto6/)  e  no  GeneDB 

(http://www.genedb.org/genedb/smansoni/) foram automaticamente anotadas e denominadas 

por  identidade  com  a  seqüência  do  banco  de  dados  genético.  Aquelas  que  não  foram 

encontradas podem não ter sido ainda identificadas em ESTs ou corretamente anotadas. A 

análise  do transcriptoma de  S.  mansoni para  a  presença  de genes  ou  vias  específicas  foi 

limitada a  busca de genes ortólogos,  por  similaridade  com gene de banco de dados,  sem 

nenhuma evidência experimental . Como que muitas das proteínas da via estão presentes em 

S. mansoni, há a possibilidade de SmFes participar, em Schistosoma, de vias de sinalização 

similares às propostas para as proteínas da família Fes/Fps/Fer. 

Muitas proteínas funcionam como parceiras ou como componentes de um conjunto 

multiprotéico.  Compreender  estas  interações  é  fundamental  para  o  entendimento  de  vias 

biológicas e função celular. A busca por parceiros de SmFes seria o início para a elucidação 

da real cascata de sinalização em que está envolvida. Para este fim, a proteína recombinante 
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foi clonada em vetor de expressão para ser usado em experimentos de pull-down. O sistema 

de  pull-down foi  desenhado  para  detectar  a  interação  entre  proteínas,  no  qual  a  proteína 

recombinante estaria capturando proteínas de um extrato protéico que interagissem com ela. 

Com a identificação de possíveis parceiros na via de SmFes, o experimento de  pull-down 

poderá,  também,  ser  realizado  em pares,  utilizando-se  proteínas  cujos  cDNAs já  estejam 

clonados.

VI.6 SMFES COMO POSSÍVEL ALVO DE DROGAS

Como  ocorre  em  C.  elegans,  mutações  em  um  gene  que  codifica  para  PTKs 

citoplasmática  (NRTK)  bloqueiam  as  vias  de  sinalização  de  vários  receptores  proteínas 

tirosinas  quinase  e  têm efeitos  importantes  no  desenvolvimento  do  verme .  A  expressão 

transgênica do retrovirus ou do alelo mutante ativado fps/fes resulta em muitas hiperplasias e 

tumores malignos de alguns tecidos .

As PTKs têm sido intenso alvo de estudo para o desenvolvimento de novas drogas, 

especialmente em modelos de câncer . Baseadas neste fato, existem muitas perspectivas para a 

confecção  de  drogas  que  sejam capazes  de  interferir  na  via  de  sinalização relacionada  a 

processos celulares essenciais em S. mansoni. Esta interferência seria mais específica que as 

drogas  disponíveis  no  mercado.  As  moléculas  presentes  na  cascata  de  sinalização  de  S.  

mansoni agem na diferenciação celular, no desenvolvimento da fêmea, na postura de ovos, na 

formação de granuloma. Interferindo nestes processos essenciais, o ciclo de desenvolvimento 

do  verme  seria  interrompido  e  a  doença  estabilizada.  Nosso  trabalho  visa  portanto  a 

elucidação destas vias para uma maior compreensão da biologia deste organismo e também 

para a identificação de possíveis alvos para o desenvolvimento de novas drogas.
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• SmFes é a  primeira  PTK da família  Fes/Fps/Fer  identificada em  S. mansoni,  com 

assinaturas de domínio proteína quinase, SH2 e coiled-coil característicos. A ausência 

do domínio FCH característico da família Fes/Fps/Fer, não é suficiente para excluir 

SmFes desta família; 

• SmFes apresenta um locus contendo 18 exons. Os exons variam entre 65 e 575 pb, 

enquanto os introns variam, até o momento, entre 686 e 6.777 pb;

• SmFes está relacionada a proteínas da família Fes/Fps/Fer, agrupadas mais próximas 

às proteínas ortólogas de organismos invertebrados; 

• SmFes é um gene de cópia única;

• SmFes apresenta duas populações de cDNA, com ou sem 9 pb inseridos na posição 

3’do exon 10, que ocorre devido a um evento de edição alternativa. A presença das 

duas populações foi identificada em vermes machos, fêmeas, cercárias e ovos, assim 

como também em vermes individuais.  A presença das duas populações em vermes 

individuais indica que elas coexistem um único indivíduo;

• SmFes apresenta dois alelos, com ou sem 15 pb inseridos no exon 09 correspondente, 

que possivelmente ocorre pela presença de alelos distintos;

• Genes ortólogos a SmFes foram identificados em diversas espécies de Schistosoma;

• SmFes apresenta-se transcrita em baixos níveis. É verificada uma maior transcrição 

em verme adulto macho quando comparado a verme adulto fêmea, miracídio, cercaria 

e esporocisto. A presença de transcrito de SmFes em esquistossômulo é verificada mas 

não se pode determinar seu nível de transcrição;

• A proteína SmFes apresenta-se expressa em esporocisto, miracídio, verme adulto e em 

nível mais elevado em cercária. No entanto, a presença da proteína nas demais fases 

de desenvolvimento do parasita não foi excluída;

• A presença de ESTs de S. mansoni relatadas como as proteínas presentes nas vias de 

sinalização propostas para a proteína Fes/Fps e Fer indicam que SmFes poderia estar 

envolvida nesta mesma via. 
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IX.1 ANEXO I

