
 

 

 

 

 

 

HENRIQUE KRAMBECK ROFATTO 
 

 

Caracterização molecular das nucleotídeo 

pirofosfatases/ fosfodiesterases de 

Schistosoma mansoni e investigação como 

antígenos vacinais 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-
Graduação Interunidades em Biotecnologia 
USP/Instituto Butantan/IPT, para obtenção 
do Título de Doutor em Biotecnologia. 
 
Área de concentração: Biotecnologia 
 

 

 
 

São Paulo 
2013  



 

 

 

 

 

 

HENRIQUE KRAMBECK ROFATTO 

 

 

Caracterização molecular das nucleotídeo 

pirofosfatases/ fosfodiesterases de 

Schistosoma mansoni e investigação como 

antígenos vacinais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-

Graduação Interunidades em Biotecnologia 

USP/Instituto Butantan/IPT, para obtenção 

do Título de Doutor em Biotecnologia. 

 

Área de concentração: Biotecnologia 

 

Orientador: Profa. Dra. Luciana Cezar de 

Cerqueira Leite 

 

Versão original 

 

 

São Paulo 

2013  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

 

 

 

  



 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

À Layla, por tornar-se uma parte 

de mim (aquela formada de esperança, 

quando o horizonte era uma incógnita 

completa) e pelo amor, compartilhando os 

momentos felizes e apoio incondicional nos 

perídos intempestivos; aqui expresso um 

pouco da minha gratidão e do meu 

sentimento que, de um jeito muito especial, 

que ela conquistou inteiramente. 

  



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Aos meus pais, Edvaldo e Kátia, por todo amor e apoio incondicional ao longo da 

vida. 

Aos meus irmãos, Otávio, Vítor e Rodolfo, pois com eles tudo é mais fácil e por eles, 

nada é impossível. 

 

Aos meus avós, Zela, Francisco (in memorian), Alberto (in memorian) e Luzia (in 

memorian), pela dedicação ao me criar e por sempre compartilhar meus sonhos. 

 

Aos meus tios, Edson e Ângela, e primos, Vinícius e Felipe, por me acompanhar e me 

apoiar em toda esta caminhada, além de muitas vezes me orientar. 

 

À Layla, por acreditar em um sonho no qual ninguém confiava. Pela amizade, carinho 

e compreensão, sendo indescritível sua importância em todos os momentos. 

 

À Margarete, Carlos, Ísis e Haleno (in memorian), por me receberem como a um 

membro da família. 

 

À Maria Silvia e ao Rodolfo, porque além de cuidarem dos meus pais se tornamram 

amigos muitos queridos. 

 

À Tamara por cuidar, confortar e apoiar meu irmão quando ele mais precisou. Você 

não tem ideia da dimensão da sua importância!!! 

 

À Dra. Luciana, por ter aceitado minha orientação e doado um pouco de sua 

experiência, contribuindo muito para minha formação. 

 

Ao Dr. Leonardo, pois além de amizade me ofereceu ensinamento, paciência e 

dedicação; além de ter ensinado o valor da persistência e obstinação. 

 

Aos amigos de labuta do Instituto Butantan – Dr. Léo, Dra. Eliana, Dr. Ivan, Dra 

Dúnia, Dra Michele, Dra. Cibele, Dr. Omar, Dra. Daniela, Cybelli, Alex, Rafaela, Thiago, 



 

 

Larissa Miguxa, Msc. Pati, Msc. Adriana, Lu, Dra. Carol, Bianca Pekúnia, Darlene, Fafá, 

Virgínia, Dr. Henrique, Dra. Fernanda, Dr. Vinicius e Teresa. A todos vocês meu muito 

obrigado por ter me ajudado de alguma forma nesse trabalho ou apenas por tornar o fardo do 

dia a dia mais leve, alegre e gostoso. 

 

A minha família em Porto Feliz, pelas férias e viagens que enriquecem a nossa vida. 

Amo todos vcs!!! 

 

Aos amigos das diversas moradias Thiago, Rodrigo, Luciano, Reginaldo, Eduardo e 

Áurea e aos amigos do Solar dos Príncipes – Bri, Monstro, Peixe, DeCecco, Negão, Erechim, 

Cando, Bono, Baiano, Japa, Curió, Pintinho, Menck e Grilo – valeu galera por me aturar (não 

deve ter sido fácil!!!) e pela amizade. 

 

À minha eterna família ERBM – Babito, Dutra, Godiness, Mameluca e Juliano – e às 

amigas da XL Biomed e agregados – Desdém, Disincãna, Clara, Marcos, Nóistudo, Ôfuro, 

Guilherme, Tiazoca, Guto, Vometendo e Xanuda – pq a distância aumenta a saudade, mas não 

diminiu a importância de vcs. 

 

Aos amigos de Limeira hoje distantes, mas sempre presentes na memória. 

 

À Dra. Toshie Kawano (in memorian), à Dra. Eliana Nakano e à Msc. Patrícia M. 

Aoki por manter o ciclo do parasita e ajudar nos ensaios de imunização e desafio. 

 

Ao Dr. Alan Wilson e à Dra. Sophie Parker Manuel pela ajuda, por me receber em 

York e compartilhar comigo seus conhecimentos. 

 

Aos Funcionários do Instituto Butantan, que sem dúvida facilitaram e muito minha 

vida em todos esses anos: Fátima, Virgínia, Darlene, Teresa, Marlene, Solange, Vera, Marisa, 

Toninho, Jurema e Arlete. Em especial ao Alexsander Seixas pelo auxílio nos experimentos 

com o microscópio confocal LSM510 do Instituto Butantan (Processo FAPESP – 00/11624-5) 

e por me ensinar a manipulá-lo. 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este trabalho foi realizado com o apoio financeiro da Fundação de Amparo à Pesquisa 

do Estado de São Paulo (Doutorado direto - Processo FAPESP nº: 2007/07685-8).  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"É muito melhor ousar coisas grandiosas, alcançar triunfos e glórias, mesmo 

expondo-se ao fracasso, do que formar fila com os pobres de espírito que nem gozam muito 

nem sofrem muito, porque vivem nessa penumbra cinzenta que não conhece a vitória nem a 

derrota." 

― Theodore Roosevelt 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“O professor que caminha na sombra do templo, entre os seus discípulos, não dá a 

sua sabedoria, mas antes a sua fé e amor. Se for realmente sábio, não vos convida a entrar 

na casa da sua sabedoria, mas antes vos conduz ao limiar do vosso próprio espírito. [...] E 

aquele que é versado na ciência dos números, pode falar-vos de pesos e medidas, mas não 

pode levar-vos até lá. Pois a visão de um homem não empresta as suas asas a outro homem.” 

― Khalil Gibram 

 

 

 

 

 

  



 

 

RESUMO 

 

ROFATTO, H. K. Caracterização molecular das nucleotídeo pirofosfatases/ 

fosfodiesterases de Schistosoma mansoni e investigação como antígenos vacinais. 2013. 

247 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 

de São Paulo, São Paulo, 2013. 

 

A esquistossomose é uma doença com particularidades como a endemicidade, a transmissão, 

a patologia, a morbidade e a cronicidade, as quais devem ser consideradas no planejamento e 

na implementação de políticas que almejam a erradicação desse problema de saúde pública 

mundial. Como a quimioterapia não atua sobre todos esses fatores, o desenvolvimento de uma 

vacina auxiliaria na eliminação dessa doença. Neste trabalho foi caracterizada a família das 

nucleotídeo pirofosfatases/ fosfodiesterases (NPP) de S. mansoni, visando sua avaliação como 

antígenos vacinais. As enzimas desta família são associadas à membrana, hidrolisam ligações 

pirofosfato e ligações fosfodiester e são relacionadas a diversos processos biológicos como 

agregação plaquetária e modulação da sinalização purinérgica e da resposta imune. O S. 

mansoni possui quatro proteínas distintas pertencentes a esta família (SmNPP-5a, SmNPP-5b, 

SmNPP-5c e SmNPP-6), sendo que para duas delas verificamos maior expressão gênica nos 

estágios do parasita que infectam o homem. Os genes foram clonados a partir do mRNA de 

vermes adultos e as proteínas foram expressas de modo heterólogo em E. coli e purificadas 

por cromatografia de afinidade. As proteínas foram utilizadas para produção de anticorpos 

policlonais, porém apenas os anticorpos anti-SmNPP-5a apresentaram especificidade para a 

proteína nativa. Foi demonstrado que a SmNPP-5a é uma glicoproteína, cuja expressão 

aumenta após a infecção do homem e que está associada às membranas do tegumento dos 

vermes adultos do parasita. Também se verificou que os anticorpos anti-SmNPP-5a eram 

capazes de inibir parcialmente a atividade da enzima em parasitas vivos. Assim avaliamos a 

SmNPP-5a como antígeno vacinal juntamente com uma apirase (SmATPDase) e a fosfatase 

alcalina (SmAP), outras duas nucleotidases envolvidas no metabolismo de nucleotídeos e 

presentes no tegumento de parasitas adultos. Ambas as proteínas, SmNPP-5 e a SmNTDPase, 

apresentaram menor imunogenicidade que a SmAP. A SmNPP-5 induziu uma resposta imune 

celular, porém neutralizada por uma resposta regulatória; enquanto a SmNTDPase induziu 

uma resposta imune humoral, predominantemente Th2. A SmAP foi a proteína mais 

imunogênica das três estudadas, induzindo maior expressão de TNF-α e de IL-17 e alto níveis 

de IgG, especialmente IgG1. Porém só verificamos a redução da carga parasitária em 

camundongos imunizados com a SmAP, apenas quando os animais também receberam 

tratamento com doses subcurativas de praziquantel. Não foi observado nenhum efeito protetor 

devido a imunização com a SmNPP-5a ou com a SmATPDase, associadas ou não com a 

quimioterapia subcurativa. 

 

Palavras-chave: Schistosoma mansoni. Vacina. Tegumento. Nucleotídeo pirofosfatase/ 

fosfodiesterase. Fosfatase alcalina. Apirase. Praziquantel. 

  



 

 

ABSTRACT 

 

ROFATTO, H. K. Molecular characterization of nucleotide pyrophosphatases/ 

phosphodiesterases of Schistosoma mansoni and their investigation as vaccine antigens. 
2013. 247 p. Ph. D. thesis (Biotechnology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 

de São Paulo, São Paulo, 2013. 

 

Schistosomiasis is a disease with features such as endemicity, transmission, pathology, 

morbidity and chronicity, which should be considered in the planning and implementation of 

policies that aim to eradicate this worldwide public health problem. As chemotherapy does 

not act on all these factors, the development of a vaccine would be helpful to eliminate this 

disease. Herein the family of nucleotide pyrophosphatases/ phosphodiesterases (NPP) from S. 

mansoni was characterized and their potential as vaccine antigens was evaluated. Enzymes of 

this family are membrane associated and hydrolyze pyrophosphate and phosphodiester bonds; 

they are associated with several biological processes such as platelet aggregation and 

modulation of purinergic signaling and immune responses. S. mansoni has four distinct 

proteins belonging to this family (SmNPP-5a, SmNPP-5b, SmNPP-5c and SmNPP-6), 

whereas two of them present higher gene expression in stages of parasites that infect humans. 

The genes were cloned from adult worms mRNA and the proteins were expressed in E. coli 

and purified by affinity chromatography. The proteins were used for polyclonal antibody 

production, although only the anti-SmNPP-5a showed specificity for the native protein. It was 

shown that SmNPP-5a is a glycoprotein whose expression increases after infection of humans 

and it is associated with the tegument membranes of adult worms. It was also found that anti-

SmNPP-5a antibodies were able to partially inhibit the activity of the enzyme in live 

parasites. Thus we evaluated SmNPP-5a as vaccine antigen together with an apyrase 

(SmATPDase) and alkaline phosphatase (SmAP), two other nucleotidases involved in 

nucleotide metabolism and present in the tegument of adult parasites. Both proteins, 

SmNTDPase and SmNPP-5 were less immunogenic than SmAP. The SmNPP-5a induced a 

cellular immune response counterbalanced by an immunoregulatory response; while 

SmNTDPase induced a predominantly Th2 humoral immune response. SmAP is the most 

immunogenic protein of the three studied, inducing increased expression of TNF-α and IL-17 

and high levels of IgG, especially IgG1. However, we only verified the reduction of parasite 

burden in mice immunized with SmAP, when the animals also received a subcurative 

treatment with praziquantel. We did not observe a protective effect due to immunization with 

SmNPP-5a or with SmATPDase, associated or not with subcurative chemotherapy. 

 

Keywords: Schistosoma mansoni. Vaccine. Tegument. Nucleotide pyrophosphatase/ 

phosphodiesterase. Alkaline phosphatase. Apyrase. Praziquantel. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Esquistossomose 

 

A esquistossomose é a doença helmíntica mais grave no mundo devido aos seus 

índices de morbidade e mortalidade. Essa doença é um problema de saúde pública mundial, 

pois é endêmica em 74 países, afetando mais de 200 milhões de pessoas, principalmente 

indivíduos de baixas condições socioeconômicas, na África, Oriente Médio, Sudeste Asiático 

e América do Sul (Figura 1). Além das pessoas infectadas, estima-se que aproximadamente 

800 milhões de pessoas vivam em áreas com alto risco de infecção (BERGQUIST, 2002; 

KING; DICKMAN; TISCH, 2005; ROSS et al., 2002; STEINMANN et al., 2006). No 

entanto, as áreas endêmicas têm aumentado nos países em desenvolvimento, devido à criação 

de novos habitats para o caramujo, através de projetos de irrigação e construções de 

barragens, e se tornado mais povoadas por causa do crescimento e da migração populacional 

(AL-SHERBINY et al., 2003). 

 

Figura 1 – Distribuição global da esquistossomose e seus principais agentes etiológicos. 

 

 

Fonte: (GRYSEELS et al., 2006). 

 

 

Aproximadamente 10% dos indivíduos infectados apresentam sintomatologia severa 

da doença, sendo que ela é responsável por 200.000 mortes por ano no mundo (BERGQUIST, 
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2002). Porém, é consenso entre especialistas que a mortalidade causada por esta doença seja 

uma parcela pequena do problema, quando comparada aos anos de vida perdidos devido à 

incapacidade que ela causa (BERGQUIST, 2002). Principalmente se considerarmos que a 

doença atinge uma grande parcela de crianças abaixo dos 14 anos de idade, causando anemia 

e prejuízo no desenvolvimento cognitivo e físico, e por ser pouco reconhecida nos estágios 

iniciais, incapacita os indivíduos na fase mais produtiva de suas vidas (ENGELS et al., 2002). 

Avalia-se que o índice de DALYs (“Disability-Adjusted Life Years”) para a esquistossomose 

seja de 1,76 milhões. O DALY é uma medida desenvolvida pela Organização Mundial da 

Saúde (OMS) para quantificar o impacto global de uma doença sobre a saúde da população. 

Este índice combina em um único parâmetro os anos de vida perdidos por uma morte 

prematura e os anos de vida vividos com incapacidade, ou seja, um DALY pode ser 

considerado como um ano de vida saudável perdido (MICHAUD; GORDON; REICH, 2003). 

Esse quadro fez com que a esquistossomose fosse selecionada pelo Programa Especial de 

Treinamento em Doenças Tropicais, da Organização das Nações Unidas, Banco Mundial e 

OMS como uma das dez doenças tropicais mais importantes para controle (MOREL, 2000). 

A esquistossomose é causada por trematódeos hematófagos do gênero Schistosoma. 

As principais espécies patogênicas para o ser humano são: S. mansoni, S. japonicum e S. 

haematobium (Figura 1). No Brasil, ela é causada exclusivamente pelo S. mansoni, afetando 

mais de seis milhões de indivíduos, em especial nas regiões Nordeste, principalmente no 

estado da Bahia e na região litorânea, e Sudeste, a maior parte em Minas Gerais (Figura 2; 

AMARAL et al., 2006). No estado de São Paulo, foram notificados mais de duzentos mil 

casos nos últimos dez anos, sendo que apenas 10% desse total foram classificados como 

autóctones (Divisão de Orientação Técnica – SUCEN, 2002). 
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Figura 2 – Prevalência da esquistossomose no Brasil. 

 

 

Fonte: (AMARAL et al., 2006). 

 

 

O S. mansoni apresenta um ciclo de vida complexo compreendendo uma fase 

assexuada de diferenciação e multiplicação por pedogênese no caramujo hospedeiro do 

gênero Biomphalaria e uma fase de reprodução sexuada e oviposição no hospedeiro 

definitivo, o homem. O ciclo de vida envolve também dois estágios larvais infectantes, o 

miracídio e a cercária, que são importantes na transferência bem-sucedida do parasita de um 

hospedeiro para o outro (REY, 2001). Os vermes adultos residem nos vasos mesentéricos do 

ser humano onde realizam a oviposição. Cada fêmea produz cerca de 400 ovos por dia, os 

quais podem atingir a luz intestinal e serem excretados com as fezes. Uma vez na água, os 

miracídios eclodem e infectam o hospedeiro intermediário, o caramujo. No caramujo, cada 

miracídio se diferencia em esporocistos que originarão uma população clonal de cercárias. 



24 

 

Após serem liberadas na água, as cercárias infectam o homem penetrando na sua pele. 

Enquanto a cercária atravessa as camadas da pele, se diferencia em esquistossômulo, os quais 

penetram nos vasos, atingindo a corrente sanguínea. Na corrente sanguínea, os 

esquistossômulos migram para o pulmão e posteriormente para o sistema porta-hepático, onde 

eles amadurecem e se diferenciam em vermes adultos machos e fêmeas. Após o 

amadurecimento sexual, os vermes adultos formam casais, migram para os vasos 

mesentéricos e começam a produzir os ovos, reiniciando o ciclo (Figura 3; KING, 2009; 

KING, 2001; MOUNTFORD; HARROP, 1998; RIBEIRO-DOS-SANTOS; VERJOVSKI-

ALMEIDA; LEITE, 2006) 

 

Figura 3 – Ciclo de vida do Schistosoma mansoni. 

 

 

Fonte: (adaptado de GRYSEELS et al., 2006). 

 

 

A patologia da esquistossomose mansônica é decorrente da resposta inflamatória 

granulomatosa do hospedeiro induzida pelos ovos que não são eliminados com as fezes, 
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normalmente alojados no fígado e intestino. Posteriormente, essa resposta inflamatória evolui 

para fibrose e calcificação dos tecidos. A gravidade da doença está relacionada com a notável 

fecundidade do parasita associada à infecção duradoura, acarretando na deposição de milhões 

de ovos na mucosa e nos tecidos (CAPRON; CAPRON; RIVEAU, 2002). 

Na fase aguda da doença, a reação inflamatória é exacerbada e o granuloma apresenta 

dimensão superior a 100 vezes o volume do ovo, sendo a sintomatologia variada, desde 

indivíduos assintomáticos, até os que apresentam febre, mal-estar, tosse, dores musculares, 

quadro de hepatite aguda, enterocolite aguda e hepatoesplenomegalia discreta. Na fase 

crônica, a resposta inflamatória é regulada e o granuloma apresenta dimensões bem menores, 

porém os granulomas hepáticos bloqueiam o sistema porta-hepático levando ao 

desenvolvimento da circulação colateral do plexo venoso mesentérico e de hipertensão portal. 

Em infestações severas, o acúmulo dos granulomas hepáticos e sua fibrose contínua, 

associada à pressão portal elevada, resultam no desenvolvimento de hepatoesplenomegalia. 

Esse quadro pode evoluir para ascite com o desenvolvimento de varizes esofágicas, as quais 

podem romper desencadeando hemorragias. Apesar da imensa maioria dos ovos ficarem 

retidos no sistema venoso portal, alguns podem ser levados pela corrente sanguínea, causando 

lesões ectópicas em diversos órgãos, como pulmão, miocárdio e sistema nervoso central 

(BOROS, 1989; CAPRON; CAPRON; RIVEAU, 2002; KING, 2001; REY, 2001). 

O tratamento padrão da esquistossomose é a quimioterapia com o praziquantel, cujo 

desenvolvimento e a redução de seu custo de produção foram determinantes para a 

diminuição significativa da morbidade em áreas endêmicas (BERGQUIST, 2002; RIBEIRO-

DOS-SANTOS; VERJOVSKI-ALMEIDA; LEITE, 2006). Entretanto, a quimioterapia não é 

eficaz contra os parasitas jovens e também não previne a reinfecção, comum em áreas 

endêmicas, resultando na necessidade de sucessivos tratamentos, tornando esse método 

terapêutico dispendioso e pouco eficiente na erradicação da doença, além de evidenciar a 

necessidade de uma abordagem mais duradoura (BERGQUIST; COLLEY, 1998). Outra 

desvantagem dessa abordagem terapêutica é que ela não reverte o quadro patológico, 

portanto, a quimioterapia elimina o parasita, mas não cura o paciente, apenas evita uma 

progressão do seu quadro clínico. Esse fator é agravado, pois a manifestação da 

esquistossomose antes da hepatoesplenomegalia tornar-se aparente é negligenciada ou 

indeterminada (WILSON; COULSON, 1999). Por último, deve-se ressaltar que o tratamento 

em massa e por um período indefinido das regiões endêmicas aumenta o risco da seleção de 

parasitas resistentes à droga, já tendo sido reportados baixos índices de cura no Egito e 

Senegal (FALLON et al., 1995; ISMAIL et al., 1999). 
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Assim, diante da ineficácia da quimioterapia sob o aspecto da saúde pública, das 

dificuldades políticas e da falta de recursos para investimento em saúde e em medidas de 

saneamento básico nos países em desenvolvimento, a estratégia mais eficiente e de menor 

custo para prevenir doenças severas e mortes seria vacinar os indivíduos susceptíveis à 

infecção (HOTA-MITCHELL et al., 1999; KATZ, 1999). 

 

1.2 Fundamentos para uma vacina 

 

Uma vacina eficaz contra a esquistossomose preveniria o desenvolvimento e a 

evolução da patologia, haja vista que os parasitas seriam eliminados antes de iniciarem a 

oviposição. A vacinação também acabaria com o círculo vicioso de sucessivas infecções, uma 

vez que interromperia o ciclo de vida do parasita. Modelos matemáticos demonstraram que a 

vacina não precisaria apresentar imunidade esterilizante e que uma redução de pelo menos 

40% na carga parasitária reduziria a morbidade e as taxas de transmissão significativamente 

(CHAN; BUNDY, 1997). Desse modo, o combate à doença visando sua erradicação seria 

feita com abordagens complementares: a quimioterapia seria responsável pela redução da 

carga parasitária em curto prazo, enquanto a imunização proveria proteção à população em 

longo prazo (BERGQUIST, 1998; BERGQUIST; COLLEY, 1998). 

A plausibilidade do desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a esquistossomose 

está baseada principalmente na imunização de modelos experimentais, tanto roedores quanto 

primatas, com cercárias atenuadas por irradiação. Nestes experimentos verificou-se que a 

imunização com cercárias irradiadas foi capaz de induzir até 80% de proteção contra uma 

infecção subsequente (COULSON, 1997; HEWITSON; HAMBLIN; MOUNTFORD, 2005). 

Também já foi demonstrada proteção parcial pela imunização com extrato antigênico de 

diferentes estágios do ciclo de vida do parasita (JAMES, 1986; SMITH; CLEGG, 1985; 

SMITHERS et al., 1989). Porém, uma vacina para uso em seres humanos baseada em 

cercárias irradiadas e/ou extratos antigênicos do parasita apresentaria problemas, devido à 

evidência de que seu uso levaria a um nível significativo de efeitos colaterais e reações 

alérgicas associadas à mesma. Além da dificuldade para produção de quantidades suficientes 

de cercárias e antígenos em escala comercial (HAGAN; SHARAF, 2003). 

Os diversos relatos de pessoas que vivem em áreas endêmicas e são naturalmente 

refratárias à infecção e outras que desenvolvem resistência a reinfecção após a quimioterapia 

também contribuem para fundamentar o desenvolvimento de uma vacina (BUTTERWORTH 

et al., 1985; CORREA-OLIVEIRA; CALDAS; GAZZINELLI, 2000; DESSEIN et al., 1988; 
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HAGAN et al., 1991; WILKINS et al., 1987). Assim como os modelos de autocura de Rattus 

norvergicus e Macaca mulata, nos quais o parasita é eliminado pelo sistema imune do 

hospedeiro. A capacidade de R. norvergicus em eliminar os parasitas foi associada aos 

elevados níveis de IgE, induzindo a ativação e degranulação de mastócitos. Enquanto na M. 

mulata, altos níveis de IgG por um período prolongado foram considerados primordiais para 

inibir o metabolismo dos parasitas, levando-os a inanição e morte (WILSON; COULSON, 

2009; WILSON et al., 2008). Há de se considerar ainda as vacinas recombinantes 

antiparasitárias de uso veterinário que estão sendo desenvolvidas com sucesso, como as 

vacinas contra Taenia ovis e Echinococcus granulosis (DALTON; MULCAHY, 2001); e 

recentemente foi divulgado o início dos testes de avaliação vacinal da proteína Sm14 de S. 

mansoni contra a fasciolose em ovinos (TENDLER; SIMPSON, 2008). 

O desenvolvimento de uma vacina contra a esquistossomose é um difícil desafio em 

função da complexidade do ciclo de vida do parasita, no qual o homem interage com quatro 

estágios diferentes de desenvolvimento do S. mansoni (cercárias, esquistossômulos, vermes 

adultos e ovos), desenvolvendo respostas imunes diversas e ineficazes (DUPRE et al., 2001). 

Por isso o principal desafio no desenvolvimento de uma vacina contra esquistossomose é a 

identificação de antígenos que estimulem no indivíduo uma resposta imune apropriada, 

acarretando na resistência contra a infecção (YANG et al., 2000). Assim, para avaliar diversos 

antígenos como candidatos vacinais contra esquistossomose, a OMS em 1995 estabeleceu o 

desenvolvimento de uma vacina contra a esquistossomose, como uma meta prioritária e 

organizou testes independentes. Foram avaliados seis antígenos de S. mansoni, reflexo dos 

avanços na área de biologia molecular a partir dos anos 80: uma proteína homóloga à miosina 

com 63 kDa, uma paramiosina de 97 kDa, uma triose-fosfato-isomerase de 28 kDa, uma 

proteína integral de membrana com 23 kDa (Sm23), uma proteína ligante de ácidos graxos 

com 14 kDa (Sm14) e uma glutationa-S-transferase com 28 kDa (Sm28GST). Os resultados 

destes testes nunca se tornaram públicos, mas a OMS divulgou em nota oficial que nenhum 

dos antígenos atingiu o objetivo, que era induzir uma redução da carga parasitária igual ou 

superior a 40% (WILSON; COULSON, 2006). Uma proteína ortóloga a Sm28GST, porém 

proveniente de S. haematobium (Sh28GST), atualmente está sendo avaliada em ensaios 

clínicos de fase II, devido a sua ação antifecundidade, apesar dos resultados dos testes de fase 

I nunca terem sido reportados (CAPRON et al., 2001). 

Apesar dos resultados controversos desses ensaios, diversos autores defendem a 

continuidade dos estudos para seleção de novos antígenos vacinais, pois as moléculas 

selecionadas pela OMS não foram identificadas como secretadas ou expostas na superfície do 
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parasita, com exceção da Sm23, e atualmente acredita-se que para os antígenos induzirem 

uma resposta imune protetora eles devem participar da interação parasita-hospedeiro e estar 

acessíveis aos mecanismos efetores da resposta imune (BERGQUIST, 1998; DOENHOFF, 

1998; WILSON; COULSON, 2006). 

 

1.3 Transcriptoma, genoma, vacinologia reversa e proteoma 

 

Em 2003, foi publicado o transcriptoma de S. mansoni, aumentando significativamente 

as informações sobre sua expressão gênica. Foram geradas 163 mil sequências expressas 

marcadas (EST) de seis estágios do ciclo de vida do parasita (vermes adultos, ovos, 

miracídios, esporocistos, cercárias e esquistossômulos), que possibilitaram sequenciar 

fragmentos de 92% dos 14.000 genes expressos preditos. Analisando esses dados, verificou-se 

que 77% representavam novos fragmentos gênicos do parasita, sendo que 1% deles era de 

novos parálogos, 20% de novos ortólogos e 55% dos genes codificam para proteínas sem 

função conhecida (VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003). Esses novos dados criaram a 

oportunidade de identificar potenciais candidatos vacinais e alvos para drogas 

esquistossomicidas (MCMANUS et al., 2004; VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2004). 

O genoma do parasita foi sequenciado em 2009, complementando e expandindo as 

informações disponibilizadas pelo transcriptoma. O genoma do S. mansoni possui 363 

milhões de bases dispostas em oito pares de cromossomos, sete pares autossômicos e um par 

de cromossomos sexuais. O sexo é determinado no zigoto por um mecanismo cromossomal, 

sendo a fêmea heterogamética (ZW) e o macho, homogamético (ZZ). Foram identificados 

11.809 genes, cujo tamanho médio é 4,7 kilobases com grandes íntrons e éxons pequenos. O 

estudo revelou o déficit do parasita no metabolismo de lipídios e identificou receptores de 

membrana, canais iônicos e proteases do verme como possíveis alvos quimioterápicos. 

Também foram identificados os gargalos metabólicos do parasita sobre os quais drogas 

aprovadas para outras aplicações possam ser eficazes (BERRIMAN et al., 2009). 

A publicação desses bancos de dados moleculares contendo, teoricamente, toda 

informação gênica do parasita abriu a perspectiva da abordagem de vacinologia reversa, que 

consiste na seleção de candidatos vacinais através de programas de bioinformática seguida 

por uma triagem em larga escala destes antígenos em ensaios de imunização (RAPPUOLI, 

2000). Essa técnica foi bem sucedida para propor alvos vacinais promissores para procariotos, 

como Neisseria meningites e Streptococcus agalactiae (MAIONE et al., 2005; PIZZA et al., 

2000). Porém na seleção de candidatos para o Schistosoma e outros patógenos eucariotos 
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mais complexos, esta abordagem apresenta alguns inconvenientes: I – eles possuem ciclo de 

vida complexo com diferentes estágios, de modo que nem todos eles infectam o homem, 

sendo esperado que muitos genes sejam estágio-específico e nunca entrem em contato com o 

hospedeiro definitivo; II – ao contrário de patógenos unicelulares, o parasita é multicelular e 

nem todas as proteínas secretadas ou de superfície seriam apresentadas na interface parasita-

hospedeiro, dificultando a seleção in silico; III – apesar da dedução do quadro aberto de 

leitura (ORF – open reading frame) ser útil, os programas tendem a acumular muitos erros, 

especialmente nas extremidades de ORFs que geralmente codificam sinais de secreção, 

devido à splicings alternativos do RNA (DEMARCO; VERJOVSKI-ALMEIDA, 2009). 

Portanto, a seleção de candidatos vacinais para esquistossomose necessita de uma 

melhor caracterização pós-genômica destes antígenos, para isso podemos comparar o nível de 

expressão de muitos genes simultaneamente pela técnica de microarranjo, utilizando o mRNA 

dos diversos estágios do parasita. Utilizando esta abordagem já foram identificados genes 

diferencialmente expressos no estágio de esquistossômulos (DILLON et al., 2006), que é 

considerado o principal alvo do sistema imune no modelo de cercárias irradiadas; os genes 

com diferentes níveis de expressão em vermes adultos machos e fêmeas (FITZPATRICK et 

al., 2005; HOFFMANN; JOHNSTON; DUNNE, 2002) e os genes envolvidos no 

desenvolvimento dos esporocistos (VERMEIRE et al., 2006). Ainda baseada nesta técnica foi 

desenvolvida uma plataforma que explora todo o transcriptoma de vermes adultos visando 

avaliar sua expressão gênica quando submetidos a diferentes condições experimentais 

(VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2007). 

Outra forma para caracterizar e selecionar antígenos é através dos estudos de proteoma 

que identificam as proteínas mais abundantes em uma amostra por espectometria de massa. 

Esses estudos reconheceram as proteínas secretadas por cercárias envolvidas no mecanismo 

de penetração através da pele e evasão ao sistema imune (CURWEN et al., 2006; HANSELL 

et al., 2008; KNUDSEN et al., 2005) e as proteínas secretadas por ovos, buscando 

correlacioná-las com o desenvolvimento da patologia da doença (CASS et al., 2007). Além 

desses antígenos secretados, utilizando essa técnica, estudou-se a composição protéica do 

tegumento de vermes adultos com diferentes abordagens: proteínas exclusivas de tegumento e 

aquelas presentes em vermes nos quais esta estrutura foi retirada (VAN BALKOM et al., 

2005), proteínas das membranas do tegumento com relação a sua solubilidade em diferentes 

agentes caotrópicos. (BRASCHI et al., 2006), as proteínas do tegumento acessíveis a 

biotinilação, portanto mais expostas em sua superfície (BRASCHI; WILSON, 2006), e as 
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proteínas liberadas pela digestão enzimática da superfície do tegumento de vermes adultos 

vivos (CASTRO-BORGES et al., 2011a). 

 

1.4 Tegumento do Schistosoma mansoni 

 

Os parasitas adultos são recobertos por uma camada sincicial, denominada tegumento, 

a qual é a principal interface parasita hospedeiro. Esse sincício está interligado aos corpos 

celulares por estreitas conexões citoplasmáticas que atravessam as camadas musculares. Nos 

núcleos está situada toda a maquinaria de produção e exportação protéica, composta por 

ribossomos, retículo endoplasmático e complexo de Golgi, que produzem e secretam para o 

sincício dois tipos de vesículas, corpos discóides e vesículas multilaminadas (Figura 4; 

SKELLY; ALAN WILSON, 2006). 

 

Figura 4 – Tegumento do Schistosoma mansoni. 

 

A – Secção transversal de S. mansoni macho adulto. B – Representação do tegumento do parasita 

associado ao corpo celular (sem escala). C – Detalhe das membranas da superfície externa do 

tegumento. BM: membrana basal; DB: corpos discóides; ER: reticulo endoplasmático; G: complexo 

de Golgi; Mc: membranocálice; Mi: mitocôndria; MLV: vesícula multilaminada; Mt: microtúbulo; N: 

núcleo; P: covas; Pm: membrana plasmática; S: espinho; SV: vesículas de transporte; V:vacúolo. 

Fonte: (adaptado de BRASCHI; BORGES; WILSON, 2006). 

 

 

A superfície externa do tegumento apresenta uma estrutura “heptalaminada”, 

considerada uma importante adaptação para a sobrevivência na corrente sanguínea. Esta 

estrutura é composta por duas bicamadas lipídicas: uma membrana plasmática mais interna e 
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um membranocálice secretado mais externo. O membranocálice seria formado pela fusão das 

vesículas multilaminadas, produzidas nos corpos celulares, com a membrana plasmática do 

tegumento. Essa fusão liberaria o conteúdo das vesículas multilaminadas na interface parasita-

hospedeiro e renovaria constantemente a superfície do parasita, seu tempo de meia vida in 

vivo seria de cinco dias (SKELLY; ALAN WILSON, 2006; VAN HELLEMOND et al., 

2006). 

O tegumento está relacionado aos principais mecanismos de evasão ao sistema imune 

do hospedeiro como a digestão dos fatores do complemento (FISHELSON, 1995) e aquisição 

de antígenos do hospedeiro para sua mimetização (SKELLY; ALAN WILSON, 2006). Mas 

essa estrutura também é importante para outros processos fisiológicos do parasita, tais como 

nutrição, modulação da excreção, osmoregulação, recepção sensorial e transdução de sinais, 

demonstrando sua importância para a adaptação e sobrevivência no hospedeiro definitvo e 

constituindo-se, portanto, em uma importante fonte de potenciais candidatos vacinais 

(LOUKAS; TRAN; PEARSON, 2007). 

 

1.5 Ectonucleotidases e nucleotídeo pirofosfatases/fosfosdiesterases 

 

As ectonucleotidases são enzimas que metabolizam nucleotídeos, na maioria das vezes 

elas estão associadas à membrana com seu sítio catalítico voltado para o meio extracelular. 

Mas isoformas solúveis existem, sendo denominadas exonucleotidases. A máxima eficiência 

da atividade catalítica destas proteínas é adaptada para as condições do ambiente extracelular, 

requerendo a presença de cátions divalentes, como cálcio ou magnésio, e pH alcalino. As 

ectonucleotidases atuam no complexo metabolismo nucleotídico de modo orquestrado: várias 

famílias de proteínas, cada uma contendo várias espécies de enzimas semelhantes, hidrolisam 

diversos nucleotídeos extracelulares. Portanto, o mesmo nucleotídeo pode ser hidrolisado por 

diversas enzimas, dependendo do padrão de expressão gênica do tecido ou célula. É provável 

que enzimas pertencentes a diferentes famílias estejam colocalizadas em células individuais 

ou nas superfícies teciduais refutando a antiga idéia de que uma única enzima era responsável 

pela hidrólise de um único substrato (Zimmermann, 2000). 

As ectonucleotidases conhecidas incluem membros das famílias E-NTPDase (“ecto-

nucleosídeo trifosfato difosfohidrolase”), E-NPP (“ectonucleotídeo pirofosfatase/ 

fosfodiesterase”), fosfatases alcalinas e ecto-5’-nucleotidases (ZIMMERMANN, 2000). A 

presença de ectonucleotidases no tegumento de S. mansoni foi demonstrada há muito tempo 

por meio dos estudos de atividade enzimática (CESARI; SIMPSON; EVANS, 1981) e 
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confirmada recentemente pelos estudos de proteoma que identificaram três proteínas: uma 

ATPDase, uma fosfatase alcalina e uma NPP (BRASCHI et al., 2006; BRASCHI; WILSON, 

2006; VAN BALKOM et al., 2005). A fosfatase alcalina talvez seja a enzima mais estudada 

de S. mansoni (BALLEN et al., 2002; BHARDWAJ; SKELLY, 2011; CESARI, 1974; 

DUSANIC, 1959; NIMMO-SMITH; STANDEN, 1963; PAYARES; SMITHERS; EVANS, 

1984), sendo inclusive utilizada como marcador para extração do tegumento (ROBERTS et 

al., 1983). Duas isoformas de NTPDase, denominadas SmATPDase 1 e 2, foram 

caracterizadas como tegumentares (DEMARCO et al., 2003; LEVANO-GARCIA et al., 

2007) e epítopos comuns entre elas e a apirase de batata já foram descritos (FARIA-PINTO et 

al., 2010; FARIA-PINTO et al., 2008), porém, não há uma melhor caracterização da NPP 

afora sua identificação. 

As NPPs (do inglês, nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase) são ectoenzimas 

estruturalmente relacionadas, que in vitro são capazes de hidrolisar ligações pirofosfato, como 

a do ATP, e ligações fosfodiéster, como a de oligonucleotídeos, resultando na liberação de 

nucleosídeos 5’monofosfatados (BOLLEN et al., 2000). Atualmente estão descritas sete 

isoformas de NPPs em seres humanos, numeradas conforme sua ordem de descoberta; todas 

apresentam um domínio catalítico extracelular com aproximadamente 400 resíduos de 

aminoácidos. Além do domínio catalítico, as isoformas NPP4-7 apresentam um peptídeo sinal 

putativo N-terminal e um domínio transmembrana C-terminal. Portanto, são proteínas 

transmembranas do tipo I. As isoformas NPP1 e NPP3 são proteínas transmembranas do tipo 

II, apresentando um domínio transmembrana N-terminal, dois domínios “somatomedin-B 

like” consecutivos, o domínio catalítico e um domínio “nuclease-like” C-terminal. A isoforma 

NPP2 apresenta quase todos os domínios das isoformas NPP1 e NPP3; porém, ao invés do 

domínio transmembrana, apresenta um peptídeo sinal, sendo uma proteína secretada e não 

transmembrana (Figura 5; STEFAN; JANSEN; BOLLEN, 2005). 
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Figura 5 – Estrutura das sete NPPs de seres humanos. 

 

 

Fonte: (adaptado de STEFAN; JANSEN; BOLLEN, 2005). 

 

 

O sítio catalítico das NPPs possui uma similaridade estrutural muito grande com a 

superfamília das “phospho- or sulfo-coordinating metalloenzymes”, que inclui também as 

fosfatases alcalinas, apresentando estruturas conservadas como resíduos de aminoácidos que 

coordenam a interação com dois metais divalentes essenciais à atividade enzimática e a 

disposição espacial relativa desses metais a importantes resíduos de aminoácidos do sítio 

catalítico. Baseando-se nestas informações foi proposta uma teoria para o mecanismo de 

catálise das NPPs, que aconteceria em duas etapas. Na primeira etapa da catálise, o 

grupamento hidroxila do sítio catalítico treonina, ativado por um dos metais divalente, 

atacaria o grupo fosfato do substrato, resultando na formação de uma estrutura covalente 

intermediária. No segundo passo, uma molécula de água ativada pelo outro metal divalente 

atacaria essa estrutura intermediária, restaurando o sítio catalítico da treonina e liberaria um 

nucleosídeo 5’-monofosfato (GIJSBERS et al., 2001). 
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As NPPs atuam na reciclagem de nucleotídeos, no controle dos níveis extracelulares 

de pirofosfato, na estimulação da motilidade celular, na modulação da sinalização de 

receptores purinégicos e possivelmente estão envolvidas no controle da sinalização dos 

receptores de insulina e na atividade de ecto-quinases. Essas proteínas já foram relacionadas a 

diversos processos biológicos: neurotransmissão, neuroproteção à isquemia e hipóxia, 

regulação das funções cardiovasculares, agregação plaquetária, contração da musculatura lisa, 

secreção de hormônios, modulação da resposta imune e controle da apoptose, da proliferação 

e da diferenciação celular (GODING; GROBBEN; SLEGERS, 2003).  

 

1.6 Sinalização purinérgica 

 

Em 1972, o termo “purinérgico” foi utilizado pela primeira vez por Burnstock para 

descrever a sinalização na qual o ATP era a molécula mensageira extracelular; naquela época 

essa foi uma idéia bastante radical. Desde então, a importância da sinalização purinérgica 

envolvendo não apenas ATP, mas outros nucleotídeos trifosfatados e bifosfatados, tornou-se 

cada vez mais evidente (ABBRACCHIO; BURNSTOCK, 1998). Atualmente, nucleotídeos 

extracelulares são considerados moléculas sinalizadoras autócrinas e parácrinas que modulam 

uma grande variedade de respostas fisiológicas em diversos tecidos de mamíferos. Essa 

sinalização consiste na liberação de nucleotídeos para o meio extracelular, que interagem de 

modo seletivo a receptores específicos; essa ligação desencadeia uma cascata de reações 

bioquímicas variáveis resultando em diversos efeitos fisiológicos (GOUNARIS; SELKIRK, 

2005). 

Os nucleotídeos sinalizadores podem ser secretados de modo regular, ou podem ser 

liberados por estimulação mecânica, haja vista que danos teciduais resultam em liberação 

massiva para os fluidos extracelulares; desse modo, nucleotídeos extracelulares são ativadores 

arquetípicos do sistema imune inato. Nas células hematopoiéticas, em específico, os 

receptores nucleotídicos estimulam diversas ações, incluindo: agregação plaquetária e 

liberação de mediadores; degranulação de mastócitos, neutrófilos e eosinófilos; produção de 

citocinas por células T, monócitos e macrófagos; ativação e diferenciação de células 

dendríticas (GOUNARIS; SELKIRK, 2005). 

Os receptores da sinalização purinérgica são específicos e podem ser de dois tipos, P1 

ou P2. Os receptores P1 são acoplados a proteína G e apresentam quatro subtipos que são 

ativados pela adenosina. Enquanto os receptores P2 apresentam 2 subtipos: receptores P2X, 

específico para ATP, e receptores P2Y ativados por ATP, ADP, UTP, UDP, ITP e açucares 
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nucleotídicos. Os receptores P2X são canais iônicos regulados pelo nucleotídeo ligante, 

enquanto receptores P2Y são receptores acoplados a proteína G (SANSOM; ROBSON; 

HARTLAND, 2008). Regulando a concentração extracelular dos nucleotídeos extracelulares 

por meio de sua hidrólise, as ectonucleotidases são capazes de modular a sinalização 

punérgica. As NTPDases e as NPPs hidrolizam nucleosídeos 5’-trifosfatados e 5’-difosfatados 

liberando um grupamento fosfato inorgânico, enquanto as fosfatases alcalinas e as 5’-

nucleotidases convertem o nucleotídeo em nucleosídeo. No entanto, enquanto as 5’-

nucleotidases hidrolisam apenas nucleotídeos monofosfatados, as fosfatases alcalinas 

produzem nucleosídeos a partir de nucleotídeos mono, di e trifosfatados (Figura 6. 

ZIMMERMANN, 2000) 

 

Figura 6 – Produtos da hidrólise do ATP pelas ectonucleotidases e seus respectivos 

receptores purinérgicos. 

 

 

E-NTPDase – ecto-nucleosídeo trifosfato difosfohidrolase; E-NPP – ectonucleotídeo 

pirofosfatase/fosfodiesterase; Ecto-5’-NT – ecto-5’-nucleotidase; AP – fosfatase alcalina. 

Fonte:  (adaptado de FIELDS; BURNSTOCK, 2006). 

 

 

Já foi hipotetizado que a expressão destas ectonucleotidases na interface parasita-

hospedeiro foi provavelmente uma adaptação evolutiva dos parasitas selecionada para alterar 
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a disponibilidade e a concentração local de nucleotídeos extracelulares, visando regular a 

ativação de receptores purinérgicos e a resposta inflamatória subsequente. Essa estratégia 

seria vantajosa para parasitas hematófagos, patógenos que causam danos aos tecidos ou 

espécies que residam no sistema vascular, pois inibiria a agregação plaquetária e a 

subsequente liberação de nucleotídeos pró-inflamatórios. Esta seria, portanto, uma 

característica conservada evolutivamente e subestimada em diversos organismos infecciosos, 

como por exemplo, o Schistosoma (GOUNARIS; SELKIRK, 2005). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Identificar e caracterizar as nucleotídeo pirofosfatases/ fosfosdieterases de S. mansoni 

(SmNPPs) e avaliá-las como potenciais candidatos vacinais. 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

 Identificar e selecionar as SmNPPs sequenciadas no genoma do parasita; 

 caracterizar e clonar os genes smnpps e avaliar seu perfil de expressão transcricional; 

 expressar e purificar essas proteínas de modo heterólogo; 

 caracterizar o padrão de expressão protéico das SmNPPs; 

 avaliar o perfil da resposta imune induzida pela imunização de camundongos com as 

SmNPPs recombinantes; 

 avaliar o potencial das SmNPPs recombinantes como candidatos vacinais contra a 

esquistossomose. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Seleção dos genes smnpps 

 

Foi feita uma busca no banco de dados do genoma de S. mansoni (BERRIMAN et al., 

2009 – http://www.genedb.org/Homepage/Smansoni) e de S. japonicum (ZHOU et al., 2009 – 

http://www.genedb.org/Homepage/Sjaponicum), utilizando como palavras chave: 

“ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase”. As sequências gênicas traduzidas 

destas NPPs foram alinhadas duas a duas para descartar possíveis sequências redundantes, 

utilizando o programa bl2seq (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi). Essa 

análise também forneceu a identidade e a similaridade entre as proteínas preditas. 

 

3.2 Análise in silico da estrutura primária e cladograma das SmNPPs 

 

As sequências preditas de aminoácidos das smnpps e das sjnpps foram analisadas com 

o programa SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) para avaliar a presença de domínios 

protéicos significativos. O programa SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) foi 

utilizado para averiguar a predição de sequências sinais de exportação, enquanto o programa 

TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/) foi empregado para avaliação da 

presença de porções transmembranas. 

As proteínas preditas de S. mansoni foram submetidas à análise com a ferramenta 

Compute pI/Mw (http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html) para predizer o ponto isoelétrico 

(pI) e a massa molecular. A partir de suas estruturas primárias ainda foram analisados sítios 

putativos para modificações pós-transducionais como miristilação, acetilação, C-manosilação, 

glicação do ε aminogrupo de lisina, glicosilações do tipo N e O, fosforilação e sulfatação de 

resíduos de tirosina; utilizando as respectivas ferramentas de bioinformática: 

http://mendel.imp.ac.at/myristate/SUPLpredictor.htm; 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetAcet/; http://www.cbs.dtu.dk/services/NetCGlyc/; 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGlycate/; http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/; 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/; http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ e 

http://www.expasy.ch/tools/sulfinator/. 

Utilizando o banco genômico do “National Center for Biotechnology Information” 

(NCBI – http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi), comparou-se a identidade e a 

similaridade das SmNPPs e das SjNPPs com seus respectivos ortólogos mais próximos de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi
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Homo sapiens. A partir do alinhamento múltiplo feito com o programa CLUSTALW 

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) das NPPs de S. mansoni com as de S. japonicum, de H. 

sapiens, de R. norvergicus e de Mus musculus [números de acesso no NCBI: HsNPP-1 

(NP_006199.1), HsNPP-2 (NP_006200.3), HsNPP-3 (NP_005012.2), HsNPP-4 

(NP_055751.1), HsNPP-5 (NP_067547.1), HsNPP-6 (NP_699174.1), HsNPP-7 

(NP_848638.2), MmNPP-1 (NP_032839.3), MmNPP-2 (NP_056559.2), MmNPP-3 

(NP_598766.2), MmNPP-4 (NP_950181.2), MmNPP-5 (NP_114392.1), MmNPP-6 

(NP_796278.1), MmNPP-7 (NP_001025462.1), RnNPP-1 (AAL26912.1), RnNPP-2 

(NP_476445.2), RnNPP-3 (NP_062243.2), RnNPP-4 (NP_001100362.1), RnNPP-5 

(NP_001012762.1), RnNPP-6 (XP_224853.3), RnNPP-7 (NP_001012484.1)], foi produzida 

um cladograma, visualizado pelo programa TreeView 

(http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html). 

Também utilizando o programa CLUSTALW foi realizado um alinhamento múltiplo 

com a estrutura primária das SmNPPs com as SjNPPs e as NPPs-5 e 6 de H. sapiens. Após 

edição manual, sítios putativos de ligação a metal e o provável centro catalítico foram 

identificados por comparação (BOLLEN et al., 2000; SAKAGAMI et al., 2005). 

 

3.3 Manutenção do ciclo de Schistosoma mansoni 

 

O ciclo do S. mansoni, linhagem BH, é mantido no Laboratório de Parasitologia do 

Instituto Butantan sob a supervisão da Dra. Toshie Kawano (in memoriam) e Dra. Eliana 

Nakano pela Msc. Patrícia Aoki, utilizando caramujos Biomphalaria glabrata e hamsters 

como hospedeiros. 

 

3.3.1 Vermes adultos 

 

Os vermes adultos e os vermes adultos jovens foram obtidos pela perfusão a partir da 

artéria aorta de hamsters infectados com S. mansoni, 45 e 21 dias após a infecção, 

respectivamente. Os parasitas presentes nas veias mesentéricas foram expelidos por uma 

incisão da veia porta e coletados. Os animais foram perfundidos com meio RPMI 1640 

(Sigma) e heparina (2,5 unidades/ml – Cristália). O sobrenadante foi descartado após a 

sedimentação dos vermes, que foram lavados três vezes com meio RPMI 1640. 
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3.3.2 Ovos 

 

Para obtenção dos ovos, três fígados de hamsters foram coletados e dilacerados com 

lâminas de bisturi após 45 dias da infecção com 100 cercárias. Os fígados foram digeridos 

com 20 mg de colagenase II (Gibco), 50 μg/mL de gentamicina (Gibco), 2 μg/mL de 

ampicilina (Sigma) e q.s.p. 50 mL de tampão fosfato de sódio (PBS) por 16 h a 37 ºC sob 250 

rpm de agitação. Essa mistura foi centrifugada a 400 g por 5 min e o sobrenadante foi 

descartado, sendo o precipitado ressuspendido em q.s.p. 50 mL de PBS. Essa lavagem foi 

repetida mais duas vezes; porém, após a última lavagem, o precipitado foi ressuspendido em 

apenas q.s.p. 25 mL de PBS. A suspensão foi filtrada, primeiro em peneira de 250 μm e em 

seguida em peneira de 150 μm, com auxílio de uma bomba a vácuo. Após o material 

peneirado ser centrifugado a 400 g por 5 min e o sobrenadante ser descartado, o precipitado 

foi ressuspendido em 3 mL de PBS. Em um tubo de 50 mL, foi preparada um gradiente de 

Percoll (8 mL de Percoll [Ge Healthcare] + 32 mL de 0,25 M Sacarose [Sigma]), sobre a qual 

foram aplicados os 3 mL do precipitado peneirado. Esse material foi centrifugado a 800 g por 

10 min; o sobrenadante, que continha as células de fígado, foi descartado e o precipitado foi 

ressuspendido em tampão PBS com 2 mM de EDTA (Invitrogen), centrifugados e lavados 

novamente mais duas vezes, para inativar a enzima colagenase. Na última lavagem, o 

precipitado foi ressupendido no menor volume possível e aplicado sobre uma segunda coluna 

de Percoll (2 mL de Percoll + 8 mL de 0,25 M Sacarose), montada em um tubo de 15 mL. A 

coluna foi centrifugada a 800 g por 15 min e o sobrenadante descartado. O precipitado de 

ovos foi lavado mais três vezes com PBS, assegurando a ausência de células do fígado 

(DALTON et al., 1997). 

 

3.3.3 Miracídios 

 

Os ovos purificados foram ressuspendidos em água destilada e expostos a uma luz 

artificial para eclodirem, liberando os miracídios. O sobrenadante, contendo os miracídios, foi 

coletado e resfriado em gelo por 30 min para que os parasitas perdessem mobilidade. Os 

miracídios foram então centrifugados a 10.000 g a 4 ºC por 2 min para sua concentração 

sendo o sobrenadante descartado. 
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3.3.4 Cercárias 

 

As cercárias foram obtidas expondo-se caramujos infectados há 35-40 dias com 10 

miracídios à luz artificial por 2 h em béquer com água destilada. Após a exposição, a água 

contendo as cercárias foi distribuída em tubos de 50 mL que foram resfriados no gelo por 30 

min para que os parasitas perdessem mobilidade. As cercárias foram então centrifugadas a 

800 g a 4 ºC por 2 min, sendo a maior parte do sobrenadante descartado. 

 

3.3.5 Esquistossômulos 

 

Os esquistossômulos foram obtidos pela transformação in vitro das cercárias. Após a 

última centrifugação, as cercárias foram ressuspendidas em 2 mL de meio ELAC (Meio MEM 

[Gibco], suplementado com lactoalbumina 0,1%, glicose 0,1%, MEM vitaminas 0,5% e 

Hepes 10 mM) estéril a 37 ºC, para sofrerem o choque térmico. Em seguida, as cercárias 

foram submetidas ao choque mecânico, no vórtex em velocidade máxima por 90 s para a 

ruptura das caudas, e incubadas por 3 h na estufa de CO2 a 37 ºC para sua transformação em 

esquistossômulos. Após essa incubação foram realizadas diversas lavagens para remoção das 

caudas; no fluxo laminar, os tubos foram deixados por 5 min para a sedimentação dos 

esquistossômulos e o sobrenadante contendo as caudas foi descartado, sendo os 

esquistossômulos ressuspendidos em 5 mL de meio ELAC e visualizados no microscópio 

óptico para averiguação, esse procedimento foi realizado tantas vezes quantas foram 

necessárias. No final, os esquistossômulos foram transferidos para uma garrafa de cultura 

contendo 20 mL de meio M-169 (Meio ELAC suplementado com hipoxantina 5x10
-7

 M, 

serotonina 1x10
-6

 M, hidrocortisona 1x10
-6

 M, triiodotironina 2x10
-7

 M, meio Schneider 5%, 

soro bovino fetal 5%, penicilina/estreptomicina 200 U/mL e gentamicina 50 mg/mL) e 

deixados na estufa de CO2 a 37 ºC por 7 dias. Após esse período, os esquistossômulos foram 

centrifugados por 3 min a 200 g, lavados em 5 mL de PBS e centrifugados novamente 

(adaptado de BASCH, 1981). 
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3.4 PCR quantitativo 

 

3.4.1 Extração de RNA e síntese do cDNA 

 

Miracídios, cercárias, esquistossômulos e vermes adultos, após serem obtidos quando 

destinados à extração de RNA foram conservados em RNA latter (Ambion) a -80 ºC conforme 

instruções do fabricante. Os ovos quando destinados à extração de RNA eram submetidos à 

extração de RNA imediatamente após sua purificação. Para extração do RNA total dos 

diversos estágios do parasita, foi utilizado o Kit RNAspin mini (GE Healthcare) conforme as 

instruções do fabricante. Após a extração, as amostras de RNA foram quantificadas e 

analisadas quanto à pureza no espectrofotômetro ND-1000 (NanoDrop Techonologies) em 

comprimentos de onda de 230, 260 e 280 nm. A integridade do RNA extraído foi avaliada 

através de eletroforese por capilaridade no RNA LABChip do Bioanalyzer 2100 (Agilent 

Technologies), resultando num gel representativo virtual. 

O RNA extraído (3 μg) de cada estágio foi tratado com DNAse livre de RNAse RQ1 

(Promega) por 1 h à 37 ºC para eliminar uma possível contaminação com DNA genômico. O 

volume da reação foi dividido em duas frações. Em uma fração como controle não foi 

adicionada a enzima transcriptase reversa, para se averiguar posteriormente a possível 

amplificação de DNA genômico contaminate. Na outra fração, a enzima transcriptase reversa 

Superscript III (Invitrogen) foi usada na reação de transcrição reversa para a síntese da 

primeira fita de DNA complementar aos mRNA de cada estágio (cDNAs). A reação seguiu as 

indicações do fabricante, utilizando oligonucleotídeos randômicos para a síntese de cDNA. 

 

3.4.2 Reação de PCR 

 

Em placas de 96 poços (Applied Biosystems) foram preparadas as reações para os 

genes e os controles. Foram realizadas três reações para um mesmo gene de cada estágio, para 

se verificar a variabilidade experimental e sua reprodutibilidade. Em cada poço foram 

adicionados 6 μl de amostra (contendo 0,15 μl do cDNA e 5,85 μl de água, para facilitar a 

pipetagem), 2 μl  de cada oligonucleotídeo específico do gene (10 mM) e 10 μl de SYBR 

Green (Applied Biosystems). A amplificação dos genes a partir das amostras para cada 

estágio de RNA não transcrito foi utilizado como controle de contaminação por DNA 

genômico. Como controle da amplificação de contaminantes inespecíficos e da dimerização 

dos oligonucleotídeos foi realizada uma reação sem cDNA, ou seja, apenas com água e 



43 

 

oligonucleotídeos . As quantidades de cDNA e oligonucleotídeos utilizadas foram avaliadas 

de modo que não fossem limitantes para a reação de amplificação. Os oligonucleotídeos 

“forward” e "reverse” foram desenhados pelo software Primer Express (Applied Biosystems) 

para que pareassem entre regiões de éxons diferentes, evitando assim a amplificação de DNA 

genômico. As placas foram revestidas por adesivos ópticos (Applied Biosystems) e colocadas 

no termociclador 7300 Real time PCR System para a seguinte reação: 10 min a 95 ºC e 40 

ciclos de 10 s a 95 ºC seguido por 1 min a 60 ºC. Ao final dessa reação foi feita uma curva de 

dissociação do fragmento amplificado. 

 

3.4.3 Análise dos dados 

 

A primeira análise realizada foi a avaliação da curva de dissociação de cada poço 

realizada ao final da reação de amplificação. Foi monitorado o nível de fluorescência emitido 

em função da variação da temperatura e resultou em um gráfico. O nível de fluorescência se 

correlaciona a dissociação da dupla fita de DNA amplificada pela reação de PCR devido ao 

aumento da temperatura e dessa forma avalia-se a especificidade da reação. 

Para análise da quantificação relativa utilizou-se a fórmula,                      

      , para demonstrar quantas vezes um gene foi mais expresso em um estágio em relação a 

outro (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Basicamente, as emissões de fluorescência a cada 

ciclo foram coletadas, analisadas pelo software 7300 System SDS e os resultados foram 

apresentados em gráficos de nível de fluorescência (ΔRn) vs número de ciclos. Determinou-se 

arbitrariamente um nível limiar de fluorescência, tendo como única exigência que este nível 

de fluorescência correspondesse à fase exponencial de amplificação das reações. Foi 

averiguado em qual ciclo cada reação atingiu o nível de fluorescência limiar (Ct, do inglês 

cycle threshold). O valor de Ct do gene de interesse foi comparado ao valor de Ct do controle 

endógeno, α-tubulina (Número de acesso NCBI: M80214), do mesmo estágio para 

normalização dos dados, determinando o ∆Ct. O estágio que apresentava o maior valor de ∆Ct 

foi utilizado como calibrador, por apresentar o menor nível de expressão gênica. Assim 

subtraiu-se o ∆Ct de cada estágio do ∆Ct calibrador, gerando o ∆∆Ct. Por último, os dados 

foram colocados em uma escala exponencial, uma vez que os dados gerados pela reação de 

PCR estão em escala linear, e os gráficos foram apresentados como Expressão relativa vs 

Estágios. As diferenças de expressão foram analisadas estatisticamente por ANOVA e, 

posteriormente, pelo Teste de Tukey. Um ρ value <0,05 foi considerado estatisticamente 

significativo. 
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3.5 Clonagem dos genes smnpps 

 

Os genes smnpps foram amplificados a partir do RNA de vermes adultos, que foi 

purificado pelo Kit RNAspin mini (GE Healthcare), segundo as orientações do fabricante. 

Após a extração, as amostras de RNA foram quantificadas e analisadas quanto à pureza no 

espectrofotômetro ND-1000 (NanoDrop Techonologies) em comprimentos de onda de 230, 

260 e 280 nm. Para evitar a contaminação do material com DNA genômico, 1,5 μg de RNA 

extraído foi tratado com DNAse livre de RNAse RQ1 (Promega), por 1 h à 37 ºC, para cada 

gene a ser amplificado. A fita de cDNA específica para cada gene foi sintetizada com a 

enzima transcriptase reversa Superscript III (Invitrogen), conforme a orientação do fabricante, 

utilizando oligonucleotídeos específicos de cada gene smnpp (APÊNDICE). A fita de cDNA 

específica sintetizada (5µL) foi utilizada como molde para amplificação com Taq DNA 

Polimerase (Invitrogen) e os respectivos oligonucleotídeos específicos (APÊNDICE) na 

reação: 1 min a 94 ºC, seguido por 40 ciclos de 30 s a 94 ºC, 1 min a 45 ºC e 3 min 72 ºC. O 

tamanho dos fragmentos gênicos amplificados foi confirmado em gel de agarose, sendo as 

bandas, com os respectivos tamanhos esperados, purificadas com o kit GFX PCR DNA and 

Gel Band purification (GE HealthCare). Os genes foram inseridos em vetor pGEM-T easy 

(Promega), conforme as orientações do fabricante, e esses plasmídeos foram utilizados para 

transformar células competentes de Escherichia coli DH5α. As bactérias foram cultivadas e 

utilizadas para purificação dos plasmídeos com o kit plasmidPrep Mini Spin (GE 

HealthCare). Os plasmídeos purificados foram triados quanto à presença e orientação dos 

insertos por PCR. Posteriormente a sequência gênica foi confirmada por sequenciamento 

automático. 

 

3.6 Expressão das SmNPPs em Escherichia coli, purificação e renovelamento 

 

Para expressão das proteínas recombinantes em E. coli os genes foram inseridos no 

vetor pAE-6His (RAMOS et al., 2004). Utilizando como molde os genes clonados em pGEM-

T Easy, amplificou-se o fragmento do gene, que codifica o domínio NPP e exclui-se a região 

transmembrana e o peptídeo sinal predito, com a enzima Taq DNA Polimerase e 

oligonucleotídeos específicos (APÊNDICE), que adicionaram sítios de restrição, Xho I e Kpn 

I, às sequências nas regiões 5´e 3´, respectivamente. Os fragmentos foram purificados com o 

kit GFX PCR DNA and Gel Band purification (GE Healthcare) e digeridos com as respectivas 

enzimas de restrição (Invitrogen), que também foram utilizadas para digerir o vetor pAE-
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6His. Os fragmentos e o vetor foram novamente purificados e utilizados para ligação com a 

enzima T4 DNA ligase (Promega), na proporção molar de inserto:vetor, 3:1. Os produtos das 

reações de ligação foram utilizados para transformar células competentes de E. coli DH5α. As 

bactérias foram cultivadas na presença de ampicilina (100 µg/mL) e os clones transformados 

foram utilizados para purificação dos plasmídeos, os quais foram avaliados quanto à presença 

de inserto por PCR e posteriormente por sequenciamento automático. 

Os plasmídeos pAE-6His contendo os insertos das smnpps foram utilizados para 

transformar bactérias E.coli da cepa BL21 Star (DE3) plysS. A expressão das proteínas foi 

analisada cultivando-se em meio 2YT (triptona 1,6%, extrato de levedura 1% e NaCl 0,5%) 

com ampicilina (100 µg/mL) a 37 
o
C três colônias transformadas até atingir a densidade ótica 

(D.O.) de 0,6-0,8. Quando o inóculo atingiu a densidade óptica desejada, foi adicionado IPTG 

(1 mM) para induzir a expressão da proteína recombinante pelas bactérias por 4 h. Após a 

indução, o cultivo das células de E.coli transformadas com o plasmídeo recombinante foi 

centrifugado por 10 min a 12.000 g. O precipitado foi ressuspendido em 1 mL de tampão de 

lise (Tris,50 mM e NaCl 100 mM; pH 8,8,) e analisado por eletroforese de gel de 

poliacrilamida e SDS (SDS-PAGE). Como controle, foi analisada a cepa transformada com o 

vetor vazio e induzida nas mesmas condições. Outro parâmetro avaliado foi o escape de 

expressão da proteína recombinante antes da indução; para tanto 1 mL de cultivo foi retirado 

para análise antes de adicionar o indutor. 

Após se averiguar que as bactérias expressavam as proteínas recombinantes, foi 

analisada a solubilidade das mesmas. Para isso, expressaram-se as proteínas recombinantes 

como anteriromente descrito, porém em 50 mL de cultura. Depois da indução da expressão, as 

bactérias foram centrifugadas, ressuspendidas em 20 mL de tampão de lise e lisadas no 

aparelho French Press (1500 psi – 3 passagens). Em seguida, o lisado foi centrifugado por 30 

min a 10.000 rpm, a fração solúvel foi coletada e armazenada. O precipitado foi ressupendido 

em 20 mL de tampão de lise e 1 M uréia e centrifugado novamente, sendo a fração solúvel 

coletada. Esse processo foi repetido diversas vezes com concentrações crescentes de uréia (2 

M, 4 M, 6 M e 8 M). O pellet final foi ressupendido em solução de lise e 2% SDS. Todas as 

frações foram analisadas por SDS-PAGE. 

Para a purificação das SmNPPs recombinantes, foi cultivado um clone expressando 

cada uma das proteínas em volumes maiores de meio de cultura (200 mL). Após atingirem a 

D.O. 0,6-0,8, foi induzida a expressão das proteínas recombinantes com IPTG 0,5 mM a 18 

o
C por 20 h visando aumentar sua solubilidade (adaptado de ZALATAN et al., 2006). Após a 

expressão, as bactérias foram centrifugadas, ressuspendidas em 30 mL de tampão de lise e 



46 

 

lisadas no aparelho French Press (1500 psi – 3 passagens). Em seguida, o lisado foi 

centrifugado por 30 min a 10.000 rpm, sendo o precipitado ressupendido em solução de lise 

com2 M uréia. Após essa lavagem, a solução foi novamente centrifugada e os corpúsculos de 

inclusão solubilizados em 8 M uréia. A solução foi novamente centrifugada e o precipitado foi 

descartado antes dacromatografia de afinidade ao níquel em colunas HisTrap HP 5 mL (GE). 

Esta purificação se baseia na afinidade do metal a cauda de histidina N-terminal, inserida à 

proteína pelo plasmídeo pAE-6His. Utilizou-se um gradiente de concentração crescente de 

imidazol para a eluição das proteínas, devido a competição do imidazol com a histidina pela 

ligação ao metal. Esse processo foi realizado com o auxílio do aparelho Äkta Prime 

(Amersham Pharmacia). Após a cromatografia, as frações da eluição correspondentes ao pico 

de absorbância de 280 nm foram analisadas por SDS-PAGE. Aquelas que apresentaram a 

banda da proteína recombinante expressa foram submetidas à diálise lenta em membranas 

SnakeSkin (Pierce) com poros de 3 kDa para renovelamento, na proporção de proteína e 

tampão de 1:100, com concentrações decrescentes de uréia. 

Foram avaliadas ainda mais quatro metodologias de renovelamento das proteínas 

recombinantes além da diálise lenta. Primeiramente foi avaliado o renovelamento rápido por 

diluição em solução tampão sem uréia, no qual a proteína é diluída em tampão na proporção 

1:100 antes da cromatografia de afinidade ao níquel. Também foi testado o renovelamento da 

proteína na coluna, que se baseia em realizar o renovelamento da proteína enquanto a mesma 

está ligada a coluna, para isso diminui-se gradualmente a concentração de uréia até sua 

retirada completa para depois eluir a proteína purificada e renovelada. 

Outra metodologia de renovelamento testada foi o renovelamento das proteínas antes 

de sua purificação em alta pressão e temperatura (CHURA-CHAMBI et al., 2008). 

Basicamente os corpúsculos de inclusão foram ressuspendidos em tampão de renaturação 

contendo 1 M de guanidina e concentrações inversamente proporcionais de glutationa oxidada 

e reduzida. Amostras com 1 mL foram acondicionadas em sacos plásticos selados e 

submetidas a uma prensa, com uma mistura de água e óleo como fluído de transmissão de 

pressão. Aplicou-se uma pressão de 29.000 psi durante 16 h. Posteriormente, as amostras 

foram centrifugadas a 12.000 g por 15 min para remover os agregados insolúveis restantes, 

dialisadas e centrifugadas novamente. A fração solúvel foi submetida à análise por SDS-

PAGE e à avaliação da atividade enzimática, utilizando-se o substrato ρ-Nph-5´-TMP 

(Sigma), para verificar a presença de proteína solúvel. 