aacgttttaagtataacggcactaaaatcagctagaaggtttcaaagctacaaattagctaaggtagagatgctcaaa
attatgcttaacaattagaatattagaattgaactcaggtgattgattttgatggatttcaaatcagctggtttcttt
ctaacatatcttctgatatgktgtatgattatgaagaaactaccgcaaagctgcacattattgagtaggtcgtgattg
ttgaaaaactgttgagactggatgtacatccatcgcttgatagggttactaaaatgtcaacagtttattcctgcatta
gtgaaagatttcgggagatttacggccaatttgagttggcaagtaaataacagttgttgatcaggttacactttagtt
ctttgaagaaccaaatatttaaaacactccatgcaggttgattaacatagtkaaaggtatcgtgaaccacttttcatg
caccactgaaatgcttagctcgaaacaaataaaacgactgtccggtgtttagattttttctatctagttattcaacaa
taagtcaaaataggtacttttcaagtcatggtttcactcagttgtatatacacatcttcattggtaccttgaccccga
aaatctcattttcgttttatttccatctgacaGGTAATTCAACAAAATATTCAGCATACTCCTCAAGGACTCTATTTT
GTTAAACCTTTAAACACTTTATTATTCATGTATTTTAATTTGTGTATCACAAAATATGGGAAATCATACAGTTAATGA
AGTCAGTAACTATTTTGAACGTGGCAGTGATGTCGAAGATGATATCAATACTTTAGCATCTAATAATACACATATTAC
AGAAAATAATCAATCCGTCTTGGTATCTTCTACATCGGACACATTTTTAGTTCCTCCTTTGCCTCCGCATAGTCTAGG
ACATGATAAATCATTATCTTCTTCATCCATTTCAACACCTAATGTGGACAATATCAATACAAAACGATATACTGATTC
TGTGATGCTTCGAAGTGATCATAAAGAGTCTTCTCAGGTAATCGTTTCAGCCATCGATGCCCAGATGAAATCTATCAA
TGAAATGCTATCCTACTTTTCTAAATTAGTCAAAGCTGAAAAAACTGTCCAACAAGCTTTGTCCGATTTACTTGATGA
TCAAAAGGAATCATCCACTGTTGGTAGTGTTGATGGTGGCCAGCGTTCGAATACCACCGCTATGCGTAATTTATTCAA
ATCAAATTATTCTCGTGGACGTCGTCGTCGTTTAACCATGAATATTTTGAATAAAAACTTRTCGAATTCACCTACTGA
TAATGAATTAAATAAAgtaagttcaatggtaaccctacctttatcactagtattgatagaaaagggaaatattcagtc
tttctcaatagaaacaagttattataaaaatctaattgtgaaagttttgtaaatattctggttttacaataacattta
gacagatgactcctaaatttttagatccgttaaacttattggcttgtggtttattcaatagagtaaatgtgaatatca
ttttaacctctttactgaacacaagctctaagaactcaatcaatatctgtttatattatcgtagcttcttaatcaaca
tgcattgtagtcactgttctgaatgattggatatcacgtggactatgttttaacgttagttagtttccgataaccgca
cggaaaccttgaatgtcttaaaatatgaaggtaaaatcatgaattccctcaaaattagaggtataccttgttgtgcca
actagtaaaaaaccatggttgagtgtttcttgtctgctactttcaactaagtagcattcaggaagtcttttcaagatg
tccggtactaagtccaactaaagattaaattgtggagtttttcattccgaaacataaagtaatttaattaatccctta
tcagtagataggttttgctctctttaagataataaagggaattatgtaatcacaattgattgatcactgggtggtgat
caatgtcatacgtgtcaagtccytcttagtgttgatcgaatgctatcgatcaagttgcaattgctcagtggtaacgtc
tctgactgtgaagctcagtgacacgggatcgaatccgtcagggagcatcagttcccccaagattacaggtacaccttg
ctgacgagtgccaagtagcatgaaacccggatccagggtttcctgttgaccacctccaaccaccatcttacctcaata
taaagggaactatgtgtatgaagtctaaaaattgttggtttttctattgtaaccttttctttctgggttaaatgaagt
taaacttggttttgttttgcatatgatatgccttttgtttgttatatataactttcagCTTTTACAAAATCTTGTTAT
TTCAACAAATCATCAAGTACGTATGTTTTCAACACGTGCATTATTTCATAAATTAATTACTGCTGGACAATTAGATAG
TTTAAATAATTGTGAACATTGTTTAAGACGAACTTATTTAGAATGTGAAGAAGAATTAAAATCACAAGCGCGTCAGgt
atgctgcaatttattatattccaagtttatctatgatatatagtcccctccgttgtctatttcttgttctatactgtt
catctcgtagcttcattcgtttgttttatgactgcgttatcaatatagtggttttgacctattctctctttattgtag
taagttcttcattggctatgttgatactcaatgtgttatttaagagtaaaggatactcataatttaccagtacttgat
cacagatatgctagaaatattttcagtatcttctgtgatcaccgggtaagtaattagtgagaatagacgcagggtatt
agagaatgatgataaatccgtcgatggggttgtaaatcttcatcgactgagatggttgggccacgtgttacgtatgcc
tgaccaccggttaccacgacgtgcatgttgactagtgttggagacgattggaagaaagttaggtgagaccaaaccaaa
ccgtggtatcagtccttaaagtcactaacttctgatctgaaccatgttggtagatgcagactacttggttggggtccg
cgtgactatcgtaatcaatggtaggggtttctgggtgacatgcagcagaatctatcacaatagcgtagttgtatgcac
tcctcgtcttcccttaaactgtgagattgaaattacttcatatctttctttctacgaatcaattcttcctgtatcatg
tctgatttttactactattgaagtgactgctcttatgaatttggtgtttgttttgttgtgctaatgaggtgtcgcaac
ttggactgatgcatatatgtacgtggtcctacgttatagctgactgaataactgactgactgtcatctgagacctgta
catttttgtgtacggtcgtacattgtttactgtggagtgggggctcaaagattgaaatatttgaatttaagccactaa
gtcatgaattcgaatcctgatatacttactttggtttgaggaatcagacggtatcactagcctcacacttatggtatg
aacttgtaactggtaaacgagttgtgttcagtaatttgtttataactgagtgactgaatgacaggtaaattagtaaaa
tcaacagttaacttaaagtatagagtttttgtgtgtgttttccttctgttaatcataatgtagaatctagcacaacta
ataactagtttaagttgtctgatttctcatcgatcatagtaggaaactagtaatgtcttaataaatttgtcaacaaac
catttttacttattcatcaatgagtggttatgagatgagttgcattaggagtctgtaactagtagcgttcactcatgt
gtgggtaatgacacttaccatctgatgggattagatcattgtagctctatttcacaaatcgattgaagttggccgtgt
ggaaaactttgtccaagtccagtggtttaaaaattatgtactgaccccaaggcaacctctgaccagtgtcataggtgt
agaatgttaaggagtcttgtgttgggatgatacaggcacttggtatctcttgtctttcaactaatgtttaactaacaa
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tgccagtcagcattgtaaactgcctttaaaactaaactattcttgataaatctgtcgactaaattttggagaatatat
atttaaaatagtaaataaaaccaatcaaatttaagagtaaataacaatatgcagacttgagatgatttagaaaaagag
aggaaataagttgacctatgtcgctgcgtcattgattttgaaccgtatccttcgatcactttgtcggggttattgcat
cgatctcaactatgtagagcttaccaattcattcaagttagattaaaagtcttcgtcttcattttaacgttctataca
tttccagtttttacacagatggttcagtcagtcagtcacagcgtagaaattcgtacgtacgtacatcagttcaagttg
ccataccacattaacacagatttagttgtcgattcgaatcccatagtggtagaagtagtaagattataagcattaatt
ggaaagattaaggtttgaagatgttattgaaggagtataatccaatgaaataaatgtgaaaagagaaaaaagataaag
acatgaagaattcagatgactagaattttgcatccactctttgtgttctgaattcttcatgcctctatcttttttctc
ttttcaaatttag
/.../gattagtatataaactcagtatgtttgaaatacaatgattcatacggcaggggctgttctggacttaactggt
tggtctaggcagaatcaggaccgacaagtaatctagattactcggacggttcccgtatatcattgatccgatcaataa
ttctctgttctctattcagtggcatcgtcacgttatacattcacagagcattcactcggccccaagatataacattgt
atwtstttcatgttttwttaatkttwcagTATATGTTAAGCTTAAAAGCATATGAAAAGAAATATTTCAAATATATTG
GTCAATTATCAAATATACAATCGAAATTAACAAATTTATGTGATAAACgtaagttatttatttaaatacataracatt
ggtacaaggaagcaccagatatatatgcgccacacaaatcttatatgatttgtgtgagggctgtaatactgsttaggt
gtccaawctgaagcaaatggttttcttaaggggccacacccggagcyttcgacstaaggatstgatccacaaggcagt
ggagcatcgtaaggagatgcagtcccatggtagccggttgttgtattstattgcaaaaatattttatattctatttac
acataaagttatctctaagtattcaatgaagccaattaaattgtttttaaaagtatgctaaatacatttatatattgg
tgttcatcttggtgactatcataaccaatgtttggagactctaggtgatatggctcaaaatcgatcacaatggctcag
gtatatacatctttatttccmttaaaccctgagaaataaaattgcttcataaaattccctccctttccccaaatatnt
tatccttatatactaccaccaccactaaattaactacttctatgaactcggtgttgatcttgttgtgctaacgaggta
tggcaacttgaaccgatgcataaatgagcctggtcctacgttgtagctgagtgacatttatacgcatatcgtattgag
cataattttgttgtgtcatatctaatgaccatcttcctcttcttcttctctttcttcgtcatcattatcgtcttttcg
ctcaacttttgtcttattcatttgtctttatttattaacatcaaaatatattacttacaatatttcacatataagtaa
tgttgttttgtttgttttcctttctctctttcagttcttttaactgaaagaatttttcttttaatgaatgaatagaat
gatatatgatactgtttttttaaaatttcccattctatactggttgaataaatgaagttgattaattatagtacttat
atgacagatgattgtggaattcg
/.../caagtagaaggaatgttattccaaacagtgttgattatggtacaaaattgtcaggtatttatagtttttagta
gaaacaaaatcatcattatagttgtccaatccgcacacagggagttatcagcattgtccagtagggaagctccacgta
gcaattctagagtattcttccaaaagctgattggatggaatatgtcgggctccttctgggcttcttagatcttcctcg
acttcacctgtggaccatcctcacagaattatttctaatgatagtcaatcaagcataggtaacttgttgtctatgttt
attccattatttaaattatgattagattaaagaagatctaaaagtacagggatttcttccaagaaaggagcggttact
tagttgttactaggtatcagtgttgatgtgccatggttgatgagactaggcaatcatcattttagaaaccaattcatt
atccattaagttagttaatcacattaacctccagataattcaagcattatgacaaatttaaacttttacaatgaaagt
gttttagtaccaattgaataaataactagcaaatcaacaaagacattaagattccagttagtttaaatgataaagttt
gaactggacaaaacatctgtaccgtatctcgctactagtcactatcaaatatttgtataatattttgaaacaaaactg
gtcatgaaataaggatattcagtcagaagaaaagatggatggtggctggcagtggaatctaggactcacgtttcgtcc
catttaggactcttcagctggatgtatctacatccaagagttgatatccaatctaggactcgaacctagtaccgttca
cttagaacgccatcgcattatccacttaactactgagtcctggtagccacctgcatgtgcaatggggtgaagtttaaa
ttcacttggtactttttacttgaatcttcccattgatgtttacaactgcaattgatcagtctattattggcacatgtg
catatgccaatgacagattgatcaattgcagtcctaaacatcaatgtgaagattcaagtaaacaatacctagtgacat
cagaagaaagttattgagaaactgttataacgtgtgcgtgcccagttattatatgaacgttatgagaccgccaatcgg
agagcagtgattttatcgaccagatccaatgatacacaaaactgtatgcgcagtcttgagtactcgtcagtcctgctt
tctgcctagcccaaccagttaagaccagaacaccaataaaagcctctgaaatatgaaacattattcacaaacatactg
ggtcagataccaaacaaacagaccacatcgtaccataaaatagaaaataacatttgtacaagatttggccaaatgtgg
ctgtgaatagggagaacagtaatcaatagactgaggataactcaagaatggtaattcgtataataatagttcataggt
caaaataaagcttaggataagagaaaaatgaatatgaatagtaagcaaagatggatagtggctaggagtgaatccagg
acgcgcgtttcgtcctatttgggactggtcaactggatgtacctgcatctcagagttgatgttcgctctgggactcaa
acccactaactttcgcttcaaacgccatcgcgttatccactcggctactgagtccatctttgcttatcatgcttgtga
attaaggctatatcgaggcaatacgcacagtatgcacatacgccaattagagaccagttgtagtcctaacacatcgat
gggaagattcaaacaaacaatactaaatgaatatgaacagtttagttacttagcaattatacaataggaaacatacat
atcatattggtccataaatagtcctcaacagttaccattcataaatctccacgggatataacagaaacsttttattct
ttgaatgttttttttttatttattttttgtaytttcatagGTTTAATTAATAATCGTAAAATTATTGACAGTCTAATG
AATAATTTAGAATATTCTACTAAAAAATTGCATTTATTACATAATGAATATTGTTTGGCATTGATCACTGCTAATCAT
TATCAACAATGGTTATATACACATTTACGACCATGTTTACTGAAAGGTGTTGAACGTACTATGCAATTAGCATCGGAA
GTTGTgtaagttgttgttttgatgttttgtcagtattttgttttctcaactgatcgatgttgattactttaaatgttt
tgaagtactcgattttcaactaaggaatagccggtttcagtataactccatttgccttgatttgggcgaacagatcgt
attattagcccaaaagtatactgatgtgacctgaagtttattatataatacctgcgcttgtaacatgagttatgttag
catttcaactctactgtgacttkgttaacatttcatgatttagtctggtccataagacttggaattattcacgtcaac
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gtctgtaatcaagaatcgaactttatgtttgaggcaaaagtctcactagtaatactaagaatgtaggattttaactta
tggttatgaaccattgactatcgtgtcgacctcagcctcttaatcaaaaattttgtctacaatttgaggtaataatat
tcacctagaaattatctggggttttatactaagatcactcgcgtaattatgttagaccatatcatgcttatcttcaag
gctttcgtcaatatgctattaataacaataatgagtaagtcaattatctttattatctatggcatggttgatcactta
ct
/.../atcttttacactaagaataatcatgaacttagtggtaactaatttctataggtaagttccaaagttctagtgg
aaagtctttgaacaatgtagttcacctcatgttgtaatgggaaatttacccgatgtattcattgttttttttcttttc
tttctcaatttttttttaatagTTGGCATCTTCTAGTATTCGGTGGTGAAAATATTCATCATTTTCAATCAAATTGGC
TTAAAGAATTTCAATCTGAATTAGATTTAACAAGTTTATTAGAACAAAATGGgtaagttgataaatgaattcattatg
atcagaaggggctttttgtggaaatcccagtaattgtatatagttgaaa
/.../tcgttgttgttgttgttatccttttttctctctgcgaactatttatcttatttttttcatttttatctatata
gAGTAAAATTTCCTGGACCTGTATATCATACCTTCAATCAAGCACTAAATAATAATACAACATTAGGTGGAAATCTTT
CTCCTGGTTCCTTAATTGTCAATGATTTAACTGGACAATCATTGATTGAGTTgtaagtgtttattttctattttggat
gttaacattactgaattgactatttactgtctttggtttcagcatctatccaccaaatgataaatgaaatgatcttca
aacaggtatcattattaggtgatttcatgtcacttggtgatgcaaattgatcaacaacaaaagaaacctaaattagca
cgtaaaaaaacagtcgtcgccaacgtaggtttcaggtcgaatatctatcaatgcaaactatcacttgttatatcggta
catataaagtgaaaattaagataaggagtaacaaattgaaggcaattgtcatagtgacataaatctggtaaattcgac
tcaaaagacacgggtgagattgcagaactaacagttggtacagacactaaactctttaaaataattagtcaagagtag
atgttacctttgatgcggtagtcagagttagttgtcataatgatttggttgacttatattatttggaaaatatttcct
ttaggcgaacgataagaatataggcaacaaactcatagttcgatggtgaagtc
/.../ataatgtagcaccgaacttaaggatagagagagatatcattggacatggaaacccccctaaatcgactcaacg
atgtacgcaaatcgaccatatttccatcagccgtcgtcgaaggggcctgatataagacttacaatcattcattcacat
gtttaaactctgatcatattacagttcaaaaatgtgcttgtttacgatctactgaaaatagaaaagtaacagcaagaa
gacattgtagattctaacaaaatgatgaaaaggccaaaagtatatttcagcagcaactagagaagcagttactcaatc
atcaaagtgatgttcacctctacgtaggttgatatggtatccagacagttgtgagaacagcactgatatctttgacta
tctataatcagaaggttaagaaaagtcagtagattttagtagcgtctactgaatttacagatgctcggaactcacatc
ggtatcgtaacaacacaataaatgaagatcagcgtagggttacaaaatttctacttaatggttgtaagcagtggtggg
tagttaaagcaaagccaaggaaggacaatgataataggaaacaatgtacaacttttcaaacttatcgaagaaatgggt
attaaaaatatgagagtttgtgtaactgttcctataaaatgtgggacaataatccattttcaacacaagaaacttaag
cgaagtgtagaacgattgcaaggagagtttaactgctctccatttagccttcagttgcttacttttaccaacaacctg
gatgagatgtcaagatatggcctccgactcttaagtagaaaaagactaacgaacatctttgtcaagttctatgttgat
gatgattgagcgatctacataagtaatgtgttcatattattttactggtttaactcatttttacttcctttttaacag
AACACAATTGCATAAAAATAAGGAATTATTGCATAGAGAAACGGTTAATCAACTGACTAAAGAATGTTTACAATGGGA
AGAGGCGCTATCTCAATGGCGTGCTGTGTTTGCTAATCCAGGTCCTAATCCATGGTCATCAAATTTATTCAATATACA
TTCATCTGGTGTTTCACCAATAGTCAATACTCCACAAGATAATAATTCAAATGGATTTCATCATGTAGATAATTCAAG
TCATCTAGCGTTGCCTGATATCCAAGATCTTTGGCATGATGATCGAGCTCGACCTGTTAAgtaagttatatttttttt
gttaatcagttgtttaaataattcatttcatactgactagtcaatgaactgtaactattgatatatttgtctacgtct
tt
/.../cgctctacatataacagtttaagctttttgatcgtattactgtccttcacgttaatagtattaacaactggat
aatataaactcgtactaatgaacatcatacccattgaggcaggattagttgctatctgagagggactaaactttatgg
acgagccaatctgaagctttcgcgggttttcaaggtcacggcgtcaagtttggtacctgatgcttacgtacgatcggc
ttacagcggattttagagaagacgtgataattcagcgtctacaagagaagtgattataagaagttcctatacttgtga
ctgtggtactcaaatgacctttttcgctcaatcacgattaaggttaagaccctaaccctaaaccataccaacatacca
acmacatgaagttatgtgtccagggtaaaagattttcgagaccttatcatgtctctagaggtcgactactatgrrgcc
atatgratgagttcctttaccgtatgcactatgattttagaacttctgaacctatatctgaccttgagaagtttttga
gtcatgtaaaaggacagtatccgctttaattttttagttttgtataatatatttttactgtatactaactgccttctg
attggctaatgtttctcagggccatttaagattcgttcaaaggtcgtccataaagtttagtctcgccgctatctgaac
actgttcctcagtttgaagtaatcagtattggattcaagtctcagtatagatatcaacactagaatgtaaatggatct
agacatcagatcccgaataaaatgaaatacacttcttgaatgttgctataatatcacattccatatatattctctaat
cttttatttccatttccttttttgtttcactacttttcttaaaatagTCTTTGTGAAGTATCATTTCGTTTAGCAATA
TGTGAATTTGAATTATGTTTTGCCAATTGTCTTGCTGATTCAGAAGCTCAATTAGTCAATGTATTAACTGATGCACAA
TGTCGTCTCAATTGGCTTTCATTAAAATTACTTACAAATGATTCAACTACAAGTTATCCAAATACTACACCAATTACA
TTTTCACGTGATCCTTGTGATATTACTACCACCACTACTACTATTACTAAANGGGAATAGTAACAATAATAATCATGA
AGATATAGATATACAAAATGGGACTGANGATAATTGCAGTCAAGCTTTGAATGGTCATGATAATTCAgtgagtgtttt
gttttcaatgttcaatataccaacgttatgattctgtgtagattcacagtctctttctatcttcctacagaattgaca
atgntcntganttatatttcntaataaactgntctagtttcatagtattgtttgtttggatcttctcattgatgtttt
atttaggactgcaactggtcagtctctaattggcatatgtgcatactgtgcgtattgcctcgatatagcctaaattca
caagtatggtaagcaaagatggatagtggctagcagtggaatccagtgtgacgcgcgtttcgttctttttgggactcg
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tcagctggatgtatttgcatctcagagttgatgttcactctgagactcgaacccagtacctttcgcttcaaacaccat
cgtgttatccactcagctactgagtcctgatagccacttgcttgtgcaaaaaaa
/.../ctaagcttagttcgattgaagtgaatagcgctgttacgtcgaaggatatcatcagctcgtcttcgtaacaaac
aaagaagaacacctactgttgaggagtcccatactgggacgaaacggtcatccggtgctcgtctaacattgatcgact
cgtgatttcaatcaaaaacctaacaatcttcacgaccccatactgatacttaaaacaaaaatttaactcagttggtat
ccaattatctattgtactccaatatttcagtgtttattttgttaactgttaatgttgacagtatcttgacaaccgttt
gacagaatttctaaatccattaatatgaactaccccagggatgagatggtaatatacatttaaataaaacttcttttg
cttacataattacataattatctatcaaatctcatctatatacttgatttcagtattcatatatatcatgaatggtgg
agaagatttgtggctccggtgggtaatttcgatgtaggtttgttctctgaactggatagtttggtcgtggagcttcta
ccagaagtttgtgccgatgatgtcgttcagaaggacgatgaaagctccatgatcaaaccatccagctgagagaatgaa
cctacatcaaaatatatcatgaatattgtatctcatctcagtagtatgtttatttggttacaaaatttatctcacttt
ctctgtgtatatatgtatgtatgtatagtattgattatgaatgctaatcagtgataatgagggtaatgaatgtatttc
taattactaagataaaggtatgatgattctctttgagtgtgtgtgtgtgtgtttgatgtgattaaatgatttgttacg
attggttgattttcaatcaaaagtggtatagttaatgaatgtttcgttgtaacctatcagtcttatactccagcttca
attcaattgttcatacattacctcttgcttgattgtgtaatgatacgtattattgtgtatgagatgatcttgtatttt
gccatgttaaaaccattcagtcgtattgtgtttgttgaactagtatctaattgaattcgttctctttcttttttggta
ttatcttaagATTCCATTGTGTAATCTCAGTGATTCATATTCTACTGATCCTCCTAAATTCATTGAACAAATATCAAA
TTCTCCATTTGCATTATCTACATCGAATACATCTGATATGTCATCTAGTATAGAACAMCARCNNNNNNNNNNNNNNN(
CCAGC/acaactacaacatcagcaac)AACAACAACGTCCAGAACGTAATCGTCTTTGGCAAAGTGTACGACAATCTA
TGTCAAAATTTCGTTCACATTTYATACGTAATAATAATATACGATCWTCGACAAGTTCTATACCAAATACACGTACAT
ATCAATGTCGTCTTCGTGAAACTATTATTACTACTATACCAWTATTAAATACCRTAAATGATAATAATAACAATAGTA
ATARTAATAGTAATAATAAGCCTTTACATAATCCAACTRTCAATGGACTAAAACAGCAAAACCATTTAGgtaagtatc
tctattattcttaatggaaacatttccattttgttcagataatccttgcttttgagtttatagtttgtctattattgg
aactaaccctttattttatagatatttaaaaaatggtgtatatcctgttactaagtaattcatgttatatctgaagcg
tttcaaatttactagttaatgaatg
/.../agattcctaagataagtcgaacgaacgattattgaacaaactttactgcttatcattagttcaggcgctggta
caagccaatcctgaagtaataatttacatctggagggagagaacctcgaaccccgaacatccttgcattgtcgtttaa
ggtggtcagatgagtctgaattttgtcagcgtcttcatcaaatagaaatatttactgtatggttcttagattttaaat
tctattgtcccacacttgtattctcgttcaccacaacactacgttttattcgaatagattgtaatctaataatttatg
ggggtttttattggtgcactgtttattctcttcttttatcagGTATGGATACTCCATTTTATCATCAAAATAGAAAAT
TCAATCATCAAAATCATATTCAATCTAATCGAGAATCTCAAGATTCAACATCAATTTTAACTAGTTTTCCTATAgtGA
GTGAGgttagtattattactattactactcttattattattagtagtattttctgtgatttataccagtttataaatc
ctgctgttcatgatgaaattattgaatcgttccaagaaatacgcgaacgttcatggtgttgttgttcacgatcaattt
tctactgaatagagtatcctatctttttagggaacttttaagttcttataaaaatgtgtcagactaatattctatact
attaatagatgaacagtgttttcaacattcagtaatgttgtttgcgattttgaatcagtatatgatcattaagttaaa
tt
/.../tacttaaactgaattcggcctcatataactgtagtctatttgattgaaaattcgaatactacttacgatcagt
aaactgttgatcttatttaaatctactgtaaacagagatgatcttataagcaaagatggattccactgctagccacta
tccatctttgcttataatgcttgtgaattaaggcaatatcaaggtaatacgcatagtatgcacatatgtcaataaaaa
attgaccagttgcagtcctaaacatcaataagaagcttcaaacaaacaatactaagagatcattttgttgtcatattc
gtaggaaatactgacaatctggttatttttttgatcaattaaactatattattagtccaaatgttattagatttatca
ggaagtcgtaaatgaagaaaatcatcatttttcaagcttttctgtatatggataagttattgaaacagttcgattgta
ccttcttccttgattcaccgtcataatgcataaacaatacgcttcctaatgtaattaatgtatttttggaatacaacg
attctttttttctaattgcctattttgtagTGTGATATGGATATCAATAAGGAACCGTGGTTTCATGGTGTTTTGCCT
AGAGCAGAAGTGGAACGgtaagtttatcaaaaaatcgtaaagatggtttattcagtaaatagttgaatcaatcttgta
agcttgtgattgatggatagtcactaaccttctgtgtcgaataaatatttatcatatatggtctacttttatttgctt
atgtgttgactcgccttccgagaactacagtggagcctctagaggccctgatggagcccaagagtttccatccaatca
gaacatgatggagccttctagagtatcaatgtggcatgctactattgaacattaggataatatgtctctatgcggatt
ggtcaaatgataatgttgatttaacaaatgctaatatctataaatacccatgattttctgtacatttcgattcttacc
aagtgaacacttctccagtttttttttctgtcttctgatttgcggcggtgaacttcctagtcgtaaactgtattctac
gttaatcaagtagcgaacttgacattatgatcaactaactgtttaaatgacgacataatgtaaccaatcaatcgaata
gtttaacagatgatgacgttcagggagtgttttcgactaagtggatggatgctggccacgaatattttcacagacgta
gaatatcttgaataaggatatggttggtataatttagagttttaaggatctcattttgtgtgtatttcctaaagaaca
ttacctcattaaggtcatacacataattgtaaatttgttagataaaacacctcattattaacgtttcattatttttca
tagctgaaatcatgaatcaattgaagctagagttgctatctcacaacagacgtggttgaactccactcgacactactt
cccactagaactccaggacatgtatcttgaagtcagtcactagtgagcatatgattataataagaaggggtttttgtg
gagatttcagtatttttcatgaatgaaatgatgcgtcgattgaagcttgaccaccaggaaaaacctggaagcattgga
tgaccgtttcgtcctattacggaactctttggcagtgcgcatccacgatccc
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/.../atatagccttaattcacaaagcattgtaagcaaagatggatagtggctactagatccaaaatgatacagacaa
ccatggaaaacctgaaagcacttgacggctgtttcatcctattatgagactcctgaaaagtgcacatacacgatcccc
cttctgataatttcaatatatgttgaaaaattgaattcagctttatattatcctgtttacttagatgattgttttacc
tgccacgaagtacatttaatactgtaatatattttgaattatgtgacattatgaatataacacgtcggacaaaattaa
agagaaaatatctttcaatttatcattactaccctcctaatagcaataatgatcataatagggatgaagacaatcggt
tttcataagttaacatttaatgcattccgatgatgtaatagtgatgctgcagcaattgcagcaattcggaagactctt
ccggactctcacattgtccggacattccatgtgcctaaaaaattgtcgctctgattgttagaaggtgcattggcccca
tgacttccaaaggaactcggctttcataataagacgtcatagtgattccttctactcccagggcagagtttaaatggt
ttgaataattttttctgattggcgtttttttagcgagttggttgtctacggggtggggtggctaaccccatgcccaac
cctcctcctttaaccgggcttgggaccggcagtagcccccggaggagctacaagcggagttgtaatagtcatgcagat
aatgataatgaatactttgtgcattacattctactgatttgtgatattcatattttgcatcatacgcaaaatcctggg
cattcaatccttaaatcagtcaagaactgtggagtgaattcacattgatgaaatgaaaattatattaacatgttcagt
tcttactcaatacataagtgaaaacatgactgaataggttgagtacgacataaactgatgtgaacattggaaacctcc
tgcataacttcaaccggaacataaacactgacgatgaaatctgatttatttatttaaacatataaatcttggtacata
ttgatacatatgagccgcacaaatctcattcgatttgtgtgagggctgtgatactgctcaggtgcccaaactgaagca
ggtggttttcttaggggctcacaccacgagcctttaacctaaaggtctgatccacaagacaatggagcatcgtgagga
gatgcagtcccatgatagccggtgaccaacaattggtttatactccatttgttccctcaggatactggagccagccca
tgtgcacgattggtttggaatgagtattttccaaatccccttggtgaactttccgtgttcatcaaatcgattaaagtg
acggatattcgcttttcttcctctcaatttcgtatacaacatcctcgccacgagaaggcgttgaataggacttccctg
acagaggctatatccgcgtggtcatgtgagagcatttctagaaggagagcggactctccccattctcggccgtaccag
ggtatttggcggcatgaaatctgataactatccataaatagtttgtttcatttataatcattcaaaaagttttaattt
cgaatccatcaaataaatgataaacggttattgttaaatcaacataccatcatattagatgaatcgatgaaattgaaa
aaaagcaggaatcaaagcccatccatttatacctccataatatccagtgagtgatttattgacaaagaaattgttgat
atagacaacagtcaacttaggatgaccgattgttattgtgactattactgctattacatgacttttacgtcatcgaaa
tgcattaagtgttaacttatgaccaccgattgtctttatccctattatgattattattgttatcaagagggtagtaat
gataaattgaaacacattttctctttaatgtcacatcattcaaaatagattacagtataaaatgcactacgtggtagg
taaaacaatcatctaagtaaataggacaatataaaactgaatccacttttcaacatatattgaaatttacagaaggag
gtgttgtggagattttagtaattctatagatttgagatcatgagtcaattgaacctagatcactatggaatacctgga
agcactagacggtcgtttagtcttattgtgagacttctcatgagtgcgcatccacgatctcgcctcgcgagattcgaa
cctaggacctaccagtgtcgctcaatttcgtagattggttgaagttagacattaacaccgttggatgtcggctcagtg
gtctatcggttaactgctctagcgcgagagcggagtctcacaataggaagaaacagccgtcaagtgctttcaggtttt
ccatggtgatctagctacaattgactcatgatttcaactataacacattgaaatatatctctaagtgataaatacttg
catagataatgaatgaaatacaacaatatcaactaaatgaatgtgaatagtgtatcaatcacatcactgaaaactatc
catatcatatggacgaatcattagtattagttgagaggagttcatatatatttaagcattaactattcaatactactg
ccaactcgtcttatcatcacctattacattatgtaactacaattgtctcacattgattaagatggaatcaacagataa
atggaatttaatgacgagccaattggaataatgtgtgtatttttttgttagttaatgatcaagttgatctgatatgaa
gtcgagtaagagtacttggataatgacacatgaactctgattgatagttgtcaatgtattaattgttagtaggattgt
tttgatgattctgtgaatatatcccctattgttactgatatgatttcatatatagtatctatcatgtctgatagttga
tgactattgggaggagttagttgagtaggtttatgtgattcagattactgttgagtgatgatgtacaacaaatatgtt
atttcgatactagacgactcacttttcaaatagctcgtctccattctcttacattcagtcatgagttaatgctttatt
gtcaaactcacatggacatgtagacagtgtcattgagatactcacaatcgcttacaggcaccttcattccaaatactc
tgtttcgttgagatggaatgcaatctgtgtttgaatgtgtggaatactatcagtttatttgttgtaaactttgactgt
cttcaaattatctatattaatcaaaataccattgtgttgtaagtaaattctgcactgttctcattcgaggaacatgca
tcataacacttatatgaatagggtaatgcgaattcatcactaacatttgaataagctttccaatgactagataacata
gtaaacgttcgtgtaggcttattgaacagatacatagtaaccatgttgtaatagtggaatagaacatatatgattgtc
aatatgtttgagtaatcgattattgattagatattcactaatgaatctgaattggtaaatgttaatgattgtcatctt
gttttcagaatagttgccatcgagacgtgtgtaatttgcatcgatattccattgatcttccaattcattagggagtct
cttatgcgtcagtattgtaaatatttgaatgtgtctagcgattatcgatcttgtttcacggtatttgatcaacaaatc
aagaaatctcactgatgatgaatgttattcatgtttaaacttgaatcgtgttactactagtaacaacaatgatcataa
taatgctagtaataataatgatatcactactaattataatagtaataataacggtattgatattaacggctctgactg
agctactggataatctggtttagaatcctgtagaaatcatcacttcctgtaaaagcacaggcatagctttattggtga
tctgaaaatagcactagaattctttatgaccgctttcattccttgaaacttcagaactttggcatatccatatcaaag
ataattatcttttagtaaataaatataattttttaaagttgggcctacattgaggagtttgattttaccggttgctgc
tatcaccgagtacgttttatcagttttcgttgacaaatgttcatcataagtggattgtcgcgatattgtctttgataa
caaaattcgatatataagcaaagatggtagtggctatcagtggaatccaggatgcgcatttcgtcctgagtggataac
gtgatgacttttgaagcgaaaggtaatagattcaagtcccagagtgaacatccactctgagatgcaggtgcatccagc
tgacgagtcccaaataggatgaaacgcgcgtcaaactggattccactgttagccactatccatttttgcttacgatgc
ttgtgaattatggctatatcgaagcaatacgcacagtatgcacatatgccaattagagactgaccagttacagtctta
aaaacatcaatgggaagattcaaacaaacagtactaaatgaattcaaaatttgttatagtttaactctagttaattat
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aagatccaaaacaaacgtttcatccacctgacaagtttcaaatagaatgaaacatgcatgtaatccaccattgtttaa
ataccctcatgaaacttttacaaaaattaaaagttataaatgaagtcactcccataaacactgtggatgaagaaatat
tggctaactgttttgtgatggacattatttttctatttgtagaataaatcttcaaaataggaacattgggaaccataa
cgggatggattcgtatgcatataggaaacaatttgaacctagcacacaacaatatcgtcatgcattggcccattgccc
ttggcagatcagtcaattcgaatgtcattagaatgccgtcagggtataagacaggctaggtaccccagtcaagaaaat
atcaaccgctgaagcttaaggtaaatgccactaagccggcgtacatgtagtccagaaagaagtcagatgcatgcttcc
ttcaaaatactacctcattaaaatattaatcatggacagtatgaaatgtataataatctttattgtaagaaaaataaa
caaagttagatcatcattaaagacctggaaatactgaatggctgttttatcctggtataagtatcctcagcaatgcgc
atccacgataccgaaagtgggattcaaaaccacgaccttcggtttcgcacgccaacggtgagtcacgcaatatcgtga
attgatcacgattaaacattatcaccgttggatgccgaatcaatggtctacaagttcagcgttcacgtgtgtgaggtt
gaaggttccagatgcgaacaccgaatatccacagctgaaaagttctatactatgatgaaacaacagtccagtgcttcc
tcatgccaaacaaatcgtgcacatgggctccagaatcctgaaggaacaaatggcgtatgaatcaatcgttggtcaccg
gctatcatgagactacgtctcctcacgattctccactgcctcgaggatcagatctctaggtcaaaggctccgggtgtg
gtcccctaagaaaaccacctgcttcagtttgcgcagctgggcaatatcacagccctcacgcaaatcgaatgaaatttg
tgtggcgcatttatatctgatgctcccttgtaccaatatttatgtgtttaaataataataataaattaattgataggt
aacaatgaacagcaataaataaataaataaaaattccataataagttatcatctcattggaaattaaatcaactgtta
taaagagcagtatggtgtggtctacttatatcctcataagtagtatatggtaatagtcagacatagaatgtattttgg
cagaagaccgataaagaaagaactgaaatgaagcgcaattggtaggaaaatgcatgaacaatgaaatcagagaagatg
gattgatatttgcagaagaaacggtcaagattgaaacgattgattgttattttgcaaatttactgtttgctgtatggt
tatcagatcttagtaagacagtttgtaatttgtgcttaaatacatttgattgtctccaacgggtgttttgttcactac
agtaatacactaattcagtttcagtttcagtttggaaaggacaggaggcttgatggcctgtgttagtcctggcaatga
tggtctctcaggtgatccaactttcttttgaaggagtcgacggatggagcctcaaccacgtgctgaggtgatgaattc
cactcgttgattattcgatgggaaagtcggtagtcagctgacaagtagttcgttcggggcttgtgaacttttttggag
tgtcctcgtagatttttcaacgaggaaaattagtttaactattaaactttctaatggattcaagtatcactaaacttg
tattttgtgtagcattgtaacctttttctttacttgaatttacaaaagacaatagtaattagcttaactatttataaa
gtgttcaatagacaatcacattatggtgggtgctactgatgtcgacagatataagtagcatatatcatcaatagaaag
tgaaatgtctggtgtgcagaaggttaataagattaaagcaaaaagaacgaaaacagagaatgattggtatgggaacga
agaaacaatgaagtctgagatgattgactgatattttgcaaatgacgtgttttttttactgtatggtgctcagacttt
actaagagattctgtaattgtgtgttcaattacatccagctgtccctgcctgtgtcctctttcactacagcattacat
acggtacgtttatttattctaaagtgagatctgtgttgagtgtatagaagagaaagcgacttcataatttgatagcaa
atatctttcaaatggtttagttgtgataataaccgtttcccttgtcaactttttttgaacatgaagattgaaatcaca
agtttaatcgtaccgcatttttttttcttgctaatacagTCTTTTACAGAATCAAGGCGATTTCCTTGTTCGACAAAC
AAGTAAACGTTCCAGTGGGCGTGATACCATAGCTCATTGGAATGGAACTAATGGTGATTTAAACAATGGTAATCATAA
TGAAACAATATTAAATAAAGATCATAATATGGATGGAACTGTTTTACGTATGGTTTTATCTGTCTTTTGGCATGGTCA
TAGACATTTCATTCTATATGGTGGACCAGAGACAGGTTAAGGTTGGCATTTAGAAGACGGTCATTTCTCCACAATAAG
gtaagtagtagtagtcacttttctagtctaatgttttttagaacaccatgtataaacgaataatattgttttcatagt
cgaaatcatgagtcaaatgaagctagattaccatggagaacctgaaggtactggacggccgtttcgtcccattatggg
attcttcagcagtgcgcatccacgatcccgcactcgcgagattcgatcccaggacctaccagtagcgcgccggaacac
ttaaccgatagaccactgagccggcatccgaatctgcacaaaaccccttctgaaatattgttttcgattagatcgtca
tcaggctttactctaatatacagtaatatttatatgaatatacaaaattattaaaccaaccaaggcagtttatgagtc
aattataccagtggaatagattacataattaaacataataagtgtacagtacaaattggtagtgtgatgacaagtgta
cttgttgtgctatgaataacagaggcttgaattaatgttacataatgagaaataggttattgattagaaaaaatatag
acactgaaataacattcataaaagccataagattacgtaataagaaggaagtgttcagataattggacggtgaaacgt
atacttgagaaaaaacaaaatgataggagggggtgaagagaacaaacgtagaaacagtatggagaataataatgaata
aaatcatttattaagacctagggagagattagggttttacacaattctgatgtacacaaagacttgaattgttgactc
gaattcctatagcttctgctatttgtaagaggcgagatagaaccccataagaaaaactagtaggaatacgatactaca
tgaccgctatcgatcatctgttattgaaccgagctgcgtattgccttgacagtacctttttctaactatgaagggaaa
tgttcactaactatttggttcatttatctggtagtacgctcagtatagtttatagtgaacataaaactttgctgatta
gcgaaaatatatctggcactaaactgttagtgtttcccagtcgtacattttggtaaattatgacacgttttctttcga
aacctttgtttctattggtattgttatcgacaacctctgaggaatgtgaccgtagttagcagctgttaccttactgca
caactaagttgtttattaggtttttgcatccagttgtataaaactcatatagaaaatggagacaaaaacttttgtcat
aatcggtttccaaccagatatcatacctggctgctttttttaaaattttaagtacgagatggatatgtgaacaactgt
agtatgcaatctgagttacggaatgttcttactggttgcatcctaaatgaaaaacacgtaaatattaaccaattgttc
accaagttttgacatcttttcacctagttcgactattactttctggttcaatacacgtaatttcacccgtattttctg
tttaagaatagtgtcatatctcatagacaaatagtacagtaatatgttttctagtactaagttttatcaagacaatat
gggtttcataattaatatcataatcgcatataacccatgctaccggctaccaactagcacaacataaatattttcagt
ttagttctaggtactacttgtgagtagcttagtattttctccgaaatatcatccgtggtttgagtccgataatagtgg
gtccatttattgttcatacacaaattcatcgaaaaacatttcaatcaattgtgtggtattattagtgaacttgtgttt
cagagatagatttgatcaactaattaactgatcttgagcaagtgtgatcaggccttatggtttttacttttgacattc
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cctgtgtaattgacccaatcgcgtcacaagacaaaccctttcatagaatcctgaaggccaaaggaaaagagaagatca
aagaacacattacgccgagaaagggaaacagatatgagaaaaatgaacaaaaactggatagaactagaaaggaaggcg
cagccaggacagagtgggttggagaatgctggtcagcggcctatgctccatagggagtaacaggcgtaagtaagtgta
attgatgagcattcaatcaatagaaaatctttcgaatattttttcatawgtttatwatcagctctgaaatttctcttg
gataatcacgaytgtcgtttgcttaataactaaaattgtatagGGAACTGATTGAATATCACATGAAAACTCAAACTC
CCGTGACAGCGAAATCAGGAGCATGTCTTGTGACACCAATTTCAAGACCTGATTGGGAACTAGACAATCGTGATGTAC
AACTACTACAAAAAATTGGTCAGgtatgttttcagacattgtgtttyacaaaaataataatcgrttttaataatgcca
ttsttatgcttgttatttcgtaatgygtgtctcctatgatggaataaactgccaaatcgtccacggaggacaactcac
cgamtcrttyrargtaaagaccggtgttargcaaggttgcttactctcaccctttctctttcccatggtgatcgactg
gatcatgaagacgtaaacatctggaggaawgcacsggatamagtggactggcaagatgcagcttgacgatttaggctt
cgcrgatgatctggctcctctatcacaaacgcaaaaacaaatgcaggagaagattaccagtgtagcagtagcctcagc
agcagtaggtctcaayataaacaaakrgaaaagcaagactctccgatacaatacaacatgcaccaatggaattacact
tgacrgagaagctttggaggatgtggaaaycyttacatatctgggcagcatcatygatgaacacrgtggatctgatgc
agatgtgaagacgcggatcggcaaagcgagagcagcatatctacaattgaagaacatctggaactcaaaacaattgtc
aaccaacaccaaggttagaaatttcaatacaaatgtraagacagttctaytgtatggrgcggagacrtggaraactac
gaaagcyatyatycagaagatacaartrtttatyaacagttgtmtacgaatgatacttcggatytgttggscagacac
tatcgacaacaatctatcgtaagagagaacaaaccagactccatccggtggatgaagaaatmaggaagaagyrctgga
agtggatagaacccacattgaggaaagcacccaactgtgtcctgaaggctaaaggggaagaggaaggccaaagaccac
attacgccgcgaaatgtagacggatatgaaaagaatgaagaaaaattggatggaactagaaaggaaggccgaggccag
agtatgtgggttggagaatggtggtcggcggcctatgctcmattgggagtarsaggcrtaagtaagtrtgtaagttat
gtctgtatagtacagaatacttgagaaatgtwacaattgttttggaagtattgcacatatttagcagaaacttcaagc
cagaaacattaactcttgtcctaagttattatgtaacatagccaagtcagtatcrgagtctgaatttycatcgattwt
agttattggsatatgtytatcctccgtmtactgtaacgcgtaatgtctgtgttttaaayttcgaagyaagattwgttt
ttttgttggagaactgaatkaarcrmcagggttctttgttttttccacattacctcataatggaaaaagagcattctc
aaccaactatgaaatttactcatgactttcgaccttgtttgagtagctacagtcacagatgttaatttttggttgtac
ttcaacaaaggaaacgcctgattctaatcgcttctcaagtacatgcatgtatggttaccgcagaataattgacagctg
tcagtagtttgtagtattcatgtggtagcgtgtattatttattttatattctgcatctccttctttttacagGGTAAT
TTTGGTGATGTTTATCGAGGTGTATATAATGGATGTGAAGTTGCAGTGAAAACTTGTCGTGTTGATATGACTGCATCG
GATTTACGTAGGAAATTTCTACAAGGTGAAACAACTGCATTAAATTTCAATCATCCAAATATTGTCAAATTAGTTGGT
ATTGCAGTTCAATCTTATCCAATTATGATTGTAATGGAGTATGTTCCAGgttggtgaacttttcatgtttttcatgaa
ttctagcatatttcatgttttattcatgttaatttgttatttttactacttactagctataagtagttacattttcaa
aggataagtgttgtagcatgtggattgacagtaatttgtgactgcacgttaacagtgttgtactagtacttgaccata
aatgtctttagaggattggtctaatattccgtaaccatcggctgagccacgttgaggttactcttcaaaaatacagaa
tggttgatgaagtagatcttcagcaacatgtattatgtatatccaacgaacgtctatcgtaaacgacgtttactggcc
tgcaagtaagttggagaaagatggagacgataggttagtagcttaacgtcagtccatgaattaattaaaagttattct
gagacatattgatagatgcaaactaccgggttacactcctcaaaacgttctcaaccaacggttaaaaacattgtgtca
tgtttgagaatcggtcaaaagagcgtaaacatatttggtatttgccttacttcggatcctcaattttgtaatcatttt
ttcacaccttatcaccctaatacattctgtctacagtcacataatctgtttctaatcttttttcactatcatggttct
aatgtggtgttatattgggtagttttgcattttgtgtaccgaactatacgttgaatttgtctgggacatcattggaag
tggaacaaatatgttttctcagaaaatgaagataggtgacaggaaaattattgttccaataaggataaaaaaaatttt
ttaattaagtgaatgaactttagaattcgttgtgaacgtcagtactgcaatacatacaaatcccaccaactggttcca
aatgcaacaaagtgcgttcattaaattccacttgtagctacagttcagaactgaattaaaagtatgaaactatgggca
ataccgaggtttctgttacatctccacgtatgctatagctgattgatataatcttgtatatcaataacggggaagtgt
gaacgcttttcaagtgaactactgtaaaattcaagtgaaactactattgtgattagtttgttttcctgttgtttcatt
ctccgggctttcactttctctctggataatattatcagtacaaatatcaaatagaagtgagttatccagataacaacg
ccatggtcaccattctttctgtccttatctttcttgtgtatatcacatcacactacttaatactactcagtagcggag
tatcagtctgtcacttagttcatataggtatatacaactatacattcatttgattgaaacgatcgttttaactctctt
cctttgataagttaataaatcgtattattctaatttattccgtttgtttttgtattcattataaagGTGGTTCTCTGT
TAAATCATTTACGTAAATCAAAAAATGCATTACCTGTTATGAAACTACTTCAAATGAGTTTAGATGCTGCTAATGGAA
TGATGTATTTAGAAGCGAGAAATTGTATTCATCGgtatgttttattttatgctcatttaatatcatactttactttca
tatgattttatttatttatacacataaatattggtacaaggaggtagtaccagatacatatacgccgcacaaatctca
ttcgatttgtgtgagggctgtgatactgctcaggtgcccaaactgaagcagatggttttcttaaggggccacacacgg
agcatttgacctaaaggtctgatccacaaggcagtgaagcagcgtgaggagatgcagtcccatggtagccggtgatca
acgattggttcatacgccattcgttccctcaggatactggagtcagcccatgtgcaccattggtttggaatgagggtt
ttccaactcctctaggtggactttccgtgtccaccaaccgggttaaagcaccggacattcgcttttcgtcccctcact
ttggtgaacaacacatccgccacgagaaggcagtgagtaggacttccctgaccgagactgtatacgcgtggccatgtg
agagcatttggagaggaagagtggactctctacactctcggccgtaccagggcattttgggggcactttcatatgaaa
ttcatatttgataaattcaatcctgataatggttgtaaacagattgatggtttcttcttatatcaatgtagtgtcttt
taatgacagttggcaggaatactaatccgtaattcccatagaaggaacgttaccactaatctagtcctggcacgaata
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acttcctccttctacctgtagtgagttttccaatatacgttcttcaataactttcggagggatagagtcaatatatgt
aaattgaaatgaactcatctgtcataattttgcttaataagtacaaagtaattttagactttatgtaatagtgtgtag
cttcggtcagatttcccttagtaacatttgaatggatggaatattttgttattacactaaacgaaatctgtagtgttg
gttgttatgttaagcccacatagcttatttgagcttccgaacagaccgatttgttcaatcttctggagccatacttta
actttgaccgttgtgtgcacttcatatcctattcatcacatgtttgtgacttatttttatatgactaaaaatattgat
tcacgcttggcgaaatcgagttggatcacattgtttcctcaccgcacgtcatttcgcctcgctctcttcatttcccca
atagtttgtctggatcaatgattgtatcaaatatacgtattcaaacattcattctcgtatttgacttctttaatcccg
ttactcactaacgcgagttaagtcaataattatataagaaaattggtgacaagtatatttcaataacaatcattcaca
tgatctaaatagagcataggccgctcaccagcattctccatccaactctgttctgagccttcctttccagttgttatt
catcctcttcatatctgcttcaatcttagtcactatggaatatagagaagagtgactacttgtaactcgatttgaata
ttgaaactttattttatagtctatgcgttaatcatcaagttaaaccattttaaccaggatcagtaataataaattcga
ctttgttagaataaaacctttacatatctgagcagcatcatcgatgaacacggtggatctgatgcagatgtgaagacg
cggatcggcaaaccaagagcagcatatctacaaatgaagaatataggggattcaaaacaagtgccaaccaacaccaag
ttcaaaattttcaatacaaatgtcaagacaattctactgtatggagcgaaacttggagaacaacgaaaacaattatac
agaagatacagttgtttatttacagttgtctatgcaagattcttcggatcctttggccagacaatatcagcaacattc
tactgtgggagagaacaaaccagattccaccggaagaagaaatcaggaagaagcgttggaagtggatagaacacacat
tcagaaaatcacccaattgcatcacaaggtgagccatcacttggaatcctaaagaccaaacgggaaggggaaggctaa
agaacacattgggccgagaaatggagacagacatgagaagaatgaacaaaaattggatagaactaggaaggaagatcc
aggacagagtgagtgtgagaatgctggtcggctacctatgctcctttgggagcaacaggcgtaagtaagtgagtaagy
agaataaaacgataacaaatagtaaatttcgcgtattctatatctctcattgtatattattcattatatctgtattaa
aatagTGATTTAGCAGCAAGAAATTGTTTAATTTCTGATGATGGTCAATTAAAAATAGCTGATTTTGGCATGTCAAGA
GAAGAACATATATATGAAgtatgttgaagaagtagttttatatatgtatagaatgtcggtgtttaggaacgtcatttt
ttatcaaatacataagtatgtatgcatttattatttatttaaacacactcaaagaggcaacaaatagatatgctccat
atgaatcaaatgatttatgtgagggttgggatactgccccgacagcccaaactgaagcaggtggtttccttaggaagc
cattccccgaacctttgacctacaagtccaatccataaggcagtagatatgttatatcgtgtacgtgcgtgccctgtt
taatatacaacgtgacgatgtcgctaatcggatagcagtggatcatcgatcggaccattgatacacaatatccgtgcg
agcagtctagagtactaatctgtccggctatctgcctagcccagccagttaagtccagaacactaatttcagcctctg
cggtatgaatcattgttctcacacacactgggtttatatacaaaacaaactgaccacgtcgtaccatgaagtagagaa
caacatttgtacaagctttagccaaatgtggctgtgaataggggggacagtaattaatatactgggcataactcagga
atggtaaatcctacagtaatagtctatgggtcaaaataaagctcataataaggggaacatgaatatgaatattttgtc
gataaatcccatctgactcttttkgaagcaatacgttcatacatcttttgttccctcaggattctggagaccttgttc
acagttggtttgaaaccaggattttccractcacccagatggatcctccgtatccatcaacatggttaaagcgtcaaa
catgcgcttgacgccttttcaacttcgtaaacaacagtaatgcggtgagaagacaatgaataaagttttcgtgacagt
ggctgcataagcgtggttatgtgagaacattttttgaggtcgtactaattctcttcacacttttggccgtaccatcgc
atctggggcaaagacttgagttctgagagctatgctatattaaagtgaccgaatccactatcttccattattyttact
gaaagattttatatcayaaggaactttcgtyatataattcaaytactatgaaggagtttcacgaaaatatctatyaaa
ggtcaacacatttcttaaacattacggtttttagccgtactgtaatattctaataacagtgtctttaccgagtttttc
tttatattccttcatatgrcagttgtgattcatcttatctatctatctatctatytttttctagTTAAGTGATAAACG
AGGTCAAATCCCWATCAAATGGACRGCTCCTGAAGCACTTCGTACTGGTCGTTATACTATYAAATGTGATGTATGGTC
TTATGGTGTACTTTTATGGGAAATATTTACTTTCGGTGATGTWCCTTATCGAAATTGGTCTAATCAACAAACTAGGGA
TATGATTGAATCNGgtaagttatttaatttctcaaatctgttatgtaagtttctttatgctaaatgaatgaatrgaat
kaacggaaagttttggattcacttagtattgtttatttgaatcttcccattgatgtctaggactgcaactggtcggtc
ttctattgacatatgtgcttactgtgcgtaatgcctcgatatagcctaaactcacwagcatkgtaagyaaagatgrat
agtggstagcartggaatscaggackcrcrtttygtcctatttgggactcatcagatgaatgtacctgtatctcagag
ttgatgttcattctgggactcgaacccaatactgttcgcttcaaacgccatcgcgttatccactyggccactgagtcg
tgatagccacttgctagtgcgatgggtgaagtttaaattcacttagtattgtttgtttgaatcttcccattgatgttt
ttaggactgcaacatggtaytrggttygagtcycagagtgaacatcaactctragatgcaggtayatccagctgacga
gtccmaartkggacraaacgcgcgtcaaactggattccactgctagccactatccatctatgcctagaamgttttgga
gtttagttctatgctaacttacttttatcagtaatatatcgatacaatcatttcttttttttcaatattttctcttrt
cagGTTATAGATTACCTGCACCAGATTTAATGCCAGTTTGGTTNCGTACATTAATGAATCATTGTTGGCATGATGAAC
CAATGAATCGGCCAAGTTTTTCAAAAATTTCTAATGAAATACAAATACCTAATGTCAATTCATTTACACCAAATTTAA
ATAGATCTATAGACAATGNTCAATTGAAGAAATCTGCTATTGACAANCTATCAACAACTCCATTACATTTATCCGTTT
CTGTTAAAGATAGACGAACTAGAGAAGATTAAtatggatcnnnttttttgttactatgcccnnnnnnnnnnnnnnnnt
atacatacatacacatacatacaatagwtyatakagatctatatacatacatgtaattgtgtatatgtattgcaatct
tttttctgtttkttntttttgcaagcgcctttatttcmctgttattcactatggcaactaacttacagttccgagtga
caaacctttctatttattattatcaytaatataattgattcaattcatgatatatggtatacatagttgtactgtaac
catgyatatcatataatccactacctatgatcattgtaattgtcattatatcatttcattttaataatttttatgatt
tcaatttatactacttatatacttatttaatccttctttcattgtttcttatctttacttatagactgtgataaaaag
tagatttaatttgtatattctcttcagattacattacatttaccataaacaaaataatacacatcaatgaaysattct
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caaagagatagagagadwgwgwgdswgwnwnknwnnnkkkkkkwagtgttcaatatgacatacattcayaatgtaatt
tatgayatsgattgagtaagtgcctgcttaccctgttaatatacttatatatatatatatgacgtgatgatccccctg
gcaatcagtgaggarktaymattcataatctccatggwatataacatagttcatccaatatttcattattgaatatag
acacttaattacttatgtatacttgaactaactacctacttacttata