Por último foi avaliado o renovelamento rápido por diluição da SmNPP-5a purificada 

em um protocolo adaptado do kit iFOLD 2 Protein Refolding System (Novagen). A proteína 
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SmNPP-5a purificada e precipitada foi denaturada com 6M guanidina (Novagen), 50 µg de 

proteína foram submetidos ao renovelamento por diluição em 78 tampões diferentes na 

proporção, 1:50. Após 18 h de incubação, 2,5 µg de proteínas foram utilizados para avaliação 

da atividade enzimática NPP com o substrato ρ-Nph-5´-TMP (Sigma). Os tampões utilizados 

foram: 

1 – MOPS 50 mM (pH 7,0 – Sigma), ciclodextrina 10 mM (Sigma), EDTA 1mM (USB), 

glutationa reduzida 9 mM (Sigma), glutationa oxidada 1 mM (Sigma), NaCl 24 mM 

(Dinâmica) e KCl 1 mM (Merck); 

2 – MOPS 50 mM (pH 7,0 – Sigma), L-arginina 0,5 M (Synth), glutationa reduzida 9 mM 

(Sigma), glutationa oxidada 1 mM (Sigma), NaCl 24 mM (Dinâmica) e KCl 1 mM 

(Merck); 

3 – MOPS 50 mM (pH 7,0 – Sigma), PEG 3350 0,06 % (Sigma), EDTA 1mM (USB), 

glutationa reduzida 9 mM (Sigma) e glutationa oxidada 1 mM (Sigma); 

4 – MOPS 50 mM (pH 7,0 – Sigma), EDTA 1mM (USB), glutationa reduzida 9 mM (Sigma), 

glutationa oxidada 1 mM (Sigma), NaCl 24 mM (Dinâmica) e KCl 1 mM (Merck); 

5 – MOPS 50 mM (pH 7,0 – Sigma), trealose 0,58 M (Sigma), glutationa reduzida 9 mM 

(Sigma) e glutationa oxidada 1 mM (Sigma); 

6 – MOPS 50 mM (pH 7,0 – Sigma), sorbitol 1,5 M (USB), CaCl2 0,25 mM (Sigma), MgCl2 

0,25 mM (Synth), MnCl2 0,25 mM (Sigma) e ZnCl2 0,25 mM (Sigma); 

7 – MOPS 50 mM (pH 7,0 – Sigma), trealose 0,58 M (Sigma), NaCl 240 mM (Dinâmica) e 

KCl 10 mM (Merck); 

8 – MOPS 50 mM (pH 7,0 – Sigma); 

9 – MOPS 50 mM (pH 7,0 – Sigma), L-arginina 0,5 M (Synth), EDTA 1mM (USB), 

glutationa reduzida 6 mM (Sigma), glutationa oxidada 4 mM (Sigma), NaCl 240 mM 

(Dinâmica) e KCl 10 mM (Merck); 

10 – MOPS 50 mM (pH 7,0 – Sigma), ciclodextrina 10 mM (Sigma), EDTA 1mM (USB), 

glutationa reduzida 6 mM (Sigma), glutationa oxidada 4 mM (Sigma), NaCl 240 mM 

(Dinâmica) e KCl 10 mM (Merck); 

11 – MOPS 50 mM (pH 7,0 – Sigma), NDSB-201 0,5 M (Calbiochem), glutationa reduzida 6 

mM (Sigma) e glutationa oxidada 4 mM (Sigma); 

12 – MOPS 50 mM (pH 7,0 – Sigma), NDSB-201 1 M (Calbiochem), glutationa reduzida 6 

mM (Sigma) e glutationa oxidada 4 mM (Sigma); 

13 – MOPS 50 mM (pH 7,0 – Sigma), NaCl 240 mM (Dinâmica) e KCl 10 mM (Merck); 
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14 – MOPS 50 mM (pH 7,0 – Sigma), NDSB-201 0,5 M (Calbiochem), CaCl2 0,25 mM 

(Sigma), MgCl2 0,25 mM (Synth), MnCl2 0,25 mM (Sigma), ZnCl2 0,25 mM (Sigma), 

NaCl 24 mM (Dinâmica) e KCl 1 mM (Merck); 

15 – MOPS 50 mM (pH 7,0 – Sigma), NDSB-201 1 M (Calbiochem), CaCl2 0,25 mM 

(Sigma), MgCl2 0,25 mM (Synth), MnCl2 0,25 mM (Sigma), ZnCl2 0,25 mM (Sigma) e 

TCEP 1 mM (Novagen); 

16 – HEPES 50 mM (pH 7,5 – Calbiochem), sorbitol 1,5 M (USB), TCEP 1 mM (Novagen), 

NaCl 24 mM (Dinâmica) e KCl 1 mM (Merck); 

17 – HEPES 50 mM (pH 7,5 – Calbiochem), NDSB-201 0,5 M (Calbiochem), CaCl2 0,25 

mM (Sigma), MgCl2 0,25 mM (Synth), MnCl2 0,25 mM (Sigma), ZnCl2 0,25 mM 

(Sigma), TCEP 1 mM (Novagen), NaCl 24 mM (Dinâmica) e KCl 1 mM (Merck); 

18 – HEPES 50 mM (pH 7,5 – Calbiochem), ciclodextrina 10 mM (Sigma) e TCEP 1 mM 

(Novagen); 

19 – HEPES 50 mM (pH 7,5 – Calbiochem), trealose 0,58 M (Sigma), CaCl2 0,25 mM 

(Sigma), MgCl2 0,25 mM (Synth), MnCl2 0,25 mM (Sigma), ZnCl2 0,25 mM (Sigma), 

TCEP 1 mM (Novagen), NaCl 240 mM (Dinâmica) e KCl 10 mM (Merck); 

20 – HEPES 50 mM (pH 7,5 – Calbiochem), PEG 3350 0,06 % (Sigma), CaCl2 0,25 mM 

(Sigma), MgCl2 0,25 mM (Synth), MnCl2 0,25 mM (Sigma), ZnCl2 0,25 mM (Sigma), 

NaCl 240 mM (Dinâmica) e KCl 10 mM (Merck); 

21 – HEPES 50 mM (pH 7,5 – Calbiochem), trealose 0,58 M (Sigma), EDTA 1mM (USB), 

glutationa reduzida 9 mM (Sigma), glutationa oxidada 1 mM (Sigma), NaCl 24 mM 

(Dinâmica) e KCl 1 mM (Merck); 

22 – HEPES 50 mM (pH 7,5 – Calbiochem), NDSB-201 0,5 M (Calbiochem), glutationa 

reduzida 9 mM (Sigma), glutationa oxidada 1 mM (Sigma), NaCl 240 mM (Dinâmica) e 

KCl 10 mM (Merck); 

23 – HEPES 50 mM (pH 7,5 – Calbiochem), L-arginina 0,5 M (Synth), glutationa reduzida 9 

mM (Sigma), glutationa oxidada 1 mM (Sigma), NaCl 24 mM (Dinâmica) e KCl 1 mM 

(Merck); 

24 – HEPES 50 mM (pH 7,5 – Calbiochem), NDSB-201 1 M (Calbiochem), NaCl 24 mM 

(Dinâmica) e KCl 1 mM (Merck); 

25 – HEPES 50 mM (pH 7,5 – Calbiochem), NDSB-201 1 M (Calbiochem), CaCl2 0,25 mM 

(Sigma), MgCl2 0,25 mM (Synth), MnCl2 0,25 mM (Sigma), ZnCl2 0,25 mM (Sigma), 

NaCl 240 mM (Dinâmica) e KCl 10 mM (Merck); 

26 – HEPES 50 mM (pH 7,5 – Calbiochem) e ciclodextrina 10 mM (Sigma); 
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27 – HEPES 50 mM (pH 7,5 – Calbiochem), glutationa reduzida 6 mM (Sigma), glutationa 

oxidada 4 mM (Sigma), NaCl 240 mM (Dinâmica) e KCl 10 mM (Merck); 

28 – HEPES 50 mM (pH 7,5 – Calbiochem), EDTA 1mM (USB), glutationa reduzida 6 mM 

(Sigma) e glutationa oxidada 4 mM (Sigma); 

29 – HEPES 50 mM (pH 7,5 – Calbiochem), PEG 3350 0,06 % (Sigma), glutationa reduzida 

6 mM (Sigma) e glutationa oxidada 4 mM (Sigma); 

30 – HEPES 50 mM (pH 7,5 – Calbiochem) e L-arginina 0,5 M (Synth); 

31 – HEPES 50 mM (pH 7,5 – Calbiochem); 

32 – EPPS 50 mM (pH 8,0 – Sigma), NDSB-201 1 M (Calbiochem), CaCl2 0,25 mM 

(Sigma), MgCl2 0,25 mM (Synth), MnCl2 0,25 mM (Sigma), ZnCl2 0,25 mM (Sigma), 

NaCl 24 mM (Dinâmica) e KCl 1 mM (Merck); 

33 – EPPS 50 mM (pH 8,0 – Sigma); 

34 – EPPS 50 mM (pH 8,0 – Sigma), sorbitol 1,5 M (USB), EDTA 1mM (USB), glutationa 

reduzida 9 mM (Sigma) e glutationa oxidada 1 mM (Sigma); 

35 – EPPS 50 mM (pH 8,0 – Sigma), ciclodextrina 10 mM (Sigma), glutationa reduzida 9 

mM (Sigma), glutationa oxidada 1 mM (Sigma), NaCl 240 mM (Dinâmica) e KCl 10 

mM (Merck); 

36 – EPPS 50 mM (pH 8,0 – Sigma), PEG 3350 0,06 % (Sigma), glutationa reduzida 9 mM 

(Sigma), glutationa oxidada 1 mM (Sigma), NaCl 24 mM (Dinâmica) e KCl 1 mM 

(Merck); 

37 – EPPS 50 mM (pH 8,0 – Sigma), PEG 3350 0,06 % (Sigma), NaCl 240 mM (Dinâmica) e 

KCl 10 mM (Merck); 

38 – EPPS 50 mM (pH 8,0 – Sigma), CaCl2 0,25 mM (Sigma), MgCl2 0,25 mM (Synth), 

MnCl2 0,25 mM (Sigma), ZnCl2 0,25 mM (Sigma), NaCl 240 mM (Dinâmica) e KCl 10 

mM (Merck); 

39 – EPPS 50 mM (pH 8,0 – Sigma), NDSB-201 0,5 M (Calbiochem), EDTA 1mM (USB), 

glutationa reduzida 6 mM (Sigma) e glutationa oxidada 4 mM (Sigma); 

40 – EPPS 50 mM (pH 8,0 – Sigma), trealose 0,58 M (Sigma), EDTA 1mM (USB), 

glutationa reduzida 6 mM (Sigma) e glutationa oxidada 4 mM (Sigma); 

41 – EPPS 50 mM (pH 8,0 – Sigma), NDSB-201 1 M (Calbiochem), EDTA 1mM (USB), 

glutationa reduzida 6 mM (Sigma), glutationa oxidada 4 mM (Sigma), NaCl 240 mM 

(Dinâmica) e KCl 10 mM (Merck); 
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42 – EPPS 50 mM (pH 8,0 – Sigma), trealose 0,58 M (Sigma), glutationa reduzida 6 mM 

(Sigma), glutationa oxidada 4 mM (Sigma), NaCl 24 mM (Dinâmica) e KCl 1 mM 

(Merck); 

43 – EPPS 50 mM (pH 8,0 – Sigma), sorbitol 1,5 M (USB), CaCl2 0,25 mM (Sigma), MgCl2 

0,25 mM (Synth), MnCl2 0,25 mM (Sigma), ZnCl2 0,25 mM (Sigma), TCEP 1 mM 

(Novagen), NaCl 240 mM (Dinâmica) e KCl 10 mM (Merck); 

44 – EPPS 50 mM (pH 8,0 – Sigma), L-arginina 0,5 M (Synth), TCEP 1 mM (Novagen), 

NaCl 240 mM (Dinâmica) e KCl 10 mM (Merck); 

45 – EPPS 50 mM (pH 8,0 – Sigma), ciclodextrina 10 mM (Sigma), TCEP 1 mM (Novagen), 

NaCl 240 mM (Dinâmica) e KCl 10 mM (Merck); 

46 – EPPS 50 mM (pH 8,0 – Sigma), CaCl2 0,25 mM (Sigma), MgCl2 0,25 mM (Synth), 

MnCl2 0,25 mM (Sigma), ZnCl2 0,25 mM (Sigma), TCEP 1 mM (Novagen), NaCl 24 

mM (Dinâmica) e KCl 1 mM (Merck); 

47 – TAPS 50 mM (pH 8,5 – Sigma), L-arginina 0,5 M (Synth), CaCl2 0,25 mM (Sigma), 

MgCl2 0,25 mM (Synth), MnCl2 0,25 mM (Sigma), ZnCl2 0,25 mM (Sigma), TCEP 1 

mM (Novagen), NaCl 24 mM (Dinâmica) e KCl 1 mM (Merck); 

48 – TAPS 50 mM (pH 8,5 – Sigma), trealose 0,58 M (Sigma) e TCEP 1 mM (Novagen); 

49 – TAPS 50 mM (pH 8,5 – Sigma), sorbitol 1,5 M (USB), TCEP 1 mM (Novagen), NaCl 

24 mM (Dinâmica) e KCl 1 mM (Merck); 

50 – TAPS 50 mM (pH 8,5 – Sigma), ciclodextrina 10 mM (Sigma), CaCl2 0,25 mM (Sigma), 

MgCl2 0,25 mM (Synth), MnCl2 0,25 mM (Sigma), ZnCl2 0,25 mM (Sigma) e TCEP 1 

mM (Novagen); 

51 – TAPS 50 mM (pH 8,5 – Sigma), PEG 3350 0,06 % (Sigma) e TCEP 1 mM (Novagen); 

52 – TAPS 50 mM (pH 8,5 – Sigma), NDSB-201 0,5 M (Calbiochem), NaCl 240 mM 

(Dinâmica) e KCl 10 mM (Merck); 

53 – TAPS 50 mM (pH 8,5 – Sigma), glutationa reduzida 9 mM (Sigma) e glutationa oxidada 

1 mM (Sigma); 

54 – TAPS 50 mM (pH 8,5 – Sigma), NDSB-201 1 M (Calbiochem), EDTA 1 mM (USB), 

glutationa reduzida 9 mM (Sigma) e glutationa oxidada 1 mM (Sigma); 

55 – TAPS 50 mM (pH 8,5 – Sigma), NDSB-201 1 M (Calbiochem), glutationa reduzida 9 

mM (Sigma), glutationa oxidada 1 mM (Sigma), NaCl 240 mM (Dinâmica) e KCl 10 

mM (Merck); 
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56 – TAPS 50 mM (pH 8,5 – Sigma), L-arginina 0,5 M (Synth), EDTA 1mM (USB), 

glutationa reduzida 9 mM (Sigma), glutationa oxidada 1 mM (Sigma), NaCl 240 mM 

(Dinâmica) e KCl 10 mM (Merck); 

57 – TAPS 50 mM (pH 8,5 – Sigma), ciclodextrina 10 mM (Sigma), CaCl2 0,25 mM (Sigma), 

MgCl2 0,25 mM (Synth), MnCl2 0,25 mM (Sigma), ZnCl2 0,25 mM (Sigma), NaCl 240 

mM (Dinâmica) e KCl 10 mM (Merck); 

58 – TAPS 50 mM (pH 8,5 – Sigma), trealose 0,58 M (Sigma), CaCl2 0,25 mM (Sigma), 

MgCl2 0,25 mM (Synth), MnCl2 0,25 mM (Sigma), ZnCl2 0,25 mM (Sigma), NaCl 240 

mM (Dinâmica) e KCl 10 mM (Merck); 

59 – TAPS 50 mM (pH 8,5 – Sigma); 

60 – TAPS 50 mM (pH 8,5 – Sigma), sorbitol 1,5 M (USB), glutationa reduzida 6 mM 

(Sigma), glutationa oxidada 4 mM (Sigma), NaCl 240 mM (Dinâmica) e KCl 10 mM 

(Merck); 

61 – TAPS 50 mM (pH 8,5 – Sigma), PEG 3350 0,06 % (Sigma), EDTA 1mM (USB), 

glutationa reduzida 6 mM (Sigma), glutationa oxidada 4 mM (Sigma), NaCl 240 mM 

(Dinâmica) e KCl 10 mM (Merck); 

62 – TAPS 50 mM (pH 8,5 – Sigma), NDSB-201 0,5 M (Calbiochem), glutationa reduzida 6 

mM (Sigma) e glutationa oxidada 4 mM (Sigma); 

63 – CHES 50 mM (pH 9,0 – Sigma), sorbitol 1,5 M (USB), NaCl 24 mM (Dinâmica) e KCl 

1 mM (Merck); 

64 – CHES 50 mM (pH 9,0 – Sigma), trealose 0,58 M (Sigma), CaCl2 0,25 mM (Sigma), 

MgCl2 0,25 mM (Synth), MnCl2 0,25 mM (Sigma), ZnCl2 0,25 mM (Sigma), NaCl 240 

mM (Dinâmica) e KCl 10 mM (Merck); 

65 – CHES 50 mM (pH 9,0 – Sigma; 

66 – CHES 50 mM (pH 9,0 – Sigma), sorbitol 1,5 M (USB), glutationa reduzida 9 mM 

(Sigma), glutationa oxidada 1 mM (Sigma), NaCl 24 mM (Dinâmica) e KCl 1 mM 

(Merck); 

67 – CHES 50 mM (pH 9,0 – Sigma), NDSB-201 0,5 M (Calbiochem), EDTA 1mM (USB), 

glutationa reduzida 9 mM (Sigma), glutationa oxidada 1 mM (Sigma), NaCl 240 mM 

(Dinâmica) e KCl 10 mM (Merck); 

68 – CHES 50 mM (pH 9,0 – Sigma), NDSB-201 0,5 M (Calbiochem), CaCl2 0,25 mM 

(Sigma), MgCl2 0,25 mM (Synth), MnCl2 0,25 mM (Sigma), ZnCl2 0,25 mM (Sigma), 

TCEP 1 mM (Novagen), NaCl 24 mM (Dinâmica) e KCl 1 mM (Merck); 
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69 – CHES 50 mM (pH 9,0 – Sigma), NDSB-201 1 M (Calbiochem), TCEP 1 mM 

(Novagen), NaCl 24 mM (Dinâmica) e KCl 1 mM (Merck); 

70 – CHES 50 mM (pH 9,0 – Sigma), TCEP 1 mM (Novagen), NaCl 24 mM (Dinâmica) e 

KCl 1 mM (Merck); 

71 – CHES 50 mM (pH 9,0 – Sigma), sorbitol 1,5 M (USB), EDTA 1mM (USB), glutationa 

reduzida 6 mM (Sigma), glutationa oxidada 4 mM (Sigma), NaCl 24 mM (Dinâmica) e 

KCl 1 mM (Merck); 

72 – CHES 50 mM (pH 9,0 – Sigma), L-arginina 0,5 M (Synth), EDTA 1mM (USB), 

glutationa reduzida 6 mM (Sigma), glutationa oxidada 4 mM (Sigma), NaCl 240 mM 

(Dinâmica) e KCl 10 mM (Merck); 

73 – CHES 50 mM (pH 9,0 – Sigma), ciclodextrina 10 mM (Sigma), glutationa reduzida 6 

mM (Sigma), glutationa oxidada 4 mM (Sigma), NaCl 24 mM (Dinâmica) e KCl 1 mM 

(Merck); 

74 – CHES 50 mM (pH 9,0 – Sigma), ciclodextrina 10 mM (Sigma), glutationa reduzida 6 

mM (Sigma), glutationa oxidada 4 mM (Sigma), NaCl 240 mM (Dinâmica) e KCl 10 

mM (Merck); 

75 – CHES 50 mM (pH 9,0 – Sigma), PEG 3350 0,06 % (Sigma), glutationa reduzida 6 mM 

(Sigma), glutationa oxidada 4 mM (Sigma), NaCl 24 mM (Dinâmica) e KCl 1 mM 

(Merck); 

76 – CHES 50 mM (pH 9,0 – Sigma), L-arginina 0,5 M (Synth), CaCl2 0,25 mM (Sigma), 

MgCl2 0,25 mM (Synth), MnCl2 0,25 mM (Sigma), ZnCl2 0,25 mM (Sigma) e TCEP 1 

mM (Novagen); 

77 – CHES 50 mM (pH 9,0 – Sigma), PEG 3350 0,06 % (Sigma), CaCl2 0,25 mM (Sigma), 

MgCl2 0,25 mM (Synth), MnCl2 0,25 mM (Sigma), ZnCl2 0,25 mM (Sigma) e TCEP 1 

mM (Novagen); 

78 – Água. 

 

3.7 Expressão das SmNPPs em Pichia pastoris 

 

Para expressão das proteínas recombinantes em P. pastoris, os genes smnpps foram 

inseridos no vetor pPICZαA (Invitrogen) e posteriormente no vetor pINT-A (SILVA, 2010). 

Para a clonagem no vetor pPICZαA, foi utilizada uma estratégia semelhante a clonagem em 

pAE-6His, porém os oligonucleotídeos específicos (APÊNDICE) adicionaram sítios de 

restrição, EcoRI e NotI, às sequências amplificadas nas regiões 5´ e 3´, respectivamente. Para 
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a clonagem das smnpps no vetor pINT-A, os fragmentos gênicos foram amplificados a partir 

do vetor pPICZαA com oligonucleotídeos específicos (APÊNDICE) que adicionaram sítios de 

restrição, AvrII e XmnI, nas extremidades 5´ e 3´, respectivamente, dos fragmentos 

amplificados. Os fragmentos e os vetores foram digeridos com as respectivas enzimas de 

restrição, purificados com o kit GFX PCR DNA and Gel Band purification (GE Healthcare) e 

utilizados na reação de ligação com a enzima T4 DNA ligase (Promega). Os plasmídeos 

foram produzidos em E. coli DH5α, avaliados quanto à presença de inserto por PCR, 

purificados com o kit plasmidPrep Mini Spin (GE HealthCare) e posteriormente avaliados por 

sequenciamento automático. 

As leveduras (Pichia pastoris cepa GS115) foram transformadas por eletroporação 

(1,5 kV de voltagem, 25 MF de capacitância e 200 Ω de resistência) com 5 µg dos vetores 

pPICZαA ou pINT-A, contendo os genes smnpps, linearizados com a enzima Sac I 

(Invitrogen) ou Sca I (Invitrogen), respectivamente. As leveduras foram plaqueadas em meio 

YPDS (extrato de levedura 1%, peptona 2%, dextrose 2%, sorbitol 1 M, ágar 2%), acrescido 

de 100 µg/mL de zeocina. Destas, foram selecionados 25 clones de cada gene smnpp para se 

avaliar a possível presença de múltiplas cópias integradas ao genoma da levedura; para tanto, 

os clones foram plaqueados em concentrações crescentes de Zeocina (100, 250, 500, e 1000 

µg/mL). Foram selecionados para se testar a capacidade de expressão da proteína 

recombinante os 5 clones que melhor cresceram nas maiores concentrações do antibiótico e 3 

clones que cresceram muito bem apenas até a concentração de 250 µg/mL para cada SmNPP. 

Para avaliar a capacidade dos clones selecionados em expressar as SmNPPs 

recombinantes, uma colônia isolada de cada clone, 8 clones de cada proteína, foi cultivada em 

10 mL de meio BMGY (extrato de levedura 1%, peptona 2%, fosfato de potássio 100 mM, 

pH 6, Biotina 4x10-5%, glicerol 1%) em tubos de 50 mL. Após 20 h de cultivo a 28 
o
C e 

agitação a 300 rpm, as culturas foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi 

descartado e o pellet ressuspendido em 10 mL de meio de indução BMMY (extrato de 

levedura 1%, peptona 2%, fosfato de potássio 100 mM (pH 6), Biotina 5%, metanol 0,5%). A 

indução foi mantida através da adição de metanol 100% para uma concentração final de 0,5% 

a cada 24 h até 96 horas de expressão. Alíquotas de 1 mL da cultura foram retiradas a cada 24 

h, centrifugadas 3 min a 10.000 rpm e o sobrenadante e o precipitado de leveduras foram 

mantidos em frezer à -80 ºC para análises posteriores. 

Inicialmente foram analisados os sobrenadantes das culturas (24 h, 48 h, 72 h e 96 h), 

as proteínas destes foram precipitadas por ácido tricloroacético e ressuspendidas em 1/10 do 

volume original para serem analisadas por immunoblotting. Basicamente, foram aplicados 20 
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μL de cada amostra de sobrenadante fervidos por 15 min com 5 μL de tampão de eletroforese 

(SDS 4%, glicerol 10%, Tris-HCl (pH 6.8) 0,1 M e 50 mg/ml de azul de bromofenol) em um 

gel de poliacrilamida 12%. Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para uma 

membrana de PVDF (GE Healthcare), conforme as orientações do fabricante. Para verificar a 

eficiência da transferência, a membrana foi corada com Ponceau. Após descorar a membrana 

com três lavagens com PBS, ela foi incubada em solução de bloqueio (leite em pó 5%, Tris 50 

mM (pH 7,5), Tween 20 0,05%) por 16 h a 4 ºC. 

Posteriormente, incubou-se a membrana em solução de incubação (leite em pó 5%, 

Tris 50 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM) com o anticorpo anti-His conjugado com peroxidade 

(Sigma), em duas concentrações diferentes 1:1000 e 1:3000, ou com anticorpo policlonal anti-

SmNPP específico, diluído 1:2000, por 4 h a temperatura ambiente. Nas membranas 

incubadas com anticorpos anti-His, após três lavagens com PBS e Tween 20 0,05%, foi 

realizada a detecção da proteína utilizando o kit quimioluminescente ECL plus (GE 

Healthcare). Enquanto nas membranas incubadas com anti-SmNPP, após três lavagens com 

PBS e Tween 20 0,05%, elas foram incubadas com anticorpo anti-IgG de camundongo 

conjugado com peroxidase (Sigma), diluído na proporção 1: 3.000 por 1 h à temperatura 

ambiente. Após três lavagens com PBS e Tween 20 0,05%, foi realizada a detecção da 

proteína utilizando o reagente quimioluminescente ECL plus (GE Healthcare). 

Posteriormente, foram analisados os precipitados de leveduras. Primeiro eles foram 

ressupendidos em 1 mL de tampão de lise (fosfato de sódio 50 mM (pH 7,4), EDTA 1 mM, 

glicerol 5%, guanidina 8 M, inibidor de protease), sendo em seguida adicionado o mesmo 

volume de grânulos de vidro (0,5 mm). Essa mistura foi submetida a 10 ciclos de vórtex por 

30 s, seguido por uma incubação no gelo de 30 s também. Após a lise, a mistura foi 

centrifugada por 12.000 rpm por 5 min. O pellet foi descartado e o sobrenadante foi coletado, 

precipitado com TCA e ressuspendido em 1/10 do volume original, sendo essa solução final 

submetida a análise por immunoblotting, conforme já descrito. 

 

3.8 Expressão de ATPDase e Fosfatase alcalina em Escherichia coli e purificação 

 

As proteínas recombinantes ATPDase e Fosfatase alcalina foram expressas em E. coli 

para os ensaios de vacinação. Para a expressão da SmATPDase foi utilizado o plasmídeo 

pET21-b com o gene já clonado (DEMARCO et al., 2003), gentilmente cedido pelo Dr. Júlio 

Levano-Garcia, enquanto para a expressão da Fosfatase alcalina, foi utilizado o plasmídeo 
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pAE-6His também com o gene já clonado (ARAUJO-MONTOYA et al., 2011), gentilmente 

cedido pelo Dr. Bogar Omar Araujo Montoya. 

Os respectivos plasmídeos foram utilizados para transformar bactérias E. coli da cepa 

BL21 Star (DE3) plysS (Invitrogen) competentes por choque térmico. A expressão das 

proteínas foi analisada cultivando-se uma colônia transformada em meio 2YT (triptona 1,6%, 

extrato de levedura 1% e NaCl 0,5%) com ampicilina (100 µg/mL) e cloranfenicol (34 

µg/mL) a 37 
o
C até atingir a D.O. de 0,6-0,8. Quando o inóculo atingiu a D.O. desejada foi 

adicionado IPTG (1 mM) para induzir a expressão da proteína recombinante pelas bactérias 

por 4 h. Após a indução, o cultivo das células de E. coli transformadas com o plasmídeo 

recombinante foi centrifugado por 10 min a 12.000 g. O precipitado foi ressuspendido em 1 

mL de tampão de lise e analisado por SDS-PAGE. Como controle, foi analisada a cepa 

transformada com o vetor vazio e induzida nas mesmas condições que a cepa transformada 

com o vetor com inserto clonado. Após a confirmação da expressão, um clone expressando 

cada uma das proteínas foi cultivado em 200 mL de meio de cultura a 37 
o
C e, após atingirem 

a D.O. 0,6-0,8, a expressão das proteínas recombinantes foi induzida pela adição de IPTG 0,5 

mM por 4 horas. 

Após a expressão, as bactérias foram centrifugadas, ressuspendidas em 30 ml de 

tampão de lise e lisadas no aparelho French Press (1500 psi – 3 passagens). Em seguida, o 

lisado foi centrifugado por 30 min a 10.000 rpm, o sobrenadante foi descartado e o 

precipitado lavado com 2 M uréia. Após nova centrifugação o precipitado foi ressupendido 

com 8 M uréia e submetida à purificação em cromatografia de afinidade ao níquel, utilizando 

colunas HisTrap HP 5 mL (GE Healthcare) com o auxílio do aparelho Äkta Prime 

(Amersham Pharmacia). 

Após a cromatografia, as frações da eluição correspondentes ao pico de absorbância de 

280 nm foram analisadas por SDS-PAGE e as que apresentaram a banda da proteína 

recombinante expressa foram selecionadas. As frações foram condicionadas em membranas 

SnakeSkin (Pierce) com poros de 3 kDa, para renovelamento por diálise lenta com 

concentrações decrescentes de uréia, na proporção 1:100 de amostra para tampão. 

 

3.9 Produção de anticorpos anti-SmNPPs em camundongos e ratos 

 

Ratas Wistar com seis semanas de idade foram utilizadas para produção de anticorpos 

policlonais. Foram realizadas quatro imunizações subcutâneas com 100 μg de proteína 

recombinante por animal em intervalos de 15 dias. Foi utilizado Titermax (CytRx 
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Corporation) como adjuvante na primeira imunização e apenas as proteína nas imunizações 

subsequentes. O sangue foi coletado por punção cardíaca 15 dias após a última imunização e 

acondicionado a 4 ºC por 16 h para formar um coágulo, o qual foi descartado. O soro foi 

centrifugado a 4.000 rpm por 10 min e o sobrenadante coletado. 

Também foram utilizadas camundongas BALB/c com seis semanas de idade para 

produção de anticorpos policlonais. Foram realizadas três imunizações por animal em 

intervalos de 15 dias, subcutaneamente, contendo 25 μg de proteína mais o adjuvante 

Titermax (CytRx Corporation) na primeira imunização e apenas proteína nas imunizações 

subsequentes. O sangue foi coletado por punção cardíaca, 15 dias após a última imunização e 

processado como descrito anteriormente. 

Os soros dos animais foi usado individualmente no ensaio de ELISA para verificar a 

concentração de IgG total específico para cada proteína. Placas com 96 poços foram 

incubadas com 0,1 µg/poço de proteína recombinante em tampão carbonato - bicarbonato 

0,05 M (pH 9.6) com 0,02% de SDS (LECHTZIER et al., 2002), durante 16 h a 4 ºC. As 

placas foram lavadas 3 vezes com PBS contendo 0,05% de Tween 20, e em seguida, 

bloqueadas com 100 µL de uma solução com 10% de SBF (Soro bovino fetal) em PBS, por 1 

h a 37 °C. Depois de lavadas com PBS Tween 20 0,05%, 100 µl de uma diluição seriada do 

soro dos animais imunizados ou controles em tampão PBS contendo 5% de SBF foram 

adicionados em cada poço, sendo a diluição inicial 1:16. As placas foram incubadas a 37 °C 

durante 1 h e depois lavadas. A seguir, 100 µL de anticorpos monoclonais anti-IgG (Sigma) 

na diluição 1: 10.000 foram adicionados a todos os poços das placas que foram novamente 

incubadas a 37 °C por 1 h. Depois de lavadas, 100 µL de anticorpos conjugados com 

peroxidase foram adicionados às placas, incubando-as novamente a 37 °C durante 1 h. As 

placas foram então lavadas seis vezes com PBS Tween 20 0,05% e em seguida, 100 μL do 

tampão citrato (pH 5.0) contendo o substrato orto-fenilendiamina dicloridrato (OPD [Sigma]) 

0,5 mg/ml e 5 μL de peróxido de hidrogênio para cada 10 mL, foram adicionados em cada 

poço. Após aproximadamente 15 min, a reação colorimétrica com OPD foi encerrada, 

utilizando uma solução 4 N de H2SO4 e a placa foi lida a 492 nm em um leitor de ELISA 

(Labsystem). 

 

3.10 Immunoblotting das SmNPPs nos diversos estágios do parasita 

 

Ovos, miracídios, cercárias, esquistossômulos e vermes adultos foram ressuspendidos 

em 1 mL de Tris 40 mM, pH 7,4, acrescido de inibidor de proteases (Sigma) e SDS 2%. Os 
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parasitas foram sonicados (5 vezes durante 2 min, a 40 Hz e com pulsos de 0,75 s), sendo 

resfriadas em gelo para evitar a degradação das proteínas. As soluções foram centrifugadas a 

12.000 rpm por 30 min a 4 ºC, sendo os sobrenadantes coletados e denominados extratos 

protéicos totais enquanto os precipitados foram descartados. Os extratos de tegumento e 

vermes desnudos foram obtidos pelo método de congelamento/descongelamento/vortex 

(ROBERTS et al., 1983). Parasitas adultos congelados foram descongelados a 4 ºC e 

vortexados com 10 pulsos de 1 s para o desprendimento do tegumento do parasita. Após os 

vermes decantarem, o sobrenadante que contêm o extrato de tegumento é coletado e os 

vermes desnudos, sem tegumento, são lavados duas vezes. O tegumento de vermes adultos 

também foi separado em frações de membrana e do sincício, assim o tegumento recém-

extraído foi centrifugado a 100 g por 30 min a 4 ºC. O sobrenadante que continha as proteínas 

sinciciais foi coletado enquanto o pellet foi lavado duas vezes. Todas essas frações foram 

sonicadas conforme o protocolo descrito acima para os outros extratos. Para quantificar as 

proteínas de cada extrato, utilizou-se o kit DC Protein Assay (BioRad), baseado no método de 

Lowry, seguindo o protocolo do fabricante. 

Foram aplicados 20 μg de cada extrato protéico fervidos por 5 min com 5 µL de 

tampão de eletroforese, contendo SDS 4%, glicerol 10%, Tris-HCl 0,1 M (pH 6.8) e 50 

mg/mL de azul de bromofenol em um gel de SDS-PAGE 12%. Após a eletroforese, as 

proteínas foram transferidas para uma membrana de PVDF (Amersham). Para verificar o 

êxito da transferência, a membrana foi corada com Ponceau. Após descorar a membrana com 

diversas lavagens com PBS, ela foi incubada em solução de leite em pó 5%, Tris 50 mM (pH 

7,5), Tween 20 0,05% para bloqueio, por 16 h a 4 ºC. No dia seguinte, incubou-se a 

membrana em solução de leite 5%, Tris 50 mM (pH 7,5), Tween 20 0,05%, NaCl 150 mM 

(solução de incubação) com o anticorpo específico contra a proteína a ser analisada em 

diferentes diluições (ver resultados), por 4 h à temperatura ambiente. Após três lavagens com 

PBS, a membrana foi incubada em solução de incubação com anticorpos anti-IgG de rato ou 

camundongo conjugado com peroxidase, diluído na proporção 1:3.000 por 1 h à temperatura 

ambiente. Após três lavagens com PBS, a detecção da proteína foi realizada, utilizando o kit 

quimioluminescente ECL (Amersham) em filmes de radiograma. 

 

3.11 Deglicosilação da SmNPP-5a  

 

O extrato de tegumento de vermes adultos foi N-deglicosilado com a enzima PNGase 

F (New England Biolabs). Duas frações de extrato de tegumento, 20 µg cada, foram 
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incubadas com tampão de denaturação a 100 ºC por 10 min. Após a denaturação foi 

adicionado o tampão de reação G7 e NP-40 1%, porém a enzima PNGaseF foi adicionada a 

apenas uma das alíquotas enquanto a outra foi utilizada como controle. Após serem incubados 

por 6 h a 37 ºC, os extratos foram submetidos à SDS-PAGE, transferidos para membrana de 

PVDF e analisados por immunoblotting, como descrito anteriormente. 

Para avaliação das O-glicosilações foi utilizado o kit EDEGLY (Sigma) seguindo o 

protocolo do fabricante. Duas frações de extrato de tegumento de vermes adultos, 20 µg cada, 

foram N-deglicosiladas e posteriormente uma das frações foi incubada com as enzimas α-(2-

3,6,8,9)-Neuroaminidase, O-glicosidase, -(1-4)-Galactosidase e -N-Acetilglucosaminidase 

por 6 h a 37 ºC, enquanto a outra fração foi incubada sem a presença das enzimas para 

controle. Os extratos O-deglicosilados também foram submetidos à SDS-PAGE, transferidos 

para membrana de PVDF e analisados por immunoblotting. 

 

3.12 Imunolocalização da SmNPP-5a 

 

Vermes adultos recém perfundidos em meio RPMI foram fixados com 

paraformoldeído 4% a 4 ºC por 16 h. Os parasitas fixados foram incubados em solução de 

recuperação antigênica (citrato de sódio 10 mM, pH 6,0) a 4 ºC por 16 h. Posteriormente os 

parasitas foram incubados por 5 min em solução de recuperação antigênica em ebulição, 

seguido pela imersão em sacarose 30% gelada e incubado a 4 ºC até os parasitas decantarem 

(adaptado de INO, 2003). Os vermes adultos foram emblocados em líquido de inclusão 

O.C.T. (Sakura), com o auxílio de tubos plásticos (3 mm de diâmetro e 7 mm de 

comprimento), e congelados em isopentano arrefecido em nitrogênio líquido. Os blocos foram 

armazenados a -80 ºC até o momento de fazer as secções. Os cortes histológicos com 8 µm de 

espessura foram realizados em um criostato Leica CM1900 e as secções foram aderidas em 

lâminas silanizadas, secas por 2 h e reidratadas com PBS a 4 ºC por 16 h. 

As secções foram tratadas com PBS e SDS 1% por 10 min, lavadas três vezes com 

PBS e incubadas com solução de bloqueio com PBS, soro de coelho 10% e Tween 20 0,1% 

por 4 h. As secções foram então incubadas com soro anti-SmNPP-5a produzido em 

camundongo na diluição 1/50 por 3 h, como controle foi utilizado soro de camundongos 

naive. Após cinco lavagens com PBS com Tween 20 0,1%, as secções foram incubadas com 

solução de bloqueio e anticorpo de coelho anti-IgG de camundongo conjugado com o 

fluoróforo Alexa 647 (Invitrogen) na diluição 1:200 por 1 h. Após três lavagens as lâminas 
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foram montadas com meio de montagem para fluorescência (Dako) e analisadas em um 

microscópio confocal LSM-510 META (Zeiss). 