Anexo 1: Montagem realizada pelo nosso grupo das seqüências genômicas. Contigs genômicos 
formados pelo Sanger.  Em letras  maiúsculas  estão representados  os  exons.  Em negrito  estão 
representados os doadores e aceptores de cada intron. Em itálico e sublinhado estão representados 
os sítios para enzima EcoR I, apenas sublinhado os sítio para enzima Hind III, apenas em itálico 
os sítios para enzima BamH I e em itálico e negrito os sítios para a enzima EcoR V. Em negrito e 
sublinhado estão representados os iniciadores utilizados em Southern-blot. As demais letras, além 
de  A,  C ,T  e  G,  indicam regiões  em que  foram encontradas  redundâncias  para  as  bases  no 
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alinhamento, não podendo ser estabelecida a base real, um vez que a seqüência não possuía um 
valor de  qualidade.
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IX.2 ANEXO II

>d000009086.Contig1 d000009086.Contig1:1,23884
ccagaacacctaaacaactactgagtgtatgaaaatggacaacgttttgtttaatctagtctctttgtgtagctgtgt
tgaagaaacaaacatgttgtacactgataagctcatttattttatgtttttccttgagaaaacaacagagagaacatt
gtggaaaacatttttgctctaccgcatgttatctttacgcatatgtgatatgtttttctggcacacccgttgttttta
tgcatttacgagtgcatttcgacacgaacatacaacttgatttttttgttctacagaacttttggaaaggatgaaaaa
cggacatacattacgatgaatagatatttctatcatattttttcttcagcaaggagaccagatacagctgaacagaac
aagctatcagaagagtatttacaacgacaagctcgttgtgttgaatcttacagctgaccacgtcttggagtcatcact
gctctactaggtgggaagtgagctgtagcggtaagtgaatccccaaaataaattgttgtgtcagtcttcgacaccgat
gataatctagctggtttcgccctagttgaaagttattggtcaaacatctgcaccagatcatgtttggggacgccttgc
tatgcatctcttgcaactgctagccggcttaaataaacgcttttcgacatatcggcagccttccaaatataccttcaa
acctctccgtttcctggattttgatttgactgtttgggtgtacatcgattataaacgtgttacgtatagaggcattgt
cagtctccgaattactgtgacatctttgcctgataatatcaatgcttggtgatgctgttgatacgtactgcctgctat
caagaaattacttattgaacgaaaatgccgagattttcgtgaaatttccttttctccactagctaaacgaaatattga
ggattagtagtataagctcaagtgacaactatatgtgatcccctgttaaatcgaaaatctgtttgtttcttactttag
ctcacttgatcactttatgagaattgatgattaatcaactgaagtttcaccagtttttgttctttattgtgatgtatc
acgccagtgatatttgtttggttggatcgttggttgtgagactctaacagcgcgtaacacggttaacggattatgagg
ttggtagttctttgaccatttcttcgtaattgtttggtatctattgttcgacacaaaaattttcaatccagtattgct
ttacccagtgattattctcgatgactatttctgaagttgccaactttttcatgagtatattttagggagcgatttcgg
ggaacaatatataaaacgtagggttcatcttgctacttagcttttgtgtgtgtgtcaatcagtacgactgatgttagc
ctttttcattcacgttgtctgttgctcgaatttgaattgtcatcctaacagatagtgatcatattttacagaaaggtc
ttttttgaattcttaataaataacttcaaagtttaccgttacattgtgttaccctttattatattctccttgtcttgc
gacattcatgcgcacgttttcgcttcgtatcctgaaactatgcttacttaaagagggttgtaagttagtttgaggaat
taggattagaattgagagtcagaaatttgacttatgacgctttagggtcaaaaacttaaggtagggtttgaattgcaa
actcacatcagccataatgtggaaatgctatttagccacataaatgaacgaatttaacgtcagaatgtaagacttact
gtctgtgattctattgattcgtcaatagtttttagtcttgtccgtagcacctcgatgtacatttaatgtccttcctgg
ctatttcagacatggtatttataaatggttctttcaaaaaacgattactggaaattaaggggtgacgtttttgatttt
ttagcatttctaagcgttcttatcatttgaccgttctaatggtcaaaaagtatgcgtgagtatcttaaatatcattgt
aattaaacggcttgacaatgccgctgtaaggataataagataattgggtctcatagtagatggtatcagttgtcattc
tgtaaccggtgagattgtctgaaacagtatgattcttaattgttattctgaaatggagaatgcaaatataatactgat
catacaataaaaatcaacgcttgtatttgaatagctttatctaaatggcttaattgaaagaaatcaaaagtctcaaaa
ccagctcgctaaatctgaaataaaacaaaacattattgacaagttttggaacaaaatatgcctagcaccttatcattt
attaaaatgtgttttcaacaactgagtaaacccactgatctattaaggcataactaatattgcgatagtactttgtga
agaattaattgtctttttcgttttattggtttcaatgatcgaaccaaattcaaacgaaaacatttaaactgtttagtt
ttcgtgctttccatcggccaatgcgctgtctaaataattgcgaatgaaatgattttaagcacgttgtgtatacataga
attcaagcgagacgtgaaacgatgaagtatttgaggagcttgaccgctgaaaacctcggataattttttaggtaatgg
aaatagatatacgacaagtgtacattttcggaaatgaggagtgttttgaattacgttattttgaaatatagcttctgt
gaattcagatggatacgtaaatgtgtaacttccgtaattgaaaaggtcttttacatacatttatttacttttcaaata
tattatcttacaaaaataatagtatgttggctacaaattttcaagttgggttacccattattgagaatacaacttagt
gagttatgcgtctttctatgaatcaaatatatttttgaagtcctgtgtgcaaatagaaatcagtcagcttttatagac
gtatatttagaaatatatcgaacttctgattagcgtaaacatacgctttttgtaatatagtctatgctattatcatcg
tcattactgagcactgttgtaacctatactatcgttcttatatttaactgtttctactacctctcttttcaaagcatg
ttttcattaatgaatctgtcagatagttcatctgatcaagtgatcattgcaaaataaaccttttcttgtttttaagat
cataaacactgaggaaactgttcttatattcaacgtatatatttaaatgcattgaatataaataattgcatggtgtat
ctcctacaaatatttagaaactaggtcggtcaaacaacgcaaaacctggcaaacgtatatatcgacccaagttaccat
accctataagcacaaaatgaatcaagcactcctgggaatcgctttttctaacttttcctacttttaatttagatagga
cagtctgacactttatacaaggctaatgttaacaaaattagaaaacgttttaagtataacggcactaaaatcagctag
aaggtttcaaagctacaaattagctaaggtagagatgctcaaaattatgcttaacaattagaatattagaattgaact
caggtgattgattttgatggatttcaaatcagctggtttctttctaacatatcttctgatatggtgtatgattatgaa
gaaactaccgcaaagctgcacattattgagtaggtcgtgattgttgaaaaactgttgagactggatgtacatccatcg
cttgatagggttactaaaatgtcaacagtttattcctgcattagtgaaagatttcgggagatttacggccaatttgag
ttggcaagtaaataacagttgttgatcaggttacactttagttctttgaagaaccaaatatttaaaacactccatgca
ggttgattaacatagtgaaaggtatcgtgaaccacttttcatgcaccactgaaatgcttagctcgaaacaaataaaac
gactgtccggtgtttagattttttctatctagttattcaacaataagtcaaaataggtacttttcaagtcatggtttc
actcagttgtatatacacatcttcattggtaccttgaccccgaaaatctcattttcgttttatttccatctgacaggt
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aattcaacaaaatattcagcatactcctcaaggactctattttgttaaacctttaaacactttattattcatgtattt
taatttgtgtatcacaaaatATGGGAAATCATACAGTTAATGAAGTCAGTAACTATTTTGAACGTGGCAGTGATGTCG
AAGATGATATCAATACTTTAGCATCTAATAATACACATATTACAGAAAATAATCAATCCGTCTTGGTATCTTCTACAT
CGGACACATTTTTAGTTCCTCCTTTGCCTCCGCATAGTCTAGGACATGATAAATCATTATCTTCTTCATCCATTTCAA
CACCTAATGTGGACAATATCAATACAAAACGATATACTGATTCTGTGATGCTTCGAAGTGATCATAAAGAGTCTTCTC
AGGTAATCGTTTCAGCCATCGATGCCCAGATGAAATCTATCAATGAAATGCTATCCTACTTTTCTAAATTAGTCAAAG
CTGAAAAAACTGTCCAACAAGCTTTGTCCGATTTACTTGATGATCAAAAGGAATCATCCACTGTTGGTAGTGTTGATG
GTGGCCAGCGTTCGAATACCACCGCTATGCGTAATTTATTCAAATCAAATTATTCTCGTGGACGTCGTCGTCGTTTAA
CCATGAATATTTTGAATAAAAACTTGTCGAATTCACCTACTGATAATGAATTAAATAAAgtaagttcaatggtaaccc
tacctttatcactagtattgatagaaaagggaaatattcagtctttctcaatagaaacaagttattataaaaatctaa
ttgtgaaagttttgtaaatattctggttttacaataacatttagacagatgactcctaaatttttagatccgttaaac
ttattggcttgtggtttattcaatagagtaaatgtgaatatcattttaacctctttactgaacacaagctctaagaac
tcaatcaatatctgtttatattatcgtagcttcttaatcaacatgcattgtagtcactgttctgaatgattggatatc
acgtggactatgttttaaacgttagttagtttccgataaccgcacggaaaacctgaaatgtcttaaaatatgaaggta
aaatcatgaattccctcaaaattagaggtataccttgttgtgccaactagtaaaaaaccatggttgagtgtttcttgt
ctgctactttcaactaagtagcattcaggaagtcttttcaagatgtccggtactaagtccaactaaagattaaattgt
ggagtttttcattccgaaacataaagtaatttaattaatcccttatcagtagataggttttgctctctttaagataat
aaagggaattatgtaatcacaattgattgatcactgggtggtgatcaatgtcatacgtgtcaagtccttcttagtgtt
gatcgaatgctatcgatcaagttgcaattgctcagtggtaacgtctctgactgtgaagctcagtgacacgggatcgaa
tccgtcagggagcatcagttcccccaagattacaggtacaccttgctgacgagtgccaagtagcatgaaacccggatc
cagggtttcctgttgaccacctccaaccaccatcttacctcaatataaagggaactatgtgtatgaagtctaaaaatt
gttggtttttctattgtaaccttttctttctgggttaaatgaagttaaacttggttttgttttgcatatgatatgcct
tttgtttgttatatataactttcagCTTTTACAAAATCTTGTTATTTCAACAAATCATCAAGTACGTATGTTTTCAAC
ACGTGCATTATTTCATAAATTAATTACTGCTGGACAATTAGATAGTTTAAATAATTGTGAACATTGTTTAAGACGAAC
TTATTTAGAATGTGAAGAAGAATTAAAATCACAAGCGCGTCAGgtatgctgcaatttattatattccaagtttatcta
tgatatatagtcccctccgttgtctatttcttgttctatactgttcatctcgtagcttcattcgtttgttttatgact
gcgttatcaatatagtggttttgacctattctctctttattgtagtaagttcttcattggctatgttgatactcaatg
tgttatttaagagtaaaggatactcataatttaccagtacttgatcacagatatgctagaaatattttcagtatcttc
tgtgatcaccgggtaagtaattagtgagaatagacgcagggtattagagaatgatgataaatccgtcgatggggttgt
aaatcttcatcgactgagatggttgggccacgtgttacgtatgcctgaccaccggttaccacgacgtgcatgttgact
agtgttggagacgattggaagaaagttaggtgagaccaaaccaaaccgtggtatcagtccttaaagtcactaacttct
gatctgaaccatgttggtagatgcagactacttggttggggtccgcgtgactatcgtaatcaatggtaggggtttctg
ggtgacatgcagcagaatctatcacaatagcgtagttgtatgcactcctcgtcttcccttaaactgtgagattgaaat
tacttcatatctttctttctacgaatcaattcttcctgtatcatgtctgatttttactactattgaagtgactgctct
tatgaatttggtgtttgttttgttgtgctaatgaggtgtcgcaacttggactgatgcatatatgtacgtggtcctacg
ttatagctgactgaataactgactgactgtcatctgagacctgtacatttttgtgtacggtcgtacattgtttactgt
ggagtgggggctcaaagattgaaatatttgaatttaagccactaagtcatgaattcgaatcctgatatacttactttg
gtttgaggaatcagacggtatcactagcctcacacttatggtatgaacttgtaactggtaaacgagttgtgttcagta
atttgtttataactgagtgactgaatgacaggtaaattagtaaaatcaacagttaacttaaagtatagagtttttgtg
tgtgttttccttctgttaatcataatgtagaatctagcacaactaataactagtttaagttgtctgatttctcatcga
tcatagtaggaaactagtaatgtcttaataaatttgtcaacaaaccatttttacttattcatcaatgagtggttatga
gatgagttgcattaggagtctgtaactagtagcgttcactcatgtgtgggtaatgacacttaccatctgatgggatta
gatcattgtagctctatttcacaaatcgattgaagttggccgtgtggaaaactttgtccaagtccagtggtttaaaaa
ttatgtactgaccccaaggcaacctctgaccagtgtcataggtgtagaatgttaaggagtcttgtgttgggatgatac
aggcacttggtatctcttgtctttcaactaatgtttaactaacaatgccagtcagcattgtaaactgcctttaaaact
aaactattcttgataaatctgtcgactaaattttggagaatatatatttaaaatagtaaataaaaccaatcaaattta
agagtaaataacaatatgcagacttgagatgatttagaaaaagagaggaaataagttgacctatgtcgctgcgtcatt
gattttgaaccgtatccttcgatcactttgtcggggttattgcatcgatctcaactatgtagtgcttaccaattcatt
caagttagattaaaagtcttcgtcttcattttaacgttctatacatttccagtttttacacagatggttcagtcagtc
agtcacagcgtagaaattcgtacgtacgtacatcagttcaagttgccataccacattaacacagatttagttgtcgat
tcgaatcccatagtggtagaagtagtaagattataagcattaattggaaagattaaggtttgaagatgttattgaagg
agtataatccaatgaaataaatgtgaaaagagaaaaaagataaagacatgaagaattcagatgactagaattttgcat
ccactctttgtgttctgaattcttcatgcctctatcttttttctcttttcaaatttatttccctggattaaactccct
caataacatcttcaaaccctaatctttcacactaatgcttatactcttactacttctaccactatgggattcgaatcg
acaactgcatctctgtgttactgttgtatggcaactcgaactgatgtacgtacgtacacagatggttagtttgtttag
tataatagatatctttccataacgtattgatacatgatgtcaaataattaggcatctagtgtgttattctagaaatca
caccaattacttttacatgggtgtggtaaacattacttactgaagttaggattaaatgggaaagaacacccatctgag
atgagaagaatagacgtatgtgtttaggtcattaaaattagtgggttgatttaagaacgatcatatcaatgatgattt
cagattggacaatggttgtttaccattgaattcattatgaattcgaattgaattttatgtagtctactttcataatgt
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cttatattaggacattccatgtgttaaaatgaatatgagtcccacaataggacgaaacggccgtccagtgctttcagg
ttttccacaatggtctagcttcaattgactcatgatttaaactatataaaattactaagatctccgcaaaaccccctt
ctgataatgattatatgctcattagtgactggctccatgaggtatttcctggagttctagtggaaagcaatgagcagt
ggagttcaatcaggtctgttgggagatatcaactcactgaagacattggtgaatggttgctaaacttcgtggattggt
tgaagttagacactaacaccgttggatgccggctcagtggtctagtggttaagcgctcgcgcgcgagagtggtaggtt
ctgggttcgagtctcgcgaggtgggatcgtggatgcgcactgctgaggagttccacaataggatgagacggccgtcca
gtgcttccaggtttcccacggtggtctagcttcaattgactcatggttgcaactacatagaataaataaatacttttt
taggggaacgttttttttgagtgtaggtatgtaccagattttgatcaataatcaattgattttaaaatgtacactaac
tcgatttaaggaaaaatatgcagttatatgacctgagggtcatctatttgatcttattgtaggttcgaacctcatcat
gctcgcggaagttcaaacggccgtttagtagttacttcactggctgtgtgtgaattaaggctgaatacataaattctt
acttggtaaataagtttgtgatgatttaatcatcaattatatgtcgaatcaaagattttcgggatgtaaccttccaga
gttattttcgtttaattttattgcagtttcgtttattgcccgtgtatcgttgaatgatcacatgaacgatattgaagt
taaacataaggtactaggcaaagatgttaaatcagttggtaactttgtgggtcttcgtcgattatagtgattagaaaa
cgtgttgtgtatgcctaatttactgcttactttgactggtggtatctagttggtgttaaagtcagttaggagaaagtt
aagcgctgcgaaaccaaacatcattatatgaagacaataagtgttggacttagttatgcaagaaggtttagactgcct
ggtatgggtctactcaataactgcgatcagtgctcgaagacctggtgacataattcacaatccattacaatgatacag
atgatttcgaactatattttttttgaatattgaatttcagtattccttgctacacatcttttcatactgtcttttcga
accatattatcaatgttcattctttgtcattatcactactactactacaaatacttcgatttcgttactattcaagtt
attaggctaaaatgatatgacnnnnnnnnnnnnnttcaattgactcatgatttcaactatgaaaatgttattttccac
tttatggtgcgatgttgtctgtttgattagtatataaactcagtatgtttgaaatacaatgattcatacggcaggggc
tgttctggacttaactggttggtctaggcagaatcaggaccgacaagtaatctagattactcggacggttcccgtata
tcattgatccgatcaataattctctgttctctattcagtggcatcgtcacgttatacattcacagagcattcactcgg
ccccaagatataacattgtatttctttcatgtttttttaattttacagTATATGTTAAGCTTAAAAGCATATGAAAAG
AAATATTTCAAATATATTGGTCAATTATCAAATATACAATCGAAATTAACAAATTTATGTGATAAACgtaagttattt
atttaaatacataaacattggtacaaggaagcaccagatatatatgcgccacacaaatcttatatgatttgtgtgagg
gctgtaatactgcttaggtgtccaaactgaagcaaatggttttcttaaggggccacacccggagccttcgacctaagg
atctgatccacaaggcagtggagcatcgtaaggagatgcagtcccatggtagccggttgttgtattctattgcaaaaa
tattttatattctatttacacataaagttatctctaagtattcaatgaagccaattaaattgtttttaaaagtatgct
aaatacatttatatattggtgttcatcttggtgactatcataaccaatgtttggagactctaggtgatatggctcaaa
atcgatcacaatggctcaggtatatacattctttatcttcccttaaaccttgagaataaaattgcttcataaatttct
tccttcctatattatatccttatatactaccaccaccactaaattaactacttctatgaactcggtgttgatcttgtt
gtgctaacgaggtatggcaacttgaaccgatgcataaatgagcctggtcctacgttgtagctgagtgacatttatacg
catatcgtattgagcataattttgttgtgtcatatctaatgaccatcttcctcttcttcttctctttcttcgtcatca
ttatcgtcttttcgctcaacttttgtcttattcatttgtctttatttattaacatcaaaatatattacttacaatatt
tcacatataagtaatgttgttttgtttgttttcctttctctctttcagttcttttaactgaaagaatttttcttttaa
tgaatgaatagaatgatatatgatactgtttttttaaaatttcccattctatactggttgaataaatgaagttgatta
attatagtacttatatgacagatgattttgtaactgagtgttcatggtaaatttgatacaattttttgttggtgttgt
gaaaaaataggagaaaaaaattcaattttttggcaagaaatgaattaatcagaagtatactgaatcccctacatgccc
tggtatggccgagtgtggggagattcagctctccctctcgaaatactctcacatagccacgcgtatacagctactgtc
agggaagtcctactcaatgccttcttgtggcattactgttgtctaagaaattgagcggacaaaaagtgaatgtccggc
gctttaactgggttggtagatatggaggattcatctaggggagttggaaaaccctcattccaaaccaatggtgcacat
gggctccagtatcctgagggaacaaatggcgtatgaaccaatggttggtcactgactatcatgggactgcatctcctc
cacgatacttcactgccatgtggattagatctttaggtcaaaggttcgggaaaatagttaagttgaattagggaatta
gttttttgttagattcatatatatataaattgtcaattcgattgatatggaagttcatagagcaaaacaagtcatata
tatcttactatgcaatagtagataatggtggtgcaggaagtgtttgataagaccgatgtattatattactttcctttt
attgtccatacaagtttttttgaatcccaccaactccacttgttgtgttgatgataaattatagagtggaagaataac
agtaccactagtaataccattgtaatctactatagcgtatgtgtctgtcatatctgatgtaccatcagaatgacatct
tacaaatcttgattgttgtaaacgattactattggattttgttgatgaaagatcaaatagggaaatatcatttccacg
atgccttgatgcatcactaacgacaggaaccagacgttgagaagtcagttgattaagtatacctatttacatgtacta
gtttattgtactcaaatttcagtcatgactttttatgtgagtcctagtgatagtatttgtctatttaaaccgaaacag
atgtcgcgaggctcgaacgttcaaaatgatgaataagagtcgagtgttttagcttcattaactcaacttattcaactt
ttagacactaatcagtcttaaatttaaacctcaatttgaaaagtttagtttgaccagcagtgttatcattagctgttg
catgaaaattgctgttcaagttgagtaaaataaaaccctgtacttgttgaatgaacttcataaattacatacgcctga
tcaccagtgncatcaacatgcagcgtttgctagtgcgcaagttgattgacaaatggctaggtacggcttggaatgaat
taatgaattccataactgttggtttggatgcttttgataagttcagactaccttgtttgagtccgctgggttactata
atcaataaaaacattacagaatatcgcaatgcttcagatgcataaactttttctctttcttaaaatttgagttttaaa
attatgttgtgtttctaatccattttgcattagttgtttgaatgttcccaataatgtttaagactgcaattgatcagt
ctcttattgacatatgtggattctgtacggacacctcgatattgcttcaagtcataagcattataagctcagatgaaa
gtgactagcagtggaatccaggacgcgtgtttcgtcctatttgcgattcgtcagtcactagcttgtgcattgggttat
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ctggactcagtagctgaatgggtaacgcgatggtatttgagacacacagtactgggttcgagtcctggagtgaacatt
aactcggatgtaggtgcacccggctgacgaatctcaagcagcacgaaacatgcttcctggattcgactgttagccacc
attatctctgtttatgttgtatttctgtttctgcaaattcattcctatttctcgatttatgctatctgcgtttgatgt
tttctactactcttctgagatttatctcaagaatttcatctgttggtattgatactggtataacgacttcaaccgatg
cacatatatacctggttttaagttactaataactgactgactagtgaacaactgctatgtaactgttgcattgcttgt
tacatagtcatatatactctccattttctgtcaatttacaaaataaaaaaaaacacgaaagtaaattgatttccgaaa
acagcaaagaaagtttagtttattgattattcgtgttactaatagtaataatagtagtggtaatatatgtgtgtgtgt
gtgtgcatgtgtgtagattggcacaatcatcatgtctacttactgatcatacatacatatatacatttgtatacgata
cataactttcattatttctttcattggtacttatcaataccaatagagtataatattgacttgaattattataattat
gaactacaatagtgtaaatgattaactatgaatgaatgattggaatgtttattgttttgtagaactgctcatttagta
ttgtaatgaatattacattattgattacgaatgtatacatatatactatttgagataataatgatgaataatggtaaa
agttattcaaaaaaagaattcattattaagtgctctggagtgagactggtaggtcctgggtttgaatctcgcgagtgc
gggatcgttgatgtgcactgctgaggagtcccataataggacgaaacggccgtccagtgcttccaggttttcgatggt
ggtctagcttcaattgactcatgattttaactgtagatataaaattactaaaaatctccacaaaaaacccacttatca
tatgctcactagtgactggctccatgaggtatttcctggagttctagtgagaagcagtgagcagtggagtttaaccag
gtctgttgtgagctatcaactcaccgaagacattggtgaaatggttgcttgacttcatggattggttgaagttagaca
ctaacacccttggatgccggcttagtggtctatcggttaagtactctggcgcgagactgataggtcctgggttggaat
ctcgcgagacgagatcgtggattgacactgctgatgagtcccataataggacgaaacggctgtccagtgtttccaggt
tttaacaaattagttcacatcaatgaatagtgaaattcaatgaaccattcatcatgacttctcttgttttttacccaa
ttcatttatacatgaatacataaatactaacgattgaaattgatgatcacatatagaaattaactattctatctcatt
atggttgtatcattcaagtacatgtaatttataccttgacctttgaattgatatttagaatgattacgtgtatacaag
tcatatttaatataatttgattttgtcattgtgtgtagcacaagcaatttgatcatgatgtttatgttnnnnnnnnnn
caatgataactgttatcttgactcattgatcatactcttgtacatcacgatgatcaaatcgtacaaatgttggattga
acttcttccagttgtaatattcactaaaggtagaatttgttgtatctcgaacctagatttcttagtctatcgcgttcg
aaacgtttttcttgactctccagcaaggcttcaaattgtttaaaggtaaatgatatctcgataagctaaccccgtcgc
cagttgttgtatctcgaacctagatttcttagtctatcgcgtaatacttgaacactcgaacgccagaaccctctcaag
tcacaaatcaggagacagaagacaagtagaaggaatgttattccaaacagtgttgattatggtacaaaattgtcaggt
atttatagtttttagtagaaacaaaatcatcattatagttgtccaatccgcacacagggagttatcagcattgtccag
tagggaagctccacgtagcaattctagagtattcttccaaaagctgattggatggaatatgtcgggctccttctgggc
ttcttagatcttcctcgacttcacctgtggaccatcctcacagaattatttctaatgatagtcaatcaagcataggta
acttgttgtctatgtttattccattatttaaattatgattagattaaagaagatctaaaagtacagggatttcttcca
agaaaggagcggttacttagttgttactaggtatcagtgttgatgtgccatggttgatgagactaggcaatcatcatt
ttagaaaccaattcattatccattaagttagttaatcacattaacctccagataattcaagcattatgacaaatttaa
acttttacaatgaaagtgttttagtaccaattgaataaataactagcaaatcaacaaagacattaagattccagttag
tttaaatgataaagtttgaactggacaaaacatctgtaccgtatctcgctactagtcactatcaaatatttgtataat
attttgaaacaaaactggtcatgaaataaggatattcagtcagaagaaaagatggatggtggctggcagtggaatcta
ggactcacgtttcgtcccatttaggactcttcagctggatgtatctacatccaagagttgatatccaatctaggactc
gaacctagtaccgttcacttagaacgccatcgcattatccacttaactactgagtcctggtagccacctgcatgtgca
atggggtgaagtttaaattcacttggtactttttacttgaatcttcccattgatgtttacaactgcaattgatcagtc
tattattggcacatgtgcatatgccaatgacagattgatcaattgcagtcctaaacatcaatgtgaagattcaagtaa
acaatacctagtgacatcagaagaaagttattgagaaactgttataacgtgtgcgtgcccagttattatatgaacgtt
atgagaccgccaatcggagagcagtgattttatcgaccagatccaatgatacacaaaactgtatgcgcagtcttgagt
actcgtcagtcctgctttctgcctagcccaaccagttaagaccagaacaccaataaaagcctctgaaatatgaaacat
tattcacaaacatactgggtcagataccaaacaaacagaccacatcgtaccataaaatagaaaataacatttgtacaa
gatttggccaaatgtggctgtgaatagggagaacagtaatcaatagactgaggataactcaagaatggtaattcgtat
aataatagttcataggtcaaaataaagcttaggataagagaaaaatgaatatgaatagtaagcaaagatggatagtgg
ctaggagtggaatccaggacgcgcgtttcgtcctatttgggactggtcaactggatgtacctgcatctcagagttgat
gttcgctctgggactcaaacccactaactttcgcttcaaacgccatcgcgttatccactcggctactgagtccatctt
tgcttatcatgcttgtgaattaaggctatatcgaggcaatacgcacagtatgcacatacgccaattagagaccagttg
tagtcctaacacatcgatgggaagattcaaacaaacaatactaaatgaatatgaacagtttagttacttagcaattat
acaataggaaacatacatatcatattggtccataaatagtcctcaacagttaccattcataaatctccacgggatata
acagaaacgttttattctttgaatgttttttttttatttattttttgtattttcatagGTTTAATTAATAATCGTAAA
ATTATTGACAGTCTAATGAATAATTTAGAATATTCTACTAAAAAATTGCATTTATTACATAATGAATATTGTTTGGCA
TTGATCACTGCTAATCATTATCAACAATGGTTATATACACATTTACGACCATGTTTACTGAAAGGTGTTGAACGTACT
ATGCAATTAGCATCGGAAGTTGTgtaagttgttgttttgatgttttgtcagtattttgttttctcaactgatcgatgt
tgattactttaaatgttttgaagtactcgattttcaactaaggaatagccggtttcagtataactccatttgccttga
tttgggcgaacagatcgtattattagcccaaaagtatactgatgtgacctgaagtttattatataatacctgcgcttg
taacatgagttatgttagcatttcaactctactgtgactttgttaacatttcatgatttagtctggtccataagactt
tggaattattcacgtcaacgtctgtaatcaagaatcgaactttatgtttgaggcaaaagtctcactagtaatactaag
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aatgtaggattttaacttatggttatgaaccattgactatcgtgtcgacctcagcctcttaatcaaaaattttgtcta
caatttgaggtaataatattcacctagaaattatctggggttttatactaagatcactcgcgtaattatgttagacca
tatcatgcttatcttcaaggctttcgtcaatatgctattaataacaataatgagtaagtcaattatctttattatcta
tggcatgtttgatcacttactatgcttgtttcaaacaccggatcgaccgatcctttcaaagttagaagacaaaaatac
atccaaaatcctcatccttgagctacaaagatatcctcgatcattttaagcgaattttctctttcaataacattatgt
gtaagtggctgagatgtactttctttcttacttgacccgctatctacttaaagccttgtcatgtacgtgtacatagga
acttattatgagtccatgaagttatcaacagttggcttgggggatgtaaactacctgctgaggttcagcatgacaact
atgattagtgattagagacgttggatgacttagctcagaatcggtcacaattacgcaggtgcttttactccttatatt
tccatcgatcttgagattcaataatccttcatacccatcttaacgtctttccaaaacattttcttttattttcccttt
taactctgacactacgttatttagatcttctcaattcatctcatcatgttattgtattggtaacacgggaaaatgcac
atttgtgctaccctttacattgattatgaatgacaggaacttttatggtgtaggagtaggttggaagaaagctagtgg
cagccagaccaaaacatggcaaaaatccatgaagtcagtgacaagtggactgagccatgttggtaggtgtagactacc
tggttgggatctgcgagataatagcaatcgatggtaagagaccttgaatgacatggctcaaaatcgtttgcaatggcg
aaggtgcgtccactctttgtgttctcccaaattctaatcttctgaattcttcatgtccctttctttttcctctttcca
aatttacttcattgtattatactccttcaataacatcttcaaatcttactgcttatactcttactacattaccactat
gggatttgaattgacaactgcatctctgtgtgaatgtagtacggcaactcgaactgatgtacgtacgtacgaagttct
acgttgtgactgactgactgacaggagctttgtcgtttttctttatacatatagcttgtgaatggttaaataatcgac
aaataatttgatactttctataaaacagatcattttcatacttaataaggcttactaaggtatttttatatataagta
gtgtcatggtaacgttagaaataatttccttaattttatgcgttagttttggcttcgttgaaaaagttacttgtaagt
tagcggtattaaaagtctttttaatggatctgcttatttgacatgttagaatctcactcgttatatcacctctgaaat
caagttgtaggtatagagttttctttacacctgaggaagtttgcatcttgtttttaggttgagttatgtatttcttta
tgaaattactagaacatccatcttgtagtagcctcatccttagaagaatgattagataacctnnnnnnnnnntagtca
atatcatacggaatacctatcgtttatggaggacaactcaccgactcattcgaggtaaagaccggtgttaggcaaggt
tgcttactctcaccctttctctttctcatggtgatcgactggatcatgaagacgtcaacatctggaggaatgcacgga
atagagtgggcagctaggatgcagctggacaatttagacttcgcagacgatctggctcttctatcacacacgcaacaa
caaatgcagaagagggtgaccagtgtagcagtagcctcagcagcagtaagtctcaacctacacaaagagaaaaggcag
actcttcgatacaatacagcatgcactaatggaattacacttgacggaaaagctttggaggatgtgaagacctttaca
tatctgggcagcatcgtcaatgaacacggtggatctgatgcagatatgaaggcgcggatcgtcaaagcgaaaacagca
tatttacaaatgaagaacatctggaactcaaaacaattgtaaatcaacaccaagatcagaattttcaatacaaatgtg
aagacagttctattgtatgtggcggagacgtggagaactacgaaagccattattcagaagatacaagtgtttatcaac
agctgtctacgcaagatacttcggatccgatggccagacactatcagcaacaagttactgtgggagacaacaaaccag
attccagcgaaggaagaaataaggaagaagcgctggaagtggataggacacacattgaggaaatcacccaactgcgtc
acaaagcaagtactcacatggaatcctgaaggtcaaaggagaagaggaagatcaaagaacacattacgccgagaaaca
gagacagacatgagaagaatgaacaaaaattggatagaactagaaaggaaagcctaggacagagtggattggagaatg
ctggtcggtggcctatgctccattgggggtaacaggcttaagtaagtaaaaactgaaatcaatttatgacaaacatga
cctnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

121



nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
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nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
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aatggactcagatttcaaccatagagttcgttatgactcaataatttttataataacataaattaaatgactatctta
tttattcatctatgatctttatatgccgagatatgaaaaatcacttatatcttgaatatactactagcatagaaataa
atatctttgaataagtggtagttatcgtaactcagtaccctgaaacataatactggagcatttgaagtaatggctgtc
ctctatgcacaactttgcagtgtagttcatcatatgaatttcggatgatgttaacgattttctcaggtacattgtagt
gtcaaagaagtttccataatgttctcctatccacattgtcgattgctttctcatggtcaaggaagttaatatatagtg
acgagtacagacatgatagtaatcataataatacaaagaaacagacgaattgttactgtttgaataacactgtctgtt
aaaaaggttaatgaaagggctcgaccgtaatcaaaatttatcataggagagttgctgtattgaaacttctcataaaat
tcaattcaaagtagttcactagttgaaatgtgatttccatttagttcaaagatcattgtacaggcaagtgtgtcattt
ttgtttctcatttctctttagtttccaatagttctttagaaaggatatcacttcaagatgaaattcgtcttcaaagta
tacataaaccctccctaattaaggctaatttatgattagtattcttttttttggcaacagtctttgttatatctccta
gttgttatgatcttcgtaatggttgttgttatccttttttctctctgcgaactatccatcttattttttcattttatc
taaagctccaacccgc
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cgttgtggaagttttgatagattcttttttcagctaaaggtttgtttatctcctattccttatgatcttcgttgtt
gttgttgttatccttttttctctctgcgaactatttatcttatttttttcatttttatctatatagAGTAAAATTT
CCTGGACCTGTATATCATACCTTCAATCAAGCACTAAATAATAATACAACATTAGGTGGAAATCTTTCTCCTGGTT
CCTTAATTGTCAATGATTTAACTGGACAATCATTGATTGAGTTgtaagtgtttattttctattttggatgttaaca
ttactgaattgactatttactgtctttggtttcagcatctatccaccaaatgataaatgaaatgatcttcaaacag
gtatcattattaggtgatttcatgtcacttggtgatgcaaattgatcaacaacaaaagaaacctaaattagcacgt
aaaaaaacagtcgtcgccaacgtaggtttcaggtcgaatatctatcaatgcaaactatcacttgttatatcggtac
atataaagtgaaaattaagataaggagtaacaaattgaaggcaattgtcatagtgacataaatctggtaaattcga
ctcaaaagacacgggtgagattgcagaactaacagttggtacagacactaaactctttaaaataattagtcaagag
tagatgttacctttgatgcggtagtcagagttagttgtcataatgatttggttgacttatattatttggaaaatat
ttcctttaggcgaacgataagaatataggcaacaaactcatagttcgatggtgaagtcgtattgaggtgcaacggt
agtaagttctcaagcaataagcatccgcagcgatgctgtcttttcacaatggaaaaagggtttggaaaggtaggtg
ctaaaaacgtcacacctcacctaaccccatggattttcgccttctgaagtacagagctaatacaggaagtctaagt
gtgaccagactaaagtagttgtccttcggactaagtgataacactcccaagttactaagaccatcacagactcagt
tttctttccacgtccatcggaaaaaattccttcacctgcatggacagccagcaagcggtacttcactcataatgta
gcaccgaacttaaggatagagagagatatcattggacatggaaaccccctaaatcgactcaacgatgtacgcaaat
cgaccatatttccatcagccgtcgtcgaaggggcctgatataagacttacaatcattcattcacatgtttaaactc
tgatcatattacagttcaaaaatgtgcttgtttacgatctactgaaaatagaaaagtaacagcaagaagacattgt
agattctaacaaaatgatgaaaaggccaaaagtatatttcagcagcaactagagaagcagttactcaatcatcaaa
gtgatgttcacctctacgtaggttgatatggtatccagacagttgtgagaacagcactgatatctttgactatcta
taatcagaaggttaagaaaagtcagtagattttagtagcgtctactgaatttacagatgctcggaactcacatcgg
tatcgtaacaacacaataaatgaagatcagcgtagggttacaaaatttctacttaatggttgtaagcagtggtggg
tagttaaagcaaagccaaggaaggacaatgataataggaaacaatgtacaacttttcaaacttatcgaagaaatgg
gtattaaaaatatgagagtttgtgtaactgttcctataaaatgtgggacaataatccattttcaacacaagaaact
taagcgaagtgtagaacgattgcaaggagagtttaactgctctccatttagccttcagttgcttacttttaccaac
aacctggatgagatgtcaagatatggcctccgactcttaagtagaaaaagactaacgaacatctttgtcaagttct
atgttgatgatgattgagcgatctacataagtaatgtgttcatattattttactggtttaactcatttttacttcc
tttttaacagAACACAATTGCATAAAAATAAGGAATTATTGCATAGAGAAACGGTTAATCAACTGACTAAAGAATG
TTTACAATGGGAAGAGGCGCTATCTCAATGGCGTGCTGTGTTTGCTAATCCAGGTCCTAATCCATGGTCATCAAAT
TTATTCAATATACATTCATCTGGTGTTTCACCAATAGTCAATACTCCACAAGATAATAATTCAAATGGATTTCATC
ATGTAGATAATTCAAGTCATCTAGCGTTGCCTGATATCCAAGATCTTTGGCATGATGATCGAGCTCGACCTGTTAA
gtaagttatattttttttgttaatcagttgtttaaataattcatttcatactgactagtcaatgaactgtaactat
tgatatatttgtctacgtctttactgattatcgaattccgtcgacatagttgccattcacctgctatgacaggact
atcgaagcgcattctaatgttactgtaactgacagtc
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gtagtgatcaattttatgtttatctagtcattatttgtgattctattccatgaataagttgcgaagcggtcattagtt
tatttaatgtaactaagctcgtcgtgtgtgatcctggcccttctatagattgattccaatcactatactttctgtttt
ctaatttcctattctgatttcacaaaagaaggcttcatttctaatgctataatatgtaactttggcgaagcaaggatc
acatttttacaattgaaggacatatgggactcaaaacaactgtcagccaatatcaaaatcagaatcttcaatacgaac
gtcaagacagtcctactgtgcggagctgagacttggagaaccactacatccatcctcaagaaggtacaagtatttata
aacagctgtctacgcaaaatactcaacatccattgaccggataccatcagcagcagcctactgtgaaagaggacaaac
cagcttccagttgaagaggaaatcaggaaaagacgttggaaatggataggacatacattgaggaaatcaccgcactgc
attacatggatgaacagcatcatcaaaccgcattacgaggcatgccctaacttggaatcctgaaggaaagaggaaaag
acgaaggtcaaagaacgcactacgcagagaaatagaaggaattattaaaaggatgaataacaacttgaaaggattgcc
caggcagggttgaatggagaatgctaatgggtgtcttatgctcctccaagaagggtaacaagcgtaagtatatgtgac
ttaaacctatatgtagtctgtactaaaagaagcaagagtgacgatagatgtctcaataacatgtcagccatcacattt
aatgtatcatggtatttttatatacatattgtatcacactacatttttagagaagcacatgcaatcatttcttgttac
cgtgcctgcgaattttgtattcatgaccaatatcgagaggattcacaatgatttggtcaaatatgatttgcctaaatt
gaagggggttgagtatcagggcaagtaatttccgagttgttaccatcttatcaaattacccatatttattctgttcta
aagtgatcgtgctcaaaggaaagaatgtttgtatgaaacatcagcacggtattcaacgtaaagttgtcgtccaaaaca
tgagggctcacaaataaaacacaaatcttacaaatgtacataacatcttataaagactaaagaaacaggagagtaaaa
taaatggataggttaaatacttttaaaaaatggaacgccactgtaaatccatcaaataattcgcaagtgaacctgaga
aactaagcatattcttcgaaagagcagagatgttggaaactgccaataattcctaggaaaattctcctaacgtttgtg
tctcttcgtgattgattagttaccaattatgttactaattttcgtttgattctaaaagcttctttagaatgagtttta
cacgtaaacctataaatttatctatattctgtacctaaactaaccttgaaagtgaggactcttttcatgttacccttg
tagcgaacaaaacatgggcggggacaatcgaatttatttaagcacaaattacaaactatcttactaagatctgttaac
catacagaaaacagttaatttgtaaaatagcaatcaatcgtctcaatcttgaccgttctttcttcaaatatcagtcca
ttttctctaattctattgttcatgcattttcctaccaattgcgcttcatttcagttctttccttattggtcttctgcc
aaaatacatcctatatctgactatcactatatactacttatgaggatataagtagaccataccacacccttatttttg
tgttctgtttgaggtttaaatgtaggggatttctgagaaatgagaaaacagttaaaaagttgatgttaatcattcaac
ttccaaagttattagtttaataatacaaattgctctctttaaccttgatacctacgacatatagttagtcccgttatt
gtaaaactaaatgtgtcatttaactctgtagtttgtcttttcaaacttcaattgaaatgtatttgacaatattattaa
attatagtaatatttgttaacactgagtaatcttacttttcggtcgattttgtatggcggtaatatcttgatagtaca
tttcatcgtgtttgaaaaggatacgtcagctgaatactcctgcatcccacgtattgatattcacaatcatatttgaat
gcaatacttgtatcacttcaaaatcagatcattttgcggttgatgtttaagatgttcaaatggtatattttgtcttaa
atatcaataagaaagtactgtaaatgcgtttaagttgtagttgatattttcattttgtgacaattcatttaaaagtca
agtcaagagattaaaatctctcatttaggtctttgtaactagatagaatcacttggaacaaaatggggtaaactactc
tcagttcctttttttaacttaatcggtaatacaaaacgttttctataaagtaggtcgttgatttgaacaccgctctac
atataacagtttaagcagtttgatcgtattactgtccttcacgttaatagtattaacaactggataatataaactcgt
actaatgaacatcatacccattgaggcaggattagttgctatctgagagggactaaactttatggacgagccaatctg
aagctttcgcgggttttcaaggtcacggcgtcaagtttggtacctgatgcttacgtacgatcggcttacagcggattt
tagagaagacgtgataattcagcgtctacaagagaagtgattataagaagttcctatacttgtgactgtggtactcaa
atgacctttttcgctcaatcacgattaaggttaagaccctaaccctaaaccataccaacataccaacaacattgaagt
tatgtggtccagggtaaaagaattttcgagaccttatcatgtctctagaggtcgactactatggagccatatggatga
gttcctttaccgtatgcactatgattttagaacttctgaacctatatctgaccttgagaagtttttgagtcatgtaaa
aggacagtatccgctttaattttttagttttgtataatatatttttactgtatactaactgccttctgattggctaat
gtttctcagggccatttaagattcgttcaaaggtcgtccataaagtttagtctcgccgctatctgaacactgttcctc
agtttgaagtaatcagtattggattcaagtctcagtatagatatcaacactagaatgtaaatggatctagacatcaga
tcccgaataaaatgaaatacacttcttgaatgttgctataatatcacattccatatatattctctaatcttttatttc
catttccttttttgtttcactacttttcttaaaatagTCTTTGTGAAGTATCATTTCGTTTAGCAATATGTGAATTTG
AATTATGTTTTGCCAATTGTCTTGCTGATTCAGAAGCTCAATTAGTCAATGTATTAACTGATGCACAATGTCGTCTCA
ATTGGCTTTCATTAAAATTACTTACAAATGATTCAACTACAAGTTATCCAAATACTACACCAATTACATTTTCACGTG
ATCCTTGTGATATTACTACCACCACTACTACTATTACTAATGGGAATAGTAACAATAATAATCATGAAGATATAGATA
TACAAAATGGGACTGATGATAATTGCAGTCAAGCTTTGAATGGTCATGATAATTCAgtgagtgttttgttttcaatgt
tcaatataccaacgttatgattctgtgtagattcacagtctctttctatcttcctacagaattgacaatgttcttgat
ttatatttcttaataaactgttctagtttcatagtattgtttgtttggatcttctcattgatgttttatttaggactg
caactggtcagtctctaattggcatatgtgcatactgtgcgtattgcctcgatatagcctaaattcacaagtatggta
agcaaagatggatagtggctagcagtggaatccagtgtgacgcgcgtttcgttctttttgggactcgtcagctggatg
tatttgcatctcagagttgatgttcactctgagactcgaacccagtacctttcgcttcaaacaccatcgtgttatcca
ctcagctactgagtcctgatagccacttgcttgtgcaaaaaaaacatcaatggaactccccccc
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cgtgtgtgatgatacccttgtcttgtgctttttcaatctgtaggaggtcccccccacattctaatttaataaaagg
gtcaccccattgcacaagcaagtggctatcaggactcagtggccgagtggataacgcgatggcgtttaaagcgaat
ggtattaggttccagtcccagagtgaacatcaactctgagatgcaggtatatctagctgaagagtcctgaatggga
cgaaacgcgcctggattctacttctagccactatccatctttgcttattctagtttcgttaacccgacgaatcctt
gtagacagttgtaggaagaaataaaaaaagtctttcgaacaatacgattcaatgattatatatgacaagaaactca
ttgttatacaataatgtcaacattcgatgaatatcttgtctgagtcaattgcaattaaatataaatcatcctaaac
cttgatttcctgttagctggtactcatgaagaagacgtatgtagatgaatccaattcgaactccacggtgtaaatc
agttacgaagaaataaatgactgtatgattgacatcttgatgctcggaaagatgagtatttgcacaggaatttgtt
tcagtcagtcagccagctacaacgtaggaccaggcacatttatgcatcggtccaagttgccatacctcgttagcac
aacaagatctataagtaattagagcgtattgaaaatttagttaggcttagattatatatatatatatatatatata
tatttaaaagtaagctttcatgcctttaactgtattctcagtgcttgtgaactcctcacggtattcatgatcatca
gacagagaccttagctgacatcagtgaaatggttttatgatgttgtagatgcatttgttctttatcttcttccata
ccctgagtttcagtattattttatacttcctttatttgacgagtacattacatatctctaattatcattgagactt
attttttcaacttctttgttgtcagttttatgcttctaatttgacatgtgtcaaagtgagtcaacatacatcttca
ccaatgttctacaatggttatatttgactaagtgtttgttcaaatccaagaaattgatcagttttgatatactgat
gcgtagtgttgaggggtgtcatcgaagacgttgttgatcaacctgtaggtgttttctagttcattctttttgacaa
tgatgaatgtgtcgtcaacattacgaacccaaattttcgccttgatctttggtaagattgcggtttctagtctctg
aattactgcttctgcgataagtcctgatattagtgatcccatcgctgtcccttttgttggttcgtaaattttgttg
ttgaattggaaatatgtttttagtcataaatctatgagttctagtagactttgactttgaagcttcgtatattttg
caagattttcgtcgttggtcagaagcaaggataacgtttcttttgctaagcttagttcgattgaagtgaatagcgc
tgttacgtcgaaggatatcatcagctcgtcttcgtaacaaacaaagaagaacacctactgttgaggagtcccatac
tgggacgaaacggtcatccggtgctcgtctaacattgatcgactcgtgatttcaatcaaaaacctaacaatcttca
cgaccccatactgatacttaaaacaaaaatttaactcagttggtatccaattatctattgtactccaatatttcag
tgtttattttgttaactgttaatgttgacagtatcttgacaaccgtttgacagaatttctaaatccattaatatga
actaccccagggatgagatggtaatatacatttaaataaaacttcttttgcttacataattacataattatctatc
aaatctcatctatatacttgatttcagtattcatatatatcatgaatggtggagaagatttgtggctccggtgggt
aatttcgatgtaggtttgttctctgaactggatagtttggtcgtggagcttctaccagaagtttgtgccgatgatg
tcgttcagaaggacgatgaaagctccatgatcaaaccatccagctgagagaatgaacctacatcaaaatatatcat
gaatattgtatctcatctcagtagtatgtttatttggttacaaaatttatctcactttctctgtgtatatatgtat
gtatgtatagtattgattatgaatgctaatcagtgataatgagggtaatgaatgtatttctaattactaagataaa
ggtatgatgattctctttgagtgtgtgtgtgtgtgtttgatgtgattaaatgatttgttacgattggttgattttc
aatcaaaagtggtatagttaatgaatgtttcgttgtaacctatcagtcttatactccagcttcaattcaattgttc
atacattacctcttgcttgattgtgtaatgatacgtattattgtgtatgagatgatcttgtattttgccatgttaa
aaccattcagtcgtattgtgtttgttgaactagtatctaattgaattcgttctctttcttttttggtattatctta
agATTCCATTGTGTAATCTCAGTGATTCATATTCTACTGATCCTCCTAAATTCATTGAACAAATATCAAATTCTCC
ATTTGCATTATCTACATCGAATACATCTGATATGTCATCTAGTATAGAACAACAACTACAACATCAGCAACAACAA
CAACGTCCAGAACGTAATCGTCTTTGGCAAAGTGTACGACAATCTATGTCAAAATTTCGTTCACATTTTATACGTA
ATAATAATATACGATCATCGACAAGTTCTATACCAAATACACGTACATATCAATGTCGTCTTCGTGAAACTATTAT
TACTACTATACCATTATTAAATACCATAAATGATAATAATAACAATAGTAATAATAATAGTAATAATAAGCCTTTA
CATAATCCAACTATCAATGGACTAAAACAGCAAAACCATTTAGgtaagtatctctattattcttaatggaaacatt
tccattttgttcagataatccttgcttttgagtttatagtttgtctattattggaactaaccctttattttataga
tatttaaaaaatggtgtatatcctgttactaagtaattcatgttatatctgaagcgtttcaaatttactagttaat
gaatggaacaagact
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gttgctattcctactgttctttcgattcggtctaaaaatgttatctctttgttctaacgggttatggcaacttgat
ccgatgtacatataccaggttctacgttgtgattgactggctgaccgactgcatactgtctacattgatttcatag
tgtaaacagatttattgacagcttaaaagagttaaaatgtactttagctattcacctcctaactattgagaataag
aaattttgcgaattgtgaataccatttgttatgttctggtagtttgcaaatatatcacgtaatacgattgacaatt
agaacaccgacttattgatgagactaataacgtattaacaagcaagagcagcatgaagtcaaccctgagttcttat
tgatcctttgatatagtagcttctcacctaacccagccggttttgtccagaacaccaatatcagtctccgctaaat
gaatcctatattctaggcatacgcagtttatatacaaacaaatcagactgcatcataccataaaatataaattatg
aactatacaagatcaagccaaaaaagggctgtgggtgtgtaaaagactgaaattaataaataaggaataactcagg
aatggaaaatcgtataataatagtaaataggtcaaacggaagcttataataacagggatatatatataacgtagtt
acttaatagttatacaataagaacatatataacagtcgataaattgatcctagcagttaccatttacttgttcttc
gtccggacataacgctatttatttggaacttttctaatgtatagtttattttttcgtccatttccctaaaatctta
tacgtttgatatcgcttaatgttgattctttgcattgttccaagattgtcatcattgattgatctaagctaaataa
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ccatttaaaatcagttaaaattgaacagtcatattattttgatttcgtagtatttaatagtgtacatccataattc
cacaaaggaaattgaaagtttggctgcgagaacactgtggtgtgcactactgatgtcgagagatataagtggtatg
tatcatcaatcgaaagtgaaatgtctggaggcagaaagtttagaaaatcgatgaaaagagaacgagaacagagaat
gattggtgtggaaacgaaggaaaaatgaagtctgagacgattgtttgacatttcgtaaaatgacaatcaaatacta
gtaacctacgattgttatctattcttaatagccatgcttcgcatcccaaaagtagaatagagagaatcgctgctaa
gtaagctcattctttggttgaaagacgggtatcccacctatgccacaactaacgtaaattaacaaaagacaatcga
gtcttctgaacctgcgccgaaatttcgtccgacaagagactgtcgggactgatgagattcctaagataagtcgaac
gaacgattattgaacaactttactgcttatcattagttcaggcgctggtacaagccaatcctgaagtaataattta
catctggagggagagaacctcgaaccccgaacatccttgcattgtcgtttaaggtggtcagatgagtctgaatttt
gtcagcgtcttcatcaaatagaaatatttactgtatggttcttagattttaaattctattgtcccacacttgtatt
ctcgttcaccacaacactacgttttattcgaatagattgtaatctaataatttatgggggtttttattggtgcact
gtttattctcttcttttatcagGTATGGATACTCCATTTTATCATCAAAATAGAAAATTCAATCATCAAAATCATA
TTCAATCTAATCGAGAATCTCAAGATTCAACATCAATTTTAACTAGTTTTCCTATAgtgagtgaggttagtattat
tactattactactcttattattattagtagtattttctgtgatttataccagtttataaatcctgctgttcatgat
gaaattattgaatcgttccaagaaatacgcgaacgttcatggtgttgttgttcacgatcaattttctactgaatag
agtatcctatctttttagggaacttttaagttcttataaaaatgtgtcagactaatattctatactattaatagat
gaacagtgttttcaacattcagtaatgttgtttgcgattttgaatcagtatatgatcattaagttaaattttggct
accaatctaaacttacgtggagcccatactgaggagtccatataggacaaacggcgtcagtgcttccagttttcat
ggggccaaccttaatgatcagaa
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tgtattcgatagattcacttattaaactatatttcagtcctataattcaaccaccttaattactataactatgcat
cgacctgataaaagtgtaatacatccagttattctgataaacgaatggatatttcattttgttcatacattttacg
ggttccactttttctacaattaaaatagaaaagaaaaaaaatcgaatatcatttagtggtacgttacttgactaat
tataaatttgtccacatttcaatgtcattctgattaactctccctctctgtctttttcgattctccattggtttgt
ttatgaattgagttgacctgttattttgtttgatcatgtcgtcctcatcatcatatggaatatccaagcaggtatt
cataattgttatatacatctagtgatcgacttcataactggttacaaatcttgatctattgagtaatcttatcaac
aagttaataaattctctattcaattacttaaactgaattcggcctcatataactgtagtctatttgattgaaaatt
cgaatactacttacgatcagtaaactgttgatcttatttaaatctactgtaaacagagatgatcttataagcaaag
atggattccactgctagccactatccatctttgcttataatgcttgtgaattaaggcaatatcaaggtaatacgca
tagtatgcacatatgtcaataaaaaattgaccagttgcagtcctaaacatcaataagaagcttcaaacaaacaata
ctaagagatcattttgttgtcatattcgtaggaaatactgacaatctggttatttttttgatcaattaaactatat
tattagtccaaatgttattagatttatcaggaagtcgtaaatgaagaaaatcatcatttttcaagcttttctgtat
atggataagttattgaaacagttcgattgtaccttcttccttgattcaccgtcataatgcataaacaatacgcttc
ctaatgtaattaatgtatttttggaatacaacgattctttttttctaattgcctattttgtagTGTGATATGGATA
TCAATAAGGAACCGTGGTTTCATGGTGTTTTGCCTAGAGCAGAAGTGGAACGgtaagtttatcaaaaaatcgtaaa
gatggtttattcagtaaatagttgaatcaatcttgtaagcttgtgattgatggatagtcactaaccttctgtgtcg
aataaatatttatcatatatggtctacttttatttgcttatgtgttgactcgccttccgagaactacagtggagcc
tctagaggccctgatggagcccaagagtttccatccaatcagaacatgatggagccttctagagtatcaatgtggc
atgctactattgaacattaggataatatgtctctatgcggattggtcaaatgataatgttgatttaacaaatgcta
atatctataaatacccatgattttctgtacatttcgattcttaccaagtgaacacttctccagtttttttttctgt
cttctgatttgcggcggtgaacttcctagtcgtaaactgtattctacgttaatcaagtagcgaacttgacattatg
atcaactaactgtttaaatgacgacataatgtaaccaatcaatcgaatagtttaacagatgatgacgttcagggag
tgttttcgactaagtggatggatgctggccacgaatattttcacagacgtagaatatcttgaataaggatatggtt
ggtataatttagagttttaaggatctcattttgtgtgtatttcctaaagaacattacctcattaaggtcatacaca
taattgtaaatttgttagataaaacacctcattattaacgtttcattatttttcatagctgaaatcatgaatcaat
tgaagctagagttgctatctcacaacagacgtggttgaactccactcgacactacttcccactagaactccaggac
atgtatcttgaagtcagtcactagtgagcatatgattataataagaaggggtttttgtggagatttcagtattttt
catgaatgaaatgatgcgtcgattgaagcttgaccaccaggaaaaacctggaagcattggatgaccgtttcgtcct
attacggaactctttggcagtgcgcatccacgatcccgcacccagaacctactagtctcgcggtagagcatttgac
cgatagaccactgagccggcatccaacggtgttaatgtctaactccaaccaatcaaatctccacaaaaaccccttt
ggattgtttcattatttatgttaaataagtcacgtacgatttaattctttgttgttaaggttatttttgtcgttgt
tatttcctttgaataaacttgaagtacagaaaatgtgatctgattttattgatttatcgattattacaagcttttc
tttttgtttttccttaattaaaggtatggcttttacttcactatatatgctactacaacaatataagattttgatt
gtttctatgttagatcacttactggtatagttacccatatctatagatttacttatcaatttattgattattagaa
ttataattgtacttgtaatagtacattgacatgtaatgtttgtatgtttgagtaatgaagatcaatactctgtgtg
gagttgctctcactcactcacttactccctccctcactccactcactcattccttattactactcttgttcttatt
agtttatatattattcagttatcttgttataacatggtgtcaactgtgtaatattatcacaagtataaacatgact
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atgaccacgaacactctgccttcttcttcactattttctcgtttattttacatgttactatgttattctatggagt
actttctttttgtttcacatagaaactaaatttttctggttagttttttttattaaggacacattgtaaattcctt
ttgagaaaaaagtattgggaaccttaaaaactaattgaatttatatatattcattgtacacagatgccctagtacg
gccgagagtagggatagtttgctctccctgtcgaaatgctctcacacggtcacgcgcatatagcctctaccaggga
agtcctactcactgccttctcgtggcattactgttgtttacgaaattgaaaggatgaaaagcaaatgtccggtgct
ttaacccagttggtggacacggtgagtccacctcggggagttggaaaactctcattccaaaccaatggtgcacatg
ggctgactccagaatcctgaaggaacaaatggcgcatgaatcaatcgttggtcaccgactatcatgggactacgtc
tcctcacgattctccactgccttgaggatcagatcttcaggtcaaaggctccgggtgtggtcccctaagaaaacca
tctgcttcagtttgcgcacctgggcagtatcacagccctcacgcaaatcgaatgaaatttgtgtggcgcataaata
tctgttgctcccttgtatcaatatttatgtgttaaaataataataataaattaattgataggtaacaatgaacagc
aataaataaataaataaaaattccataataagttatcatctcattggaaattaaatcatctgttataaagagcagt
atggtgtggtctacttatatcctcataagtagtatatggtaatagtcagacatagaatgtattttggcagaagacc
gataaagaaagaactgaaatgaagcgcaattggtaggaaaatgcatgaacaatgaaatcagagaagatggaatgat
atttgcagaagaaacggtcaagattgaaacgattgattgttattttgcaaattaactgttgactgtatggttatca
gatcttagtaagatagtttgtaatttgtgcttaaatacattcgattgtctccaactagtgttcttgatcactacaa
tagtacactaataggttaactattaaactttctaatggattcaagtatcactaaacttgtattttgtgtagcattg
taacctttttctttacttgaatctacaaaagacaataataattagcttaactatttataaagtgttcaatagacaa
tcacattatggtgggtgctactgatgtcgacagatataagtagcatatatcatcaatagaaagtgaaatgtctggt
gtgcagaaaattagtaagtttgaagcaaagagaacgaaaacagagaatgattggtatgggaacgaagaaacaatga
agtctgagatgattgactgatattttgcaaatgacgtgtttttttttactgtatggtgctcagattttactaagag
attctgtaattgtgtgttcaaatacatccagctgtccctgcctgtgtcctctttcactacagcattacatacggta
cgtttatttattctaaagtgagatctgtgttgagtgtatagaagagaaagcgacttcataatttgatagcaaatat
ctttcaaatggtttagttgggataataaccgtttcccttgtcaacttttttgaacatgaagattgaaatcacaagt
ttaatcgtaccgcatttttttttcttacttatacagTCTTTTACAGAATCAAGGCGATTTCCTTGTTCGACAAACA
AGTAAACGTTCCAGTGGTCGTGATACCATAGGTCATTGGAATGGAACTAATGGTGATTTAATCAATGGTAATCATA
ATGAAACAATATTAAATAAAGATCATAATATGGATGGAACTGTTTTACGTATGGTTTTATCTGTCTTTTGGCATGG
TCATAGACATTTCATTCTATATGGTGGACCAGAGACAGGTGAAGGTTGGCATTTAGAAGACGgtcatttctctaca
ataaggtaagtagtagtcacttttctagtctaatgtttttttgaacaccatgtataaacgaacaatattgttttca
ttgtcgaaatcatgagtcaaatgaagctagattaccatggagaacctgaaggtactggaaggccgtttcgtcccat
tatgggattcttcagcagtgcgcatccacgatcccgcactcgcgagattcgaacccaggacctaccagtcgcgcgc
cggaacacttaaccgatagaccactgagccggcatctgaatctccacaaaaccccttctgaaatattgttttcgat
tagatcctcatcaggctttactctaatatacagtaatatttatatgaatatacaaaattattaaaccaaccaaggc
agtttatgagtcaattataccagtggaatagattacataattaaacataataagtgtacagtacaaattgggtagt
gtgatgacaagtgtacttgttgtgctatgaataacagaggcttgaattaatgttacataatgagaaataggttatt
gattagaaaaaatatagacactgaaataacattcataaaagccataagattacgtaataagaaggaagtgttcaga
taattggacggtgaaacgtatacttgagaaaaaacaaaatgataggagggggtgaagagaacaaacgtagaaacag
tatggagaataataatgaataaaatcatttattaagacctagggagagattagggttttacacaattctgatgtac
acaaaagacttgaattgttgactcgaattcctatagcttctgctatttgtaagaggcgagatagaaccccataaga
aaaactagtaggaatacgatactacatgaccgctatcgatcatctgttattgaaccgagctgcgtattgccttgac
agtacctttttctaactatgaagggaaatgttcactaactatttggttcatttatctggtagtacgctcagtatag
tttatagtgaacataaaactttgctgattagcgaaaatatatctggcactaaactgttagtgtttcccagtcgtac
attttggtaaattatgacacgttttctttcgaaacctttgtttctattggtattgttatcgacaacctctgaggaa
tgtgaccgtagttagcagctgttaccttactgcacaactaagttgtttattaggtttttgcatccagttgtataaa
actcatatagaaaatggagacaaaaacttttgtcataatcggtttccaaccagatatcatacctggctgctttttt
taaaattttaagtacgagatggatatgtgaacaactgtagtatgcaatctgagttacggaatgttcttactggttg
catcctaaatgaaaaacacgtaaatattaaccaattgttcaccaagttttgacatcttttcacctagttcgactat
tactttctggttcaatacacgtaatttcacccgtattttctgtttaagaatagtgtcatatctcatagacaaatag
tacagtaatatgttttctagtactaagttttatcaagacaatatgggtttcataattaatatcataatcgcatata
acccatgctaccggctaccaactagcacaacataaatattttcagtttagttctaggtactacttgtgagtagctt
agtattttctccgaaatatcatccgtggtttgagtccgataatagtgggtccatttattgttcatacacaaattca
tcgaaaaacatttcaatcaattgtgtggtattattagtgaacttgtgtttcagagatagatttgatcaactaatta
actgatcttgagcaagtgtgatcaggccttatggtttttacttttgacattccctgtgtaattgacccaattgcgt
cacaagacaaaccctttcatagaatcctgaaggccaaaggaaaagagaagatcaaagaacacattacgccgagaaa
gggaaacagatatgagaaaaatgaacaaaaactggatagaactagaaaggaaggcgcagccaggacagagtgggtt
ggagaatgctggtcagcggcctatgctccatagggagtaacaggcgtaagtaagtgtaattgatgagcattcaatc
aatagaaaatctttcgaatattttttcataagtttattatcagctctgaaatttctcttggataatcacgattgtc
gtttgcttaataactaaaattgtatagGGAACTGATTGAATATCACATGAAAACTCAAACTCCCGTGACAGCGAAA
TCAGGAGCATGTCTTGTGACACCAATTTCAAGACCTGATTGGGAACTAGACAATCGTGATGTACAACTACTACAAA
AAATTGGTCAGgtatgttttcagacattgtgttttacaaaaataataatcgattttaataatgccattgttatgct
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tgttatttcgtaatgcgtgtctcctatgatggaataaactgccaaatcgtccacggaggacaactcaccgactcat
tcaaggtaaagaccggtgttaggcaaggttgcttactctcaccctttctctttcccatggtgatcgactggatcat
gaagacgtaaacatctggaggaaagcacgggataaagtggactggcaagatgcagcttgacgatttaggcttcgca
gatgatctggctcctctatcacaaacgcaaaaacaaatgcaggagaagattaccagtgtagcagtagcctcagcag
cagtaggtctcaacataaacaaagggaaaagcaagactctccgatacaatacaacatgcaccaatggaattacact
tgacggagaagctttggaggatgtggaaacctttacatatctgggcagcatcatcgatgaacacagtggatctgat
gcagatgtgaagacgcggatcggcaaagcgagagcagcatatctacaattgaagaacatctggaactcaaaacaat
tgtcaaccaacaccaaggttagaaatttcaatacaaatgtgaagacagttctactgtatggggcggagacgtggag
aactacgaaagccattattcagaagatacaagtgtttatcaacagttgtctacgaatgatacttcggatctgttgg
gcagacactatcgacaacaatctatcgtaagagagaacaaaccagactccatccggtggatgaagaaataaggaag
aagcactggaagtggatagaacccacattgaggaaagcacccaactgtgtcctgaaggctaaaggggaagaggaag
gccaaagaccacattacgccgcgaaatgtagacggatatgaaaagaatgaagaaaaattggatggaactagaaagg
aaggccgaggccagagtatgtgggttggagaatggtggtcggcggcctatgctccattgggagtaacaggcgtaag
taagtgtgtaagttatgtctgtatagtacagaatacttgagaaatgtaacaattgttttggaagtattgcacatat
ttagcagaaacttcaagccagaaacattaactcttgtcctaagttattatgtaacatagccaagtcagtatcagag
tctgaattttcatcgattatagttattggcatatgtctatcctccgtctactgtaacgcgtaatgtctgtgtttta
aacttcgaagcaagatttgtttttttgttggagaactgaattaaacaccagggttctttgttttttccacattacc
tcataatggaaaaagagcattcttcaacctaactatggaatttactcatgactttcgaccttgtttgagtagctac
agtcacagatgttaatttttggttgtacttcaacaaaggaaacgcctgattctaatcgcttctcaagtacatgcat
gtatggttaccgcagaataattgacagctgtcagtagtttgtagtattcatgtagtagcgtgtattatttatttta
tattctgcatctccttctttttacagGGTAATTTTGGTGATGTTTATCGAGGTGTATATAATGGATGTGAAGTTGC
AGTGAAAACTTGTCGTGTTGATATGACTGCATCGGATTTACGTAGGAAATTTCTACAAGGTGAAACAACTGCATTA
AATTTCAATCATCCAAATATTGTCAAATTAGTTGGTATTGCAGTTCAATCTTATCCAATTATGATTGTAATGGAGT
ATGTTCCAGgttggtgaacttttcatgtttttcatgaattctagcatatttcatgttttattcatgttaatttgtt
atttttactacttactagctataagtagttacattttcaaaggataagtgttgtagcatggga