 

3.13 Avaliação e inibição da atividade nucleotídeo pirofosfatase/ fosfodiesterase 

em parasitas vivos 

 

Vermes adultos machos e vermes com 21 dias recém perfundidos (três espécimes de 

cada estágio) ou aproximadamente 2000 cercárias vivas foram incubadas com “ρ-nitrophenyl 

5´-thymidine monophosphate (ρ-Nph-5´-TMP)”, um substrato específico para a atividade 

nucleotídeo pirofosfatase/ fosfodiesterase (Sigma). Os parasitas foram incubados em tampão 

de reação Tris-HCl 50 mM (pH 8,9), NaCl 120 mM, KCl 5 mM, glicose 60 mM e CaCl2 5 

mM em um volume final de 200 μL (adaptado de FURSTENAU et al., 2006). A reação foi 

iniciada pela adição do ρ-Nph-5´-TMP numa concentração de 0,5 mM. Após 20 min de 

incubação à 37 ºC, 100 μL de NaOH 0,4 M foi adicionada ao tampão para parar a reação, o 

tampão de reação foi recuperado e absorbância em 405 nm foi medida em um leitor de 

microplaca (Labsystem). Para os ensaios de inibição mediada por anticorpos, três vermes 

machos adultos ou três vermes de 21 dias foram previamente incubados em 100 μL de soro de 

camundongo contendo anticorpos policlonais anti-rSmNPP-5 por 1 h a 37 ºC, antes de ser 

avaliada a atividade enzimática. Para avaliar a especificidade da hidrólise do substrato, foram 

feitos os controles incubando o substrato sem parasitas ou os parasitas sem susbtrato, apenas 

com solução de reação. Também foi feito em paralelo a avaliação da atividade fosfatase 

alcalina (substrato “ρ-nitrophenyl phosphate disodium salt” [Sigma]). Todas as amostras 

foram feitas em triplicatas e as diferenças estatísticas foram analisadas pelo teste-t de Student 

ou por ANOVA seguida pelo teste de Tukey. Um ρ value <0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo. 

 

3.14 Hibridização in situ em espécimes inteiros 

 

3.14.1 Síntese da sonda de RNA 

 

Para os ensaios de hibridização foram produzidas sondas antisense de RNA marcadas 

com digoxigenina (DIG). As sequências dos domínios NPPS amplificadas por PCR foram 

clonadas no vetor pGEM-T Easy seguindo as recomendações do fabricante e, após 

confirmação por sequenciamento, os plasmídios foram linearizados com enzima de restrição 
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Apa I (Invitrogen). A síntese das sondas marcadas com DIG foi realizada a partir da 

transcrição dos plasmídios com os insertos linearizados (2,5 µg) pela SP6 RNA polimerase 

150 U (Promega) numa reação com tampão de transcrição 1x (Promega), mix de marcação de 

RNA-DIG 0,5x (Roche), inibidor de RNAse 50 U (Promega), DTT 100 mM (Promega) em 

um volume final de 50 µL. A reação foi incubada a 37 ºC por 2 h; após esse período foi 

adicionado mais 50 U de SP6 RNA polimerase e incubado por mais 2 h. Em seguida, 2 U de 

DNAse I livre de atividade de RNAse (Promega) foi adicionada e incubada por 20 min a 37 

ºC. 

As sondas foram então precipitadas pela adição de 1 volume de reação de água, 7 

volumes de etanol e 100 mM de NaOAc e essa mistura foi incubada por 16 h a -80 ºC. Após 

serem centrifugadas por 15 min em velocidade máxima, as sondas foram lavadas com etanol 

70%, centrifugadas novamente e secas. Por possuírem mais que 600 bp, todas as sondas 

foram hidrolisadas. A hidrólise foi realizada através da ressuspensão das sondas precipitadas 

em NaHCO3 40 mM e Na2CO3 60 mM e incubadas a 60 ºC pelo tempo em minutos 

determinado pela fórmula: 

            
                                        

                                            
   

O tamanho final desejado foi de 300 pb. Após a hidrólise, as sondas foram novamente 

precipitadas e lavadas, mas agora ressuspendidas em água livre de RNase e guardadas a -80 

ºC até seu uso. Como controle negativo, foi sintetizada uma sonda sense do gene smnpp5a. 

 

3.14.2 Hibridizações in situ 

 

Os ensaios de hibridização in situ em espécimes inteiros foram realizados conforme 

descrito por Dillon, Illes et al. (2007). Os parasitas foram fixados em Carnoy (etanol 60%, 

clorofórmio 30%, acido acético glacial 10%) agitando a 4 ºC por 2 h, lavados 2 vezes com 

etanol e incubados por 1 h em MEMFA (MOPS 0,1 M (pH 7,4), EGTA 2 mM, MgSO4 1 

mM, formaldeído 3,7%) à temperatura ambiente. Após duas lavagens com etanol novamente, 

os espécimes foram armazenados em etanol a -20 ºC até serem utilizados. 

As hibridizações foram conduzidas segundo o método descrito por Harland (1991), 

com as modificações descritas por Pownall, Tucker et al. (1996). Os vermes foram trazidos à 

temperatura ambiente e reidratados. Primeiro por 2 lavagens de 5 min, a primeira em etanol 

75% com PBS contendo 0,1% de Tween 20 (PBS-T) e a segunda em etanol 50% com PBS-T 

e posteriormente por 3 lavagens em PBS-T. Os parasitas foram então parcialmente digeridos 
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com Proteinase K (Roche) 10 μg/mL por 35 min. A digestão foi parada com 2 lavagens de 5 

min cada de trietanolamina (Sigma) 0,1 M (pH 7,8). Após a segunda lavagem, para cada 1 mL 

de solução, 2,5 µL de anidrido acético (Sigma) foram adicionados à solução de trietonolamina 

e incubou-se por 5 min, seguidos da adição da mesma quantidade novamente e mais 5 min de 

incubação. Então os parasitas foram lavados mais 2 vezes por 5 min cada em PBS-T para 

serem refixados por 20 min em 4% formaldeído. 

Após a fixação, os parasitas foram novamente lavados por 5 vezes por 5 min cada em 

PBS-T. Os vermes permeabilizados foram incubados a 60 ºC por 2 h em tampão de 

hibridização (formamida 50%, SSC 5x, heparina 100 μg/ml, solução de Denhardt 1x, Tween 

20 0,1%, CHAPS 0,1% e EDTA 5 mM) com 1 mg/mL de RNA total de levedura para 

bloquear hibridizações não específicas. Após 2 h, a solução de hibridização foi substituída por 

uma nova já aquecida contendo 1 μg/mL da sonda sintetizada marcada com DIG, por 16 h a 

60 ºC. 

Após a hibridização, os parasitas passaram por um processo de diversas lavagens: 2 

vezes em tampão de hibridização a 60 ºC por 10 min cada; 3 vezes em tampão SSC (Sigma) 

2x com Tween 20 0,1% a 60 ºC por 20 min cada; 3 vezes com tampão SSC 0,2x com Tween 

20 0,1% a 60 ºC por 30 min cada; 2 vezes em tampão MAB (ácido maleico 0,1 M, NaCl 0,15 

M, Tween 20 0,1%, pH 7,8) a temperatura ambiente por 15 min cada. Após as lavagens, os 

parasitas foram incubados em tampão de bloqueio (MAB, Reagente de Bloqueio [Roche] 2% 

e soro de carneiro 20%) por 2 h a temperatura ambiente. Após o bloqueio, os parasitas foram 

incubados em tampão de bloqueio com anticorpo anti-DIG conjugado com fosfatase alcalina 

(Roche) em uma diluição 1:2.000 por 16 h a 4 ºC. O excesso de anticorpo foi removido por 

lavagens extensivas com MAB a temperatura ambiente, primeiramente 3 vezes de 5 min cada 

e posteriormente 3 lavagens de 1 h cada. Os espécimes foram então incubados por 3 vezes de 

10 min cada em um tampão (Tris 100 mM, pH 9,5, MgCl2, 100 NaCl, Tween 0,1% e 

levamisol 2 mM) para inibir atividade fosfatase alcalina inespecífica. 

As sondas hibridizadas ligadas aos anticorpos anti-DIG conjugados a fosfatase alcalina 

foram detectadas pela adição do substrato BM Purple (Roche), utilizado com 1 mM de 

levamisol de acordo com as recomendações do fabricante; a atividade da fosfatase alcalina 

resulta na deposição de um precipitado azul insolúvel. A revelação foi acompanhada 

visualmente levando de 30 min até diversas horas, dependendo da abundância do transcrito. A 

revelação foi interrompida com duas lavagens dos vermes em PBS-T por 15 min cada, 

seguida da refixação e armazenagem em tampão formaldeído 3,7%. As imagens foram 

adquiridas com uma câmera 18.2 Color Mosaic (Diagnostic Instruments). 
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3.15 Imunização, desafio e avaliação da carga parasitária 

 

Para os ensaios de vacinação foram utilizadas camundongos fêmeas C57BL/6 de cinco 

a seis semanas distribuídos em 10 animais por grupo. Os animais foram imunizados pela via 

subcutânea com as proteínas recombinantes na formulação de 25 μg de cada proteína para 

cada camundongo em 100 μL de formulação. Sendo utilizada a proporção 1:1 de volume de 

proteína para volume de adjuvante. Na primeira dose foi utilizado o adjuvante completo de 

Freund (Sigma), enquanto nas outras duas imunizações foi utilizado o adjuvante incompleto 

de Freund (Sigma). Os animais foram desafiados com os parasitas quinze dias após a última 

imunização; para tanto, eles foram tricotomizados com o aparelho Pro-Cord Trimmer (Oster) 

e anestesiados com cetamina (10 mg/mL) e xilasina (20 mg/mL). Após a anestesia os animais 

foram alocados em canaletas de acrílico com o abdomên para cima, no qual foi preso um anel 

de metal com fita adesiva. No orifício do anel foram colocadas aproximadamente 100 

cercárias em 1 mL de volume para infecção por penetração pela pele durante 30 min. Após 45 

dias da infecção, os animais foram eutaniziados com uma dose letal de uretano (150 mg/mL) 

e perfundidos pela artéria aorta com solução salina heparinizada (Figura 7). 

 

Figura 7 – Regime de imunizações, sangrias, desafio e perfusão dos ensaios de vacinação. 

 

 

 

Os vermes adultos foram removidos das veias do mesentério pela perfusão através de 

uma incisão da veia porta. Os parasitas foram coletados e contados com o auxílio de um 

estereomicroscópio. A porcentagem da redução do número de vermes em animais imunizados 

vs controle foi calculada pela fórmula: 
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Após a perfusão, um pedaço do fígado de cada camundongo foi coletado, pesado e 

digerido em 5 mL de hidróxido de potássio 5% a 37 °C, por 18 h. Essa solução foi 

homogeneizada e uma alíquota utilizada para contagem dos ovos, com auxílio de um 

microscópio. A porcentagem de redução do número de ovos em animais imunizados vs 

controle foi calculada por fórmula semelhante a da redução do número de vermes. Os dados 

do número de vermes recuperados pela perfusão e do número de ovos por grama de fígado 

foram analisados quanto à sua normalidade e homogeneidade de variância, e comparados por 

ANOVA. Um ρ value <0,05 foi considerado estatisticamente significativo. 

 

3.16 Avaliação da resposta imune induzida 

 

3.16.1 Avaliação da resposta imune humoral 

 

A resposta imune humoral foi analisada em dois momentos: antes do desafio e antes 

da perfusão. Desse modo foi coletado sangue pela via retro-orbital dos animais um dia antes 

do desafio, dia 44 – 1ª sangria, e um dia antes da perfusão, dia 89 – 2ª sangria (Figura 7). Os 

soros dos animais foram processados conforme descrito na seção 3.9 e utilizados em ensaios 

de ELISA para verificar a concentração de IgG total, IgG1 e IgG2a específicos para cada 

proteína. Placas de 96 poços foram incubadas com 0,5 µg/poço de proteína recombinante ou 

com uma curva de concentração de IgG (Southern Biotech), IgG1 (Southern Biotech) ou 

IgG2a (Southern Biotech) recombinantes em tampão carbonato - bicarbonato 0,05 M (pH 

9.6), durante 16 h a 4 ºC. As placas foram lavadas 3 vezes com PBS contendo 0,05% de 

Tween 20 (PBS-T), e em seguida, bloqueadas com 100 µL de uma solução de soro fetal 

bovino 10% (SFB – Gibco) em PBS, por 1 h a 37 °C. Depois de lavadas 3 vezes com PBS-T, 

100 µL de uma diluição seriada do soro dos animais imunizados ou controles em tampão PBS 

contendo SFB 5% foram adicionados em cada poço, sendo a diluição inicial 1:32. Na curva de 

concentração, foi adicionado apenas tampão PBS contendo SFB 5%. As placas foram 

incubadas a 37 °C durante 1 h e depois lavadas. 

A seguir, 100 µL de anticorpo monoclonal de cabra anti-IgG total (Southern Biotech), 

anti-IgG1 (Southern Biotech) ou anti-IgG2a (Southern Biotech) de camundongo nas foram 

adicionados a todos os poços das placas, nas respectivas diluições 1:10.000, 1:2.000 e 

1:1.000. Depois de lavadas novamente, 100 µL de anticorpo anti-IgG de cabra conjugado com 

peroxidase (Southern Biotech), na diluição 1:20.000, foram adicionados às placas. As placas 
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foram então lavadas seis vezes com PBS-T e em seguida, 100 μL de tampão citrato (pH 5.0) 

contendo o substrato OPD (0,5 mg/ml) e 0,005 μL de peróxido de hidrogênio foram 

adicionados em cada poço. Após aproximadamente 15 min, a reação colorimétrica com OPD 

foi encerrada, utilizando uma solução de H2SO4 4 N. A absorbância foi aferida em 492 nm em 

um leitor de microplaca (Labsystem). A concentração das amostras foi obtida através da 

regressão linear da curva padrão e as diferenças estatísticas foram averiguadas por ANOVA 

seguida pelo teste de Tukey. Um ρ value <0,05 foi considerado estatisticamente significativo. 

 

3.16.2 Avaliação da resposta imune celular 

 

A resposta imune celular foi analisada apenas no momento anterior ao desafio, ou seja, 

após três imunizações. Para tanto, grupos de 5 camundongos fêmeas C57Bl/6 foram 

submetidas ao mesmo regime de imunização descrito no seção 3.14.1. Porém, 15 dias após a 

terceira imunização, os animais não foram desafiados, mas eutanaziados com uma dose letal 

de uretano (150 mg/ml) e seu baço foi coletado. Os órgão foram macerados individualmente 

com o auxílio de uma peneira (BD Biosciences) e suspensas em meio RPMI 1640 

suplementado com SFB 10%, L-glutamina 2 mM (Merck), sulfato de gentamicina 50 µg/mL 

(Schering-Plough), polimixina B 10 µg/mL (Sigma) e tampão HEPES 10 mM (Sigma). As 

células (1x10
6
 células) foram re-estimuladas com as proteínas recombinantes (5 g/mL) e 

cultivadas por 48 h em estufa humidifica a 37 ºC e atmosfera saturada a 5% de CO2. 

Após o período de incubação, as células foram coletadas e o RNA total foi extraído 

com Trizol (Invitrogen) conforme as intruções do fabricante. Após a extração, as amostras de 

RNA foram quantificadas e analisadas quanto à pureza no espectrofotômetro ND-1000 

(NanoDrop Techonologies) em comprimentos de onda de 230, 260 e 280 nm. O RNA 

extraído (1 μg) foi tratado com DNAse livre de RNAse RQ1 (Promega) por 1 h à 37 ºC, para 

eliminar uma possível contaminação com DNA genômico. O RNA tratado foi utilizado para a 

síntese do DNA complementar ao mRNA feito na reação de transcrição reversa utilizando-se 

de oligonucleotídeos randômicos e da enzima transcriptase reversa Superscript III 

(Invitrogen), segundo as indicações do fabricante. 

Foram feitas duplicatas das reações de PCR em tempo real utilizando 50 ng de cDNA, 

Taqman Master Mix 1x (Invitrogen) e sonda e oligonucleotídeos 1x em um volume final de 

reação de 20 µl no termociclador 7300 Real time PCR System com os parâmetros: 10 min a 

95 ºC e 40 ciclos de 10 s a 95 ºC seguido por 1 min a 60 ºC. Foram utilizados conjuntos de 

sondas e olinucleotídeos comerciais Taqman para avaliar a expressão dos seguintes genes: 
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Myd88, NfB1, NfB2, IFN-, TNF-α, TGF- , IL-4, IL-5, IL-10, IL-12p40, IL-13 e IL-17. 

O gene da -actina foi utilizado como controle endógeno e a análise de dados foi segundo a 

seção 3.4.4, salvo que não houve análise da curva de dissociação, por se utilizar a tecnologia 

Taqman ao invés de SYBR Green.  

 

3.17 Avaliação da administração in vivo da dose subcurativa de praziquantel 

 

Foram utilizados 11 camundongos fêmeas C57BL/6 de cinco a seis semanas por grupo 

para avaliar os efeitos da quimioterapia subcurativa sobres os parasitas. Os animais foram 

divididos aleatoriamente em grupos (controle e praziquantel) e infectados com 100 cercárias 

cada por penetração pela pele de maneira semelhante ao desafio dos ensaios de vacinação 

(seção 3.15). Aos animais do grupo praziquantel, foram administrados 150 mg/Kg de 

praziquantel (Roche) por gavage 35 dias após infecção, sendo uma segunda dose administrada 

48 h após a primeira. Os animais do grupo controle receberam solução salina ao invés da 

droga (DOENHOFF; MODHA; LAMBERTUCCI, 1988). 

Dois animais de cada grupo foram perfundidos 2 h depois da administração da 

segunda dose de praziquantel pela artéria aorta com solução salina heparinizada, após 

eutanásia com uma dose letal de uretano (150 mg/mL). Os vermes adultos foram removidos 

das veias do mesentério pela perfusão através de uma incisão da veia porta. Os parasitas 

foram coletados, fixados em solução AFA (Etanol 30%, formaldeído 4% e ácido acético 

glacial 1,5%) e avaliados em um microscópio confocal a laser, Zeiss LSM 5120 META, 

utilizando 488 nm para excitação e captando a fluorescência em filtro de 500-550 nm. O 

número de tubérculos dos vermes adultos machos foi contado em 20.000 µ2 de área 

utilizando-se o programa Zeiss LSM Image Browser (MORAES et al., 2011) e comparados 

por ANOVA. 

Os animais restantes de cada grupo foram perfundidos conforme descrito na seção 

3.15, mas apenas 50 dias após a infecção. Nestes animais, os vermes adultos coletados foram 

contados com o auxílio de uma lupa para avaliação da carga parasitária, as quais foram 

analisadas quanto à sua normalidade e homogeneidade de variância e comparadas por 

ANOVA. Um ρ value <0,05 foi considerado estatisticamente significativo 
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3.18 Ensaio de vacinação associado à quimioterapia subcurativa 

 

Para estes ensaios foram combinados os protocolos de vacinação com o do tratamento 

subcurativo com praziquantel. Desse modo os animais foram imunizados e desafiados como 

nos ensaios de vacinação e receberam as duas doses subcurativas de praziquantel antes da 

perfusão. O regime de imunização, as doses da droga administrada e as sangrias dos animais 

são os mesmos descritos previamente (seções 3.15 e 3.17). Os animais foram perfundidos 50 

dias após a infecção (Figura 8) e tanto a carga parasitária quanto a fecundidade dos parasitas 

foram avaliados quanto à sua normalidade e homogeneidade de variância e comparados por 

ANOVA e pelo teste de Tukey. Um ρ value <0,05 foi considerado estatisticamente 

significativo. 

 

Figura 8 – Regime de imunizações, sangrias, desafio e perfusão dos ensaios de vacinção 

associados à quimioterapia subcurativa com praziquantel. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Caracterização molecular e cladograma das NPPs de Schistosoma 

 

Analisando o banco genômico de S. mansoni “Gene DB”, foram feitas buscas por 

sequências que apresentavam o domínio protéico nucleotídeo pirofosfatase/fosfodiesterase. 

Foram encontradas quatro isoformas distintas identificadas pelos ESTs: Sm03458 (ou pelos 

números de acesso, Smp_153390.1 e Smp_153390.2); Sm03409 (Smp_104270 e 

Smp_106700); Sm04918 (Smp_153340.1 e Smp_153340.2) e Sm06826 (Smp_084890). Ao 

analisar o genoma de S. japonicum em busca de NPPs, foram identificadas quatro isoformas 

ortólogas no genoma de S. japonicum: Sjp_0121850.1, Sjp_0086960.1, Sjp_0012070.1 e 

Sjp_0027190.1. 

A partir de buscas feitas no banco genômico NCBI comparando as proteínas de S. 

mansoni e seus respectivos ortólogos principais de Homo sapiens, verificou-se que as 

Sm03458, Sm03409 e Sm04918 possuem maior grau de identidade a NPP-5, enquanto a 

Sm06826 é mais semelhante à NPP-6 humana. Assim decidiu-se nomear a Sm03458, a 

Sm03409, a Sm04918 e a Sm06826, como SmNPP-5a, SmNPP-5b, SmNPP-5c e SmNPP-6, 

respectivamente. Devido a redundância das sequências de S. mansoni, 7 números de acesso 

para 4 genes, analisamos as sequências para verificarmos se tratavam-se de possíveis erros de 

anotação gênica, splicings alternativos ou genes distintos. Verificou-se que a SmNPP-5a 

apresentou a mesma sequência gênica para os dois números de acesso, porém ao analisarmos 

a sequência de aminoácidos verificamos mudanças significativas na porção C-terminal 

(Figura 9), desse modo acreditamos que seja caso de splicing alternativo, e denominamos as 

isoformas como SmNPP-5a.1 (gene ID no banco genômico – Smp_153390.1) e SmNPP-5a.2 

(Smp_153390.2). Para a SmNPP-5c (Smp_153340.1 e Smp_153340.2) não foi identificada 

nenhuma diferença nas sua sequência gênica, por isso acreditamos que trata-se apenas de um 

erro de anotação gênica, enquanto a SmNPP-5b (Smp_104270 e Smp_106700) apresenta em 

um dos seus números de acesso, Smp_106700, uma sequência redundante pequena de 

aminoácidos que sequer apresenta o domínio NPP, sendo provavelmente fruto de outro erro 

de anotação gênica. 

As isoformas de S. mansoni, de S. japonicum, a HsNPP-5 e a HsNPP-6 foram 

alinhadas duas a duas para determinar o grau de similaridade e identidade entre elas (Tabela 

1). Comparando as SmNPPs com as NPPs encontradas no genoma de S. japonicum verificou-

se que cada NPPs encontrada correspondia a um ortólogo de S. mansoni e baseando-se nessa 
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similaridade/identidade elas foram denominadas: SjNPP-5a (Sjp_0121850.1), SjNPP-5b 

(Sjp_0086960.1), SjNPP-5c (Sjp_0012070.1) e SjNPP-6 (Sjp_0027190.1). 

Foi realizado também o alinhamento múltiplo destas proteínas baseado na estrutura 

primária delas para identificação dos aminoácidos que compunham o domínio protéico 

característico (caixa), os prováveis domínios transmembrana (azul) e peptídeos sinal 

(vermelho), os sítios putativos de ligação a metal co-fator da enzima (verde) e o provável 

centro catalítico (amarelo - Figura 9). Analisando o alinhamento múltiplo verifica-se que 

SjNPP-5a provavelmente está incompleta pois não apresenta nem o domínio NPP completo, 

perdendo três sítios putativos de ligação a metal. A SmNPP-5 a.1 não apresenta um dos sítios 

de ligação a metal no domínio NPP e também não apresenta o domínio transmembrana C-

terminal, presentes na SmNPP-5a.2. Afora essas duas exceções, todas NPPs apresentaram 

conservados os 6 sítios de ligação a metal e todas as NPP-5 apresentaram conservado o 

resíduo de treonina correspondente ao provável centro catalítico. Ressalta-se que os ortólogos 

de S. japonicum apresentam conservados a mesma disposição de peptídeos sinais e domínios 

transmembranas que os respectivos ortólogos de S. mansoni; por exemplo, tanto a SmNPP-5b 

quanto a SjNPP-5b possuem dois domínios transmembranas, um N e outro C-terminal. 
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Tabela 1 - Níveis de identidade e similaridade entre as SmNPPs, SjNPPs e NPP-5 e 6 de H. sapiens. 

  SIMILARIDADE 

I
d
e
n
t
i
d
a
d
e
 

 SmNPP-5a.1 SmNPP-5a.2 SmNPP-5b SmNPP-5c SmNPP-6 SjNPP-5a SjNPP-5b SjNPP-5c SjNPP-6 HsNPP-5 Hs NPP-6 

SmNPP-5a.1  98% 52% 67% 46% 82% 54% 64% 47% 59% 55% 

SmNPP-5a.2 97%  54% 65% 45% 82% 54% 62% 45% 56% 52% 

SmNPP-5b 31% 32%  57% 43% 51% 88% 54% 43% 57% 49% 

SmNPP-5c 47% 46% 37%  41% 67% 56% 86% 43% 55% 49% 

SmNPP-6 27% 25% 24% 25%  45% 40% 40% 83% 41% 45% 

SjNPP-5a 69% 69% 32% 49% 27%  52% 68% 45% 58% 55% 

SjNPP-5b 32% 32% 80% 36% 25% 34%  54% 40% 55% 47% 

SjNPP-5c 45% 43% 32% 75% 23% 49% 33%  42% 58% 51% 

SjNPP-6 27% 25% 24% 25% 73% 27% 23% 22%  41% 45% 

HsNPP-5 40% 37% 36% 36% 23% 41% 35% 39%% 23%  54% 

HsNPP-6 31% 31% 30% 30% 28%% 31% 28% 30% 30% 34%  

6
9
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Figura 9 – Alinhamento múltiplo das NPPs de S. mansoni, S. japonicum e das NPP-5 e NPP-6 de H. sapiens. 
 

SmNPP-5a.1 : --------------------------------------------MYCIETMQKMIILLLICFFPYIERIYASGVVGKEQF  SKVILISLDGFRYDYFDMAKQRN--INMSAFDKIINQGVYIRRIENEFPTLTFPSHFSIVTGLHPGSHGIVDNVF  : 109 

SmNPP-5a.2 : --------------------------------------------MYCIETMQKMIILLLICFFPYIERIYASGVVGKEQF  SKVILISLDGFRYDYFDMAKQRN--INMSAFDKIINQGVYIRRIENEFPTLTFPSHFSIVTGLHPGSHGIVDNVF  : 109 
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A partir do alinhamento múltiplo das NPPs de S. mansoni, S. japonicum, H. sapiens, 

M. musculus, e R. norvergicus, foi desenhada um cladograma que demonstra visualmente três 

ramificações: uma com as NPPs 1, 2, 3 e 7, outra com as NPPs 4 e 5 e a terceira com as NPPs 

6 (Figura 10). A Figura 10 sugere também a ortologia entre as SmNPPs e as SjNPPs pois 

estes genes sempre aparecem aos pares. Ressalta-se ainda que as SmNPPs-5 e as SjNPPs-5 

estão equidistantes na ramificação das NPPs 4 e 5 de mamíferos, sendo denominadas 5 

simplesmente por apresentarem maior similaridade e identidade ao segundo grupo. 

 

Figura 10 – Cladograma das NPPs de S. mansoni, S. japonicum, H. sapiens, M. musculus e R. 

norvergicus. 

 

 

4.1.1 SmNPP-5a 

 

O gene da SmNPP-5a apresentaria 5.286 pares de nucleotídeos em sua sequência 

genômica completa (íntrons e éxons). O mRNA transcrito e processado da SmNPP-5a.1 

apresentaria 1023 nucleotídeos e sua proteína predita possuiria 341 aminoácidose, 
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apresentando apenas um peptídeo sinal N-terminal e o domínio catalítico (E-value = 2,9x10
-

53
; Figuras 9 e 11). Sua massa molecular predita é de 39,5 kDa enquanto o ponto isoelétirco 

(pI) predito é de 6,27. A SmNPP-5a.2 apresentaria 1.377 nucleotídeos em seu mRNA 

transcrito e processado. A proteína possuiria 458 aminoácidos, um peptídeo sinal N-terminal, 

o domínio catalítico NPP (E-value = 5,9x10
-82

; Figuras 9 e 11; Anexo A) e um domínio 

transmembrana C-terminal. A massa molecular e o pI preditos para a proteína são, 

respectivamente, 52,5 kDa e 6,28. Como prováveis mudanças pós-traducionais, a proteína 

apresentaria sítios putativos para N-glicosilação, para glicação dos ε amino grupos e para 

fosforilação. 

 

4.1.2 SmNPP-5b 

 

O gene da SmNPP-5b apresentaria 2.709 pares de nucleotídeos em sua sequência 

gênica completa e 1.644 nucleotídeos em seu mRNA transcrito e processado. A proteína 

possuiria 547 aminoácidos, dois domínios transmembrana, um N-terminal e outro C-terminal, 

e o domínio catalítico NPP (E-value = 2,3x10
-81

; Figuras 9 e 11; ANEXO A). A massa 

molecular e o pI preditos para a proteína são, respectivamente, 63,3 kDa e 7,01. Essa proteína 

também apresentaria as seguintes prováveis mudanças pós-transducionais: glicação dos ε 

amino grupos, N-glicosilação, fosforilação e sulfatação. 

 

4.1.3 SmNPP-5c 

 

O gene da SmNPP-5c apresentaria 3.611 pares de nucleotídeos em sua sequência 

gênica completa e 1.323 nucleotídeos em seu mRNA trancrito e processado. A proteína 

possuiria 440 aminoácidos, um peptídeo sinal N-terminal e o domínio catalítico NPP (E-value 

= 8,6x10
-86

). A proteína não apresentaria domínio transmembrana (Figuras 9 e 11; ANEXO 

A). A massa molecular e o pI preditos para a proteína são, respectivamente, 50,3 kDa e 6,72. 

As mudanças pós-transducionais preditas para essa proteína são: glicação dos ε amino, N-

glicosilação, fosforilação e sulfatação. 

 

4.1.4 SmNPP-6 

 

O gene SmNPP-6 apresentaria 22.580 pares de nucleotídeos em sua sequência 

genômica completa e 1.551 nucleotídeos em mRNA transcrito e processado. A proteína 
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possuiria 516 aminoácidos, um peptídeo sinal N-terminal, o domínio catalítico NPP (E-value 

= 7x10
-25

) e o domínio transmembrana C-terminal (Figuras 9 e 11; Anexo A). A massa 

molecular e o pI preditos para a proteína são, respectivamente, 58,9 kDa e 6,46. Como 

prováveis mudanças pós-transducionais a proteína também apresentaria: glicação dos ε amino 

grupos, N-glicosilação, fosforilação e sulfatação. 

 

Figura 11 – Representação esquemática dos domínios protéicos preditos das SmNPPs. 

  
SmNPP-5a.1 

SmNPP-5a.2 

SmNPP-5c 

SmNPP-6 

 
SmNPP-5b 

 = domínio transmembrana;  = peptídeo sinal;  = domínio protéico NPP;  = região de 

baixa complexidade composicional. 

 

 

4.2 Perfil de expressão do mRNA das SmNPPs 

 

Analisamos o perfil de expressão das SmNPPs, quantificando os níveis relativos de 

mRNA nos diferentes estágios de desenvolvimento do parasita e também em vermes adulto 

macho e fêmeas por meio de RT-PCR em tempo real. Quando comparados os estágios de 

desenvolvimento, verificou-se que a SmNPP-5a apresentou um aumento significativo da 

expressão em esquistossômulos e vermes adultos (Figura 12A) assim como a SmNPP-5b, 

porém os níveis de expressão relativa aos outros estágio foi muito menor nesse caso (Figura 

12B). Diferentemente, a SmNPP-5c apresentou maiores níveis de expressão em ovos e 

miracídios (Figura 12C), numa amplitude semelhante a da SmNPP-5b, enquanto a SmNPP-6 

demonstrou-se menos expressa no estágio de esquistossômulos, apresentando seu máximo de 

expressão no estágio de ovos e níveis semelhantes nos outros estágios (Figura 12D). 
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Figura 12 – Análise do perfil de expressão transcricional das SmNPPs ao longo do ciclo do 

parasita. 

 
A – SmNPP-5a. B - SmNPP-5b. C - SmNPP-5c. D - SmNPP-6. Média ± valores máximos e mínimos 

de expressão relativa. *, ** representam diferenças estatisticamente significativas. 

 

 

Ao analisarmos o nível de expressão relativo das SmNPPs comparando vermes adultos 

machos e fêmeas, foi observado que a SmNPP5a é cerca de dez vezes mais expressa em 

machos que em fêmeas (Figura 13A). Por outro lado, a SmNPP-6 apresentou maior nível de 

expressão em fêmeas, aproximadamente duas vezes (Figura 13D). A SmNPP-5b e a SmNPP-

5c não apresentaram diferenças de expressão estatisticamente significativas em relação ao 

gênero dos vermes adultos (Figura 13B e C). 
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Figura 13 – Análise do perfil de expressão transcricional das SmNPPs em relação ao gênero 

de vermes adultos. 

 
A – SmNPP-5a. B – SmNPP-5b. C – SmNPP-5c. D – SmNPP-6. Média ± valores máximos e mínimos 

de expressão relativa. * representa diferenças estatisticamente significativas. 

 

 

4.3 Clonagem dos genes smnpps 

 

Apesar de não serem todas as SmNPPs que apresentavam seu pico de expressão em 

vermes adultos, decidimos iniciar as clonagens utilizando mRNA desse estágio por ser um 

material mais fácil de se obter e apresentar um bom rendimento de extração. Desse modo, a 

sequência do cDNA completo das diferentes SmNPPs foi amplificada por RT-PCR, utilizando 

mRNA de vermes adultos e oligonucleotídeos específicos (APÊNDICE). A SmNPP-5b e a 

SmNPP-6 apresentaram fragmentos com aproximadamente 1.650 pb, enquanto a SmNPP-5a e 

a SmNPP-5c revelaram fragmentos entre 1.000 e 1.650 pb. Esses fragmentos foram clonados 

no vetor pGEM-Teasy (Figura 14); esse vetor apresenta-se linearizado com timidinas 

3´terminais nas suas extremidades. Essas extremidades 3´-T no sítio de inserção aumentam a 

eficiência de ligação de produtos de PCR, prevenindo a recircularização do vetor e 

providenciando uma extremidade compatível para produtos de PCR gerados por diversas 

polimerases termoestáveis. As clonagens foram confirmadas por sequenciamento. 

Como durante o desenvolvimento do projeto, o genoma do parasita ainda não estava 

completo, inicialmente só encontramos a sequência gênica para SmNPP-5a.2; portanto, 

apenas esta isoforma foi clonada, como confirmado pelo sequenciamento. Desse modo, toda 

referência a SmNPP-5a refere-se a esta isoforma. 
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Figura 14 – Clonagem das smnpps no vetor pGEM-T Easy. 

 

A – Mapa do vetor pGEM-T Easy. B – Análise de restrição das smnpps clonadas no vetor pGEM-T 

Easy; 1 – padrão de tamanho molecular; 2 – smnpp-5a; 3 – smnpp-5b; 4 – smnpp-5c; 5 – smnpp-6. 

 

 

4.4 Expressão em Escherichia coli e purificação das SmNPPs recombinantes 

 

Os genes das SmNPPs foram clonados inteiros no vetor pGEM-T Easy e 

posteriormente foram reamplificadas apenas as regiões de interesse dos genes SmNPPs, 

contendo somente o domínio NPP e poucos aminoácidos adjacentes. Essa reamplificação foi 

realizada com olinucleotídeos específicos (APÊNDICE) que adicionaram sítios de restrição 

aos fragmentos gênicos para posterior clonagem no plasmídeo pAE-6His (Figura 15). O pAE-

6His, um vetor de expressão em E. coli, é um plasmídeo pequeno com aproximadamente 2,8 

Kb e de alta cópia (200-500). Esse vetor caracteriza-se por adicionar uma cadeia polipeptídica 

mínima na porção N-terminal, incluindo uma cauda de histidina (RAMOS et al., 2004). 

 

Figura 15 – Clonagem das smnpps no vetor pAE-6His. 

 

A – Mapa do vetor pAE-6His. B – Análise de restrição das smnpps clonadas no vetor pAE-6His; 1 – 

smnpp-5a; 2 – smnpp-5b; 3 – smnpp-5c; 4 – smnpp-6; 5 – padrão de tamanho molecular. 
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Os plamídeos pAE-6His contendo os insertos smnnps foram utilizados para 

transformar bactérias E. coli BL21 Star (DE3) plysS. As quatro proteínas foram expressas e 

nenhuma delas apresentou escape de expressão antes da indução com IPTG (Figura 16). As 

proteínas foram expressas sob a forma de corpúsculos de inclusão os quais foram lavados com 

uréia 2 M e solubilizados com uréia 8 M. Assim testamos a expressão lenta das proteínas, a 

18 ºC, que apesar de aumentar consideravelmente a expressão das proteínas recombinantes 

(Figura 16B, C e D), não aumentou a sua solubilidade quando analisamos a fração solúvel do 

lisado bacteriano (dados não apresentados). 

As proteínas foram purificadas denaturadas por cromatografia de afinidade ao Ni
2+

 

(Figura 16) e posteriormente dialisadas. Durante a diálise as quatro proteínas precipitaram, 

desse modo buscamos realizar o enovelamento por outros métodos, primeiramente por 

diluição lenta. Nessa metodologia ocorreu uma grande perda de proteína no processo de 

renovelamento devido à precipitação das proteínas e logo após a purificação verificou-se que 

as proteínas continuavam a precipitar. Assim fomos avaliar o renovelamento na coluna que 

também apresentou um rendimento muito baixo devido em grande parte a precipitação das 

proteínas dentro das colunas, sendo que as proteínas continuaram a precipitar após sua 

eluição. 