>333748.c002729397.Contig1
agGGTAATTTTGGTGATGTTTATCGAGGTGTATATAATGGATGTGAAGTTGCAGTGAAAACTTGTCGTGTTGATAT
GACTGCATCGGATTTACGTAGGAAATTTCTACAAGGTGAAACAACTGCATTAAATTTCAATCATCCAAATATTGTC
AAATTAGTTGGTATTGCAGTTCAATCTTATCCAATTATGATTGTAATGGAGTATGTTCCAGgttggtgaacttttc
atgtttttcatgaattctagcatatttcatgttttattcatgttaatttgttatttttactacttactagctataa
gtagttacatttcaaaggataagtgttgtagcatgtggattgacagtaatttgtgactgcacgttaacagtgttgt
actagtacttgaccataaatgtctttagaggattggtctaatattccgtaaccatcggctgagccacgttgaggtt
actcttcaaaaatacagaatggttgatgaagtagatcttcagcaacatgtattatgtatatccaacgaacgtctat
cgtaaacgacgtttactggcctgcaagtaagttggagaaagatggagacgataggttagtagcttaacgtcagtcc
atgaattaattaaaagttattctgagacatattgatagatgcaaactaccgggttacactcctcaaaacgttctca
accaacggttaaaaacattgtgtcatgtttgagaatcggtcaaaagagcgtaaacatatttggtatttgccttact
tcggatcctcaattttgtaatcattttttcacaccttatcaccctaatacattctgtctacagtcacataatctgt
ttctaatcttttttcactatcatggttctaatgtggtgttatattgggtagttttgcattttgtgtaccgaactat
acgttgaatttgtctgggacatcattggaagtggaacaaatatgttttctcagaaaatgaagataggtgacaggaa
aattattgttccaataaggataaaaaaaattttttaattaagtgaatgaactttagaattcgttgtgaacgtcagt
actgcaatacatacaaatcccaccaactggttccaaatgcaacaaagtgcgttcattaaattccacttgtagctac
agttcagaactgaattaaaagtatgaaactatgggcaataccgaggtttctgttacatctccacgtatgctatagc
tgattgatataatcttgtatatcaataacggggaagtgtgaacgcttttcaagtgaactactgtaaaattcaagtg
aaactactattgtgattagtttgttttcctgttgtttcattctccgggctttcactttctctctggataatattat
cagtacaaatatcaaatagaagtgagttatccagataacaacgccatggtcaccattctttctgtccttatctttc
ttgtgtatatcacatcacactacttaatactactcagtagcggagtatcagtctgtcacttagttcatataggtat
atacaactatacattcatttgattgaaacgatcgttttaactctcttcctttgataagttaataaatcgtattatt
ctaatttattccgtttgtttttgtattcattataaagGTGGTTCTCTGTTAAATCATTTACGTAAATCAAAAAATG
CATTACCTGTTATGAAACTACTTCAAATGAGTTTAGATGCTGCTAATGGAATGATGTATTTAGAAGCGAGAAATTG
TATTCATCGgtatgttttattttatgctcatttaatatcatactttactttcatatgattttatttatttatacac
ataaatattggtacaaggaggtagtaccagatacatatacgccgcacaaatctcattcgatttgtgtgagggctgt
gatactgctcaggtgcccaaactgaagcagatggttttcttaaggggccacacacggagcatttgacctaaaggtc
tgatccacaaggcagtgaagcagcgtgaggagatgcagtcccatggtagccggtgatcaacgattggttcatacgc
cattcgttccctcaggatactggagtcagcccatgtgcaccattggtttggaatgagggttttccaactcctctag
gtggactttccgtgtccaccaacccggttaaagcaccggacattcgcttttcgtcccctcactttggtgaacaaca
catccgccacgagaaggcagtgagtaggacttccctgaccgagactgtatacgcgtggccatgtgagagcatttgg
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agaggaagagtggactctctacactctcggccgtaccagggcattttgggggcactttcatataaattcatatttg
ataaattcaatcctgataatggttgtaaacagattgatggtttcttcttatatcaatgtagtgtcttttaatgaca
gttggcaggaatactaatccgtaattcccatagaaggaacgttaccactaatctagtcctggcacgaataacttcc
tccttctacctgtagtgagttttccagtatacgttcttcaataactttcggagggatagagtcaatatatgtaaat
tgaaatgaactcatctttcataattttgcttaataagtacaaagtaattttagactttatgtaatagtgtgtagct
tcggtcagatttcccttagtaacatttgaatggatggaatattttgttattacactaaacgaaatctgtagtgttg
gttgttatgttaagcccacatagcttatttgagcttccgaacagaccgatttgttcaatcttctggagccatactt
taactttgaccgttgtgtgcacttcatatcctattcatcacatgtttgtgacttatttttatatgactaaaaatat
tgattcacgcttggcgaaatcgagttggatcacattgtttcctcaccgcacgtcatttcgcctcgctctcttcatt
tccccaatagtttgtctggatcaatgattgtatcaaatatacgtattcaaacattcattctcgtatttgacttctt
taatcccgttactcactaacgcgagttaagtcaataattatataagaaaattggtgacaagtatatttcaataaca
atcattcacatgatctaaatagagcataggccgctcaccagcattctccatccaactctgttctgagccttccttt
ccagttgttattcatcctcttcatatctgcttcaatcttagtcactatggaatatagagaagagtgactacttgta
actcgatttgaatattgaaactttattttatagtctatgcgttaatcatcaagttaaaccattttaaccaggatca
gtaataataaattcgactttgttagaataaaacctttacatatctgagcagcatcatcgatgaacacggtggatct
gatgcagatgtgaagacgcggatcggcaaaccaagagcagcatatctacaaatgaagaatataggggattcaaaac
aagtgccaaccaacaccaagttcaaaattttcaatacaaatgtcaagacaattctactgtatggagcgaaacttgg
agaactatgaaagctatcatgcagaagatacaggtgtttatttacagttgtctatgcaagatacttcggatccgtt
ggctagacactatcagcaacaagttactgtgggagagaacaaaccagattccactggaggaagaaatcaggaagaa
gcgttggaagtggatagaacacacattcagaaaatcacccaattgcatcacaaggtgagccatcacttggaatcct
aaagaccaaacgggaaggggaaggctaaagaacacattgggccgagaaatggagacagacatgagaagaatgaaca
aaaattggatagaactaggaaggaagatccaggacagagtgagtgtgagaatgctggtcggctacctatgctcctt
tgggagcaacaggcgtaagtaagtgagtaagtagaataaaacgataacaaatagtaaatttcgcgtattctatatc
tctcattgtatattattcattatatctgtattaaaatagTGATTTAGCAGCAAGAAATTGTTTAATTTCTGATGAT
GGTCAATTAAAAATAGCTGATTTTGGCAGTCAAGAGAAGAACATATATATGAAgtatgttgaagaagtagttttat
atatgtatagaatatcggtgtttaggaacctcattttttatcaaatacatatgtatgtatgcatttattatttatt
taaacacactcaaagaggcaacaaatagatatgctccatatgaatcaaatgatttatgtgagggttgggatactgc
cccgacagcccaaactgaagcaggtggtttccttaggaagccattccccgaacctttgacctacaagtccaatcca
taaggcagtagatctgttatatcgtgtacgtgcgtgccctgtttaatatataacgtgacgatgtcgctaatcggat
agcagtgaattagcgatcggaccaatacacacaaaatccgtgcgagcagtctagagtactaatctgtccggctatc
tgcctagcccagccagttaagtccagaacactaatctcagcctctgcggtataaatcattgttctcacacacactg
ggtttatatacaaaacaaactgaccacgtcgtaccatgaagtagagaacaacatttgtacaagctttagccaaatg
tggctgtgaataggggggacagtaattaatatactgggcataactcaggaatggtaaatcctacagtaatagtcta
tgggtcaaaataaagctcataataaggggaacatgaatatgaatattttagttacttaacaatcatacaataggaa
atatatgtatcatattggtctataaatagttctcaaagttaccaatcataattctcttcaagatataacacctctt
tttttgaaagatccgaagttgatatccggactttaaatttcatgaatttataccccccaacgaaatagtgttggat
tctcatatacccgacatttttctcttattcttataagaaagttcaccaggaacatgtgaatcatcaaagtgatcga
tatctggcaaagcgattgggggatcccgataattaggttaattagaaacttttgtcgcagcatgattagtttcatg
tggtgcaattatcttatttatactgctcgatttattttctgtttctttgtgggcgggcgctgcagcaatttcttaa
gcatttagcacgacatcgtctttctatgaactggataattcactgtttctacgttctttttggggataatagaatt
cgaaccaacaatagggcatatctctgaagtggacagtactggactactgggctgatcgtgtgtggctgctactgct
tcgcataaattactgtttataacggattcatggaggctttcatcggcacatttattcattctgcaatcattttcca
gagctgtgcgcaatttagaaattaattcgctaacttcccatacccccaaagcatgggtgattcggcagctttatgt
ataatttgtcgataaatcccatctgactctttttgaagcaatacgttcatacatcttttgttccctcaggattctg
gagaccttgttcacagttggtttgaaaccaggattttccgactcacccagatggatcctccgtatccatcaacatg
gttaaagcgtcgaacattcgcttgacgccttttcaacttcgtaaacaacagtaatgcggtgagaaggcaatgaata
aaattttcgtgacagtggtgcataagcgtggttatgtgagagcattttttgaggtcgtactaattctcttcacact
tttggccgtgccattgcatctggggcaaagacttgagttctgagagctatgctatattaaagtgaccgaatccact
atcttccattatttttactgaaagattttatatcataaggaactttcgtcatataattcaactactatgaaggagt
ttcacgaaaatatctattaaaggtcaacacatttcttaaacattacggtttttagccgtactgtaatattctaata
acagtgtctttaccgagtttttctttatattccttcatatggcagttgtgattcatcttatctatctatctatcta
tctttttctagTTAAGTGATAAACGAGGTCAAATCCCTATCAAATGGACAGCTCCTGAAGCACTTCGTACTGGTCG
TTATACTATTAAATGTGATGTATGGTCTTATGGTGTACTTTTATGGGAAATATTTACTTTCGGTGATGTTCCTTAT
CGAAATTGGTCTAATCAACAAACTAGGGATATGATTGAATCAGgtaagttctttaatttctcaaatctgttatgta
agtttctttatgctaaatgaatgaatagaatgaacataaagttttggattcaattagtattgtttatttgaatctt
cccattgatgtctaggactgcaactggtcggtgttttttgacatatgtgcttactgtgcgtattgcctcgatatag
cctcaattcacaagcatggtaagtaaagatggatagtggctagcaatggaatgcaggacgcgcattttgtcctatt
tgggactcgccagctggatgtacgtgccacatctaaaacttgtagatgttttttcgggcgacttctacccgggaac
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attttcagtctaagacggggttccttgctaattttataatgacacccaaaatcaccccaaacgattacctccttta
gaaaagctcgaaaaaacctcataggcggccagtgggactcattgggatctttaacaactctatttaagacat

>333748.c004513974.Contig1 E15 a E17 correto
agTGATTAGCAGCAAGAAATTGTTTAATTTCTGATGATGGTCAATTAAAAATAGCTGATTTTGGCATGTCAAGAGA
AGAACATATATATGAAgtatgttgaagaagtagttttatatatgtatagaatgtcggtgtttaggaacgtcatttt
ttatcaaatacataagtatgtatgcatttattatttatttaaacacactcaaagaggcaacaaatagatatgctcc
atatgaatcaaatgatttatgtgagggttgggatactgccccgacagcccaaactgaagcaggtggtttccttagg
aagccattccccgaacctttgacctacaagtccaatccataaggcagtagatatgttatatcgtgtacgtgcgtgc
cctgtttaatatacaacgtgacgatgtcgctaatcggatagcagtggatcatcgatcggaccattgatacacaata
tccgtgcgagcagtctagagtactaatctgtccggctatctgcctagcccagccagttaagtccagaacactaatt
tcagcctctgcggtatgaatcattgttctcacacacactgggtttatatacaaaacaaactgaccacgtcgtacca
tgaagtagagaacaacatttgtacaagctttagccaaatgtggctgtgaataggggggacagtaattaatatactg
ggcataactcaggaatggtaaatcctacagtaatagtctatgggtcaaaataaagctcataataaggggaacatga
atatgaatattttgtcgataaatcccatctgactctttttgaagcaatacgttcatacatcttttgttccctcagg
attctggagaccttgttcacagttggtttgaaaccaggattttccaactcacccagatggatcctccgtatccatc
aacatggttaaagcgtcaaacatgcgcttgacgccttttcaacttcgtaaacaacagtaatgcggtgagaagacaa
tgaataaagttttcgtgacagtggctgcataagcgtggttatgtgagaacattttttgaggtcgtactaattctct
tcacacttttggccgtaccatcgcatctggggcaaagacttgagttctgagagctatgctatattaaagtgaccga
atccactatcttccattattcttactgaaagattttatatcacaaggaactttcgttatataattcaattactatg
aaggagtttcacgaaaatatctatcaaaggtcaacacatttcttaaacattacggtttttagccgtactgtaatat
tctaataacagtgtctttaccgagtttttctttatattccttcatatgacagttgtgattcatcttatctatctat
ctatctatttttttctagTTAAGTGATAAACGAGGTCAAATCCCAATCAAATGGACAGCTCCTGAAGCACTTCGTA
CTGGTCGTTATACTATCAAATGTGATGTATGGTCTTATGGTGTACTTTTATGGGAAATATTTACTTTCGGTGATGT
TCCTTATCGAAATTGGTCTAATCAACAAACTAGGGATATGATTGAATCTGgtaagttatttaatttctcaaatctg
ttatgtaagtttctttatgctaaatgaatgaatggaattaacggaaagttttggattcacttagtattgtttattt
gaatcttcccattgatgtctaggactgcaactggtcggtcttctattgacatatgtgcttactgtgcgtaatgcct
cgatataggctaaactcacaagcatggtaagtaaagatggatagtggctagcaatggaatgcaggacgcgcatttt
gtcctatttgggactcgtcagctggatgtacctgccacatctcagacttgttgatgttcactctgggactcgaacc
cagtacctttcacttcaaacggcatcgcgttatccactcggccactgagtcgtgatagccactttcttgtgcaatg
gggtgaagtttaaatttacttagtattgtttgtttgaatcttccccattaatgtttag