Tentamos ainda realizar o refolding das proteínas sob alta pressão; para tal, utilizamos 

os corpúsculos de inclusão, ao invés da proteína purificada, os quais foram submetidos à alta 

pressão, porém após a diálise e separação da fração solúvel não foi possível detectar a 

proteína em SDS-PAGE ou mesmo a atividade enzimática nucleotídeo pirofosfatase/ 

fosfodiesterase. Por fim, testamos o refolding da SmNPP-5a por diluição rápida em 78 

tampões com diferentes concentrações de sal, agentes redox e aditivos de renovelamento, mas 

também não observamos a atividade enzimática nucleotídeo pirofosfatase/ fosfodiesterase 

(dados não apresentados). 
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Figura 16 – Expressão em E.coli e purificação das SmNPPs. 

 

 

A – SmNPP-5a; B – SmNPP-5b; C – SmNPP-5c; D – SmNPP-6. LMW – padrão de peso molecular 

(97, 66, 45, 30 e 20 kDa, respectivamente); NI – cultura sem indução da expressão da proteína 

recombinante por IPTG; I – cultura com indução da expressão da proteína recombinante por IPTG; 

Frações – frações eluídas da cromatografia por afinidade ao níquel coletadas. 

 

 

4.5 Expressão da Apirase (SmATPDase) e Fosfatase alcalina (SmFA) em 

Escherichia coli e purificação das proteínas recombinantes 

 

Os plamídeos pET-21B-SmATPDase e pAE-6His-SmFA foram utilizados para 

transformar bactérias E. coli BL21 Star (DE3) plysS. As proteínas recombinantes foram 

expressas sob a forma de corpúsculos de inclusão após a indução por IPTG. As bactérias 

foram lisadas, centrifugadas e os corpúsculos de inclusão foram ressuspendidos e lavados com 

uréia 2 M. Os corpúsculos foram então centrifugados e solubilizados com uréia 8 M. As 

proteínas foram purificadas denaturadas por cromatografia de afinidade ao níquel (Figura 17) 

e posteriormente dialisadas lentamente em concentrações decrescentes de uréia. As proteínas 

dialisadas foram utilizadas para os experimentos de vacinação. 
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Figura 17 – Expressão em E. coli e purificação da SmATPDase e da SmFA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A – SmATPDase; B – SmFA. LMW – padrão de peso molecular (97, 66, 45, 30, 20 e 14 kDa, 

respectivamente); NI – cultura sem indução da expressão da proteína recombinante por IPTG; I – 

cultura com indução da expressão da proteína recombinante por IPTG; Frações – frações eluídas da 

cromatografia por afinidade ao níquel e coletadas. 

 

 

4.6 Clonagem em vetor pPicZαA e pINT-A para expressão em Pichia pastoris 

 

Uma vez que através da expressão das proteínas SmNPPs recombinantes em E. coli 

não havia sido possível obtê-las reenoveladas com estrutura, tentamos obtê-las através de 

expressão em Pichia pastoris. Os domínios NPPs das SmNPPs foram clonados no vetor de 

expressão eucarioto pPICZαA (Figura 18), sendo confirmado por sequenciamento. Esses 

plasmídios foram linearizados e utilizados para transformar leveduras P. pastoris. O vetor 

pPICZαA é utilizado para expressar proteínas recombinantes fusionadas a um peptídeo N-

terminal que codifica para o sinal de secreção fator-α de Saccharomyces cerevisiae e desse 

modo as secreta para o meio de fermentação.  

B A 
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Figura 18 – Clonagem das smnpps no vetor pPICZαA. 

 

A – Mapa do vetor pPICZαA. B – Análise de restrição das smnpps clonadas no vetor pPICZα A. 1 – 

padrão de tamanho molecular ; 2 –smnpp-5a; 3 – smnpp-5b; 4 – smnpp-5c; 5 – smnpp-6. 

 

 

Utilizando-se esse vetor frequentemente se obtêm altos níveis de expressão induzida 

pelo metanol. Apesar de seu manual recomendar a análise apenas dos clones com alto número 

de cópias do plasmídio e por isso resistente a maiores concentrações de Zeocina, nós 

decidimos, baseados em resultados anteriores do laboratório, analisar também alguns clones 

com baixo número de cópias do vetor. Nós analisamos 5 clones com alto número de cópias do 

plasmídio e 3 clones com baixo número de cópias para cada proteína, totalizando 32 clones 

analisados. Foram analisados também 4 períodos de expressão 24, 48, 72 e 96 h, completando 

128 amostras para análise. 

Nenhuma das 128 amostras apresentou níveis detectáveis de proteínas recombinantes 

no meio de cultura. Desse modo, baseados na experiência da expressão em E. coli no qual as 

proteínas apesar de serem expressas eram altamente insolúveis, analisamos as frações 

intracelulares de P. pastoris para verificar se as proteínas não estavam sendo expressas sob a 

forma de corpúsculos de inclusão. Porém, também não conseguimos detectar as proteínas 

recombinantes nas 128 amostras analisadas (dados não mostrados). 

Como não foram verificadas as expressões das SmNPPs pela P. pastoris utilizando-se 

o pPICZαA, decidiu-se utilizar um novo vetor, o pINT-A. O pINT-A é um vetor que se 

integra ao genoma da levedura através de um fragmento do DNA ribossomal de Hansenula 

polymorpha e que apresenta origem de replicação bacteriana, o gene de resistência a Zeocina 

e o promotor de expressão AOX1, (Figura 19 – SILVA, 2010). Para a clonagem dos 

fragmentos dos genes smnpps no vetor pINT-A, eles foram amplificados a partir dos vetores 

pPICZαA transformados com as smnpps. Oligonucleotídeos específicos (APÊNDICE) foram 

projetadas para amplificar a partir do fator-α de secreção do vetor pPICZαA até o codón 

sinalizador de final de transcrição e adicionar os sítios de restrição necessários para inserção 
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no vetor pINT-A. Assim os fragmentos smnpps contendo o fator-α de secreção e a cauda de 

histidina provenientes do vetor pPICZαA foram amplificados digeridos e inseridos no vetor 

pINT-A (Figura 19B). Porém não conseguimos realizar a inserção da smnpp6, pois este gene 

apresentou um sítio para XmnI ao longo de sua seqüência gênica. 

 

Figura 19 – Clonagem das smnpps no vetor pINT-A. 

 

A – Mapa do vetor pINT-A com o fragmento smnpp amplificado a partir do pPICZαA. B – Análise de 

restrição das smnpps clonadas no vetor pINT-A. 1 – padrão de tamanho molecular; 2 – smnpp-5a; 3 – 

smnpp-5b; 4 – smnpp-5c. 

 

 

O ensaio de expressão foi realizado da mesma forma que havia sido feita com P. 

pastoris transformadas com pPICZαA, sendo analisados 8 clones para cada construção em 4 

períodos de tempo diferente (24, 48, 72 e 96 h), totalizando 96 amostras. Todavia, também 

não conseguimos detectar a expressão das proteínas recombinantes utilizando o vetor pINT-

A, nem sendo secretada para o meio de cultura, nem sendo expressa intracelularmente. 

 

4.7 Produção de anticorpos anti-SmNPPs em ratos e camundongos 

 

Foram produzidos anticorpos anti-SmNPPs em camundongos fêmeas BALB/c e ratas 

Wistar imunizadas com as proteínas recombinantes produzidas em E. coli precipitadas e 

formuladas com o adjuvante Titermax. Os anticorpos específicos anti-SmNPP-5a, anti-

SmNPP-5b, anti-SmNPP-5c e anti-SmNPP-6 foram quantificados por ELISA, demonstrando 

alta imunogenicidade com a indução de quantidades comparáveis de anticorpos (Figura 20). 
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B A 

Figura 20 – Produção de anticorpos policlonais em camundongos e ratos. 

 

 

A – camundongos; B – ratos.  

 

 

4.8 Perfil de expressão protéico da SmNPP-5a 

 

Foram realizados ensaios de immunoblotting para analisar a expressão das SmNPPs 

nos diferentes estágios do parasita, utilizando os anticorpos policlonais produzidos em 

camundongos. O perfil de expressão protéico da SmNPP-5a ao longo do ciclo de vida do 

parasita caracterizou-se por um aumento de expressão após a infecção do hospedeiro 

definitivo. A SmNPP-5a não foi detectada nos estágio de ovos, miracídio e cercária, pouca 

proteína foi detectada em esquistossômulos de 7 dias e o pico de expressão foi observado em 

vermes adultos. Também se demonstrou que a proteína é mais expressa em vermes adultos 

machos que em fêmeas (Figura 21). 

 

Figura 21 – Análise do perfil de expressão protéico das SmNPPs ao longo do ciclo de vida do 

parasita. 

 

PM – padrão de massa molecular; + – controle positivo; Cer – cercárias; Esq – esquistossômulos; Vad 

– vermes adultos; Ovo – ovos; Mir – miracídios; Fem – vermes adultos fêmeas; Mac – vermes adultos 

machos. 

 

 

Tentando localizar a expressão da proteína no parasita, foi realizada a extração do 

tegumento de vermes adultos e foi analisada a fração do tegumento e de vermes adultos sem 
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tegumento. Verificou-se que a fração de tegumento mostrou-se enriquecida em SmNPP-5a 

(Figura 22A). Buscando um refinamento dessa localização, a fração de tegumento foi dividida 

em duas frações: sincicial e de membranas. Nessa análise podemos constatar que a SmNPP-5a 

apresenta-se associada as membranas do tegumento (Figura 22B). 

 

Figura 22 – Análise do perfil de expressão protéico das SmNPPs no tegumento de vermes 

adultos. 

 
(A) PM – padrão de massa molecular; PrR – proteína recombinante, controle positivo; Vst – vermes 

adultos sem tegumento; Teg – tegumento extraídos de vermes adultos. (B) PM – padrão de massa 

molecular; + – controle positivo; Teg – tegumento extraído de vermes adultos; Mem – fração de 

membranas do tegumento;Sol – fração de proteínas solúveis do tegumento. 

 

 

4.9 SmNPP-5a é uma enzima N-glicosilada 

 

Como a SmNPP-5a nativa de S. mansoni apresentou um tamanho molecular próximo 

aos 66 kDa, enquanto a predição de seu tamanho era de 52,5 kDa, foi analisada a 

possibilidade desta proteína estar glicosilada. Para isto, o extrato de tegumento foi submetido 

a tratamento enzimático para avaliar a presença de possíveis N- e O- glicosilações. Após a 

digestão com PNGase-F, uma N-deglicosidase, verificamos que a proteína migra com 

tamanho menor (Figura 23), indicando que a proteína é N-glicosilada, como havia sido 

predito pela bioinformática. 

 

Figura 23 – Deglicosilção da SmNPP-5a nativa. 

 
PM – padrão de massa molecular; P – proteína recombinante; PNGase-F (–) – fração de tegumento 

não digerida com a enzima; PNGase-F (+) – fração de tegumento tratada com PNGase F. 
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Foi analisada também a possibilidade da proteína ser O-glicosilada; porém, apesar de 

utilizar diversas enzimas para O-deglicosilação não foi notada nenhuma mudança na sua 

massa molecular (dados não mostrados). 

 

4.10 Imunolocalização da SmNPP-5a 

 

Para confirmar a localização da SmNPP-5a no tegumento de vermes adultos, foi 

realizada a imunolocalização da proteína em secções de vermes adultos machos, usando a 

fluorescência através de anticorpos marcados. Os resultados demonstraram que a SmNPP-5a é 

majoritariamente distribuída ao longo do tegumento de vermes adulto machos (Figura 24). 

Um sinal de menor intensidade de fluorescência pode ser detectado nos tecidos 

internos do parasita, inclusive em parasitas incubados com soro naive, configurando-se assim 

como uma provável fluorescência inespecífica. 
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Figura 24 – Imunolocalização da SmNPP-5a. 

 

 

A e C – secções de vermes adultos marcados com anticorpos antiSmNPP-5a ou soro naive, 

respectivamente. B e D – respectivas imagens de contraste por interferência diferencial (DIC). E – 

Detalhe de imagem DIC sobreposta a imagem de fluorescência. 
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B A C 

4.11 Detecção e inibição da atividade fosfodiesterase em parasitas vivos 

 

Para demonstrar que a SmNPP-5a é uma proteína exposta na superfície do parasita, foi 

avaliada a capacidade de vermes vivos hidrolisarem um substrato específico, o ρ-Nph-5´-

TMP. Esquistossômulos de 21 dias e vermes machos adultos demonstraram ter atividade de 

fosfodiesterase significativamente diferentes, enquanto as cercárias não promoveram a 

hidrólise do substrato (Figura 25A). 

Também foi avaliada a capacidade de anticorpos anti-SmNPP-5a inibirem essa 

atividade enzimática. Assim os parasitas foram incubados com os anticorpos para depois se 

verificar a atividade enzimática superficial. Verificou-se que esses anticorpos foram capazes 

de reduzir a atividade enzimática em 50% e 60% aproximadamente em vermes com 21 dias e 

vermes adultos vivos, respectivamente (Figura 25B e C). 

 

Figura 25 – Detecção e inibição da atividade fosfodiesterase em parasitas vivos. 

 

 
A – Atividade de fosfodiesterase na superfície de parasites vivos. B – Inibição da atividade 

fosfodiestease superficial devido à pré-incubação de parasitas vivos com anticorpos anti-SmNPP-5a 

em vermes de 21 dias. C – Inibição da atividade fosfodiestease superficial devido à pré-incubação de 

parasitas vivos com anticorpos anti-SmNPP-5a em vermes adultos. Média ± DP. *, ** representam 

diferenças estatisticamente significativas. 

 

 

Para avaliar a especificidade do substrato, foi feito em paralelo um experimento no 

qual os parasitas foram incubados na presença de um substrato para a fosfatase alcalina (“ρ-

nitrophenyl phosphate disodium salt”). Esse dado confirmou a especificidade da reação 

devido aos diferentes padrões nos níveis de atividade enzimática observados em relação à 

atividade fosfodiesterase (dados não mostrados - ARAUJO-MONTOYA et al., 2011). 
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4.12 Hibridização in situ das SmNPPs em espécimes inteiros 

 

Através da técnica de hibridização in situ em espécimes inteiros (whole-mount in situ 

hibridization – WISH), pudemos localizar em quais tecidos do parasita o mRNA de cada 

smnpp estaria sendo expresso. Utilizando o reagente BM Purple, os tecidos nos quais é 

detectado o mRNA específico apresenta uma coloração azul. A smnpp-5a é expressa nos 

testículos de vermes adultos machos (Figura 26A) e no sistema reprodutor feminino de 

vermes adultos fêmeas, em especial no útero e no oótipo (Figura 26C e E). 

A smnpp-5b é expressa no útero e ovário de vermes adultos fêmeas (Figura 27A, B e 

E), enquanto nos vermes adulto machos ela aparece transcrita nos testículos (Figura 27D). 

Também se pode observar a expressão da smnpp-5c nos testículos de vermes adultos 

machos (Figura 28A), sendo que em vermes adultos fêmeas ela é expressa no ovário e no 

oótipo (Figura 28B e C). Padrão semelhante à smnpp-6 que também é expressa nos testículos 

de vermes adultos machos (Figura 29B) e no ovário de vermes adultos fêmeas (Figura 29A). 

  



88 

 

Figura 26 – Hibridização in situ da smnpp-5a em vermes adultos. 

 

 

A – smnpp-5a expressa no testículo de verme adulto machos. B – controle negativo de verme adulto 

macho. C – smnpp-5a expressa útero e oótipo de verme adulto fêmea. D – controle negativo de verme 

adulto fêmea. E – detalhe da expressão da smnpp-5a no útero e oótipo de fêmea. Barras = 100 µm. 
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Figura 27 – Hibridização in situ da smnpp-5b em vermes adultos. 

 

 

A – smnpp-5bexpressa no útero de verme adulto fêmea. B – smnpp-5bexpressa ao longo do sistema 

genital feminino, útero e ovário. C – controle negativo de fêmea. D – smnpp-5b expressa nos testículos 

de vermes adultas machos. E – Detalhe do ovário. Barras = 100 µm. 
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Figura 28 – Hibridização in situ da smnpp-5c em vermes adultos. 

 

 

A – smnpp-5c expressa nos testículos de verme adulto macho.B – Detalhe da smnpp-5c expressa no 

ovário de verme fêmea. C – Detalhe da expressão no oótipo de fêmea. D – detalhe do controle 

negativo do oótipo de fêmea. Barras = 100 µm. 
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Figura 29 – Hibridização in situ da smnpp-6 em vermes adultos. 

 

 

A – smnpp-6 expressa no ovário de verme adulto fêmea. B – smnpp-6 expressa nos testículos de verme 

adulto macho. Barras = 100 µm. 

 

 

4.13 Avaliação das ectonucleotidases do tegumento de Schistosoma mansoni 

como candidatos vacinais 

 

Como o parasita apresenta em seu tegumento três ectoncucleotidases: uma nucleotídeo 

pirofosfatase/ fosfodiesterase (SmNPP-5a), uma fosfatase alcalina (SmFA) e uma apirase 

(SmATPDase), decidiu-se avaliar o potencial protetor conjunto destas proteínas. Analisou-se 

grupos de camundongos imunizados com as proteínas recombinantes isoladamente, um grupo 

imunizado com as 3 proteínas conjuntamente, além do grupo controle imunizado apenas com 

o adjuvante. 
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4.13.1 Avaliação da resposta imune humoral induzida 

 

Para avaliação da resposta imune humoral, o sangue dos animais imunizados foi 

coletado antes do desafio (dia 44) e antes da perfusão (dia 89), isto é, antes e depois da 

infecção por S. mansoni, respectivamente. Foram mensurados no soro dos animais os níveis 

de IgG total, de IgG 1 e de IgG2a específicos contra as proteínas recombinantes.  

Todas as proteínas formuladas isoladas ou combinadas induziram níveis 

significativamente maiores de IgG total, quando comparados aos animais imunizados apenas 

com adjuvante (dados não mostrados). Apesar de haver diferenças antes e após a infecção por 

S. mansoni nos níveis de IgG total induzido em todos os grupos, não observamos diferenças 

estatisticamente significativas em nenhum deles (Figura 30).Também observou-se que a 

SmFA foi a proteína mais imunogênica, induzindo os maiores níveis de IgG total e que 

SmNPP-5a foi a proteína menos imunogênica (Figura 30).Verificamos ainda, de modo geral, 

níveis um pouco menores de anticorpos no grupo imunizado com as três proteínas 

conjuntamente, que nos grupos imunizados com as proteínas isoladas, mas essas diferenças 

também não foram estatisticamente significativas (Figura 30B). 

 

Figura 30 – IgG total produzido pela imunização dos camundongos com proteínas 

recombinantes antes do desafio com cercárias de S. mansoni e antes da 

perfusão dos animais. 

 
A – Níveis de IgG total específico antes e depois da infecção com S. mansoni induzidos pela 

imunização com as nucleotidases recombinantes isoladas. B – Níveis de IgG total específico antes e 

depois da infecção com S. mansoni induzidos pela imunização conjunta com as nucleotidases 

recombinantes. Média ± EP. * representa diferenças estatisticamente significativas. 
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Também foram avaliadas as concentrações dos isotipos IgG1 e IgG2a dos animais 

imunizados com as nucleotidases recombinantes. Nos gráficos não foram apresentandos os 

dados do grupo controle, pois neste grupo os anticorpos IgG1 e IgG2a não foram detectados. 

Os animais imunizados apenas com a SmATPDase apresentaram antes da infecção 

aproximadamente 2 vezes mais IgG1 que IgG2a. Após a infecção com o parasita, a razão 

entre os dois isotipos de anticorpos apresentou um aumento sutil, devido a uma diminuição da 

concentração de IgG1 (Figura 31A). Nos animais imunizados conjuntamente com as três 

nucleotidases, observa-se que os níves de anticorpos IgG1 anti-SmATPDase foram 

comparáveis aos animais imunizados com a proteína isolada antes da infecção pelo parasita, 

enquanto a concentração de IgG2a anti-SmATPDase foi um pouco menor; por isso a razão 

entre os isotipos praticamente dobrou. Nestes animais após a infecção pelo parasita, tanto os 

níveis de IgG1 quanto os de IgG2a anti-SmATPDase diminuíram (Figura 31). Há de se 

ressaltar que, contrapondo-se aos dados de IgG total, verificou-se que os menores níveis de 

IgG1 e IgG2a foram induzidos pela imunização com a SmATPDase, ao invés da SmNPP-5a 

(Figuras 30, 31, 32 e 33). 

 

Figura 31 – Quantificação dos níveis de IgG1 e IgG2a anti-SmATPDase antes e depois da 

infecção por S. mansoni. 

 
A – animais imunizados apenas com SmATPDase; B – animais imunizados com as três nucleotidases. 

Média ± EP; os números sobre as barras representam as razões IgG1/IgG2a. 

 

 

Os animais imunizados apenas com a SmFA apresentaram níveis maiores de IgG1 
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os isotipos dos anticorpos foi ocasionada pela redução de aproximadamente um quarto na 

concentração de IgG1 e por um aumento na mesma proporção no nível de IgG2a (Figura 

32A). Os animais imunizados com as três nucleotidases combinadas apresentaram 

aproximadamente duas vezes mais IgG2a anti-SmFA antes da infecção por S. mansoni, se 

comparados aos animais imunizados apenas com a SmFA. Após a infecção, tanto os níveis de 

IgG1 quanto os de IgG2a anti-SmFA dos animais imunizados com as proteínas conjuntas 

diminuíram proporcionalmente, de modo que sua concentração atingiu patamares muito 

próximos aos dos animais imunizados com a proteína isolada. Essa redução porporcional 

também manteve a razão entre os dois isotipos de anticorpos bem próxima a observada antes 

da infecção (Figura 32). Destacamos ainda que em concordância com os dados de IgG total, 

os níveis de IgG1 e IgG2a anti-SmFA foram notavelmente maiores que os níveis de IgG1 e 

IgG2a anti-SmATPDase e anti-SmNPP-5a, tanto para os animais imunizados com as 

proteínas isoladas, quanto para os animais imunizados com as proteínas combinadas (Figuras 

30, 31, 32 e 33). 

 

Figura 32 – Quantificação dos níveis de IgG1 e IgG2a anti-SmFA antes e depois da infecção 

por S. mansoni. 

 
A – animais imunizados apenas com SmFA; B – animais imunizados com as três nucleotidases. Média 

± EP; os números sobre as barras representam as razões IgG1/IgG2a. 
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a infecção, houve uma redução proporcional das concentrações de IgG1 e IgG2a anti SmNPP-

5a, mantendo a razão IgG1:IgG2a constante (Figura 33B). 

 

Figura 33 – Quantificação dos níveis de IgG1 e IgG2a anti-SmNPP-5a antes e depois da 

infecção por S. mansoni. 

 
A – animais imunizados com SmNPP-5a; B – animais imunizados com as três nucleotidases. Média ± 

EP; os números sobre as barras representam as razões IgG1/IgG2a. 

 

 

4.13.2 Avaliação da resposta imune celular induzida 
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uma expressão 35 vezes maior de TNF-α, quando comparados tanto ao grupo imunizado com 

a SmATPDase quanto ao grupo imunizado com a SmNPP-5a (Figura 34). Não foram 
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IFN-, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 pelos esplenócitos dos animais imunizados com as proteínas 

recombinantes isoladas e re-estimulados in vitro com as respectivas proteínas. 

 

Figura 34 – Avaliação da expressão gênica relativa do adaptador Myd88, dos fatores de 

transcrição NFB1, NFB2 e das citocinas IFN-γ, TNF-α, TGF- IL-4, IL-5, 

IL-10, IL-12p40, IL-13 e IL-17 nos esplenócitos de animais imunizados com as 

nucleotidases recombinantes isoladas e re-estimulados in vitro com a respectiva 

proteína. 
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Média ± EP. * representa diferenças estatisticamente significativas.  
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Também avaliamos a expressão relativa das citocinas IFN-γ, TNF-α, TGF- IL-4, IL-

5, IL-10, IL-12p40, IL-13 e IL-17, do adaptador Myd88 e dos fatores de transcrição NFB1 e 

NFB2 pelos esplenócitos dos animais imunizados com as três nucleotidases 

simultaneamente, mas re-estimulados in vitro com apenas uma das proteínas de cada vez. Não 

foram verificadas diferenças significativas nos níveis de expressão de Myd88, NF-B1, NF-

B2, IFN-, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12p40 e IL-13 pelos esplenócitos re-estimulados com as 

diferentes proteínas. 

Os esplenócitos reestimulados in vitro com a SmNPP-5a apresentaram expressão 8 

vezes maior de TGF-, quando comparado aos esplenócitos re-estimulados in vitro com a 

SmATPDase ou com SmFA. Enquanto os esplenócitos re-estimulados in vitro com a SmFA 

apresentaram expressão 8 vezes maior de TNF-α, quando comparado aos esplenócitos re-

estimulados in vitro com a SmATPDase ou com SmNPP-5a. A re-estimulação in vitro dos 

esplenócitos com a SmNPP-5a e da SmFA induziram ainda uma maior expressão de IL-17, de 

8 e 12 vezes respectivamente, quando comparados aos esplenócitos re-estimulados in vitro 

com a SmATPDase (Figura 35). 

Os níveis de expressão gênica relativa do adaptador Myd88, dos fatores de transcrição 

e das citocinas, excetuando-se a IL-12p40, nos esplenócitos dos camundongos apresentaram 

uma manutenção de seu padrão dependente da proteína utilizada para realizar a re-

estimulação in vitro. Porém não verificamos grandes influências na expressão relativa desses 

genes devido a ter-se utilizado as proteínas recombinantes isoladas ou em conjunto para 

imunizar os animais.  
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Figura 35 – Avaliação da expressão gênica relativa do adaptador Myd88, dos fatores de 

transcrição NFB1, NFB2 e das citocinas IFN-γ, TNF-α, TGF- IL-4, IL-5, 

IL-10, IL-12p40, IL-13 e IL-17 nos esplenócitos de animais imunizados com as 

três nucleotidases recombinantes simultaneamente e re-estimulados in vitro com 

apenas uma das três proteínas. 

Myd88

Sm
A
TPD

as
e

Sm
FA

Sm
N
PP-5

a

0

2

4

6

8

10

E
x
p

re
s
s
ã
o

 r
e
la

ti
v
a

NF-B1

Sm
A
TPD

as
e

Sm
FA

Sm
N
PP-5

a

0

2

4

6

8

10

E
x
p

re
s
s
ã
o

 r
e
la

ti
v
a

NF-B2

Sm
A
TPD

as
e

Sm
FA

Sm
N
PP-5

a

0

2

4

6

8

10

E
x
p

re
s
s
ã
o

 r
e
la

ti
v
a

IFN-

Sm
A
TPD

as
e

Sm
FA

Sm
N
PP-5

a

0

2

4

6

8

10

E
x
p

re
s
s
ã
o

 r
e
la

ti
v
a

IL-12p40

Sm
A
TPD

as
e

Sm
FA

Sm
N
PP-5

a

0

2

4

6

8

10

E
x
p

re
s
s
ã
o

 r
e
la

ti
v
a

IL-17

Sm
A
TPD

as
e

Sm
FA

Sm
N
PP-5

a

0

4

8

12

16

***

E
x
p

re
s
s
ã
o

 r
e
la

ti
v
a

IL-4

Sm
A
TPD

as
e

Sm
FA

Sm
N
PP-5

a

0

2

4

6

8

10

E
x
p

re
s
s
ã
o

 r
e
la

ti
v
a

IL-5

Sm
A
TPD

as
e

Sm
FA

Sm
N
PP-5

a

0

2

4

6

8

10

E
x
p

re
s
s
ã
o

 r
e
la

ti
v
a

IL-13

Sm
A
TPD

as
e

Sm
FA

Sm
N
PP-5

a

0

2

4

6

8

10

E
x
p

re
s
s
ã
o

 r
e
la

ti
v
a

IL-10

Sm
A
TPD

as
e

Sm
FA

Sm
N
PP-5

a

0

2

4

6

8

10

E
x
p

re
s
s
ã
o

 r
e
la

ti
v
a

TGF-

Sm
A
TPD

as
e

Sm
FA

Sm
N
PP-5

a

0

2

4

6

8

10

*

E
x
p

re
s
s
ã
o

 r
e
la

ti
v
a

TNF-

Sm
A
TPD

as
e

Sm
FA

Sm
N
PP-5

a

0

2

4

6

8

10

*

E
x
p

re
s
s
ã
o

 r
e
la

ti
v
a

 
Média ± EP. * e ** representam diferenças estatisticamente significativas.  
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4.13.3 Avaliação da carga parasitária e oviposição 

 

Após a perfusão dos camundongos imunizados com as proteínas recombinantes e 

desafiados com S. mansoni para retirada dos parasitas presentes nos vasos mesentéricos, a 

carga parasitária foi averiguada para avaliação do potencial protetor das nucleotidases do 

tegumento. Não foi verificada redução da carga parasitária, mesmo no grupo imunizado com 

as três proteínas juntas (Figura 36 – representativo de dois experimentos). 

 

Figura 36 – Dispersão e média (linha) do número de vermes recuperados em camundongos 

C57BL/6 imunizados com as proteínas recombinantes. 
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Também foi retirado um pedaço do fígado dos camundongos imunizados e desafiados 

para quantificar a oviposição dos parasitas. Assim como observado para a carga parasitária 

também não foi observada nenhuma redução significativa na fecundidade dos parasitas 

(Figura 37 – representativo de dois experimentos).   
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Figura 37 – Número de ovos normalizados pelo peso do fígado e pelo número de vermes 

recuperados de camundongos imunizados e desafiados. 
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4.14 Avaliação da quimioterapia subcurativa in vivo 

 

Buscando avaliar os efeitos do tratamento subcurativo com praziquantel, 

camundongos foram infectados com cercárias e receberam por gavage duas doses da droga. 

Alguns animais foram sacrificados pouco tempo após a segunda administração do fármaco, 

seus parasitas foram coletados, fixados e avaliados por microscopia confocal a laser. Não 

foram verificadas significativas alterações morfológicas nos parasitas do grupo de animais 

tratados com o fármaco, em especial nas ventosas, quando comparados aos do grupo controle 

(Figura 38). Visando aprimorar essa avaliação, os tubérculos do tegumento de vermes adultos 

machos foram contados, mas também não foram observadas variações estatisticamente 

significativas (Figuras 38C e D e 39B). 
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Figura 38 – Avaliação morfológica dos parasitas submetidos à quimioterapia subcurativa 

com praziquantel. 

 

 

A e B – parte anterior de casal de vermes adultos não tratados e tratados com praziquantel, 

respectivamente. C e D – Tubérculos do tegumento de vermes adultos machos não tratados e tratados 

com praziquantel, respectivamente. Barras = 50 µm. 

 

 

Outros grupos de animais foram perfundido apenas 50 dias após o desafio para análise 

da carga parasitária, a qual não apresentou diferenças significativas entre o grupo tratado com 

praziquantel e o grupo controle (Figura 39A).  
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Figura 39 – Avaliação da quimioterapia subcurativa com praziquantel. 

 
A – Dispersão e média (linha) da carga parasitária de camundongos C57BL/6 tratados praziquantel 

após a infecção com cercárias. B – Média ± DP do número de tubéculos do tegumento de vermes 

adultos machos em 20.000 µ
2
. 

 

 

4.15 Efeito sinérgico da imunização com as nucleotidases associada à 

quimioterapia subcurativa com praziquantel 

 

4.15.1 Avaliação da resposta imune humoral induzida 

 

No ensaio de vacinação associado ao tratamento subcurativo com praziquantel 

também foi avaliada a resposta imune humoral dos camundongos. Desse modo coletou-se o 

soro dos animais antes do desafio (dia 44) e antes da perfusão (dia 94), isto é, antes da 

infecção por S. mansoni e após a infecção e ao tratamento quimioterápico, respectivamente. 

Foram medidos os níveis séricos de IgG total e de IgG 1 e IgG2a específicos contra as 

proteínas recombinantes. 

Assim como nos ensaios de vacinação sem o tratamento subcurativo com praziquantel, 

todas as proteínas recombinantes, independente se administradas isoladas ou combinadas, 

induziram níveis significativamente maiores de IgG total, quando comparado aos animais 

imunizados apenas com adjuvante (dados não mostrados). Neste ensaio também verificamos 
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os grupos, porém sem diferenças estatisticamente significativas em nenhum deles. Neste 

ensaio a imunogenicidade da SmFA não foi tão acentuada em relação a SmATPDase, porém 

os níveis de IgG total induzidos por estas duas proteínas foram superiores ao induzidos pela 

SmNPP-5a (Figura 40). Observou-se ainda uma indução ligeiramente menor de anticorpos 

para as duas proteínas mais imunogênicas no grupo imunizado com as três proteínas 

conjuntamente, em relação aos grupos imunizados com as proteínas isoladas, mas essas 
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diferenças também não foram estatisticamente significativas. Além disso, houve pouca 

diferença na concentração de anticorpos anti-SmATPDase e anti-SmFA antes e aopós a 

infecção pelo parasita (Figura 41B). 

 

Figura 40 – IgG total produzido pela imunização dos camundongos com proteínas 

recombinantes antes do desafio com cercárias de S. mansoni e posterior à 

infecção com o parasita e ao tratamento subcurativo com praziquantel. 

 
A – Níveis de IgG total específico induzidos pela imunização com as nucleotidases recombinantes 

isoladas B – Níveis de IgG total específico induzidos pela imunização conjunta com as nucleotidases 

recombinantes antes da infecção com S. mansoni e depois da infecção e do tratamento com 

praziquantel. Média ± EP. * representa diferenças estatisticamente significativas. 

 

 

Assim como feito anteriormente, as concentrações dos isotipos IgG1 e IgG2a dos 

animais imunizados também foram avaliadas. Os animais imunizados com SmATPDase 

apresentaram antes da infecção aproximadamente 4 vezes mais IgG1 que IgG2a, porém após 

a infecção o nível de IgG1 caiu a patamares muito próximos do nível de IgG2a (Figura 41A). 

Nos animais imunizados conjuntamente com as três nucleotidases os níves de anticorpos IgG1 

e IgG2a anti-SmATPDase foram semelhantes aos de antes da infecção, apesar dos níveis de 

anticorpos continuarem semelhantes entre si após a infecção, eles apresentam um redução da 

ordem de 3 vezes (Figura 41 B). Contrapondo-se ao dado de IgG total, verificou-se que os 

menores níveis de IgG1 e IgG2a foram induzidos pela imunização com aSmATPDase 

(Figuras 40, 41, 42 e 43). Este fenômeno já havia sido observado nos ensaios de imunização 

sem o tratamento com praziquantel (Figura 31). 
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Figura 41 – Quantificação dos níveis de IgG1 e IgG2a anti-SmATPDase antes do desafio 

com cercárias de S. mansoni e posterior à infecção com o parasita e ao 

tratamento subcurativo com praziquantel. 

 
A – animais imunizados apenas com SmATPDase; B – animais imunizados com as três nucleotidases. 

Média ± EP; os números sobre as barras representam as razões IgG1/IgG2a. 

 

 

Os animais imunizados apenas com a SmFA apresentaram níveis maiores de IgG1 que 

de IgG2a antes e depois da infecção pelo S. mansoni, da ordem de 15 e 10 vezes 

respectivamente. Os níveis de IgG1 apresentaram um redução da ordem de 3,5 vezes após a 

infecção enquanto os níveis de IgG2a reduziram apenas 2,5 vezes (Figura 42A). Os animais 

imunizados com as três proteínas apresentaram menores níveis de IgG2a anti-SmFA quando 

comparados aos animais imunizados apenas com a SmFA, elevando a relação de IgG1:IgG2a 

para 58 antes da infecção. Após a infecção essa razão passou para 25, devido principalmente a 

uma diminuição maior dos níveis de IgG1 que a dos níveis de IgG2a (Figura 42B). Como já 

havia sido reportado nos ensaios sem a quimioterapia com praziquantel os níveis de IgG1 e 

IgG2a anti-SmFA foram notavelmente maiores que os níveis de IgG1 e IgG2a anti-

SmATPDase e anti-SmNPP-5a, em concordância com os dados de IgG total (Figuras 40, e 41, 

42, 43). 
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Figura 42 – Quantificação dos níveis de IgG1 e IgG2a anti-SmFA antes do desafio com 

cercárias de S. mansoni e posterior à infecção com o parasita e ao tratamento 

subcurativo com praziquantel. 

 
A – animais imunizados apenas com SmFA; B – animais imunizados com as três nucleotidases. Média 

± EP; os números sobre as barras representam as razões IgG1/IgG2a. 