>d000017208.Contig1 d000017208.Contig1:1,4942
cttcatttccccaatagtttgtctggatcaatgattgtatcaaatatacgtattcaaacattcattctcgtatttgac
ttctttaatcccgttactcactaacgcgagttaagtcaataattatataagaaaattggtgacaagtatatttcaata
acaatcattcacatgatctaaatagagcataggccgctcaccagcattctccatccaactctgttctgagccttcctt
tccagttgttattcatcctcttcatatctgcttcaatcttagtcactatggaatatagagaagagtgactacttgtaa
ctcgatttgaatattgaaactttattttatagtctatgcgttaatcatcaagttaaaccattttaaccaggatcagta
ataataaattcgactttgttagaataaaacctttacatatctgagcagcatcatcgatgaacacggtggatctgatgc
agatgtgaagacgcggatcggcaaaccaagagcagcatatctacaaatgaagaatataggggattcaaaacaagtgcc
aaccaacaccaagttcaaaattttcaatacaaatgtcaagacaattctactgtatggagcgaaacttggagaactatg
aaagctatcatgcagaagatacaggtgtttatttacagttgtctatgcaagatacttcggatccgttggctagacact
atcagcaacaagttactgtgggagagaacaaaccagattccactggaggaagaaatcaggaagaagcgttggaagtgg
atagaacacacattcagaaaacacccaattgcatcacaaggtgagccatcacttggaatcctaaagaccaaacgggaa
ggggaaggctaaagaacacattgggccgagaaatggagacagacatgagaagaatgaacaaaaattggatagaactag
gaaggaagatccaggacagagtgagtgtgagaatgctggtcggctacctatgctcctttgggagcaacaggcgtaagt
aagtgagtaagtagaataaaacgataacaaatagtaaatttcgcgtattctatatctctcattgtatattattcatta
tatctgtattaaaatagtGATTTAGCAGCAAGAAATTGTTTAATTTCTGATGATGGTCAATTAAAAATAGCTGATTTT
GGCATGTCAAGAGAAGAACATATATATGAagtatgttgaagaagtagttttatatatgtatagaatatcggtgtttag
gaacctcattttttatcaaatacatatgtatgtatgcatttattatttatttaaacacactcaaagaggcaacaaata
gatatgctccatatgaatcaaatgatttatgtgagggttgggatactgccccgacagcccaaactgaagcaggtggtt
tccttaggaagccattccccgaacctttgacctacaagtccaatccataaggcagtagatctgttatatcgtgtacgt
gcgtgccctgtttaatatataacgtgacgatgtcgctaatcggatagcagtgaattagcgatcggaccaataacacac
aaaatccgtgcgagcagtctagagtactaatctgtccggctatctgcctagcccagccagttaagtccagaacactaa
tctcagcctctgcggtataaatcattgttctcacacacactgggtttatatacaaaacaaactgaccacgtcgtacca
tgaagtagagaacaacatttgtacaagctttagccaaatgtggctgtgaataggggggacagtaattaatatactggg
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cataactcaggaatggtaaatcctacagtaatagtctatgggtcaaaataaagctcataataaggggaacatgaatat
gaatattttagttacttaacaatcatacaataggaaatatatgtatcatattggtctataaatagttctcaaagttac
caatcataattctcttcaagatataacacctctttttttgaaagatccgaagttgatatccggactttaaatttcatg
aatttataccccccaacgaaatagtgttggattctcatatacccgacatttttctcttattcttataagaaagttcac
caggaacatgtgaatcatcaaagtgatcgatatctggcaaagcgattgggggatcccgataattaggttaattagaaa
cttttgtcgcagcatgattagtttcatgtggtgcaattatcttatttatactgctcgatttattttctgtttctttgt
gggcgggcgctgcagcaatttcttaagcatttagcacgacatcgtctttctatgaactggataattcactgtttctac
gttctttttggggataatagaattcgaaccaacaatagggcatatctctgaagtggacagtactggactactgggctg
atcgtgtgtggctgctactgcttcgcataaattactgtttataacggattcatggaggctttcatcggcacatttatt
cattctgcaatcattttccagagctgtgcgcaatttagaaattaattcgctaacttcccatacccccaaagcatgggt
gattcggcagctttatgtataatttgtcgataaatcccatctgactctttttgaagcaatacgttcatacatcttttg
ttccctcaggattctggagaccttgttcacagttggtttgaaaccaggattttccgactcacccagatggatcctccg
tatccatcaacatggttaaagcgtcgaacattcgcttgacgccttttcaacttcgtaaacaacagtaatgcggtgaga
aggcaatgaataaaattttcgtgacagtggctgcataagcgtggttatgtgagagcattttttgaggtcgtactaatt
ctcttcacacttttggccgtgccattgcatctggggcaaagacttgagttctgagagctatgctatattaaagtgacc
gaatccactatcttccattatttttactgaaagattttatatcataaggaactttcgtcatataattcaactactatg
aaggagtttcacgaaaatatctattaaaggtcaacacatttcttaaacattacggtttttagccgtactgtaatattc
taataacagtgtctttaccgagtttttctttatattccttcatatggcagttgtgattcatcttatctatctatctat
ctatctatctatctttttctagTTAAGTGATAAACGAGGTCAAATCCCTATCAAATGGACAGCTCCTGAAGCACTTCG
TACTGGTCGTTATACTATTAAATGTGATGTATGGTCTTATGGTGTACTTTTATGGGAAATATTTACTTTCGGTGATGT
TCCTTATCGAAATTGGTCTAATCAACAAACTAGGGATATGATTGAATCAGgtaagttctttaatttctcaaatctgtt
atgtaagtttctttatgctaaatgaatgaatagaatgaacataaagttttggattcaattagtattgtttatttgaat
cttcccattgatgtctaggactgcaactggtcggtgttttttgacatatgtgcttactgtgcgtattgcctcgatata
gcctcaattcacaagcatggtaagtaaagatnnnnnnnnnngttatccacttggccactgagtcgtgatagccacttt
cttgtgcaatggggtgaagtttaaatttacttagtattgtttgtttgaatcttcccattgatgtttttaggactgcaa
catggtactgggttcgagtcccagagtgaacatcaactctaagatgcaggtacatccagctgacgagtcgcaaaattg
gacaaaacgcgcgtcaaactggattccactgctagccactatccatctatgcctagaaagttttggagtttagttcta
tgctaacttacttttatcagtaatatatcgatacaatcatttcttttttttcaatattttctcttgtcagGTTATAGA
TTACCTGCACCAGATTTAATGCCAGTTTGGTTGCGTACATTAATGAATCATTGTTGGCATGATGAACCAATGAATCGG
CCAAGTTTTTCAAAAATTTCTAATGAAATACAAATACCTAATGTCAATTCATTTACACCAAATTTAAATAGATCTATA
GACAATGCTCAATTGAAGAAATCTGCTATTGACAACCTATCAACAACTCCATTACATTTATCCGTTTCTGTTAAAGAT
AGACGAACTAGAGAAGATTAAtatggatctttttttgttactatgccctatacatacatacatatatacatacataca
catacatacaatagatcatagagatctatatacatacatgtaattgtgtatatgtattgcaatcttttttctgttttt
ttttttgcaagcgcctttatttccctgttattcactatggcaactaacttacagttccgagtgacaaacctttctatt
tattattatcattaatataattgattcaattcatgatatatggtatacatagttgtactgtaaccatgcatatcatat
aatccactacctatgatcattgtaattgtcattatatcatttcattttaataatttttatgatttcaatttatactac
ttatatacttatttaatccttctttcattgtttcttatctttacttatagactgtgataaaaagtagatttaatttgt
atattctcttcagattacattacatttaccataaacaaaataatacacataaatgaaccattctcaaagagaaaggga
gtatgtgtgtgtgtgtgtgtaagtgttcaatatgacatacattcataatgtaatttatgacatcgattgagtaagtgc
ctgcttaccctgttaatacacacatatatatatgacgtgatgatccccctggcaatcagtgaggagttatcattcatt
aatctccatggtatataacatagttcat

>333748.c006012707.Contig1 
gttcaaacacatttttttaaccattacggtttttagccggtacgataatatttttataacaagggtctttaccgag
gtttttctttaatattccttcatatgacagttgtgattcatcttatttatctatctatctatctttttcaggTTAA
AGTGATAAATGAGTTCAAATCCCTATCAAATGGACAGCTCTTGAAGCACTTCGTACTGGTCGTTATACTATTAAAA
GTTGATGTTTGGTCCTTATGGTGTACTTTTATGGGAAATATTCACTTTCGGTGATGTTCCTTATCGAAATTGGTCT
AATCAACAAACTAGGGATATGATTGAATCAGgtaaattatttaatttctcaaatatgttatgtaagtttctttatg
ctaaatgaatgaatggaattaacggaaagttttggattcacttagtattgtttgtttgaatcttccctttgatgtt
tttaggactgcaacatggtattaggtttgagtctcagagtgaacatcaactctgagatgcaggtatatccagctga
cgagtcccaagtgggacgaaacgcgcatcaaactggattccactgctaaccactatccatctatgcctagaaagtt
ttggagtttagttctatgctaacttacttttatcagtaatatatcgatacaatcatttcttgtttttcaatatttt
cttttatcagGTTATAGATTACCTGCACCAGATTTAATGCCAGTTTGGTTACGTACATTAATGAATCATTGTTGGC
ATGATGAACCAATGAATCGGCCAAGTTTTTCAAAAATTTCTAATGAAATACAAATACCTAATGTCAATTCATTTAC
ACCAAATTTAAATAGATCTATAGACAATGCTCAATTGAAGAAATCTGCTATTGACAATCTATCAACAACTCCATTA
CATTTATCCGTTTCTGTAAAGATAGACGAACTAGAGAAGATTAAtatggatctatttttttgttactatgccctat
acatacatacacatacatacaatagtttatatagatctatatacatacatgtaattgtgtatatgtattgcaatct
tttttctgtttttttgtttttgcaagcgcctttatttcactgttattcactatggcaactaacttacagttccgag
tgacaaacctttctatttattattatcattaatataattgattcaattcatgatatatggtatacatagttgtact
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gtaaccatgtatatcatataatccactacctatgatcattgtaattgtcattatatcatttcattttaataatctt
tgtgatttcaatttatactacttatatacttatttaatccttctttcattgtttcttatctttatttatagactgt
gataaaaagtagatttaatttgtatattctcttcagattacattacatttaccataaacaaaataatacacatcaa
tgaatgattctcaaagagaaagggagtatgtgtgtgtgtgtgtgtaagtgttcaatatgacatacattcataatgt
aatttatgacatcgattgagtaagtgcctgcttaccctgttaatatacttatatatatatatgacgtgatgatccc
cctggcaatcagtgaggagttacaattcattaatctccatggaatataacatagttcatccaatatttcattattg
aatatagacacttaattacttatgtatacttgaactaacttacctacttacttatacctgttaccccttgtaacct
atacgcacatatacttctgtagttattctcataggatgattctttacataccttaataggaataattgtctcattg
ttttcttttcttttcttttttatatattccattgtatacttatcaatgtagggggttttgattttgaagggtatta
ggtaattattacaaattgtaacttataacttactttttatagaagtaaataaacaaaattgatacaaagtattagt
agtattggtattattatgtaatgcaactcgaacggatgtatgtacgtacgtacgtacgaagttctacgttgtgatt
gactgtatgtattgatgttgtttgatgttattgttatactctgttgaaattatatttagttgattgtttgttaata
tgactgatcatctcccaccc

Anexo  2:  Contigs  genômicos  formados  pelo  Instituto  Sanger.  Em  letras  maiúsculas  estão 
representados os exons. Em negrito estão representados os doadores e aceptores de cada intron. 
Em itálico e sublinhado estão representados os sítios para enzima EcoR I, apenas sublinhado os 
sítio para enzima Hind III, apenas em itálico os sítios para enzima BamH I e em itálico e negrito 
os  sítios  para a  enzima  EcoR V.  Em negrito e  sublinhado estão representados os iniciadores 
utilizados em Southern-blot.  
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IX.3 ANEXO III

01     MGNHTVNEVSNYFERGSDVEDDINTLASNNTHITENNQSVLVSSTSDTFLVPPLPPHSLGHDKSLSSSSISTPNVDNINTKRYTDSVMLRSDHKESSQVI 
02     ---------ASGQLHRPQPQEHTSTSAAAGTWRLTQASESRHRLPHCSAAPSHQDHSAMGFGPELWC--------------------------PKGHTEL 
03     ----------------------------------------------------------MGFGSDLK----------------------------NSQEAV 
04     ----------------------------------------------------------MGFSSELCS--------------------------PQGHGAV 
05     -----------------------------------------------------------NFGFCLQ----------------------------SGRDCI 
06     ----------------------------------------------------------MGFGSDLK----------------------------NSHEAV 
07     ----------------------------------------------------------MGFGSDLK----------------------------NSHEAV 
08     ----------------------------------------------------------MGFGSDLK----------------------------NSQEAV 
09     ----------------------------------------------------------MGFSSELCS--------------------------PQGHGVL 
10     ----------------------------------------------------------MGFSSALQS--------------------------RAAHEAL 
11     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
12     ----------------------------------------------------------MGFSSELCS--------------------------PQGHGAV 
13     ----------------------------------------------------MAEQDECNFGTDLIT--------------------------RAGSEAL 

01     VSAIDAQMKSINEMLSYFSKLVKAEKTVQQALSDLLDDQKESSTVGSVDGGQRSNTTAMRNLFKSNYSRGRRRRLTMNILNKNLSNSPTDNELNKLLQNL 
02     LRLQDSELRLLELMKKWMSQRAKSDREYAGMLHHMFSQLEK--QEGLGHLRATDHSSQIGESWWV----------------------------------L 
03     LKLQDWELRLLETVKKFMALRIKSDKEYAYTLQNLCN------QVDKESTVQVNYVSNVSK--------------------------------------- 
04     QQMQEAELRLLEGMRKWMAQRVKSDREYAGLLHHMS----L--QDSGGQSWSSGPDSPVSQSWAE----------------------------------I 
05     NKRHDDELKALESFRVYMHKRAKADAEYAVTLGKIN-------SQTAREMAGVGANSIIVQAWNG----------------------------------A 
06     LKLQDWELRLLETVKKFMALRIKSDKEYASTLQNLCN------QVDKESTVQMNYVSNVSKSWLL----------------------------------M 
07     LKLQDWELRLLETVKKFMALRIKSDKEYASTLQNLCN------QVDKESTVQMNYVSNVSKSWLL----------------------------------M 
08     LKLQDWELRLLETVKKFMALRIKSDKEYAYTLQNLCN------QVDKESTVQVNYVSNVSKSWLL----------------------------------M 
09     QQMQEAELRLLEGMRKWMAQRVKSDREYAGLLHHMS----L--QDSGGQSRAISPDSPISQSWAE----------------------------------I 
10     IVRQDAELRLMETMKRSIQMKAKCDKEYAISLTAVAQ------QGLKIDRADEMQGSLISKSWRS----------------------------------Y 
11     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
12     QQMQEAELRLLEGMRKWMAQRVKSDREYAGLLHHMS----L--QDGGG--RGTGPYSPISQSWAE----------------------------------I 
13     LRLNDEEIRLLESMKTYMTKRAKADQDYAKELLRLRVDRSTGGALHRSDSTSAEETSPILKAWHQ----------------------------------F 

01     VISTNHQVRMFSTRALFHKLITAGQLDSLNNCEHCLRRTYLECEEELKSQAR-QYMLSLKAYEKKYFKYIGQLSNIQSKLTNLCDKRLIN---------- 
02     ASQTETLSQTLRRHAEELAAGPLAKLSILIRDKQQLRKVFSEQWQQLSQEYAWTTQQEVEKLKAQYRSLVRDSTQAKRKYQEASK--------------- 
03     -----------------------------------------------------VTKTELEKLKSSYRQLIKEMNSAKEKYKEALAK-------------- 
04     TSQTENLSRVLRQHAEDLNSGPLSKLSVLIRERQHLRKTYNEQWQQLQQELTKTHSQDIEKLKTQYRTLVRDSTQARRKYQEASK--------------- 
05     LEAMDSIQKKLLNCSQQVET-LLHNIDLLIKDKRGAKRAYDIGRSQLDDEYR-KSCNEVQNLRREYVQTLQATTAAKKKLEQTVSKQP------------ 
06     IQQTEQLSRIMKTHAEDLNSGPLHRLTMMIKDKQQVKKSFIGVHQQIEAEMIKVTKTELEKLKSSYRQLIKEMNSAKEKYKEALAK-------------- 
07     IQQTEQLSRIMKTHAEDLNSGPLHRLTMMIKDKQQVKKSYIGVHQQIEAEMIKVTKTELEKLKCSYRQLIKEMNSAKEKYKEALAK-------------- 
08     IQQTEQLSRIMKTHAEDLNSGPLHRLTMMIKDKQQVKKSYVGIHQQIEAEMIKVTKTELEKLKSSYRQLIKEMNSAKEKYKEALAK-------------- 
09     TSQTEGLSRLLRQHAEDLNSGPLSKLSLLIRERQQLRKTYSEQWQQLQQELTKTHSQDIEKLKSQYRALARDSAQAKRKYQEASK--------------- 
10     MDELDHQAKQFKFNAEQLEV-VCDKLTHLSQDKRKARKAYQEEHAKIAARLN-HLTDEVVRKKSEYQKHLEGYKALRTRFEENYIKAP------------ 
11     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
12     TSQTEGLSRLLRQHAEDLNSGPLSKLGLLIRERQQLRKTYSEQWQQLQQELTKTHNQDIEKLKSQYRALARDSAQARRKYQEASK--------------- 
13     QAETDRVSSLIAQHAQALNAITVQSVDKLLLNKKTAKKRFTTCRQDADAAYG-RTTERVNKLKKSYQQLSADVSRKKTEFQKSVG--------------- 

01     -----------------------------------NRKIIDSLMNNLEYSTKKLHLLHNEYCLALITAIHYHQWLYTHLRPCLLKGVERTMQLASEVVWH 
02     ------------------------------------DKEREKAKEKYVRSLSKLYALHNQYVLAVQAAALHHHHHYQRALPTLHESLYSLQQEMVLVLKE 
03     ------------------------------------GKETEKAKERYDKATMKLHMLHNQYVLALKGAQLHQSQYYDTTLPLLLDSVQKMQEEMIKALKG 
04     ------------------------------------DKDRDKAKDKYVRSLWKLFAHHNRYVLGVRAAQLHHHHHHRFMLPGLLQSLQDLHEEMAGILKD 
05     ----------------------------------VKPAEVDKLRGKFVSSAAKLHKCHNDYTLAILNANTHLEHYHKSTVPFCLNTLQERMELIVSQWRK 
06     ------------------------------------GKETEKAKERYDKATMKLHVLHNQYVLALKGAQLHQNQYYDTTLPLLLDSLQKMQEEMIKALKG 
07     ------------------------------------GKETEKAKERYDKATMKLHMLHNQYVLALKGAQLHQNQYYDITLPLLLDSLQKMQEEMIKALKG 
08     ------------------------------------GKETEKAKERYDKATMKLHMLHNQYVLALKGAQLHQSQYYDTTLPLLLDSVQKMQEEMIKALKG 
09     ------------------------------------DKDRDKAKDKYVRSLWKLFAHHNRYVLGVRAAQLHHQHHHQLLLPGLLRSLQDLHEEMACILKE 
10     -------------------------------SR--SGRKLDDVRDKYQKACRKLHLTHNEYVLSITEAIEVEKDFRNVLLPGLLEHQQSVQESFILLWRN 
11     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
12     ------------------------------------DKDRDKAKDKYVRSLWKLFAHHNRYVLGVRAAQLHHHHHHQLMLPGLLQSLQDLHQEMACILKE 
13     ------------------------------------SPNQQDKMKRYIRAADKLCKCHNDYLLALQEVQEHQEAYRTRILPLLLNNMQQVCQGHAQQWMD 

01     LLVFGGENIHHFQSNWLKEFQSELDLTSLLEQNGVKFPGPVYHTFNQALNNNTTLGGNLSPGSLIVNDLTGQSLIELTQLHKNKELLHRETVNQLTKECL 
02     ILGEYCSITSLVQEDVLAIHQKVAHAVEMID------PATEYSSFVQCHRYDSEVPPAVTFDESLLEEAE--------NLEPGELQLNELTIESVQHSLT 
03     IFDDYSQITSLVTEEIVNVHKEIQMSVEQID------PSTEYNNFIDVHRTTAAKEQEIEFDTSLLEENE--------NLQANEIMWNNLTADSLQVMLK 
04     ILQEYLEISSLVQDDVASIHRELAAAAARIQ------PEFEYLGFLRQYGSTPDVPPCVTFDESLLEDGE--------QLEPGELQLNELTLESVQHTLT 
05     GMEEYARTTDMT-QVYQESFGKLFTNLQNLN------PQDEYTKLIQENKSDSD-EDVFTFDTSLLQDYSSP------KVEATKMSVNNLTYESLKAELS 
06     IFDEYSQITSLVTEEIVNVHKEIQMSVEQID------PSTEYNNFIDVHRTTAAKEQEIEFDTSLLEENE--------NLQANEIMWNNLTAESLQVMLK 
07     IFDEYSQITSLVTEEIVNVHKEIQMSVEQID------PSTEYNNFIDVHRTTAAKEQEIEFDTSLLEENE--------NLQANEIMWNNLTAESLQVMLK 
08     IFDDYSQITSLVTEEIVNVHKEIQMSVEQID------PSTEYNNFIDVHRTTAAKEQEIEFDTSLLEENE--------NLQANEIMWNNLTADSLQVMLK 
09     ILQEYLEISSLVQDEVVAIHREMAAAAARIQ------PEAEYQGFLRQYGSAPDVPPCVTFDESLLEEGE--------PLEPGELQLNELTVESVQHTLT 
10     ILQEAAQYGDLTADKYKEIQKRIDTVIGSIN------PTEEYGEFTEKYKTSPTTPLLFQFDETLIQDIPG-------KLQSSTLTVDNLTVDWLRNRLQ 
11     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
12     ILQEYLEISSLVQDEVVAIHLEMAAAVARIQ------PEAEYQGFLRQYGSTPDVPPCVTFDESLLEEGE--------PLEPGELQLNELTVESVQHTLT 
13     ALNDSLDNIDSCRDEYREIFSRLHATLGDLD------PSSEYNGFLERNGEKLPPAEKFTFDVKLLEHAPE-------HASPDHLIINNLTQPQLESSIT 
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01     QWEEALSQWRAVFANPGPNPWSSNLFNIHSSGVSPIVNTPQDNNSNGFHHVDNSSHLALPDIQDLWHDDRARPVNLCEVSFRLAICEFELCFANCLADSE 
02     SIEEELLASRKAVSSK-----EQRVWELQVELR-GEELALSPGERVHLLGKRQGLREAQQQLQGLVCAQAKLQAQRDMLANKLAELGSEEPPP------- 
03     TLAEELTQTQQMLLHK-----EAAVLELEKRIEESFETCEKKSDIVLLLGQKQALEELKQSVQQLRCTEAKCAAQKALLEQKVQENDGKEPPP------- 
04     SVTDELAVATKEVLSR-----QEMVSQLQRELQ-SEEQNTHPRERVQLLSKRQMLQEAIQGLQIALCSQDKLQAQQELLQSKMEQLGTGEPPA------- 
05     KMEQRLEEYAKQHAEK-----EEKLKALNXAAP-DAQQNSEVPKAVLISNLQAELKLLDCTLEREKVKAEKVKEDLQGIGESPPLFDPLGEGVVX----- 
06     TLAEELIQTQQMLVNK-----EEAVLELEKRIEESSKTCEKKSDIVLLLSQKQTLEELKQSVQQLRCTEAKFTAQKELLEQKVQENEGKEPPP------- 
07     TLAEELMQTQQMLLNK-----EEAVLELEKRIEESSETCEKKSDIVLLLSQKQALEELKQSVQQLRCTEAKFSAQKELLEQKVQENDGKEPPP------- 
08     TLAEELTQTQQMLLHK-----EAAVLELEKRIEESFETCEKKSDIVLLLGQKQALEELKQSVQQLRCSEAKCAAQKALLEQKVQENDGKEPPP------- 
09     SVTDELAVATEMVFRR-----QEMVTQLQQELR-NEEENTHPRERVQLLGKRQVLQEALQGLQVALCSQAKLQAQQELLQTKLEHLGPGEPPP------- 
10     ELEGAVRDCQEKQMKM-----IEHVNGGSPVAN-GSIISNGSNTSNGIQSNKDSLCRQSKDLNALRCQEKQKQKLVDMIKCALNEVGCEELPSGCDDDLT 
11     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
12     SVTDELTVATQTVLSR-----QEAVAQLQRELQ-NEEQNTHPRERVQLLAKKQVLQEALQALQVALCSQAKLQAQRELLQAKLEQLGPGEPPP------- 
13     TMNSQLEELKKTLQTK-----TDELEVVRNTEV--DENATTAEQMDQHMSTLGKYSDISLEVEQLWLNQTKLELAINTMESSLTSLGGQPAPLFDESVG- 

01     AQLVNVLTDAQCRLNWLSLKLLTN---------------------------------------------------------------------------- 
02     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
03     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
04     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
05     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
06     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
07     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
08     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
09     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
10     LEQNFIENGYNNEQQRSNSTSSPGLGIMNELMRRGGVLTLLRGRGRHFKRKSTPQPATPMTRSRQGRFNKLQPRSQSLGSLSVIRDGNGPSPARYEPITN 
11     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
12     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
13     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

01     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
02     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
03     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
04     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
05     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
06     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
07     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
08     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
09     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
10     HRLRQAASVHYLGEEIATSSTNPPDLTRLRRTQCSMLCLGEDEEPVVLASPAPLTQLTAAVLTNTNNNHIYADLELDKKKDTSPSPECKGEQIQPKKEQI 
11     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
12     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
13     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