 

 

Os animais imunizados apenas com a SmNPP-5a apresentaram 4 vezes mais IgG1 que 

IgG2a antes da infecção pelo parasita, após a infecção por S. mansoni a queda de IgG2a foi 

mais acentuada aumentando a diferenças entre os isotipos para 7,5 vezes (Figura 43A). 

Quando comparado ao grupo imunizado apenas com a SmNPP-5a recombinante, os animais 

imunizados com as três nucleotidases apresentaram uma queda significativa no nível de IgG1 

anti-SmNPP-5a. Nesse grupo a razão IgG1:IgG2a antes da infecção era 3, sendo que após a 

infecção essa razão passou a ser 1,5 , devido a uma maior diminuição dos níveis de IgG1 

(Figura 43B). 
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Figura 43 – Quantificação dos níveis de IgG1 e IgG2a anti-SmNPP- antes do desafio com 

cercárias de S. mansoni e posterior à infecção com o parasita e ao tratamento 

subcurativo com praziquantel. 

 
A – animais imunizados com SmNPP-5a; B – animais imunizados com as três nucleotidases. Média ± 

EP; os números sobre as barras representam as razões IgG1/IgG2a. 

 

 

4.15.2 Avaliação da carga parasitária e oviposição 

 

Uma vez que nenhum dos experimentos com o regime padrão de vacinação apresentou 

resultados promissores, decidimos avaliar se as imunizações com as proteínas recombinantes 
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nos vasos mesentéricos foi feita 50 dias após a infecção (Figura 8). Os parasitas recuperados 

foram contados para análise da carga parasitária e um pedaço do fígado foi digerido para 

contagem do número de ovos. 
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parasitas. A diferença entre os animais imunizados apenas com SmFA e os imunizados com 

as três proteínas combinadas não foi estatisticamente significativa (Figura 44). 

 

Figura 44 – Dispersão e média (linha) do número de vermes recuperados em camundongos 

C57BL/6 imunizados com as proteínas recombinantes e tratados com dose 

subcurativa de praziquantel. 
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Quando analisamos o número de ovos normalizados pelo peso do fígado dos 

camundongos imunizados, desafiados e tratados com o praziquantel verificamos uma redução 

da oviposição de 26% no grupo imunizado apenas com SmNPP-5a e nos animais imunizados 

simultaneamente com as 3 nucletidases e de 42% no grupo imunizado com a SmFA isolada, 

quando comparados com o grupo controle. Porém essas diferenças não foram estatisticamente 

significativas devido a grande variabilidade dos dados (Figura 45). 
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Figura 45 – Número de ovos normalizados pelo peso do fígado e pelo número de vermes 

recuperados de camundongos imunizados, tratados com dose subcurativa de 

praziquantel e desafiados com S. mansoni. 
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5 DISCUSSÃO 

 

5.1 Caracterização das SmNPPs 

 

A publicação do transcriptoma e do genoma de S. mansoni abriu uma nova perspectiva 

para seleção de candidatos vacinais. No entanto, como o S. mansoni é um metazoário 

complexo, a seleção de candidatos vacinais baseada exclusivamente em análises in silico não 

se demonstrou muito produtiva. Assim é necessário que as proteínas, que apresentam 

potencial como antígenos vacinais, sejam caracterizadas por uma abordagem pós-genômica e 

sua avaliação experimental continua imprescindível. 

O antígeno vacinal hipotético ideal deve codificar uma proteína imunogênica, não 

causar reações cruzadas com proteínas do hospedeiro e ser importante para o estabelecimento 

da infecção assim como para a sobrevivência do parasita (HOTA-MITCHELL et al., 1999). 

Assim, um bom candidato vacinal precisa ser expresso nos estágios que infectam o 

hospedeiro definitivo e adicionalmente precisa estar acessível ao sistema imune para que esse 

possa ser efetivo no combate ao parasita (MOUNTFORD; HARROP, 1998; WILSON et al., 

2004). Como as duas maiores interfaces parasita-hospedeiro são o tegumento e o tubo 

digestivo do parasita, estes constituem as maiores fontes de potenciais antígenos (LOUKAS; 

TRAN; PEARSON, 2007). Desse modo, selecionamos para este estudo uma família de 

proteínas, as nucleotídeos pirofosfatases/fosfodiesterases, da qual um representante (SmNPP-

5a) já havia sido identificado como presente no tegumento (BRASCHI et al., 2006; 

BRASCHI; WILSON, 2006; VAN BALKOM et al., 2005) e outro (SmNPP-5b) cuja 

expressão gênica havia sido associdada a infecção do hospedeiro definitivo (DILLON et al., 

2006). 

Analisando o genoma do S. mansoni, encontramos quatro genes que codificam para as 

NPPs, entre os quais um deles apresenta um possível splicing alternativo. Esses genes foram 

nomeados com base em sua similaridade e identidade aos respectivos ortólogos humanos. 

Quando foi analisado o genoma do S. japonicum, também foram encontrados quatro genes 

ortólogos aos de S. mansoni. Através do alinhamento múltiplo das sequências protéicas 

preditas das SmNPPs com seus ortólogos humanos, verificou-se que sítios putatvos de ligação 

a metal estão conservados, assim como o possível centro catalítico. Baseados em suas 

sequências primárias, fizemos a predição da estrutura molecular das SmNPPs e verificamos 

que assim como as HsNPP-5 e 6, a SmNPP-5a.2 e a SmNPP-6 são proteínas transmembranas 

do tipo I, enquanto a SmNPP-5b apresenta dois domínios transmembrana, um N e outro C 
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terminal. A SmNPP-5a.1 e a SmNPP-5c não apresentaram domínio transmembrana, 

sugerindo a possibilidade dessas proteínas serem secretadas para o meio extracelular, tal como 

ocorre com a HsNPP-2 (STEFAN; JANSEN; BOLLEN, 2005). 

Após a identificação dos genes, foi realizada a caracterização do perfil de expressão 

transcricional das smnpps. Verificamos que dois deles apresentam maior expressão em 

esquistossômulos e vermes adultos, smnpp-5a e smnpp-5b, enquanto as outras duas, smnpp-5c 

e smnpp-6 apresentam máxima expressão em ovos e miracídios. Essa análise confirmou a 

identificação da smnpp-5b em uma análise de expressão gênica global, como um gene cuja 

expressão aumenta durante a infecção do hospedeiro definitivo (DILLON et al., 2006). Porém 

o dado mais notável desse resultado foi a ordem de grandeza do aumento da expressão da 

smnpp-5a após a infecção do hospedeiro definitivo, de aproximadamente 100 vezes. 

Ressaltando a importância da proteína na adaptação do parasita ao novo ambiente, assim 

como uma provável localização em estruturas específicas fundamentais para a sobrevivência 

do parasita em seu novo hábitat. O mesmo ocorre quando analisamos o perfil de expressão 

relacionado ao gênero dos vermes adultos; a smnpp-5a é quase 10 vezes mais expressa em 

machos que em fêmeas, confirmando uma análise de expressão gênica por microarray que 

avaliou a expressão de genes associados ao gênero em Schistosoma mansoni (FITZPATRICK 

et al., 2005). 

Como a correlação entre a abundância de transcritos nem sempre possue uma 

correlação direta a uma grande expressão proteica devido a diversos processos metabólicos e 

regulatórios da expressão gênica (HOKKE; FITZPATRICK; HOFFMANN, 2007), 

averiguamos se o perfil de expressão transcricional corresponderia ao perfil de expressão das 

proteínas SmNPPs. Porém esta análise só foi possível para SmNPP-5a, uma vez que os 

anticorpos específicos produzidos para reconhecer as outras SmNPPs não foram capazes de 

reconhecer as proteínas nativas ou elas são expressas em níveis ínfimos, abaixo de nosso 

limite de detecção. O perfil de expressão proteica da SmNPP-5a confirmou os padrões de 

expressão apresentados pela analise transcricional; observou-se um aumento da expressão 

proteica na tranformação de cercária infectante para esquistossômulos que amadurecem em 

vermes adultos, com o ápice da expressão sendo verificada neste último estágio, em especial 

em machos. 

Também averiguamos por immunoblotting e por imunolocalização que a SmNPP-5a é 

mais abundante no tegumento que em outras partes do parasita, confirmando os dados de 

proteoma de van Balkom et al. (2005). Verificamos ainda que a SmNPP-5a está 

majoritariamente associada as membranas de superfície do tegumento de vermes adultos e 
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não a sua fração sincicial, ratificando os dados de Braschi e Wilson (2006) e de Braschi et al. 

(2006) e reforçando a predição da enzima como uma proteína transmembrana do tipo I. Tanto 

o perfil de expressão quanto a abundância proteica no tegumento sugerem que a expressão do 

gene smnpp-5a é ativado durante ou imediatamente após o processo de tranformação 

cercariano. Nesse processo o parasita deixa de ser sensível ao ataque do sistema imune devido 

à substituição e modificação das membranas da superfície de seu tegumento sincicial e torna-

se adaptado para sobreviver na corrente sanguínea (SKELLY; SHOEMAKER, 2000). 

Corroborando nossa hipótese sobre a importância da SmNPP-5a para adapatação e 

sobrevivência do parasita no hospedeiro definitivo, Bhardwaj et al. (2011) demonstraram que 

a inibição de sua expressão no momento da infecção do hospedeiro definitivo comprometia a 

capacidade do parasita em se estabelecer em seu novo hábitat e, por isso, classificaram-na 

como um fator de virulência do Schistosoma. 

Quando tratamos as proteínas nativas do extrato de tegumento de vermes adultos com 

uma deglicosidade F, observamos por immunoblotting uma mudança na mobilidade da 

SmNPP-5a no SDS-PAGE. Esse dado confirmou que essa enzima é uma glicoproteína, 

conforme havia sido predito pela ferramenta de bioinformática, assim como seu ortólogo de 

rato (OHE et al., 2003). Esse resultado sugere que a atividade enzimática fosfodiesterase 

detectada por Pujol e Cesari (1993) em frações de membranas superficiais de vermes adultos 

deve-se a SmNPP-5a, pois nestes experimentos os pesquisadores utilizaram pérolas revestidas 

com lectinas para isolar componentes glicosilados. Nós detectamos a atividade enzimática da 

SmNPP-5a em parasitas vivos adultos e vermes com 21 dias, porém não em cercárias, 

corroborando os dados do padrão de expressão transcricional e proteico. Esse dado ratifica 

nossa hipótese que a expressão da SmNPP-5a é de alguma forma associada a formação e 

manutenção do tegumento após a transformação cercariana e que sua função é relacionada a 

adaptação e sobrevivência do parasita na corrente sanguínea. 

A detecção da atividade NPP e sua inibição parcial mediada por anticorpos em 

parasitas vivos corrobora a exposição e a acessibilidade da SmNPP-5a na superfície do 

tegumento. A localização dessa proteína no tegumento foi inferida como sendo no folheto 

externo da membrana plasmática do tegumento, abaixo do membranocálice (BRASCHI et al., 

2006). Somando nossos dados a esse modelo, possuímos uma forte evidência da presença de 

poros no membranocálice, que permitiriam a passagem do substrato e dos anticorpos, cuja 

existência é discutida na literatura (BRASCHI; BORGES; WILSON, 2006; BRASCHI et al., 

2006; BRASCHI; WILSON, 2006). A descrição de que pessoas infectadas com S. mansoni 

apresentam anticorpos circulantes capazes de inibir parcialmente a atividade fosfodieterase 
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em extratos proteicos de vermes adultos (CESARI et al., 1992; PUJOL; CESARI, 1990) 

também reforça essa hipótese. No entanto, não foi determinado o mecanismo de inibição da 

atividade enzimática mediada pelos anticorpos. Presume-se que possa ser pela competição 

entre o substrato e o anticorpo para se ligar à região do centro catalítico da enzima ou devido 

a mudanças conformacionais da proteína desencadeadas pela sua ligação com o anticorpo, que 

afetariam a interação entre a enzima e o substrato. 

Uma vez que não foi possível utilizar os anticorpos específicos para realizar uma 

melhor caracterização de todas as SmNPPs, foi utilizada a técnica de hibridização in situ em 

espécimes inteiros como uma alternativa para se averiguar em quais estruturas do parasita as 

SmNPPs eram expressas. Surpreendentemente, todos os genes estão expressos em órgãos 

ligados ao sistema reprodutor masculino e feminino. Inclusive a SmNPP-5a, cuja associação 

ao tegumento já foi demonstrada pelos nossos dados assim como na extensa literatura citada, 

para a qual esperávamos observar um padrão de expressão gênica associado aos corpos 

nucleares do tegumento, semelhante ao demonstrado pela proteína Sm29 (DILLON et al., 

2007). Devido a essa discrepância, especulamos sobre a possibilidade dessas poucas células 

reprodutoras apresentarem uma maior expressão das SmNPPs e encobrirem uma expressão 

menor de outras estruturas do parasita. No caso da SmNPP-5a, postulamos que essa menor 

expressão dos corpos celulares poderia ser contrabalanceada pelo seu número de células, 

resultando numa maior expressão proteica no tegumento. 

 

5.2 Avaliação das ectonucleotidases de tegumento como potenciais antígenos 

 

Considerando que o S. mansoni apresenta três proteínas do tegumento envolvidas no 

metabolismo de nucleotídeos: SmNPP-5a, SmATPDase e SmAP; decidimos avaliar o 

potencial destas enzimas como antígenos vacinais. As proteínas recombinantes foram 

administradas isolamentente ou combinadas caso houvesse um possível efeito sinérgico 

devido à indução de uma resposta imune simultânea contra as ectonucleotidases do tegumento 

do parasita. 

Apesar de Bhardwaj e Skelly (2009) hipotetizarem que a função das nucleotidases do 

tegumento seria inibir a via de sinalização purinérgica do hospedeiro por meio da produção de 

moléculas anti-inflamatórias, deve-se salientar que essas proteínas podem também 

desempenhar um papel fundamental no reaproveitamento dessas biomoléculas (LEVY; 

READ, 1975b); haja vista que schistosomas não sintetizam purinas de novo (LEVY; READ, 

1975a). Porém os substratos biológicos específicos de cada nucleotidase, assim como suas 
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funções fisiológicas permanecem desconhecidas e uma vez que não observamos nenhum 

efeito sinergístico devido à imunização com as nucleotidades combinadas, torna-se 

admissíveis que talvez estas enzimas não partilhem funções/substratos ou que não sejam 

fisiologicamente correlacionadas. 

Como não foi observada redução da oviposição dos parasitas ou da caraga parasitária 

nos camundongos imunizados com nucleotidases do tegumento isoladas ou combinadas, 

aventamos a possibilidade de combinar o protocolo de vacinação a um tratamento subcurativo 

com praziquantel. Por já ter sido demonstrado que esse tipo de tratamento era capaz de causar 

alterações no tegumento do parasita (LIANG et al., 2002), primeiramente observamos os 

efeitos da quimioterapia in vivo subcurativa nos parasitas e verificamos que, nas condições 

testadas, ela não altera drasticamente a morfologia do tegumento do parasita e também não 

afeta a sua sobrevivência. 

O protocolo de imunização e desafio associado ao tratamento subcurativo foi realizado 

na esperança da quimioterapia aumentar a eficácia das imunizações, pois já foi demonstrado 

que a ação conjunta entre a resposta imune do hospedeiro com o tratamento com praziquantel 

faz com que a eliminação do parasita seja mais eficiente (BRINDLEY; SHER, 1987; 

FALLON; DOENHOFF, 1995). Esse efeito pôde ser observado nos animais imunizados com 

a SmAP isolada que apresentaram um redução de aproximdamente 40% da carga parasitária, 

mesmo nível da redução observada no animais imunizados com as três proteínas combinadas. 

Esse resultado de proteção foi corroborado pela oviposição dos parasitas, apesar desses dados 

não apresentarem diferenças estatísticas significativas. 

No modelo murino da esquistossomose, a imunização com proteínas recombinantes ou 

com cercárias irradiadas apresentam melhores resultados quando associados a uma resposta 

imune predominantemente Th1 (CARDOSO et al., 2008; HOFFMANN et al., 1999; TRAN et 

al., 2006). Apesar de ter sido observado proteção relacionada a uma resposta imune do tipo 

Th2 utilizando extratos proteicos como antígenos vacinais (EL RIDI; TALLIMA, 2012; 

MARTINS et al., 2012) ou devido a múltiplas imunizações com cercárias irradiadas 

(CAULADA-BENEDETTI et al., 1991; HOFFMANN et al., 1999). No entanto, também já 

foi argumentado que mais importante do que o tipo de resposta imune, provavelmente é a 

magnitude da mesma (HOFFMANN et al., 1999). Por isso, avaliamos a resposta imune 

humoral dos animais apenas imunizados e infectados com aqueles imunizados, infectados e 

tratados com praziquantel e verificamos que a SmFA e SmATPDase induziram níveis maiores 

de IgG total que a SmNPP-5a, independente do tratamento com praziquantel ou da 

adminstração isolada ou conjunta das proteínas recombinantes. Verificamos também no 
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protocolo de vacinação convencional, a redução dos níveis de IgG total após a infecção pelo 

parasita, em especial para os anti-SmFA, apesar de não haver diferenças estatisticamente 

significativas. Entretanto quando o desafio com cercárias foi associado ao tratamento com a 

droga, independente da adminitração isolada ou combinada das proteínas, os níveis de IgG 

total anti-SmFA foram mais homogêneos. Esse dado sugere que a proteína poderia estar mais 

acessível ao sistema imune após a quimioterapia como já foi reportado por Fallon et al. 

(1994). 

Nestes ensaios também caracterizamos o perfil da resposta imune induzida pelas 

imunizações através da averiguação das concentrações dos isotiopos IgG1 e IgG2a. Esses dois 

isotipos foram utilizados como indicadores do tipo de resposta imune induzida, pois uma 

resposta Th2 está associada a altos níveis de IgG1, enquanto uma resposta Th1 foi 

correlacionada a níveis maiores de IgG2a. Essa correlação é baseada na indução da produção 

de IgG1 por citocinas secretadas por células Th2 e sua inibição por citocinas secretadas por 

células Th1; apesar das células Th1 não serem boas iniciadoras de resposta de anticorpos, as 

citocinas secretadas por elas induzem a troca do isotipodo dos anticorpos, preferencialmente 

para IgG2a (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2008). Ao analisarmos a razão da 

concentração dos isotipos IgG1/IgG2a nos soros dos animais imunizados antes de serem 

infectados com S. mansoni verificamos uma predominância de uma resposta imune do tipo 

Th2, com maiores níveis de IgG1. Após a infecção pelo parasita, independente do tratamento 

com praziquantel, observamos de modo geral uma redução da razão IgG1/IgG2a. Essa 

redução seria indicativa de uma mudança da resposta imune para um perfil mais Th1, porém 

ela não resultou do aumento da concentração de IgG2a, mas de uma diminuição maior dos 

níveis de IgG1 que de IgG2a. 

Visando caracterizar melhor o perfil da resposta imune induzida pelas imunizações, 

também foi avaliada a expressão relativa de diversos genes relacionados a ela em esplenócitos 

de camundongos re-estimulados in vitro com as proteínas recombinantes. Apesar do caráter 

mais Th2, indicado pelas razões dos isotipos e da evidente maior imunogenicicdade da 

SmFA, não foi observado que essa proteína induza uma expressão maior de citocinas 

caraterísticas de células Th2 como IL-4, IL-5 ou IL-13. Ao contrário verificou-se que a SmFA 

estimula uma maior expressão de IL-17 associada a níveis maiores de expressão da citocina 

próinflamatória TNF-α. Talvez essa combinação esteja envolvida no mecanismo responsável 

pela eliminação do parasita, haja vista que a SmNPP-5, que não foi capaz de induzir proteção 

contra a infecção pelo parasita, também induziu a expressão maior de IL-17, porém associada 

a expressão da citocina anti-inflamatória TGF-. 
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A IL-17 é uma citocina muito importante na defesa do hospdeiro contra patógenos 

extracelulares (YE et al., 2001), que não são eliminados pela imunidade com perfil Th1 ou 

Th2. Porém esta citocina também está relacionada à imunopatogênese da esquistossomose no 

processo inflamatório da formação do granuloma ao redor dos ovos produzidos pelos vermes 

adultos, tendo sido proposta uma correlação direta entre a severidade da esquistossomose com 

o nível de IL-17 do hospedeiro no modelo murino (RUTITZKY; LOPES DA ROSA; 

STADECKER, 2005). Nossos dados da relação entre a proteção contra a infecção pelo 

schistosoma com a indução da expressão da IL-17 devido a imunização com SmFA 

confrontam-se com os de Wen et al. (2011) que demonstraram que a administraçção de 

anticorpos neutralizantes anti-IL-17 durante a passagem de esquistossômulos no pulmão foi 

capaz de reduzir a carga parasitária de animais infectados e que o desenvolvimento do 

parasita não era afetado pela adminitraão de IL-17 recombinante. 

Apesar de não verificarmos nenhum efeito protetor devido a imunização com SmNPP-

5a, já foi observado que a imunzação com a NPP-5 ortóloga de S. japonicum possui a 

capacidade de reduzir a carga parasitária em uma infecção subsequente (ZHANG et al., 

2011). Além de haver sido demonstrado que a SmNPP-5a recombinante induzia a produção 

de anticorpos capazes de inibir a atividade enzimática de parasitas vivos, mesmo com a 

proteina recombinante não apresentado sua conformação nativa. A ineficiência da SmNPP-5a 

em induzir proteção pode ser associada a fraca resposta imune humoral e a alta expressão da 

citocina regulatória TGF- que provavelmente contrabalanceou a resposta celular, desse 

modo talvez um uma proteína enovelada da mesma forma que a nativa, proveria um resultado 

diferente. Não obstante a SmATPDase induziu maiores níveis de IgG total que a SmNPP-5a, 

esses ainda ficaram aquém dos induzidos pela SmFA e, ao compararmos os isotipos, 

verificamos que a SmATPDase induziu os menores níveis observados; além de induzir os 

menores níveis de expressão das citocinas avaliadas. Considerando todos esses parâmetros 

acreditamos que a resposta imune induzida pelas imunizações com as nucleotidases pode 

justificar as difererentes eficiências observadas nos ensaios de vacinação. 

Ademais, a supressão da expressão da SmNPP-5a compromete a capacidade do parsita 

em estabelecer a infecção (BHARDWAJ et al., 2011) enquanto a inibição da expressão da 

SmFA não apresentou nenhum efeito em parasitas cultivados in vitro (BHARDWAJ; 

SKELLY, 2011). Esses dados sugrerem que a SmNPP-5a seja uma proteína com uma função 

mais importante ou vital para o parasita que a SmFA. Entretanto, nossos resultados 

demonstraram que apenas a imunização com a SmFA associada com o tratamento subcurativo 

com praziquantel foi capaz de reduzir a carga parasitária de animais infectados. Assim 
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baseados nesses resultados, concluímos que a eficácia da imunização com a SmFA não deve 

estar relacionada a uma função desta proteína mais relevante biologicamente para o parasita. 

Embora mais imunogênica, a imunização com a SmFA foi efetiva em prover proteção 

aos animais infectado apenas quando foi associada ao tratamento com praziquantel; isto pode 

ser devido a algum dano causado ao parasita, que de alguma maneira prejudicou seus 

mecanismos de evasão ao sistema imune do hospedeiro (BRINDLEY; SHER, 1987). Porém 

uma vez que a quimioterapia subcurativa tornou apenas a imunizaçaõ com a SmFA eficaz, 

esse efeito deve, de algum modo, ser seletivo para algumas proteínas, uma vez que já foi 

demonstrado a maior exposição de alguns poucos antígenos do tegumento após o tratamento 

com praziquantel, entre eles a SmFA (BRINDLEY et al., 1989; FALLON et al., 1994). Além 

disso, das três nucloetidases estudadas, é provável que a SmFA seja naturalmente mais 

exposta na superfície do parasita e consequentemente ao sistema immune do hospedeiro, pois 

foi a única da três enzimas a ser identificada por proteoma em frações de proteínas liberadas 

após o tratamento de vermes adultos vivo com “phosphatidylinositol-phospholipase C” 

(CASTRO-BORGES et al., 2011a; CASTRO-BORGES et al., 2011b). Desse modo, o nível 

de exposição do antigeno ao sistema immune pode ser outra possivel explicação para o efeito 

sinergístico entre as imunizações com a proteína recombinante e o tratamento subcurativo 

com praziquantel. 

Pessoas infectadas apresentam naturalmente anticorpos capazes de inibir duas dessas 

proteínas, SmNPP-5a e SmFA (CESARI et al., 1992; PUJOL; CESARI, 1990) e como seus 

parasita são aparentemente imunes a esses anticorpos, poderímaos concluir que esses 

antígenos não seriam efetivos em induzir uma resposta imune eficaz contra a infecção. Porém 

é importante lembrar-se que existem indivíduos de áreas endêmicas naturalmente resistentes e 

que tanto essas pessoas quanto aquelas infectadas apresentam anticorpos contra antígenos, 

que quando usados como vacina são eficazes em diminuir a taxa de infecção do schistosoma. 

Entretanto os níveis e os perfis de isotipos são diferentes nesses dois grupos, apresentando 

uma maior proporção de anticorpos opsonizantes e ativadores do sistema complemento nas 

pessoas resistentes (CARDOSO et al., 2008; CARDOSO et al., 2006; TRAN et al., 2006). 

Portanto a questão central para a indução da proteção em seres humanos parece ser os níveis e 

o perfil dos anticorpos contra os antígenos do schistosoma e não simplemente sua presença ou 

ausência. 

Nossos resultados reiteram a perspectiva de combinar diferentes estratégias para 

combater a doença associando a imunização com o tratamento quimioterápico. Embora bons 

candidatos vacinais devam ser capazes de sozinhos induzirem proteção, ainda que parcial, 
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contra a infecção; nossos experimentos foram desenhados para permitir a visualização do 

efeito sinergístico da imunização com as nucleotidases com a quimioterapia subcurativa sobre 

os parasitas. Esta abordagem não é inédita, já tendo sido utilizada no passado com extratos 

proteicos do parasita (FALLON; DOENHOFF, 1995) e foi proposta recentemente de novo 

para outras proteínas do tegumento de S. japonicum (ZHANG et al., 2012). Mesmo que estas 

condições não se reproduzam no combate a doença em seres humanos, é provável que a 

administração da vacina ocorra concomintante ao tratamento quimioterápico sendo, portanto 

interessante verificar a interação entre as duas abordagens para confrontar e avaliar diferentes 

regimes de imunização com diferentes tratamentos quimioterápicos, visando selecionar os 

mais apropriados para serem aplicados em testes clínicos. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Nesse trabalho foram identificadas quatro nucleotídeo pirofosfatases/fosfodiesterases 

no genoma do S. manoni. Verificamos que duas dessas proteínas apresentavam-se mais 

expressas nos estágios intramamíferos, sendo provavelmente importantes para adaptação e 

sobrevivência do parasita. As proteínas foram expressas de modo heterólogo em E. coli, mas 

não apresentaram atividade enzimática. Conseguimos produzir um anticorpo específico contra 

a SmNPP-5a, o qual foi utilizado para realizar a caracterização desta enzima como uma 

glicoproteína associada as membranas do tegumento do parasita, que são produzidas e 

secretadas para sua superfície durante a transformação cercariana no processo de infecção. 

Também demonstramos que essa proteína estaria acessível ao sistema imune do hospedeiro, 

pois conseguimos inibir parcialmente sua atividade enzimática em parasitas vivos incubando-

os com anticorpos. Essas características fizeram da SmNPP-5a um promissor antígeno 

vacinal. Por último foram feitos ensaiosde hibridização in situ e observado que as smnpps têm 

sua expressão associada aos tecidos reprodutores de parasitas adultos. Esses dados abriram 

novas perspepctivas de estudos visando elucidar melhor a relação e a função destas proteínas 

com a reprodução do S. mansoni para se entender melhor o papel destas enzimas na biologia 

do parasita. 

Em uma segunda parte do projeto nós avaliamos como antígenos vacinais, não apenas 

a SmNPP-5a que apresentou características tidas como importantes para um candidato 

vacinal, mas também as outras duas nucleotidades do tegumento previamente caracterizadas e 

extensivamente propostas na literatura com alvos vacinais, a SmFA e SmATPDAse. A SmFA 

foi a proteína mais imunogênica das três, induzindo uma resposta predominantemente Th2, 

com altos níveis de IgG1 associados a uma maior expresão das citocinas pró-inflamatórias 

TNF-α e IL-17. A despeito de somente a imunização desta proteína na formulação utilizada 

não ser capaz de induzir proteção nos camundongos infectados, sua associação a um 

tratamento com doses subcurativas de praziquantel tornou-a efetiva. Tanto a SmNPP-5a 

quanto a SmNTPDase apresentraram baixa imunogenicidade na formulação utilizadas e não 

foram capazes de conferir proteção aos animais imunizados, mesmo quando associados ao 

tratamento com praziquantel. A SmNPP-5a apresentou uma resposta imune caracterizada pela 

maior expressão relativa da citocina reguladora TGF-, enquanto a SmATPDase induziu uma 

resposta predominantmente Th2. Esses dados demonstram que a SmFA é a nucleotidase do 

tegumento mais promissora como candidato vacinal e advoga por novos estudos, visando 
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otimizar sua expressão e tornar seu enovelamento mais próximo da proteína nativa, para sua 

avaliação como antígeno vacinal com diferentes adjuvantes e protocolos de imunização. 

Os resultados indicaram que a SmFA possa vir a ser utilizada em uma vacina 

composta por um coquetel de antígenos, principalmente se as outras proteínas que compõe o 

coquetel induzirem uma resposta imune que possui como alvo o tegumento do parasita. Esses 

dados destacam ainda a importância de investigar diferentes regimes de imunização 

associados com agentes quimioterápicos. 

 



*De acordo com:  

  ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICA. NBR 6023: informação e documentação:  

  referências: elaboração. Rio de Janeiro, 2002. 
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APÊNDICE A – Oligonucleotídeos utilizados neste projeto 

 

 Oligonucletídeos para clonagem dos genes smnpps completos: 

 

SmNPP-5a F: ATG TAT TGC ATT GAA ACT ATG CAA AAA ATG 

SmNPP-5a R: TCA ATA ATA TAA TCC ATT GTG TAC CAT GAA 

 

SmNPP-5b F: ATG TCA ACG GAA CAA ATA ATA CAG GA 

SmNPP-5b R: TCA TGT ATT ATA ATC TGA AAA CTC TTT ATC A 

 

SmNPP-5c F: ATG ACT ATG GAG TGT TTC TGC CAC TG 

SmNPP-5c R: TCA AAC TTC AGT GAA CAT ATC CAG AAA A 

 

SmNPP-6 F: ATG AAC ATT TAC ACA TTT CTG TAC ATC TTA G 

SmNPP-6 R: TTA AGC TTC AGA AAG TAC CTC AGA TTT AAC 

 

 

 Oligonucleotídeos para RT-PCR em tempo real dos genes smnpps: 

 

SmNPP-5a F: TTC ATG ATT ACA TAC ATC CAA ATG AG 

SmNPP-5a R: CGC ACA GTA TAG CCT TGC TTT 

 

SmNPP-5b F: CTC TCG TAT GCC TCC ATT GAT 

SmNPP-5b R: CAT GAT CAC CGG AGA CAT TG 

 

SmNPP-5c F: AAA GAT GGT AGC TCA TCT ATT GAT 

SmNPP-5c R: TGC AAA TGA ATA GGT ATA TTA TCC TT 

 

SmNPP-6 F: TAT TTA CAG GTC GTC ATC CAG 

SmNPP-6 R: TTG TGA ACG AAT AGG CTT ACC 

 

 

 Oligonucleotídeos para clonagem dos fragmentos smnpps em vetor pAE-6His: 
SmNPP-5a F: TTC TCG AGG AAC AGT TTT CTA AAG T 

SmNPP-5a R: TTG GTA CCT CAT TCC AAA TCA AG 

 

SmNPP-5b F: TTC TCG AGC ACG GCA AAA CTG TT 

SmNPP-5b R: TTG GTA CCT CAT TCA GAG AAA TCT G 

 

SmNPP-5c F: TTC TCG AGC AAC AAA AAT TAC TTG TG 

SmNPP-5c R: TTG GTA CCT CAC ATT TCA TCA TGG TC 
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SmNPP-6 F: TTC TCG AGT CTC GTT TAC TGG TTC T 

SmNPP-6 R: TTG GTA CCT CAT AAT GGA ATA TGC AT 

 

 

 Oligonucleotídeos para clonagem dos fragmentos smnpps em vetor pPicZαA: 

 

SmNPP-5a F: TT GAA TTC GAA CAG TTT TCT AAA GT 

SmNPP-5a R: TT GC GGC CGC TTC CAA ATC AAG 

 

SmNPP-5b F: TT GAA TTC CAC GGC AAA ACT GTT 

SmNPP-5b R: TT GC GGC CGC TTC AGA GAA ATC TG 

 

SmNPP-5c F: TT GAA TTC CAA CAA AAA TTA CTT GTG 

SmNPP-5c R: TT GC GGC CGC CAT TTC ATC ATG GTC 

 

SmNPP-6 F: TT GAA TTC T CTC GTT TAC TGG TTC T 

SmNPP-6 R: TT GC GGC CGC TAA TGG AAT ATG CAT 

 

 

 Oligonucleotídeos para clonagem dos fragmentos smnpps em vetor pPINT-A: 

 

F: TAC CCT AGG AAC GAT GAG ATT TCC TTC AAT T 

R: TAC GAA CGA TTT CTC AAT GAT GAT GAT GAT GAT GG 
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ANEXO A – Sequências de nucleotídeos e de aminoácidos das SmNPPs 

 

SmNPP-5a 

Sequência gênica completa (éxons em preto; íntrons em vermelho). 