01     ----------DSTTSYPN---------------------TTPITFSRDPCDITTTTTTTTNGNSNNNNHEDIDIQNGTDDNFSQALNGHDNSIPLCNLSD 
02     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
03     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
04     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
05     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
06     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
07     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
08     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
09     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
10     RIEINQTAPQNSIDAHLDRIDELNRVLDDRLKRTLQPSDDVNAIESAEENHIQTRKLAKDPDSQTKRSSSSSSECRSSKDTSHSKKRSLSFSQKSISNIF 
11     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
12     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
13     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

01     SYSTDPPKFIEQISNSPFALSTSNTSDMSSSIEHQQQQRPERNRLWQSVRQSMSKFRSHFIRNNNIRSSTSSIPN-------TRTYQCRLRETIITTIPI 
02     ------------------ALPLQEDRQSARSTDQERSG-------------------------------------------------------------- 
03     ------------------VVNYEEDARSVTSMERKE---------------------------------------------------------------R 
04     ------------------VPLLQDDRHSTSSTE--REGG------------------------------------------------------------R 
05     -----------TDPTSPTTPTHPGDHASPSATLDTESVENGG-------------------------------------------KKAAEKGGNSKAAKI 
06     ------------------VVNYEEDARSVTSMERKE---------------------------------------------------------------R 
07     ------------------VVNYEEDARSVTSMERKE---------------------------------------------------------------R 
08     ------------------VVNYEEDARSVTSMERKE---------------------------------------------------------------R 
09     ------------------VLLLQDDRHSTSSSEQEREGG------------------------------------------------------------R 
10     SNLKEFSKSPLVRMGKNHILNEEQDAKRTQPSQHHHSSGSDCPTNSSSSSSNNNNNNKNTSSNSNHSASQSTIITSTITTTITTTTTTTPSKENSRLKFK 
11     ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
12     ------------------VLLLQDDRHSTSSSEQEREGG------------------------------------------------------------R 
13     ------NVDQQMLDHAEQVNGGGDQTAAAHPTSTKLFSAMLG-------------------------------------------G------VKSMKNKV 

01     LNTVNDNNNNSNSNSNNKPLHNPTVNGLKQQNHLG----------------------------------------------------------------- 
02     VTALKTIKNHISGIFS-PRFSLPP---------------------------------------------------------------------------- 
03     LSKFESIRHSIAGIIKSPKSVLGS---------------------------------------------------------------------------- 
04     TPTLEILKSHFSGIFR-PKFSIPP---------------------------------------------------------------------------- 
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05     SNTLKKSFAKGFSMFRHRMQSNTSQSIDSTEG-------------------------------------------------------------------- 
06     LSKFESIRHSIAGIIRSPKSALGS---------------------------------------------------------------------------- 
07     LSKFESIRHSIAGIIRSPKSAVGS---------------------------------------------------------------------------- 
08     LSKFESIRHSIAGIIKSPKSVLGS---------------------------------------------------------------------------- 
09     TPTLEILKSHISGIFR-PKFSLPP---------------------------------------------------------------------------- 
10     VPKIQKKSKAIRNTFRSKLLNFQLKRSKPCKQCTKRRRIHPSKSVFDFAKEFEVEQPAGSAADEQFCNCPPAGQKPVKPSVQISGHKDHPFESSSGELDE 
11     MGTVEKS--------------------------------------------------------------------------------------------- 
12     TPTLEILKSHISGIFR-PKFSLPP---------------------------------------------------------------------------- 
13     KKKALKMKTSMTATSHAQSSNLAVSSSPCG---------------------------------------------------------------------- 

01     ----MDTPFYHQNRKFNHQNHIQSNRESQDSTSILTSFPICDMDINKEPWFHGVLPRAEVERLLQNQGDFLVRQTSKRSSGRDTIGHWNGTNGDLINGNH 
02     ------------------------------P---VPLIPEVQKPLCQQAWYHGAIPRSEVQELLKYSGDFLVRESQ-GK-Q------------------- 
03     ------------------------------STQVCDVISVGERPLAEHDWYHGAIPRIEAQELLKQQGDFLVRESH-GK-PG------------------ 
04     ------------------------------P---LQLVPEVQKPLYEQLWYHGAIPRAEVAELLTHTGDFLVRESQ-GK-Q------------------- 
05     -EAGEPGEPGETATDAASSADPSAIVEDNESETGSTTDVPPETRVEEERWFYPNMERKEAEEKCKNTGDYLIRYS--SK-QN------------------ 
06     ------------------------------S-TFSDTIPISEKPLAEQDWYHGAIPRIEAQDLLKQQGDFLVRESH-GK-PG------------------ 
07     ------------------------------S-ALSDMISISEKPLAEQDWYHGAIPRIEAQELLKKQGDFLVRESH-GK-PG------------------ 
08     ------------------------------STQVCDVISVGERPLAEHDWYHGAIPRIEAQELLKQQGDFLVRESH-GK-PG------------------ 
09     ------------------------------P---LQLIPEVQKPLHEQLWYHGAIPRAEVAELLVHSGDFLVRESQ-GK-Q------------------- 
10     NSDRDIDNDEEEEDSASDDVLSMKDHCYCVPSLAASISLSTNRPLYEEEWFHGVLPREEVVRLLNNDGDFLVRETIRNE-ES------------------ 
11     ----------------------------------SNNDASVTDDIRSAEYYHGMVPRQDAEGFLKREGDFLVRKTEQMPGKV------------------ 
12     ------------------------------P---LQLVPEVQKPLHEQLWYHGALPRAEVAELLTHSGDFLVRESQ-GK-Q------------------- 
13     -----------------------DMEDEFDDEDVEYDTPEAHAGVEEEPWYHGEISRQEATGLLKKMGDFLVRYS--AD-KE------------------ 

01     NETILNKDHNMDGTVLRMVLSVFWHGHR--HFILYGGPE--TGEGWHLED-GHFSTIRELIEYHMKTQTPVTAKSGACLVTPISRP---DWELDNRDVQL 
02     ----------------EYVLSVLWDGQPR-HFIIQAA-----DNLYRLED-DGLPTIPLLIDHLLQSQRPITRKSGIVLTRAVLKD--K-WVLNHEDVLL 
03     ----------------EYVLSVYSDGQRR-HFIIQFV-----DNLYRFEG-TGFSNIPQLIDHHFNTKQVITKKSGVVLLNPIPKD--KKWVLNHEDVSL 
04     ----------------EYVLSVMWDGHPR-HFIIQSL-----DNLYRLEG-DGFPSIPLLITHLLSSQQPLTKKSGVVLFRAVPKD--K-WVLKHEDLVL 
05     ----------------RYVLTVCWAGQGK-HFVIQEAPDEQTKTKYRFES-RSFPSVRELLDFHVNSQTPVTKASGAILSRPILREDDK-WALKHEDIKM 
06     ----------------EYVLSVYSDGQRR-HFIIQFV-----DNLYRFEG-TGFSNIPQLIDHHYTTKQVITKKSGVVLLNPIPKD--KKWVLNHEDVTL 
07     ----------------EYVLSVYSDGQRR-HFIIQYV-----DNMYRFEG-TGFSNIPQLIDHHYTTKQVITKKSGVVLLNPIPKD--KKWILSHEDVIL 
08     ----------------EYVLSVYSDGQRR-HFIIQFV-----DNLYRFEG-TGFSNIPQLIDHHFNTKQVITKKSGVVLLNPIPKD--KKWVLNHEDVSL 
09     ----------------EYVLSVLWDGLPR-HFIIQSL-----DNLYRLEG-EGFPSIPLLIDHLLSTQQPLTKKSGVVLHRAVPKD--K-WVLNHEDLVL 
10     ----------------QIVLSVCWNGHKH-FIVQTTG-----EGNFRFEG-PPFASIQELIMHQYHSELPVTVKSGAILRRPVCRE--R-WELSNDDVVL 
11     ----------------VLAMSVRVTDELCRHFMLNMDP---TSNKFYFEHTHQESTISELINWHMTTKTPISAASGAKIRRPMERS--P-WLINHDSIVA 
12     ----------------EYVLSVLWDGQPR-HFIIQSA-----DNLYRLEG-DGFASIPLLVDHLLRSQQPLTKKSGIVLNRAVPKD--K-WVLNHEDLVL 
13     ----------------HYTLTVKMEGIKH-FIIQHNE-----EG-FRFEG-DPYPSIPMLIDHHFKNRLPVTRKSQAILRQPVKKPDLREYNISHDNILI 

01     LQKIGQGNFGDVYRGVY---NGCEVAVKTCRVDMTASDLRRKFLQGETTALNFNHPNIVKLVGIAVQSYPIMIVMEYVPGGSLLNHLR-KSKNALPVMKL 
02     GERIGRGNFGEVFSGRL-RADNTPVAVKSCRETLPP-ELKAKFLQEARILKQCNHPNIVRLIGVCTQKQPIYIVMELVQGGDFLSFLR-SKGPRLKMKKL 
03     GELLGKGNFGEVYKGTL-K-DKTPVAIKTCKEDLPQ-ELKIKFLQEAKILKQYDHPNIVKLIGVCTQRQPVYIIMELVPGGDFLTFLR-KRKDELKLKQL 
04     GEQIGRGNFGEVFSGRL-RADNTPVAVKSCRETLPP-DLKAKFLQEARILKQYNHPNIVRLIGVCTQKQPIYIVMELVQGGDFLTFLR-TEGARLRVKTL 
05     GRKLGKGAFGDVWEAAL-K-GQGKVAVKTCRSTDVP-D-REKFLQEAEILKQYDHPNIVKLIGVSWDTEPVLIVMELMPGGSLLDYLR-KKAAQMTKGKL 
06     GELLGKGNFGEVYKGIL-K-DKTAVAVKTCKEDLPQ-ELKIKFLQEAKILKQYDHPNIVKLIGVCTQRQPIYIIMELVPGGDFLSFLR-KKKDEIKLKQL 
07     GELLGKGNFGEVYKGTL-K-DKTSVAVKTCKEDLPQ-ELKIKFLQEAKILKQYDHPNIVKLIGVCTQRQPVYIIMELVSGGDFLTFLR-RKKDELKLKQL 
08     GELLGKGNFGEVYKGTL-K-DKTPVAIKTCKEDLPQ-ELKIKFLQEAKILKQYDHPNIVKLIGVCTQRQPVYIIMELVPGGDFLTFLR-KRKDELKLKQL 
09     GEQIGRGNFGEVFSGRL-RADNTLVAVKSCRETLPP-DLKAKFLQEARILKQYSHPNIVRLIGVCTQKQPIYIVMELVQGGDFLTFLR-TEGARLRVKTL 
10     LERIGRGNFGDVYKAKL-KSTKLDVAVKTCRMTLPD-EQKRKFLQEGRILKQYDHPNIVKLIGICVQKQPIMIVMELVLGGSLLTYLR-KNSNGLTTRQQ 
11     NKKLGEGAFGDVFIAELDQGGKQEVAVKTMRAEATR-EARLRFMKEARLMRKYQHKHVVKLIGVAIHEHPLMIVMEYCPNGSLLSHLK---KNKVSLIEK 
12     GEQIGRGNFGEVFSGRL-RADNTLVAVKSCRETLPP-DIKAKFLQEAKILKQYSHPNIVRLIGVCTQKQPIYIVMELVQGGDFLTFLR-TEGARLRMKTL 
13     GEKIGKGNFGDVFKGYL-KTHNMEVAVKSCRSEDFP-D-KQKFLQEAEILKQYRHPNIVELIGVCAEKEPLYIIMELMAGGNFLSFLRGPEGKRLKVNNL 

01     LQMSLDAANGMMYLEARNCIHRDLAARNCLISDDGQLKIADFGMSREE--HIYELSDKRGQIPIKWTAPEALRTGRYTIKCDVWSYGVLLWEIFTFGDVP 
02     IKMMENAAAGMEYLESKHCIHRDLAARNCLVTEKNTLKISDFGMSRQEEDGVYASTGGMKQIPVKWTAPEALNYGWYSSESDVWSFGILLWEAFSLGAVP 
03     VRFSLDVAAGMLYLESKNCIHRDLAARNCLVGENNTLKISDFGMSRQEDGGVYSSS-GLKQIPIKWTAPEALNYGRYSSESDVWSFGILLWETFSLGVCP 
04     LQMVGDAAAGMEYLESKCCIHRDLAARNCLVTEKNVLKISDFGMSREEADGIYAASAGLRQVPVKWTAPEALNYGRYSSESDVWSFGILLWETFSLGASP 
05     LHMSIDACGGMEYLESKNCIHRDLAARNCLVGENDIVKISDFGMSREEEGGMYTVQSGTRQIPIKWTAPEALNYGRYTSASDVWSFGVLLYEVFSGGSTP 
06     VKFSLDAASGMSYLESKNCIHRDLAARNCLVGENNVLKISDFGMSRQEDGGVYSSS-GLKQIPIKWTAPEALNYGRYSSESDVWSFGILLWETFSLGVCP 
07     VKFSLDAAAGMLYLESKNCIHRDLAARNCLVGENNVLKISDFGMSRQEDGGVYSSS-GLKQIPIKWTAPEALNYGRYSSESDVWSFGILLWETFSLGVCP 
08     VRFSLDVAAGMLYLESKNCIHRDLAARNCLVGENNTLKISDFGMSRQEDGGVYSSS-GLKQIPIKWTAPEALNYGRYSSESDVWSFGILLWETFSLGVCP 
09     LQMVGDAAAGMEYLESKCCIHRDLAARNCLVTEKNVLKISDFGMSREEADGVYAASGGSRQVPVKWTAPEALNYGRYSSESDVWSFGILLWETFSLGASP 
10     MGMCRDAAAGMRYLESKNCIHRDLAARNCLVDLEHSVKISDFGMSREEEE--YIVSDGMKQIPVKWTAPEALNFGKYTSLCDVWSYGILMWEIFSKGDTP 
11     LRFTTEAADGIAYLERSKCIHRDIAARNCLLSAKNELKISDFGMSDNKDE---IKDETLEKVPIKWLAPETMQEKVYTHKTDIWTFGVLVWEIYSDGAEP 
12     LQMVGDAAAGMEYLESKCCIHRDLAARNCLVTEKNVLKISDFGMSREEADGIYAASGGLRQVPVKWTAPEALNYGRYSSESDVWSFGILLWETFSLGASP 
13     TEMCVEAAAGMVFLEQRNCIHRDLAARNCLVGDNNVLKISDFGMSREEDDGIYTVSSGLKQIPIKWTSPEALNYGRYTTQSDVWSYGILLWETYTYGSGP 

01     YRNWSNQQTRDMIES-GYRLPAPDLMPVWLRTLMN-HCWHDEPMNRPSFSKISNEIQIPNVNSFTPNLNRSIDNAQLKKSAIDNLSTTPLHLSVSVKDRR 
02     YANLSNQQTREAIEQ-GVRLEPPEQCPEDVYRLMQ-RCWEYDPHRRPSFGAVHQDLIAIRKRHR------------------------------------ 
03     YPGMTNQQAREQVER-GYRMSAPQNCPEEVFTIMM-KCWDYKPENRPKFNDLHKELTVIKKMIT------------------------------------ 
04     YPNLTNQQTREFVEK-GHRLPCPELCPDAVFRLME-QCWAYEPGQRPSFSIICQELHSIRKRHR------------------------------------ 
05     YPGMSNAETRTQVDS-GYRMPPPQGCPAEIHQIMQ-LCWAYDAEDRPKFGAVLESLKKLDGTVQ------------------------------------ 
06     YPGMTNQQATEQVER-GYRISAPQHCPEDIFKIMM-KCWDYKPENRPKFSELQKELTVIKKKVTQ----------------------------------- 
07     YPGMTNQQAREQVER-GYRMSAPQHCPEDISKIMM-KCWDYKPENRPKFSELQKELTIIKRKLT------------------------------------ 
08     YPGMTNQQAREQVER-GYRMSAPQNCPEEVFTIMM-KCWDYKPENRPKFNDLHKELTVIKKMIT------------------------------------ 
09     YPNLSNQQTREFVEK-GGRLPCPELCPDAVFRLME-QCWAYEPGQRPSFSTIYQELQSIRKRHR------------------------------------ 
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10     YSGMTNSRARERIDT-GYRMPTPKSTPEEMYRLML-QCWAADAESRPHFDEIYNVVDALILRLDNSH--------------------------------- 
11     YPGLTKIQTRAKIVVNDYRMKMPDGTHPTVADVVTGTCWQKNPEKRSTMDSIHKKLREFYESKK------------------------------------ 
12     YPNLSNQQTREFVEK-GGRLPCPELCPDAVFRLME-QCWAYEPGQRPSFSAIYQELQSIRKRHR------------------------------------ 
13     YPGMNNRETRERIES-NYRMPRPELCPHPVYKLML-SCWEYDPDKRPSFAEIYDKLYSFNHQ-------------------------------------- 

01     TRED 
02     ---- 
03     ---- 
04     ---- 
05     ---- 
06     ---- 
07     ---- 
08     ---- 
09     ---- 
10     ---- 
11     ---- 
12     ---- 
13     ---- 

Anexo 3: Alinhamento múltiplo de SmFes e de proteínas ortólogas de outros organismos.  O 
alinhamento foi realizado com ClustalW. As seqüências usadas e o respectivo número de acesso 
no banco de dados foram: 1- Fes like de Schistosoma mansoni, (AAP68901); 2- FBS de Fujinami 
sarcoma vírus (NP_955606); 3- Fert2 proteína de  Mus musculus, (AAH58100); 4- Fps/Fes de 
Mus  musculus  (AAN33122);  5-  PTK  de  Ephydatia  fluvialis (BAA81721);  6-  Fer  de  Canis  
famíliaris (AAF00543);  7-  Fer  de  Homo  sapiens (NP_005237);  8-  Fer  de  Mus  musculus 
(AAB18988);  9-  c-FES  de  Homo  sapiens (P07332);  10-  Fps85D(dFer)  de  Drosophila 
melanogaster (P18106); 11- Fer-frk-1 de Caenorhabditis elegans (NP_501818); 12- Fes/Fps de 
Felis catus (TVCTFF); 13- PTK de Sycon raphanus (CAA76605).

135


	Índice de QUADROS
	ÍNDICE DE FIGURAS
	Lista de abreviaturas
	RESUMO
	ABSTRACT
	IINTRODUÇÃO		
	I.1ESQUISTOSSOMOSE
	I.1.1Aspectos Gerais e Epidemiológicos
	I.1.2Genômica do S. mansoni

	I.2RELAÇÃO PARASITO E MEIO AMBIENTE
	I.3MECANISMOS DE TRANSDUÇÃO DE SINAL 
	I.4AS PROTEÍNAS QUINASE
	I.4.1Função e Atividade
	I.4.2Presença de Proteínas Quinase em Genomas Seqüenciados
	I.4.3Classificação de Proteínas Quinase
	I.4.4As Proteínas Tirosinas Quinase (PTKs)
	I.4.4.1As Proteínas Tirosinas Quinase Receptoras (RTKs)
	I.4.4.2Proteínas Tirosinas Quinase Citoplasmáticas (NRTK)
	I.4.4.3Proteínas Tirosina Quinase “Nucleares”

	I.4.5Importância das Proteínas Quinase para a Integridade da Vida

	I.5PROTEÍNAS DE S. MANSONI ENVOLVIDAS NA TRANSDUÇÃO DE SINAL 
	I.5.1Proteínas Tirosinas Quinase Identificadas em S.mansoni


	IIJUSTIFICATIVA		
	IIIOBJETIVOS		
	III.1OBJETIVO GERAL
	III.2OBJETIVOS ESPECÍFICOS

	IVMATERIAIS E MÉTODOS		
	IV.1COLETA DE PARASITOS
	IV.1.1Vermes Adultos
	IV.1.2Ovos
	IV.1.3Miracídios
	IV.1.4Esporocistos
	IV.1.5Cercárias
	IV.1.6Esquistossômulos

	IV.2PREPARO DE CÉLULAS COMPETENTES TRATADAS COM CLORETO DE CÁLCIO
	IV.3TRANSFORMAÇÃO QUÍMICA 
	IV.4EXTRAÇÃO DE PLASMÍDEO
	IV.5EXTRAÇÃO DE DNA GENÔMICO
	IV.5.1Extração DNA Genômico Kit Wizard
	IV.5.2Extração DNA genômico

	IV.6PREPARAÇÃO DE EXTRATO DE PROTEÍNAS
	IV.7EXTRAÇÃO DE RNA
	IV.7.1Rneasy
	IV.7.2 Tri-Reagente
	IV.7.3Ultracentrifugação em Cloreto de Césio

	IV.8SÍNTESE DE CDNA
	IV.8.1SuperScript
	IV.8.2ThermoScript

	IV.9MÉTODOS DE ELETROFORESE
	IV.9.1Eletroforese de DNA em Gel de Poliacrilamida
	IV.9.2Eletroforese de DNA em Gel de Agarose
	IV.9.3Eletroforese de Proteínas em Gel de Poliacrilamida-SDS
	IV.9.4Eletroforese de Proteína em Gel de Poliacrilamida Bis-Tris Nu-Page
	IV.9.5Eletroforese de RNA em Gel de Agarose Desnaturante

	IV.10EXTRAÇÃO DE DNA DE GEL DE AGAROSE
	IV.11SEQUENCIAMENTO DE DNA
	IV.12AMPLIFICAÇÃO DE DNA POR PCR
	IV.13DIGESTÃO DE DNA POR ENZIMA DE RESTRIÇÃO
	IV.14HIBRIDIZAÇÃO DE ÁCIDOS NUCLÉICOS
	IV.14.1Preparo da sonda marcada com Digoxigenina
	IV.14.2Preparo da sonda marcada por Fósforo Radioativo
	IV.14.3Preparo do DNA para Southern-blot
	IV.14.4Preparo do RNA para Northern-blot
	IV.14.5Transferência do Ácido Nucléico
	IV.14.6Hibridização com sonda não radioativa
	IV.14.7Hibridização por sonda radioativa

	IV.15WESTERN BLOT
	IV.16PCR QUANTITATIVO
	IV.17EXPRESSÃO DE PROTEÍNA RECOMBINANTE
	IV.17.1Amplificação do Domínio SH2 e PK
	IV.17.2Clonagem em Vetor pCR 2.1
	IV.17.3Clonagem em vetor pGEX
	IV.17.4Expressão da Proteína Recombinante de SmFes

	IV.18ANÁLISE IN SILICO DA SEQÜÊNCIA CODIFICANTE COMPLETA DE SMFES
	IV.18.1Determinação de Domínios 
	IV.18.2Determinação da Organização Gênica
	IV.18.3Análise Filogenética
	IV.18.4Identificação de Parceiros de SmFes


	VRESULTADOS		
	V.1ANÁLISE E CARACTERIZAÇÃO DA SEQÜÊNCIA IN SILICO
	V.1.1Seqüências de SmFes
	V.1.2Identidade de SmFes com Proteínas Fes/Fps/Fer Ortólogas
	V.1.3Domínios Protéicos em SmFes
	V.1.3.1Subdomínios do Domínio PK
	V.1.3.2Sítio de autofosforilação em resíduo de tirosina


	V.2 ANÁLISE FILOGENÉTICA DE SmFES
	V.3ORGANIZAÇÃO GENÔMICA DE SMFES
	V.4SOUTHERN-BLOT
	V.5PADRÃO DE EXPRESSÃO DA PROTEÍNA SmFES
	V.6PADRÃO DE TRANSCRIÇÃO DO RNA DE SmFES
	V.6.1PCR em Tempo Real
	V.6.2Northern-blot

	V.7POLIMORFISMO EM SMFES
	V.7.1Inserção de 9 pb no cDNA de SmFes
	V.7.2Inserção de 15 pb no DNA genômico contendo o gene SmFes
	V.7.3Polimorfismos do tipo SNPs no gene SmFes

	V.8IDENTIFICAÇÃO DE ORTÓLOGOS DE SMFES EM DIVERSAS ESPÉCIES DO GÊNERO SCHISTOSOMA
	V.9 VIA DE SINALIZAÇÃO
	V.9.1Proteínas de sinalização que participam da via de sinalização de SmFes
	V.9.2Clonagem e Expressão de Proteína para Ensaio de Pull-Down


	VIDISCUSSÃO		
	VI.1CLASSIFICAÇÃO ESTRUTURAL
	VI.2ESTRUTURA GENÔMICA
	VI.3POLIMORFISMOS
	VI.4NIVEL DE EXPRESSÃO E FUNÇÃO DEDUZIDA
	VI.5VIA DE SINALIZAÇÃO
	VI.6SMFES COMO POSSÍVEL ALVO DE DROGAS

	VIICONCLUSÕES
	VIIIREFERÊNCIA BIBLIOGRÁFICA		
	IXANEXOS		
	IX.1ANEXO I
	IX.2ANEXO II
	IX.3ANEXO III