 
ATGTATTGCA TTGAAACTAT GCAAAAAATG ATTATCCTAC TATTGATTTG TTTCTTTCCT 

TATATTGAAA GAATCTATGC ATCTGGTGTT GTTGGGAAGG AACAGTTTTC TAAAGTAATA 

CTTATTTCTC TTGATGGATT TCGTTATGAT TACTTTGATA TGGCTAAGCA AAGAAATATA 

AACATGTCAG CATTTGATAA GATTATAAAT CAAGGAGTTT ATATAAGACG TATAGAAAAT 

GAATTTCCTA CTTTAACATT CCCATCACAT TTTTCAATTG TAACAGGACT ACATCCTGGA 

AGTCATGGTA TAGTAGATAA TGTGTTTTAT GATCCAATAA TTAATGCAAC ATTCTCATCG 

AGAAATCAGT CTACAGCAAC AGATTCTAGA TTCTATGATG TTGGTGCTGA ACCGATTTGG 

GTAACGAATC AGTTTCATGG TCATAAAAGT GGAGTGACTT TCTGGATTGG AAGTGAGGCG 

ATAATCAAAG GTGAGAGACC AACTCATTAT CTAACACCTT ACAATGAAAG CATTACATTC 

ACTCAGAGAA TTGATATTTT GATGGATTGG TTTGAACATG AAAATATTAA CCTTGGTCTT 

ATGTATTATC ATCAACCTGA TAGAGCAGGA CATATTCATG GAGCGGCAAG TGATGAGGTT 

TTCAAAGCTA TCGAGGAGAT AAATCATGGA CTAGAATACC TCTTGACATC GATTGAAATG 

CGACCATCAC TTAGTTGCTG CCTCAATCTG ATTATAACAA GTGATCATGG AATGACGAAC 

ATCAGTTCAG ACAGAGTTAT ATATCTTCAT GATTACATAC ATCCAAATGA GTATATATCT 

GCTCCTAAGA AGTCAGCAGA AATCTGGACA CTTTGGCCAA AGCAAGGTAA GTCTTACTAT 

CAACGTTCAT TAAAGCCTAG:GCTATACTGT GCGATCATTA TACAACAAAT TGAAAGATCG 

ACACTTCAGG TTAAATGTCT ATTTGAAGGA GGAACTGCCA ACACGTTTCT TTTATGGTTC 

AAGTGATCGA GTCGGTCCTG TTGTTGTATA TGCAGATATT GGATGGACGA TTATTGCTGA 

CAGAACGTCT GGGATAACCC TGAGTAAGTG AGCACTTTTT AACATTTTGT ATTCTAACAT 

TCCTGTGACA ATGCACCTTT AATTGAGTAT CCTCAAGCAT ATACACAAGA AGTGATTAAA 

GTAAGGATTT ATCAAATAAT AAACCATGGT ACACTGTCTT AGAAATGTGA AAAATCCCCA 

TATTGTGATT TAGAACGATA TATACAAACG AACAATATTG TTTTCGAGTA GATCCTCATC 

AAGCTTCACT CTAATATAAA GTAATATTCA TATGCAGATA AGAAATGATT AAGCCAATCA 

AGGGAGTTGA TGAATCAATG ATAACAGTGA AAGGGATTAC ATAATAAATT TAAAAGTACA 

AATTGGTAGT GTGATGACAA GTGTACTAGT TGTGATAAGA ATGATAAAGG CTTGAATCAA 

TGTTACATAA TAAGAAATAG GTCAATGATT AGAAAAATAT AGACACTCAA ATAACATTCA 

TAAAACTAAG AAGATTATGT TACACACACT TCTTAAGCTT TGTACCTCTC TACTATAAAA 

GAAACGTAGT CAAATGTCTG GCAAATAGAG CTAGGAAGAT TTGCTCAGTC GATTCAATCA 

ACAATGAGTT AGAGGTCATA CATAATATGT TGATTGAAAG GGGTTATTCA CAACGTTTCC 

TGAAGAAACA CTTGCGTGTA ACAAATAAGA AAATAAAGAT ATCAACAGCT GCGAAGAGAC 

CGCTCTTCCT GAAACTACAA TTCAACGTCG ATTTAGCTGA TGATGTACTA CGGGATAGAC 

TGACTAAAGC AGTTAATAGA ACGTTTAATG CAGCCGACCT CTGTCTTTCG TACTCGACAC 

GATCTATGGT GATTCCCCAA CTAAAGGATA AAATATCTGG TTATGCTACT TCTATGTGTA 

TCTATGAATT CAGCTGTTCC TGTGGAGTAA GCTATATTGG GCGCACTACC AGACAACTGA 

ACCAAAGAGT TAGTGAACAT CTCCGTTCGT GGTTGGAAAA AAGTACTGTC AGGACAACAC 

GTAGCTCGAT TCTATCATAC TTGATCGATA GTGGTCATAA AGTTGACAGA AATCAGTCAT 

TTAAAGTTAT TCATCGTATT CCTACTAGTT TTCCTCATGG GGTTCGACCT CGTCTCTTAC 

ACATAGCAGA AGCTATAGGA ATTCGATCCA ACAACCCATG TCTTTGTGTT CATAAGAAAT 

TTGTAACACC TTTATCTTTC CCTTGGCCTT AATAAATAAT TTTATTTTCC TTACTCTTTC 

TTCTTTAACT TTTCTCCACC CCTGATACCA TTTTTTGTTT TCCTCAAATA TACGCTTCAC 

GGTCCAATTA TCTGGACACT TCTTATAATT TCTATGACTG TCATTTCAGT GTCTATATTT 

TTCTAATCAT TGACCTATTT CCCTATTATG TAACATTGAT TCAAGCCTTT TATTATTCTT 

ATCACAACTA GTACACCTGT CATCACACTA CCAATTTGTA CTTTTAAATT TATTATGTAA 

TCTATTCCAG TTATCATTGA CTCATAAATT GCCTTGATTG GTTTAATAAT TTCGTATATG 

CATATAAATA TTACTGTATA TTAGAGTAAA ACCTGATGAG GATCTAATCG TAAACAATAT 

TGTTCGCTTC TATATGTTGT TCTAAATCAC AATATGGGAA TTTTTCAAAG TTATAAAAAG 

TGTTCAAAAA ATCTGATAAG GATAAGCTAT TTGGCTATGC CACTTCTAGG TATATCTACG 

AAATCAGCTG CTCCTGTTGA GAAAGCTATA TCGAGCGTAC TACCAGACAA CTGAGTGAAA 

GTGAACACCT CCTTTCGTGT TTAGGAAAAA GTACTATCAA GACAACACGC AGCTCGGTTC 
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TATCATACTT GATCGATAGT AGTCATGTAG TAGGAATAAA TAGGTCATTT AAAGTTATTT 

ATCGTAGTCC TACTAGTTTT CCCTAGGGGA TTCTATCTTT TCTCTTACAC ATAGTAGAAG 

CTATAGGAGT TCCATCCTAC AACCCAAGTC TTTGTGTTCA TAAGAAATTT GAAACGCCTT 

TATCTTTCCC TTGGCCTTAA TAAATGATTT TATTTCTTAT TATTTTCCAT ACACTTTCTT 

TGTTTATTTT TTTTCACCCC CTCCTATTAC TTTTTTCCCC TCAAATATAC ATTTGACAGT 

CCAATTATCT GAACACTTCT TATTACACAG TCTCATCATT TTTATGAATG CTGTCTCAGC 

ATATACATAT TTTTATCAGT AGTGGTTTTT GTGGAGATTT CAGTATTTTC ATAGTTGAAA 

GTGTGAGTCA ATTGAAGCTA GACCACCAAG GAAAACTTGG AAGCACTGAA CGGCCGCTTC 

ATTCTATTCT GGGACTCCTC AACAGTGCGC ATCCACGATC TCGCCTCACG AGATTCGGAC 

CCAGGACCTA TTAGTCTCGC GTGCCAGCGC CTAACCTCTA AACTACTGAG CTGGCATATA 

ACGATGTTAA TGAATAACTT CAACCAATCC AAAAAATTGA GCAACAGTCC TCCATTGTCT 

TCAGTGAATC ACAATCTCAC AACAGACGTG GTTTGACCTC CACTGGTCAC TGCTTCTCAC 

TAGAACTTCA GGAAATGCCC TTTGGAGCTA GTCACTAGTG AGCATATGAT TATCATCAGA 

ATGCCGTTTT TTATTCGAAA TAACTTAAGT TAATGAAATT GAGAGAGTAG TTTGTAACAA 

AATCAAAACT CATCATGTAA GAAGAATAAG ACAAAAATCA GCCTTGATTT AAAATATAAT 

GAAAGATAGA ATAGAGAAAG TGGTAATGCA TTGTAAAGGA TGTCTGACTA TAACTACTAA 

TGATCAAGAT AAAAAACATG ATCACATTTG TTATGATGAC TATAATCAGT AGATGCATAA 

TCAATCGATA TGATTAGAAT GAAGATATAT AACAGTGTAT AAGAGAGGAA GATTCTCATG 

TTCTAGACCA AATGCCCTGG TACTGCCGAG AGTGGGGAGA GTGATACCGA AATGTATATT 

GATATTGTTT TTAAACTTGT GTAGTCTGGA GTTATATTAA ATTTGACATC GAGTTATTGG 

TAATAAATGT AGCTATTTCT AATTGTCTGT TAATAGAAAA TAAAGGTGCT CATGGTTATG 

ATCCAGATTA CAAAGAGATG TCTCCATTTT TAATGGCGAT GGGACCTCAG ATAGCTAAAA 

GTCAACCAAC AGAATTAAAA GAATCAATCA AGCTGATTGA TATTTACTCA CTGATTTGTC 

TCATGCTTGA TTTGGAACCT GCTCCTAATA ATGGTAGTGT TTGTCGAGTT CTTCCCTTAT 

TGAGTCAAGT AAGTATTTGT TTTCAGATCA TACAGTTATC GTATCATCAT ATTCAAACTA 

TTCTGCACAA CTCTGTATGA TACATTATGA TGTTATCGAA GCATAGATTA TGGACATAAT 

TATAGACGCT GGTACAAATC CACTATCCAA ACAAGCAAAA TAAAGTGAAT TTCACTGAAA 

AAATCTTTTT TCGGACTAGA TGATTTCCTA ATTTATATGT ATGCTTCATT TCAGTTCTTT 

CGTTATCAGT CTTCTGCCAA AATACATTCT ATGTCTGACC ATCACCATAT ACTACTTATA 

TGGATATAAG TAGATCACAC TACAATAGGA CAGACAATAA AGTTATAAGT ACATTGAGTG 

AATTTGAAGT TGAGAGGTGA ATGTGTGTAT CCGAGTAAAT ACAGAGCCAA ATTTATAGAC 

AAATTGAATA AGGGCTCAAA AATGCAAGGT AGATGTTAAT ATTATGATTT GAGTACTTAT 

ATAAATGGAA CAGAGAATCA TTCATCGGGT GATATTGAGG TGATCAACAT TTTATCTAGA 

GTCTGTCATG TGACCAAACG TACACGTTTA TGTAGATATG GTAGTAATTA ACACAAAGAA 

ATGTGCGAAT TGTTACTGTT TAAATAACAT TGTCTGTTAA GTAAGTTCAT AAAAGGCCTT 

AAGCAGAATC AACCACAATC GAAATTGGTT GTAGAATAGT TGCTATGGCC TATACATGAC 

AGTGACTGTA TACTCATCTA TATGTGCTTT TTTAATCATA CATTACAATC CAACCTAATT 

GAATTAACTT TCTTTCTAAT TGAATTCTAG GGAAGCTTTG CCAATATCAA CAGATTATCT 

ATCATATTCA TCATCAAATT TATTATTCTA AGTATTTTCA TGGTACACAA TGGATTATAT 

TATTGA 

 

 

SmNPP-5a 

Sequência gênica, apenas éxons. 

 
ATGTATTGCA TTGAAACTAT GCAAAAAATG ATTATCCTAC TATTGATTTG TTTCTTTCCT 

TATATTGAAA GAATCTATGC ATCTGGTGTT GTTGGGAAGG AACAGTTTTC TAAAGTAATA 

CTTATTTCTC TTGATGGATT TCGTTATGAT TACTTTGATA TGGCTAAGCA AAGAAATATA 

AACATGTCAG CATTTGATAA GATTATAAAT CAAGGAGTTT ATATAAGACG TATAGAAAAT 

GAATTTCCTA CTTTAACATT CCCATCACAT TTTTCAATTG TAACAGGACT ACATCCTGGA 

AGTCATGGTA TAGTAGATAA TGTGTTTTAT GATCCAATAA TTAATGCAAC ATTCTCATCG 

AGAAATCAGT CTACAGCAAC AGATTCTAGA TTCTATGATG TTGGTGCTGA ACCGATTTGG 

GTAACGAATC AGTTTCATGG TCATAAAAGT GGAGTGACTT TCTGGATTGG AAGTGAGGCG 

ATAATCAAAG GTGAGAGACC AACTCATTAT CTAACACCTT ACAATGAAAG CATTACATTC 

ACTCAGAGAA TTGATATTTT GATGGATTGG TTTGAACATG AAAATATTAA CCTTGGTCTT 



137 

 

ATGTATTATC ATCAACCTGA TAGAGCAGGA CATATTCATG GAGCGGCAAG TGATGAGGTT 

TTCAAAGCTA TCGAGGAGAT AAATCATGGA CTAGAATACC TCTTGACATC GATTGAAATG 

CGACCATCAC TTAGTTGCTG CCTCAATCTG ATTATAACAA GTGATCATGG AATGACGAAC 

ATCAGTTCAG ACAGAGTTAT ATATCTTCAT GATTACATAC ATCCAAATGA GTATATATCT 

GCTCCTAAGA AGTCAGCAGA AATCTGGACA CTTTGGCCAA AGCAAGGCTA TACTGTGCGA 

TCATTATACA ACAAATTGAA AGATCGACAC TTCAGGTTAA ATGTCTATTT GAAGGAGGAA 

CTGCCAACAC GTTTCTTTTA TGGTTCAAGT GATCGAGTCG GTCCTGTTGT TGTATATGCA 

GATATTGGAT GGACGATTAT TGCTGACAGA ACGTCTGGGA TAACCCTGAA AAATAAAGGT 

GCTCATGGTT ATGATCCAGA TTACAAAGAG ATGTCTCCAT TTTTAATGGC GATGGGACCT 

CAGATAGCTA AAAGTCAACC AACAGAATTA AAAGAATCAA TCAAGCTGAT TGATATTTAC 

TCACTGATTT GTCTCATGCT TGATTTGGAA CCTGCTCCTA ATAATGGTAG TGTTTGTCGA 

GTTCTTCCCT TATTGAGTCA AGGAAGCTTT GCCAATATCA ACAGATTATC TATCATATTC 

ATCATCAAAT TTATTATTCT AAGTATTTTC ATGGTACACA ATGGATTATA TTATTGA 

 

 

SmNPP-5a 

Sequência de aminoácidos. 

 
MYCIETMQKM IILLLICFFP YIERIYASGV VGKEQFSKVI LISLDGFRYD YFDMAKQRNI 

NMSAFDKIIN QGVYIRRIEN EFPTLTFPSH FSIVTGLHPG SHGIVDNVFY DPIINATFSS 

RNQSTATDSR FYDVGAEPIW VTNQFHGHKS GVTFWIGSEA IIKGERPTHY LTPYNESITF 

TQRIDILMDW FEHENINLGL MYYHQPDRAG HIHGAASDEV FKAIEEINHG LEYLLTSIEM 

RPSLSCCLNL IITSDHGMTN ISSDRVIYLH DYIHPNEYIS APKKSAEIWT LWPKQGYTVR 

SLYNKLKDRH FRLNVYLKEE LPTRFFYGSS DRVGPVVVYA DIGWTIIADR TSGITLKNKG 

AHGYDPDYKE MSPFLMAMGP QIAKSQPTEL KESIKLIDIY SLICLMLDLE PAPNNGSVCR 

VLPLLSQGSF ANINRLSIIF IIKFIILSIF MVHNGLYY 

 

 

SmNPP-5b 

Sequência gênica completa (éxons em preto; íntrons em vermelho). 

 
ATGTCAACGG AACAAATAAT ACAGGATGAT AGTGACTTAC CTCCTCCATA CTATCAAATA 

AATCACGAAT GTATTCGTCG TTACAAACGT AGAACTCATT GTACTTACTT CACATTAATT 

ATATCAGGCA TTGTAATGAT GTTATTCGGT GCCCTTATTC TCGTGATTTT GATACCACAA 

GAAATCAATT TATATCGATG GAATATAAAA GGACCCTTAT CAAGATTTTT TAATCACGGC 

AAAACTGTTT TACTAATTAG TATGGATGGA TTTCGTCATG ATTATATAGA ATTGGCTAAA 

AATCATTTGG GCTCTAATGC ATTACCAAAT TTCGATCGTC TAATATCGGA AGGTGTACGA 

GCTGCGAAAT CGATCAATGT TTATCCTACA ATTACTCTAC CTAATCATCG TACATTAATT 

ACCGGTTTGT ATCCAGAAAA TCATGGAGTT GTTGGAAATA GTCTATTGGA TAAGAAATGG 

CCAAATAAGA TTTTCAGTAT ATATGACCAA GAAAGTCTAA ATCATGCTCC GTGGTTAACT 

GACTGGCCTG AACCTATATG GGTTACATTA CAACAAAATG GTGGCTATGC TGGTTCAATT 

TTATGGCCTT TAACTGATCA GTTTGTTAGC GATGATTTAC CATTTCAACG AGTTTCACAA 

TATGCTTTAC TTAATGACTA TGAACACCGT TATGCATATG ATCAACGAAT CAGAGATATA 

TTATGGTGGT TAAAAAATCC TAAATATCAT TTGAATTTAA TCCTAGCTTA TTTCGAAGAA 

CCTGATGAAA CTGGTCATTC ATACGGTCCA AATAGTAAAC ATGTTGCAAA AGTTGTTCAA 

ACCTTAGATG AAACACTTGG TCATCTATTA GATGGTATTA AAAAACGTGG TCTTACTGAT 

AAAGTAGATA TTATTCTAAC TGCTGATCAT GGTATGTCTG AAACATCAAA TACTCGACTT 

ATTACGTTGG ACAAATATAT TGATAATTCT TTGTACAATT ATACTCAATT ATCAACTATG 

GGATTTCTTT ATCCTGCACC TGGTAAGTAT TGAATCCTTC ATTGTCAGAA AAGAAACTTC 

CATTTACTCA CTGCAATAAA CTTTACGTTC TCAGATTTTC TTCAGTACAA AATTATCTCA 

AGACGCATTA AAAACCAAGA CTTATGCAGC TACTGTTTCA TCCCGTTTTA TAAATCAAAC 

GACACTGTAA ACAGTTCGTG TGGAATCAAA CTCAGGAACT GCTGATTCGC ACTAGACTCA 

CTTTAGATTC CTAGATCTGA TTCAAACACT AATGATTTGC AAACTGAAAG AAATTTGTTT 

CCATCCTCAC TAGCAGTGCA CTTTCTCTAA TCAACCAACT GATTGTTATC TGGCTTCGAT 

TTCAGCTGAT TTTTTCCAGC TTAACAAATC TAACCCCAGA AAACTCAGTC TAATTTGATT 
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ACTAATGAAC ATTGTATGTT ATGGTAAACT AACTTACTTA ATAGCTTCCT GGTGTCTAAC 

TATTAGTGTT GTGTTCGAGT CTCACTGAAA TATTGAGTTG CTTACATACC TGTGACAAAT 

AAATGCGTAA AATGTACCTC ACCGATTTCA CACTCATTCA TCGTCAACTA CGATTATGTA 

TTATCAAGTA CACTAATTAT CTTTCACTCA CTATGGTAAC CTGATATGTC TTAACTTTTC 

CTAATCCTCC TCTTACCATT CATACATAAC TTCATGTTAG GAACAAGTAC TGATGGGAAA 

TTTCAATTTA CTACATTACT AACGTGTGAT GTTCGTTTTA CAATTTGTAT CTTGTGAGGA 

ATGTTCTTAT GATTATAGTT ATATTCAGTC CATTGTTTTT AATGCCAAAC CTTGACAAGT 

CTACCTTTTT ATAATTATAA ACACCTGTAT TTTTAGAAGT ACTCAGTAAT CAGTCGATAA 

CATATATTTG ATAAGTATAA CAAGTAAAAA TGCAACAATT ACATATTTTT ACCCATCATT 

TTCTTATAAT TAGGAAAGTT TGAAGAAGTC TACAAACGCC TAAAAAGTGC GCATCCAAAA 

TTAGATGTGT ATCGAAGAGA TGAAGTTCCC GCCTATCTGA ATTTCAATAT AACCAGCTCT 

CGTATGCCTC CATTGATACT TATTGCTAAG CCAAGGTGGA AAATTGTAAA GAACACTTCA 

CAACCTTACG CCAATGTCTG TAAGTTGATT CGGATATTTT CATTTGTTTA ACGCTATCAA 

TATTGCTGAG TAGTAAACAA GAATAATTTT ATTGATTTTA ACTTTTGTTT TATTTTCCCC 

CTATGTTTAT TAGCCGGTGA TCATGGTTAT CCAACAGATT TCTCTGAAAT GTATCCATTC 

TTTATTGCAA GGGGTCCTTC TTTCAAGATT GCTGAGAGCG TTCCTACTGT CCATGCCGTA 

GACGTTTATC CACTAATGTG TGCACTATTA AATATTCAAC CAAATCCAAA CAATGGCAGC 

CTAGAACGTA TCTCAAACAT ACTGAAACCT GATGTTGCCA ATCGCCTTTT GAATTGGAAT 

AGTTGGTCAT ATTTATGGAA ATGGATCATA TCTGATTTAA GATTTATTTT ATTTATTTCA 

ATTATATGCG TTTCATTTAC GATTTTACTG TGTTCAATCG TAGTTGTGAT GCATCGTAAG 

GAAACCAATG AACCATTCAT TCGTTTACCC ATTGATAATG ATAAAGAGTT TTCAGATTAT 

AATACATGA 

 

 

SmNPP-5b 

Sequência gênica, apenas éxons. 

 
ATGTCAACGG AACAAATAAT ACAGGATGAT AGTGACTTAC CTCCTCCATA CTATCAAATA 

AATCACGAAT GTATTCGTCG TTACAAACGT AGAACTCATT GTACTTACTT CACATTAATT 

ATATCAGGCA TTGTAATGAT GTTATTCGGT GCCCTTATTC TCGTGATTTT GATACCACAA 

GAAATCAATT TATATCGATG GAATATAAAA GGACCCTTAT CAAGATTTTT TAATCACGGC 

AAAACTGTTT TACTAATTAG TATGGATGGA TTTCGTCATG ATTATATAGA ATTGGCTAAA 

AATCATTTGG GCTCTAATGC ATTACCAAAT TTCGATCGTC TAATATCGGA AGGTGTACGA 

GCTGCGAAAT CGATCAATGT TTATCCTACA ATTACTCTAC CTAATCATCG TACATTAATT 

ACCGGTTTGT ATCCAGAAAA TCATGGAGTT GTTGGAAATA GTCTATTGGA TAAGAAATGG 

CCAAATAAGA TTTTCAGTAT ATATGACCAA GAAAGTCTAA ATCATGCTCC GTGGTTAACT 

GACTGGCCTG AACCTATATG GGTTACATTA CAACAAAATG GTGGCTATGC TGGTTCAATT 

TTATGGCCTT TAACTGATCA GTTTGTTAGC GATGATTTAC CATTTCAACG AGTTTCACAA 

TATGCTTTAC TTAATGACTA TGAACACCGT TATGCATATG ATCAACGAAT CAGAGATATA 

TTATGGTGGT TAAAAAATCC TAAATATCAT TTGAATTTAA TCCTAGCTTA TTTCGAAGAA 

CCTGATGAAA CTGGTCATTC ATACGGTCCA AATAGTAAAC ATGTTGCAAA AGTTGTTCAA 

ACCTTAGATG AAACACTTGG TCATCTATTA GATGGTATTA AAAAACGTGG TCTTACTGAT 

AAAGTAGATA TTATTCTAAC TGCTGATCAT GGTATGTCTG AAACATCAAA TACTCGACTT 

ATTACGTTGG ACAAATATAT TGATAATTCT TTGTACAATT ATACTCAATT ATCAACTATG 

GGATTTCTTT ATCCTGCACC TGGAAAGTTT GAAGAAGTCT ACAAACGCCT AAAAAGTGCG 

CATCCAAAAT TAGATGTGTA TCGAAGAGAT GAAGTTCCCG CCTATCTGAA TTTCAATATA 

ACCAGCTCTC GTATGCCTCC ATTGATACTT ATTGCTAAGC CAAGGTGGAA AATTGTAAAG 

AACACTTCAC AACCTTACGC CAATGTCTCC GGTGATCATG GTTATCCAAC AGATTTCTCT 

GAAATGTATC CATTCTTTAT TGCAAGGGGT CCTTCTTTCA AGATTGCTGA GAGCGTTCCT 

ACTGTCCATG CCGTAGACGT TTATCCACTA ATGTGTGCAC TATTAAATAT TCAACCAAAT 

CCAAACAATG GCAGCCTAGA ACGTATCTCA AACATACTGA AACCTGATGT TGCCAATCGC 

CTTTTGAATT GGAATAGTTG GTCATATTTA TGGAAATGGA TCATATCTGA TTTAAGATTT 

ATTTTATTTA TTTCAATTAT ATGCGTTTCA TTTACGATTT TACTGTGTTC AATCGTAGTT 

GTGATGCATC GTAAGGAAAC CAATGAACCA TTCATTCGTT TACCCATTGA TAATGATAAA 

GAGTTTTCAG ATTATAATAC ATGA 
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SmNPP-5b 

Sequência de aminoácidos. 

 
MSTEQIIQDD SDLPPPYYQI NHECIRRYKR RTHCTYFTLI ISGIVMMLFG ALILVILIPQ 

EINLYRWNIK GPLSRFFNHG KTVLLISMDG FRHDYIELAK NHLGSNALPN FDRLISEGVR 

AAKSINVYPT ITLPNHRTLI TGLYPENHGV VGNSLLDKKW PNKIFSIYDQ ESLNHAPWLT 

DWPEPIWVTL QQNGGYAGSI LWPLTDQFVS DDLPFQRVSQ YALLNDYEHR YAYDQRIRDI 

LWWLKNPKYH LNLILAYFEE PDETGHSYGP NSKHVAKVVQ TLDETLGHLL DGIKKRGLTD 

KVDIILTADH GMSETSNTRL ITLDKYIDNS LYNYTQLSTM GFLYPAPGKF EEVYKRLKSA 

HPKLDVYRRD EVPAYLNFNI TSSRMPPLIL IAKPRWKIVK NTSQPYANVS GDHGYPTDFS 

EMYPFFIARG PSFKIAESVP TVHAVDVYPL MCALLNIQPN PNNGSLERIS NILKPDVANR 

LLNWNSWSYL WKWIISDLRF ILFISIICVS FTILLCSIVV VMHRKETNEP FIRLPIDNDK 

EFSDYNT 

 

 

SmNPP-5c 

Sequência gênica completa (éxons em preto; íntrons em vermelho). 

 
ATGACTATGG AGTGTTTCTG CCACTGTTTT ACCTGGATAT CACTTTTTAT ACTGCTTCAA 

GGGATTTGTG AGGCTTATAA ACAACAAAAA TTACTTGTGA TATCCTTAGA TGGTTTCCGT 

CATGATTATC TAGATCATGC TAAGCTTCGT AATATTAACA TTTCCTCTTT CGAACGGATT 

TGGAAGACCG GAGTACGTGT TATGAAAGTA CATAATGAGT TTATTACTCG AACAGGACCA 

AATCACTTAT CACTGGTAAC TGGGATGCAT GAAGAGAGTC ATGGTATTGT TGATAACATG 

TTTTATGATC CTAAGCTTAA TGATACTTTT GACTTGAGTA ATACAAGGCA TTTATCACAG 

TCAAAGTGGT TTGATGTTGG GTCAGAACCA ATTTGGGTTA CAAATCAACG TCATGGTCAT 

AAAAGTGCTG TTACATTTTG GCCAGGGAGT AATACACCAT TCAAAGGACA ATTACCTAGT 

TATTATTATT CACAATACAA CCATCAACTT CCTTTAGTTG ATCGAATTAA TCAAACTATT 

AAGTTGTTAG ATTTAGATAG AGTGACACTC GGTCTAATAT ATTTTCATGA ACCTGACTCA 

CAGGGTCATT TGACTGGACC TGATTCTATT GAAATTTATA ATGTTATCGA GAAGTTAAAT 

GATGATATCG GGTACTTACT ATCCTTAATT GATACTAGGC CGTCTTTAAA GTCATCACTT 

AACATTATTT TAACAAGCGA TCATGGGATG TCTGGAGTGG ATACTAAGAG AATAATTATT 

CTGCATGATT ATATAAACGA GAGCATGTAT TATAGTCCGG GGTCAGAGGA TCGTATTTTT 

TGGTCATTAT GGCCAAAAGA TGGTAATTTG TCCGTTTGTA TAAACTTCCC TAAATGTTAA 

AAGGTAGCTC ATCTATTGAT CTCTACAAGA AGCTGGTCGG AAAACATCCA AAAATGAATG 

TTTTTCTGAA GGATAATATA CCTATTCATT TGCACTACTC GAACAGTCGA CGAATCGGCC 

CGGTAGTTGT GTATTCGGAG CCTGGATGGA CAATCGTTAG ATCACAAAAA TCAGTTGCAA 

AATTTAGTAA GTATAGTATT TTAAGTAGTG ATATGTGAGT CGTTTTACTT ATTTTGATCA 

AATAAACAGC TTCATTTGAT TTAATTGTTC TTAAATTTTC CCTATTTCTG GTATAAACTA 

TTCTTGTTCA ACTTTCACAA ACTAAATTAG TTGTGTTAGC CAAAATTAAA AGTATAAATG 

AAGAAAGTTA GGTACTCGGA TGATTCCTTT AGATTTTCAT TTAAAATTGG TAATATTAAA 

CTGCTCATTG CTATGCAAAA TCTCCTGTTA TCTTATGACC ATTCGTATTT CTTAAACATT 

AAAAGTAAAT CATACAACTA TTATCCATTA TTCTGAAGAT TTCAGGTTAA CTAACGCGTA 

CGCATAAACC CGGCTTTCAC AGATGCCTGG ACTTGAGTAT GCTTAAGAAA CAGTTATAGA 

GCTTATCTTA TTAGTCAGAT GGTAATGTAG AACCCGACGT AAATGTGCAT TGTTCGAAGT 

TCACACGCAA TACGAACACA GTGAGATGAA ATTATCAAAA TGCATACCAA AGTAGAAGTA 

GTAGCGAAAA TATTGTGCTT AAAGGATGTG ATTGGAGAAA AAAAGATATT TACGGAACAA 

AAAGTATTAA GTTTTGGAAC TTACGTTTCG GGAGTAAACA AACAGTGAAT TCATTTACTC 

TATTAAAACC AATTCCGAGT TATTTTACCC AGGGTTTACG ACATTCAGCC ACGTTATTCA 

TACCAACATC AACCTGCCAG TTTTCACCCG TTGTTCTGTC TCAGAGTAAC AATCAAAGTT 

CTAGAACCGC AAATTGATCA TTTCATTTAA TTACATCTTT AATATATCTA GGTTTTGATA 

TCGTATCTGT CCATATATTT ATAGCAATAA ATAAAGTCAC TTCTGTGTTA GTGGTTTAAA 

CACTGTTTTA AACAAGTGGG TCACAACTTC GAACTGTGCA TCATCTGTTG AGTCTTGGAC 

AGTCATTTGG CGTTAATAAC CTTCATGGGA AGTATGGATC ATGGGTTATA GTCTCCGTGT 
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CATAGCTTTG ATCTGATGAG ATGGAATTAG GTTCAACAGT TAGAACTTAA TCCACTTGGT 

AGTGAACGAC CCAAAAAACT AATATTGACT GTTATGTCCC GATAACAAGA GTGGATGGTA 

ACTTTGGGAT CCATTTATGG ACCAATATTA TGCATATAAT TTTTATCGTA TATTCGCTAA 

ATAACTAAAC TATTCATATT CGTGTCCCTC TTATTATAAG CTTTATTTTG ACCTATAAAC 

TATTATTATA CGATTTACCA TTCTTGAGTT ATCCCTAGTC TATTAATTAC TGCCTCCCAC 

ATTCACAGCC ACATTTGGCT AAATCTTGTA CAAATGTTAT TTTCTATTTT ATTGGTACGA 

TGTTGTCAGT TTGTTTGGTA TATAAACTCG GTATGTTTGA AATACAATGA TTCATACCGC 

AGAGGCTGTT ATTGGTGTTC TGGAATTAAC CGGCTGGGCT AGGCAGAAAG CACGACCGAT 

ACGTACTCTA AACTGCTCGT GAGGTTTTCG TGTGTCACTG TCCCAATCGA TAATTCGCTG 

CTCTCTGATT GGCGGTTTTA TCACGTCATA CGTTAACAAG GCATTCACTT GGCCAACAAG 

TTATAACATT GACTAATTGT TTATGACATC TAATCGTGTT ATTTTCCTGT CAACAATTTG 

TATATAAACA TACTATTCGA TCGTAAGAAA AACCCGTTCT TTTGGCTTGG TGCCTTACAT 

CAATAATTCC GTCCTGTGAA CATTCATTAC TGTACCACAT ATTGCATCAT CTATCAATCC 

GTATTCTTCC ACTTCTTTTT AGCCATTGAA AATTTCAACA AATCATTAAA CTTCACTTTA 

TAATAACTTC ATTTATTCCC GACAAATACG TTGATAGTAG GTCGTCAGAT GTAACTAATC 

CTCCTAACGT CAAAACATTT ATTCTGTAGT TGACAAGGCC ATTCATTTAA TTTTGACACT 

ACGCTTTCAC ATCACCTTAA TACAGTTAGT CATTAAATCC CAATCTCTTG ATCAATTCTA 

TCTGTTGGAT TCATTCAGTG ATGCTCCTTG TTTACTGTAT TTCAGCTAAA CGTGGAGATC 

ATGGCTATGA TCCGGACCAT GATGAAATGT CTCCATTCTT TCTAGCTACG GGACCAGGTT 

TTAGAAGTGC GATTGTTGGT GGTGGTCAAA TAATTAATTC TATTTATCTG ATTGATATTT 

ATCCACTGAT GTGTGCCTTA CTCAATTTAA ATAAACCAGC TCCAAACAAT GGCAGTTTAT 

CACGTGTGAT GTCACTCCTT CGTCATAGTA GTGGTATTAA TGTCTACTTC TCAGATTTTC 

TGGATATGTT CACTGGTTAG TTTACTCAAT AGTTTTTTCG AAGTTATTTG TTACTTACCG 

TGCACATACA ATGTTGACAG ATTTTTGTCT ACTGCTTTGT AATGGTTACA TTTTTCCCTG 

TTGGGGTTGC TAGATCACCA GAAATCACCT GGTAAAAGTC TTGTTTTTGT AATTTTATTT 

CAGAAGTTTG A 

 

 

SmNPP-5c 

Sequência gênica, apenas éxons.  

 
ATGACTATGG AGTGTTTCTG CCACTGTTTT ACCTGGATAT CACTTTTTAT ACTGCTTCAA 

GGGATTTGTG AGGCTTATAA ACAACAAAAA TTACTTGTGA TATCCTTAGA TGGTTTCCGT 

CATGATTATC TAGATCATGC TAAGCTTCGT AATATTAACA TTTCCTCTTT CGAACGGATT 

TGGAAGACCG GAGTACGTGT TATGAAAGTA CATAATGAGT TTATTACTCG AACAGGACCA 

AATCACTTAT CACTGGTAAC TGGGATGCAT GAAGAGAGTC ATGGTATTGT TGATAACATG 

TTTTATGATC CTAAGCTTAA TGATACTTTT GACTTGAGTA ATACAAGGCA TTTATCACAG 

TCAAAGTGGT TTGATGTTGG GTCAGAACCA ATTTGGGTTA CAAATCAACG TCATGGTCAT 

AAAAGTGCTG TTACATTTTG GCCAGGGAGT AATACACCAT TCAAAGGACA ATTACCTAGT 

TATTATTATT CACAATACAA CCATCAACTT CCTTTAGTTG ATCGAATTAA TCAAACTATT 

AAGTTGTTAG ATTTAGATAG AGTGACACTC GGTCTAATAT ATTTTCATGA ACCTGACTCA 

CAGGGTCATT TGACTGGACC TGATTCTATT GAAATTTATA ATGTTATCGA GAAGTTAAAT 

GATGATATCG GGTACTTACT ATCCTTAATT GATACTAGGC CGTCTTTAAA GTCATCACTT 

AACATTATTT TAACAAGCGA TCATGGGATG TCTGGAGTGG ATACTAAGAG AATAATTATT 

CTGCATGATT ATATAAACGA GAGCATGTAT TATAGTCCGG GGTCAGAGGA TCGTATTTTT 

TGGTCATTAT GGCCAAAAGA TGGTAGCTCA TCTATTGATC TCTACAAGAA GCTGGTCGGA 

AAACATCCAA AAATGAATGT TTTTCTGAAG GATAATATAC CTATTCATTT GCACTACTCG 

AACAGTCGAC GAATCGGCCC GGTAGTTGTG TATTCGGAGC CTGGATGGAC AATCGTTAGA 

TCACAAAAAT CAGTTGCAAA ATTTACTAAA CGTGGAGATC ATGGCTATGA TCCGGACCAT 

GATGAAATGT CTCCATTCTT TCTAGCTACG GGACCAGGTT TTAGAAGTGC GATTGTTGGT 

GGTGGTCAAA TAATTAATTC TATTTATCTG ATTGATATTT ATCCACTGAT GTGTGCCTTA 

CTCAATTTAA ATAAACCAGC TCCAAACAAT GGCAGTTTAT CACGTGTGAT GTCACTCCTT 

CGTCATAGTA GTGGTATTAA TGTCTACTTC TCAGATTTTC TGGATATGTT CACTGAAGTT 

TGA 
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SmNPP-5c 

Sequência de aminoácidos. 

 
MTMECFCHCF TWISLFILLQ GICEAYKQQK LLVISLDGFR HDYLDHAKLR NINISSFERI 

WKTGVRVMKV HNEFITRTGP NHLSLVTGMH EESHGIVDNM FYDPKLNDTF DLSNTRHLSQ 

SKWFDVGSEP IWVTNQRHGH KSAVTFWPGS NTPFKGQLPS YYYSQYNHQL PLVDRINQTI 

KLLDLDRVTL GLIYFHEPDS QGHLTGPDSI EIYNVIEKLN DDIGYLLSLI DTRPSLKSSL 

NIILTSDHGM SGVDTKRIII LHDYINESMY YSPGSEDRIF WSLWPKDGSS SIDLYKKLVG 

KHPKMNVFLK DNIPIHLHYS NSRRIGPVVV YSEPGWTIVR SQKSVAKFTK RGDHGYDPDH 

DEMSPFFLAT GPGFRSAIVG GGQIINSIYL IDIYPLMCAL LNLNKPAPNN GSLSRVMSLL 

RHSSGINVYF SDFLDMFTEV 

 

 

SmNPP-6 

Sequência gênica completa (éxons em preto; íntrons em vermelho). 

 
ATGAACATTT ACACATTTCT GTACATCTTA GTTTATTTAT TCAATACGAA CAGTTCAACA 

GTAACAACGA CAATCTTAGA TAATGACTCG TCAGGTTCTT CATCTCGTTT ACTGGTTCTT 

CTAATTGATG GGCTAAGATG GGATGTAATA GCTGGTCATT TAGAAAATAA TACTAATCGA 

TTCGGATTTA AACGACTACA GAAAAATGGT GCGTATTTGC AGCGTTTCAC TCCTGTATTT 

CCTGCAGAGT GTTATCCGAA TATTTACTCA CTATTTACAG:GTAGGTACAC AGTATTTATG 

TCTCATGTCT TATTTAGTTT ATTTTTTTTC ATGGTTAAAT CCAAACATCT AAGCAAATAC 

ACAAAGCTAT TTGCATATGC TAAGCCCTCG GTTACGTAAA GCATTTGAAT GTCAATTCTA 

TTTTCTGACT CACTGATCGA AACATACAAA ATGGGCGTAA GTGTAGATCT ATGACTTACT 

GGTTCAGCAT TTCGTGTCTG AAACGATCAA TTACATACAG TAAGTTGAAT ATAGCTCAAG 

GATTTGCGAA TAAACTACCA AGTGGTTGGT AAATTAATAT GATGATCCTA ACCACTGATA 

GCTCTTATAA ATCAGGAATT ACTCTAGAGA ACAAAATAGT CGTGTTGTAA AGAGATAAGA 

GGTGTAAAAT CATGTTATTT ATGATTGTAA TATAAAACCA TTTCATTACA GTATAAGTTA 

AGGCAAACAT CTCATTTTGA TTAGTAGTAC ATCTGAATTT AGGCAAAAAA TGAAATAAAG 

TCCTATTGGA ATCGTTGCTA ACTTCGATTT TAAGTTATGT TCGATAGTTT TAGAAAACAT 

TAAGTTCCTT GGTTTTCATA ACTCCACCCA CGAAATCGCA ATATGACAAT AGATGCCAAC 

TGATTACAAT TTTCTTTCAC TTCACAACCA TATAATAAAC CAACCACCTC TCCCGTTTAC 

CCAACTAATT CTAATGTCAG CAAAGGGTGG TTTTATACGA AAGCTGTCTT GAGATGTTAC 

GGTAAACGTA TCTAAACCAT AAAGTCTATT TTTTAAAAGA CAACTTCACT CTTTTTTCTG 

CAAACATACC CTGGCATGCC ACTATTATTA TATAGCAGCA TCGCGTAATC CATACAGTTC 

AAGAACCAAC CCCCACATCT CTATCATTGT TTTACTGAGC AGCGTTTGAC TTAAAGTGTA 

TTTCTGTCAT CTTACTTAAT GGCTATTTGA AATACTCCGA AAATCGCTCA TAGTTGCTAA 

ATTGGTATGT TTCATAAGAA AGTAAAAAAT CAATAGGTGG TCGAGGGGGA ATCAGTAGCT 

TCACATTAGT GAGGAAATAA TTCAAGGTAT ATTTTAGGCT ATACAGCTGT GTTATGAATT 

CTTTCATTTC TTAGTATTCC TGAACACCAT TCCACTCGAC AAGTTCCCAA ATCAGAACAT 

GGTTGAACAG GAACGCAGTT ATATTCCAAA TAACAAGGCT GAATGGAAGT AGGAATAAAA 

AAAAAGAAAA ACCGTTAGTA TATTTTATAA TTTTTACATA AGAAGATTCC AGAGTCTTCT 

TCAAGCATCT GCTACCTCTG ATTAAGAAAC AGCCAACCAG CGTGCCCCAA CGTAATCCTA 

CACGGAACAT GCTTTAATCC AACCTATAAC TGGCTAACAA ATTGAATTTC TCCAACTGCC 

TTTTTCCGAC ATATTTTTTA AAAATAAAAC GTTCCTTACA CCAATAGTCC CTCGTGAAAT 

GATTATCATA TTCAAGTGAC TGGCTTCATC TCGAACAATT CCGTTAACTA TCTAGTAGGA 

AGCTATAAAT ATCATATTCA AGTGACTGGC TTCATCTCGA ACAATTCCGT TAACTATCTA 

GTAGGAAGCT ATAAATTTTT AATTAAGCAA AGTTAGGATA GTTGTTTTTT AATAATAACA 

CGGACATAAC GATCAGAAGT ATTGTTATTA TTTATCGCAT ATACAAACAA TCTAGTTAGT 

TTCTTAACGC TCACAAATTA AATGATGCTC TGATTTTGGT TAACAGGTCG TCATCCAGTC 

GATCATGGAG TTATTCTGCC AACAACATTT AGTGAACATA CAACTATTAA TGGTAAGCCT 

ATTCGTTCAC AAGTTGAAGG TCTTTGGGAA ACAGGAGTAA AACAAGTGAG TTCTTCGTTC 

TTTTTACACT CTTTATCTGA TTTCATTTTT TCAATATTTT GTCACTAAGA TAGGGTCCTG 

ACTTTCACCT TTCTAGTCAG GCTCAAATCA GAATACTCTG GTTAGTCCGT TTCCAACTTG 
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TCAAAACAGG TGGGCTCCAA TGTTTTTATT ATTGTACGTC TATTGTTCAG ACTGCTGGAG 

AATACTTTAT TTTCTCTCGA AATTTATTCT GATTTGAGAG GAGTATGGTA AAAATTATCT 

ATGTTCAAGG AATATTAAAC AGTAGGAAAC ACAAGTGTTA TACTTCATTG CTGGTATAAC 

TTAAAGGTGA CTTGTTGTTC GTGATCATAC TGTATTTATA CTGTTTAAAA TATCGTTTTT 

TCACTCAATC CAAGTTTGCA AATCCTCACT TTTGAAGTAA AATTGTCTAC GACAAGCTAA 

TCAAATAAAC AGGTCTCCCT GATCAATTTA CTAAGAGTCT TAAAAAAAGA ACAAATGGGA 

TCAAAGAACG AAGTATCCAT GAATCAACAT TGAAACCAAA TCTCTAGAAG AAAATAGAGA 

ATGAATACAT TTTTGGTGTA CTACTCGTAC TGCTGTTGAC TAACCCCATG TCACTCAATG 

TCTGAAACGA GGTAGTCTGT CTTTTTGTGT ATGGTTTTAC TTACAGTCAA TGACTAATGT 

ATCATATTTT GATGTAGCCT CCATTAACTG TTTTTCAAAG TGAACTTATG AAAGCCGAAA 

ATAGGAGTAT ATTGTACTTT AGCATAAATG GTGACTAAAT TATACTCATT TTGATTTTTT 

ATTCCTTTTT TCCCTTCACA GAATAAAGGT GTTCATCTTT ATCATTTGCC TATATGTTCT 

ACTGAAGCTG GCACTGAAAA TAGTTGGTAT TGTGAACCGT ATAGTCAAGA AGTTATGAAT 

CCTATGCATT TGAATGCTAC AATACAAAAA GCTGTGGATG GGCTAAAAAA CGGCAGTGCG 

AATTTGGCAG GTATTCATTA TATATATATA AAATTTTTGT TAACGTTTAT TCATTATTTT 

GTAATCATCC GATTTTGTGA CCATTCATCA TCATCCTTAC TGATTTCAAC TGTCTTTTCA 

CATTTTCACC TTATTAATTT CCACTCATAG TAAATGTGAT ATTGTAAAAT GTAGTAATTT 

GAGCTAATCC ACAGAGCTGT GTCACATCTC ATTTTGTTTA ACATTGAATG ATAATTTTGA 

TTCATCGTGC AAGACATAAA ATATATATCT TGTCAAAAGT TACGAAATAA CCTGTCTTGG 

TAGAGCTTTT TCCCTGTTAA TCTCCTGGAT ATCCGTACTT CAAATACGTG TATCTTGTAT 

TCATTGCACT TAAAAGATAG TTCCTAACAG AAAGCACTAA AATAAAAGTA TTTTCTCAAA 

AACTACACAT AACTACTACT TTTATTGTTT TTCCGATCAA TGATATTTAA GTTAATAGAT 

CAAATTAGTG TTTAGATTAC TTCATATTTT AATCACTTTC TTTGTCATAC TATTTTTTGC 

TTCGATAACT CAATGTTGAA AAAGACTAAA GATAACCCAA CTAAATCATT TCAGCAGTTC 

ATAAAATCGA TGACTGTTGG TGGATTTTAA TGTAATGGGA AGCTTTAGTC AATAATAGGT 

CCTTGCATAT TTCACTACTA TCAAGTATCA CTCTGTATCG GCTTCTGTTG GTATTAGTTT 

CGTATCTCGT TAAAGTTGTT AGCTCTATAC TCACTAAATT TAAAAAAATA TAAATAAGTT 

ACAAGTATCC AATCATCGAC TTCTTCAAGA AGTTGTTTCT GGGTGATGGG ATCATGGAGT 

TGGTAATACA GATGCTTCGC ATAAAGTGAA AGAATTGTGA CTCACTTATT ACATACGGGT 

TCACGTTCTT GGATTTTAGT CACATTTTAC TTCCATGAGC ACTAACGATG CTACCCTTGT 

GATAAAATTA AATTGGGTAA ATGGGGCTTT GAACTCCCGG TTTCAGAGCC TAAAGCCTAG 

CGTTATAACC AATAGATTAT CGCTCCAATA TACATAAAGT ATTATTATTT AAACATGTAA 

ATATTGGTAC ATAGGAGGCA CTGAATATAT ATGCTCTACA CTTCACTCAA TTTGTGTGAG 

GACTAGGATA CTTCCTGGTC ACCCAGACTG AACGAGGTGG TTTTCTTCGG TGGGCCACTC 

CCCTAGCCTT TAACCTAAAG ATCTAATCCA CAAGGCGACT GAGCAACGTT AGGAGATACA 

ATACCATAGT AACCGGTGAG CAACAATAGG TTCATACGCC ATTTGTTTCC TCAGGATCCT 

GGAGCCAATG TTCACCATTG ATTTGGAATT AGTGTTTTCC AACTTCCCTA GGTGGACCAT 

CCGTGTCCAC CAACCTGGTT AAAGCGCGGG ATATTCGCTT TTGGTCTTCC AAATTTTGTA 

AACAACACCC GCGTCGCATG AAGGCAGTGA GTAGGACTTT AATGGTAGTA GCTGTATACT 

CATGGCCATG TGAGAGTATT TCAAGAGGGA AAGCTGACTC TCACCACCCT TGTCCGTACC 

AGGGCTCTAT ATACATAAAG TACTGAATTA AAAGTCCTTT AGATTTCTAC GGGTCAAGTG 

ATTGAACATT GAACTTAGTA GATAATTTCA GTCAAAGCAT CTGTGGCTGT GTGTTTCAGA 

AATTGTGTAT ACGATTACGC TCAGAGACCT GAGAGTTTTA GTTGTTCATC TTACTTTACA 

GCTGTTTATT GTTACTTTCC TCACTATGAC AAGTGGACAA TCAAGTCTTC TTCGTGGTAT 

TCAAAAAGTG ATACGTTATT TGCTGATTGG AATTCCTTGG TGTTTTATTT GATCTAGAAG 

GATACAGATA GTGACTTGCG AAGTGTATTC CTATCATGTT TGTTGGTTTT TAAATGCTTC 

GAATTTCTCA ATTTTTTTAT TCCTCGTTTG TCATCTAAGA AATGGTTGTC CCCAAATGTC 

CTGGTACGGC CGAGAGTGGG GAGAGTCCGC TCTCCCTCTC GAAATACTCT CACATGGCCA 

GCGAATATAT AGCCTCTGAC AGGGAAGTCC TACTCACTGC CTTCTCGTGG CGGGGTTGTT 

GGTTTCGAAA TTGAGAGGAC GAAAAGCGAA TGTCCGGCGC TTTAACCGGG TTGGTGGACA 

AGGCGAGTCC ACCTAGGGGA GTTGGAAAAC CCTGATTCCA AACCAATGGT GCACATGGGC 

TCCAGTATCC TGAAGGAACA AATGGCGTAC GAATCAATCA TTGATCACCG GCTATCATGG 

GACTGCATCT CCTCACGATG CTCCACTGCC TTGTGGACTA GACCTTTAGG TCAAAGGCTC 

TGGGTGTGGC CCCCTAAGAA AACCACCTGC TTCAGTCTGG GCACCTGGGC AGTATCACAG 

CCCTCACACA AATCGAATGA GATTTGTGAG GCGCATATTT ATCTGGTGCT TCCTTGTACC 

AATATTTGTG TTTAAATAAA ATAAAATAAA TAATGTCAAT AAAGTTGATT GGGACATTAA 
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ACGAGGCCCA TTTTTCATGA TCAGATGTTT TTGAACTATT TGGAGAATAA AGTAGACAAT 

GCCATCGGAA TACTGTTTTT CAGTTTTGTT ATTAATTTAC ATCCTCTTGT CTCAGTGTTA 

ATTATTCATC TATGTAGTTC TCACTTTTTT GTACGATGAT CGTTACTATT ATTATACATT 

AAAGTTCCTA ATTAGTCAAG AACTATTTTT GCATGGTAAG TAAATCCGTG TGTGTGTGCG 

TGTGCTTAAC ATATAATTTT CTCTAACTAC GTTTTCTAAC AACGATCATT TTGTTCTGAC 

TAATACTAGT TCATATTTCG TTCACAAATG TTTACTTGTC CTGTTCTCGT ATTGTTTGTA 

CGTGTATCTA ATACTGACAG TTTTGATAAA GGTTTATATT CTTTGCTGTA CTGTGAAAGT 

TAGTAGACGT GTCACCTTAT GAATTCAGTT TCAGTTAGGT TCGGTCTTTC ATTACGAATA 

AGATCTATGC TAACTTGACA AACCGAATGA CGGATGACTA CTCCACAATA CTTGAGCGCT 

TATCCTCTTG ACGATGGATA AGAGAGAAAT ATTGTAAGAA CGATTTATCG GTGAAGACCT 

CAGAAAAAAC TGCTAATTTA CATTTCAAGT TAATTCAATT ATAAATCGAT TATTCAATGA 

TTTCATCAAA CAAAATAATC AACATTTGAA CACAAAATCA CGGCCGATTA ATTAATTAAT 

ACAATAACAA TGGATTGAAA ATAAAAGGAA CTAACTTCAC ATTGAATAAG CCGTTACAAA 

TGAAAACACA GTGAAAGTCA ATGAACCAAG TTCACTTTAA ATCAATATGC AAACTTGAAG 

ATTGATTTCT TCCTAAATGT AATATTTTGA GGATTCACCA TCTACGACAT ATGTAATACT 

GTATGAGATG TTCTATCAAT CAGATTCTCA TTATTTTCGT GCAATAAACT AAATTTGCAC 

GCTACTTAGG AAATACAGAG AGGAAAAAAC CATCCGACCT TATTTAAAAC ATAAATGATT 

TATATCGTCA TTAGGAATGG GCTGAACTGT CGCGTTATCG ATATTAGGGA CTGAAACTTG 

ATTAAAGTTT GGTCCCTAGT ATCAGCAACC TGATAACTCA GACCTTTTCT AGTACCCATA 

TGAACATCAT ATCTATTGAA TAGATTAGTG AATTTATGAG CTCGGTAGCT CAGTGGATAA 

CGCGTTGGGC GTTTTGAGCA AAATATATGC TTACTGTTAT CTTTTAGCTA GCTGAAAATT 

TTTTACATTG TAACGATGTG TATTTACAAA ATATGGCACT GTAATTTGCT CTATATCTAC 

ATTTCTTGTG AATCCAACAT GTCCACCGAG ATGTTTATTA CGTTTGTAAC TAAAGTTTTC 

CCTCTGCTTA TCAACATCGA CTAAAGGGAT TTAATCGGTG TCGTGACATT TTCATTATTT 

TCAATGTCTC TAATTTAAAT TTAATTAGGT CATCACATAT ATATTTATGC TTACTGGCTT 

GTAAGCCTCA TTATGTAAAG ACTTTGTTAT AATCTTAACT TTCATAGATA TAACGAGTTT 

CAAACTTACA CCTCACAGGT TGAAAGTTAA ATTCACAGTT ACTTCGCATA AGAAATGATG 

TGACATAAAA GCCTATTTTT ACAAATTTGA TAGGCTCGTG TAATATAAAT GATAAGTAAT 

GTAATTCACT AAGTACGAGT ATATCAATTC TATTTCGAAC CACCAATTTC TCCATAACGG 

CTAGTGTTAC CATCCAAGTC ATCAATCCTA ACTAATTACT TGATAAATCA TAAATTCATG 

GATAGCTATT AACTATCCAG ACTTCGTTAA AGTTAATTTA ACTATAAAAT AAAAAAAATC 

TATTTGATCA GAATCATTTT CACTTCCTGT TCGAGTAGAT AAAATTTTGG ATCAATGTAA 

ATTATTTAAC CAATTTTTTT CTTTTCTAAT TATTCCTATA GTTCCATATA GGATGCCTGT 

GTCATACAAC TGAGTGAAAT ATCTATAATA ATTCTCATCT CTTGTTTTGA CTAACCATTC 

TGAGATGTTT TCCTGCTTTA TTTTTTAAGA AATAGCTTGT CGATATCCAA CAATAGAATT 

TAAAAATACT CCTAATCCAC TTCGTACTAG TGTGTGCTCA ATAGGTACTA GTTTTCTTAT 

TCGAATTGTT GACCCTCAAT AACCAGAAAT CGGCTCAATT TTCAAAGATT TATGAACTAG 

TCTAAAGAAT TTGTCCACTG ATCATCTCTT TGTTTACATT GATTATTAGT TTTATTCAAG 

TTTGAAATTT TCAATTTTTC GTGTCTTCGG AAGGGGATGG GCTAGATTTA ATTTCTTTTA 

AAATCATTGT ATTTTCACAA ACTATGCAAC AGATAGATTT CAAAGAAATA TCTTCATCTA 

TACTGATAAG ACAGTCTAAG TTAACAGTCA TGACACATGT GTAGGAAAGT TTTACTACTG 

TAAGAGTATG TTGGATAGTT GTTGGTGGGC AGATAAGTAG CATTTTATCG TGGGTAAAAT 

GTTTGCACAA ATCACTTTAG TCGATTCAAC TTATCATTGT AATCTTATAA ATTGTTTTGC 

GTGTTCAGCT CAAAATACTC ACACTTAGTC TATAAACTTT CCACATTTCA TCGTTTTGAT 

ATACACCTAT CACAACAATG GACTCTAATT ATTGGATAAA ATAAATCACT ATTTTTTTAG 

TACAGGAAGT TGTAAAGAGG CTAAGGTTAC TTAGACAATC ATTGAAAATC TGAAGATAAG 

CAATAGTTGT TTCATTATAG TATAGGACTT CTCAATGATG CGCATTCACA ACCTACCAGG 

AATCGGATCT AGAAACTTCA CGACTCCAGA CAAGGGTTTA ACCTTCACAA ATCACTGGTT 

TTGGTACCAA ATAGGTGTAT AACTTTCTTT TCAATTTGTA AAATCATTTA CTCGATTTTG 

GGAGATCATT TTACTTAACA CAGCATTTTG TGTGTTTTGA CTTTTGTTTG AATCACCTTA 

TTTTTAGTTA TCTCACAAAA TACTTATCAT CTTATGATAT AATATATGGA TTTATCATTT 

TTAAGGGATT ATACTTTCCA GTTGTTAAAG TCTGCAGAAG ATCGGTAACT TTTTAACATA 

TATGCACCCT GAGCGAATGG CCTCAATATT GTCACTTAGT CACATGTGTT TTACTAAATT 

TGGATAATAG TTTCGTGTGG ACCTCGGGAC ACGCATTTTG TCATGTTCGG GACTAAACTA 

GCCGGATGTA CCTATATGCT ATTGTTGATG CTCTCATTAA GATTTAAACA CAATCCTTTT 

GCTGTAAATA TCAACGCGAA GCAGTGGTTA TCTGAACTCA GTAGCTCAAG AAATAGCTCA 
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TTGGTTTTTG AAGCGAACAA AACTGGGTTC AGGTCTAAGT GTAAATTTTA ACACTGGGAT 

GCAGGTACAT TTAGCTGAAT GGACCTTAGA TAGGGCGAAG ATCAAGTACT GAATTCCGTA 

GCTACCCACC ATCCAACTTT GATAAAAAAA TATGAACTTA TTCCATAATG AATAATACAT 

ATGTTGTTTT TTTGTCTACT CCTTTATATC TTTTTCCCTG TTTCAGTGGT ATACTACGAT 

GAATTAGATC GTATCGGACA TAGATATGGT CCATTATCTA ATGAATTAGT TCATAAACAT 

TTAGTGTATT TGGATCATGT TTTAGACTAT GCATTGAACA TCATAGAATC TATACCAAAT 

TTAAATTTAA TGCTAACTTC TGACCATGGT ATGGCTACAG TCTCACATCA AGCACATGCT 

GATCGTTATT TTAAAGGGTA AGATGAAATT TTTTTGTTTA AACAACCATC ATCATGTTTT 

TTTGTCTATT TCTGCATCAA AATCTATTTC GCCTGTTTAA TATACTTATT TAGTTCTGTG 

ATAAAATGAA AATTTGTATT CTGAAATAAC GATTTATTTT TACCATCGCT AAAATGTCCA 

TAAAGTTTTT GACCATCGGT CTGGGCTGTG TTGATAGGTC CAGACTATCA GATTGGGGTC 

TGTGTGGTTC AAGATATTGA CTGGCTTGGC TTATTATGGA TCGCAGTTGC ATTCACTCTT 

TATCTTATCC TAGATCTTTA GTTCCAGTAC TGTTTTGTTT ATATCTTGTC ATTCTACCTT 

TTAAAACTAT ATTATCAATT ATTAGTCTTT TTCTTTGTTA TTGCAGTTAA AATTATTCCG 

ACTACTTTGC TTTTCATCTT TTTAGTTTCA TCTCGTCAGT CTAATGTGCT ACGTTAACCT 

GGGATAACGC ACATCTATGG TGAGCTCTGT GTTAATCAAA ACTGACCGGT TGATTTTTTA 

AAATCAAACC TGGAATAGCA GTTTTACCAC ATAGTTATTA AAAGATATCA TGAATCAAAT 

TCAAGTCTAC AAGTTTGTGA ACTCTGACAT GCTACGACGT AGTTTTCATG AGAGAGCCAC 

TACAGTTACA GAAATACTAG AGATCATCAG TAGATACTAA TTCTATTACC ATACATTTTA 

TCATAGATAA TCTTCCGATC ACAATCATCG AACTGTTCGG AATAATTTAC ATTTCATAAA 

ATATCAGATT ACAATTCAGT GTAGAAGTCA GTATAAGTTG TGATACATTT TTTGTCATAT 

TATCCATAAT AATAGTAGTA GTAGTAGCGC AATGCTGATT AGTATAGGGG CGGCCAAACC 

AAATCATGGC ATCAGTGCTT GAAGTCACTA ACTTCTAGTC TGAGCCATGT TGGTAGATGC 

AGACTACTTG GTTGGGGTCT GCGTGATTAT CGTAACCAAT GGTTGGAAAC TGGGTGACAT 

GACTCAGAAC CGATCACAAT GGCGTAGGTG TATACACTCC CTGTTTTCCC TTAAACTATG 

AGGATAAAAT TGCTTCATAT CTTTCTTCCT GTATTATATC CTTATAAACA ATCTTTCTTT 

TACATATTAC CAACATTAAA TTAACTACTT CTATGAATTC GGTGTTCATC TTGTGCTAAT 

GGGGTATGGC AACTTGGACC GATGCATATA TGTGTCTGGT CCTACGTTGT AGCGGACTGA 

CTGAGTATTG AGATGAACCT TTTAAACTGG AAAAAATCTT TCCTGGTCGT ATTTTCTTCA 

ATAATTACTG TTCTTGCTCA TCTCCTTATT TTAACTTAAC GCGAGCATTT TCCTTTGTGC 

TTTTATTCCC GATATCATCA TTTTATTCTT GAGGCCCATT TTCTTACTGT CCTAATGTAT 

TGGAATTTTT ATTAGCTATA AATGAACAAG TAGGTAAAAT CCTTTGCCGT ATAATCTGCA 

AAACATCAAT GCTAATCTAA CTTTAATTTT ATTTGAACTA ATGAATGTAA TATTTAGATG 

ATATATTTCT GTGACAACCT GGAAACACTT AACGGCCGTT TCGCGCGAAC GCTTAACCTC 

TGAATTACTG AGCCGGCTGC ATCCAACGGT GTTAATGGTT GCGCAAGATC ATGGATCGAT 

TGAAGTTAGA CATCAATACC GTTGGATGCC GCCAGCCCAG TGGTCTAGAA GTTAAGCGTT 

CGCGCGCGAG ACCGTAGGTT CCTGATTTTG AGTCCTGCAT GCAGGACGAA ACGACCGTTT 

AATGTTTCCA GGTTTTCCAT GATGGTCTAG CTTAGATTGA CTCATGAGTT CAACTATTAA 

AATTACTACA ATCTTCACAA ATCCATATTC TGATATTTCA GTGAACTTAT CCCACTGTTT 

TTAATATTCA TTTAACTTTC CATCTCGGTT GCATCTTCAT TATTTCATCA TGAAAAATGT 

CCAATTTTCA AAATCAATTA GTTAAGTTAA ATTGCTACTG AAATTCTTCA ACTCCTTTTA 

CTCCACTAAA TGAGATCAGT ATAGTATATT AGTAATCAAA TAGAAATTAT TATTGATCAG 

GATTTAATTT TAATACTCGA CTATCAATTC GAAGTTTGTT TTCTGGCCTA TCCATGTTTA 

CATGACCTTC ATTTTTGTGT TTTGTTTAGT TTAACATTTC GAACTTTATT TATGTAACAC 

AACTGTAAAT TGGATTTCGG CAGTAAGAAC TGTGTTATTG TTTTATTGTT TTTTCCCACA 

TTACTATTTA CGCTTATTAC ACAATATTGA ATAAAGTAAA CGTAAGGCTG TGATGACGTG 

AAAGGGGATT GAATCAATCC ATTATATCAT ATCCACAAAA TCACTGACTT ATTGACGTGG 

TTTTGCACGT AGTGATCTAA ACTTTGTTAC TGAATTCCTC AAGATGATAA AAATTGGTGG 

TTGAAAGTCT CAAATAACAA GGAATAGTCT TTTTTCTTGT GGTTAATATT ATTGTTTAGT 

ATCAATCCCA TTTCATTGTT TTTCTTATTC CAATTTCTCA TCTTTATTAA ACGTTTTCTT 

TGATTGACTT CGTGTGCTAT GTGGCACTTC AAACCGACAT TATATATATA TCGGAAAAAT 

AAGCCATTAG TAATCCATGT CTCATTCCTT AGAAATTCAA GTCATTTTTT GACTAGTCAC 

GGATACTTAC CATTCGGTGA ATTTGTGATT TACCCAATGT GTTACTTTTC CCTCTTGAAA 

ATAGATATTG CTCTCGGGAC TCTCAACTGG AAGTGTTGGG ATGTGGGCGT ATCACTTTTT 

TTCTTACAGA GTTCTACTTT CATGTGTATG TCTGTTGGTC TTATTTCAAC AAATTCTTAA 

ACTGCTGAAA TTCTTAGTAC TTTTATATTA GGTGTGTTAT AAATGAAGTT GTTTTCACTG 
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AATTTGTGTA TAAAGTACTT TTTTGTAAAT TAACTTGTTT ACTTTTACTG TTTATTGTGT 

TTTTTCTCTT CAAGAATTAG TTAGGCATTT AATATCATGT GTATTAATCG ACCATTACAA 

GTGTTATATA TATCTATATT ACTCAGTCTT AGGCTTTCAT CAAATTTCTT TGATATATTA 

TTGAAGACAA CTTTAGCTGA TATATTCAGC TTCCTGACGC TATACTGATT AAGAAATGGA 

ATCAATAGCA ACTTTTATCG ATTAGTTTGC AGACATGTCA ACACTCGACA AAATGAAAAG 

AGCATTTCCA TTCACGCCTA AAATGTGACT CAATTTCAAT AACTAATATG ATAATGTCAA 

CAAATTACTA TGATTTGAAG GGAAAGTATC ATCCGGCTCT TGTTATTAGG CCCTAAGCCC 

TTCAATTTAT ACATTCAGCT TTACACCAGC AGGTGGTAGA TTCGAATTCC ACCATATCTA 

CTCAAATTTT AGCAGCTGAG CAATATCACT AAACCTCATA CAATTGAATT GTGGTTTATA 

TATAATTGTA CATGTAAATC TGTACATGAT AAATGAGTTA TCTCTTACTT AAAGCTATAA 

AAACATTTCT AGATAAGAAA TTCAAGAGTC CTCAGAAAAA TTCATCAATA ATTGAATGAA 

TTGATATTGT GTACTGGACT TTATGTTACA TTTTGTCTTC ATATTTTATC GCACTTCAAA 

ATAAATCAGT GTTTGTGCAA AATTGTGAAC TTTCTGATTT ATTGTCCTTA CCGTGGTACT 

TTGCAACTCT GAACATTTTA AACATTGATT TTATGAATGG TGACTTTAAA AAAATCATTT 

AATACATCTG AACAGTATCA CAGTATATTT TGTTACATTG TGTTTATGAT GCATTGAACA 

AGCATACACA TTTTGCCGAA TAGGTTACGA GTATAACATT CAGTCTTTGG TAGGTTTACG 

TCTAGTTTAA AGGTACTTTG TTTGCTGGGG GAATGTTAGA AGCAGTAAGT GAGATCATCT 

AAAACAGAGA AAAACAATGG AAAAAGTGAA CCAACGACTC GGTATGCATA TAGAATACAC 

TTACATTTAG TAACGAAAGC AATTACCAAC AATCAAAAAT AACACGAGCA TGAGATTAAA 

ACAATTCGAC AATCGAAACA GGAAGTTGAT AGTTTAAGGT TTTGAACGTG TTACAAAATT 

ACAATTAATT TTTGAACATT ACAAATATTT TTTTTGTGTC ATATAGAATG TGTTCAATTT 

GTTTCAAACA ACTATTACTG GTTGTGAAAG CAGTTAATGA TTAATATGTG TTGTATGCAT 

CCCCACAAAT ATTCTAATGT TCAACGAATT TAATTAGACT AGTGATAACC GAGCATCCTG 

TCTAGTTTTT CTCAAATAGT ATAATTTACA AATGTATAAA GTGTTTTGAA GTTCCAACCT 

CTTCATCATA AATAATACAC TAGCAGAATT TTTATTTGTT TCAAGTCCAA AACATACCTT 

AAGGGGAAGT ACTTTCATCC ATATCTCCAT ACATGTATTT GCTGCTTTGA ATTGATTTCT 

TTTTAGCAAA TTCGAATGAT GAGATGTGAT ATATTATGAT ATTTGTTTGT TTTAATTACC 

CCCACCCATC CATAAATATA CACACTGGGA AATATGTCAT TACTTAGCTC TTGACATCAG 

TCAGTCAGCT ACAACGTAGG ACCAGGCACA TATATGCATC GGTCCAAGTT GCCATACCCC 

ATACGCCATT GTGATCGGTT CTGAGTCATG TCACCCAGTT TCCAACCATT GGTTACGATA 

ATCACGCAGA CCCCAACCAA GTAGTCTGCA TCTACCAACA TGGCTCAGAC TAGAAGTTAG 

TGACTTCAAG CACTGATGCC ATGATTTGGT TTGGCCGCCC CTATACTAGT CAGCATTGCG 

CTACTACTAC TACTATTACT ATGGATAATA TGACAAAAAA TGTATCACAA CTTATACTGA 

CTTCTACACT GAATTGTAAT CTGATATTTT GCCCCCAAAT GCCCTGGTAC GGCCGAGAGT 

GGGGAGAGTC TGCTCTCCCT CTCGAAATGC TCTCATATAG CCACGCGAAT ATATAGCCTC 

TGCCAGGGAA GTCCTACTCA CTGCCTTCTC GTGGCGGGGT TGTTGGTTTC GAAATTGAGA 

GGATGAAAAG CGAATGTCCG GCGCTTTAAC CGGGTTGGTG GACAAGGCGA GTCCACCTAG 

GGGAGTTGGA AAACCCTGAT TCCAAACCAA TGGTGCACAT GGGCTCCAGT ATCCTGAAGG 

AACAAATGGC GTACGAATCA ATCATTGATC ACCGGCTATC ATGGGACTGC ATCTCCTCAC 

GATGCTCCAC TGCCTTGTGG ACTAGACCTT TAGGTCAAAG GCTCTGGGTG TGGCCCCCTA 

AGAAAACCAC TTGCTTCAGT CTGGGCACCT GGGCAGTATC ACAGCCCTCA CACAAATCGA 

ATGAGATTTG TGAGGCGCAT ATTTATCTGG TGCTTTTTTG TACCAATATT TATGTGTTTA 

AATGAATAAA TAAATCTGAT ATTTTATGAA ATGTAAATTA TTCCGAACAG TTCGATGATT 

GTGATCGGAA GATTATCTAT GATAAAATGT ATGGTAATAG AATTAGTATC TACTGATGAT 

CTCTAGTATT TCTGTAACTG TAGTGGCTCT CTCATGAAAA CTACGTCGTA GCATGTCAGA 

GTTCACAAAC TTGTAGACTT GAATTTGATT CATGATATCT TTTAATAACT ATGTGGTAAA 

ACTGCTATTC CAGGTTTGAT TTTAAAAAAT CAACCGGTCA GTTTTGATTA ACACAGAGCT 

CACCATAGAT GTGCGTTATC CCAGGTTAAC GTAGCACATT AGACTGACGA GATGAAACTA 

AAAAGATGAA AAGCAAAGTA GTCGGAATAA TTTTAACTGC AATAACAAAG AAAAAGACTA 

ATAATTGATA ATATAGTTTT AAAAGGTAGA ATGACAAGAT ATAAACAAAA CAGTACTGGA 

ACATTTGGGG GTCATTATTG CTGAGCGCTG CCAAGAGTCT CTGCATTTTA TCAGCGTCTT 

CACCAAACAG GACTATTTAA TTTGCGTATT CTAAGTCGAT AAGTGGACCT CCTGGTAGGA 

GATCAAATCC TGAAAATTCA GTCGACGAGA GCGTTATTAT TGCGAAACCA AATGACAGTT 

CGCCATAAGC TCTGACTCGA CTGGTAGTGT TCGAGTAAAG AGCCCTAACA AGGTTTGTGT 

ACTTCTGAGG TTTACCTTTC AATGACAGAC ACTGCCACAG AGCCTCTCGG TCTACATGGT 

CAAATGCTGC TTTTAAGTCA AGAAAAACTA TCATTGTTGG ACGCCGGTAA GGACGCCTGT 



146 

 

GTTCTGAGAT CTGACGAATA GTGAATATGT GGTAAATGCA GCCACGACCA GTTTTGAAGC 

CAGCCTGATT TTCTCGTGTT TTCAGTCCAT GAGCCTCTAT TAGTTGTCCG ATAATTATTG 

AGGCTAGTAT TTTAGATGCT ATAAAAGTCA AACTAATCCC TCTATGGTTA TCACAAGACT 

ATTTTAACCC CTTCTTATAT ATTAGGACAG TAAGTGATTG AGACCAGTCA GATGTGATTA 

CGTCCAACTC CCAGATTTTA GCTAAAATAT TAGTCAACGT AATCGCTAAA ATTGGACCAC 

CATATTTAAA GACATCTGGA GCCAATCTAT CTGGACTAGC TGCTCTTCCT TGTTTCAGAT 

TAGCTATAGC CTTTTGAACT TCAGCTAGAG TCGGGGACCT ACTTCAATGT TCCATTCAGG 

TTTTCTGGAA ATGACGGGTA ACTGTAGAGT TGCTGAAGGC CAGCTAAACT GTTCTCTAAA 

GTGTTCCGCC CATCATTCTA AACGTCTGGG CTGAGAGCAG ATAAAAGTCT CGTCTTTTTC 

CGATATTGTC TCACTTACAC TTGAATTCCA GTTCCTTTCA TTAGTCTCAA AAGCTGTCTA 

GGGTTACCTG CAACCGCTGC CTTTTCCATC TTGTTTGCTT TCGTTGCCCA CCACTGCTCA 

CGATCGTTCC TTAGACTTTT GGTTAACCTG GATCTGATTT GCTTTCGATC TTCATCGTTT 

TCAGAGCTTG ATGGGATGAG TTTACGAGAA TCCATCAGTG TAATAGACTT AGAAGAAATC 

CATTGGTTTT TTGGAACCCT ATGGTTTAAA TTACTAATAG ATGTTACTGC TGTTTCAACA 

GCTGTTCGTA TATCTTTCCA TGTAACGTCT GGGTCAGCTT CGTTTTCAGA TTTACCTAAG 

TGTGACCTTA GTTGCTCCTT GAATTTACAT TTAGCTTTCT CGTGCTCCAG TTCAATCCTA 

ATGGGTCTTT TTAATGTGGT TTTTCTGCGT CCAGTGAGGC GCAAACAAAT GCGTGCTCCT 

ATTAAAGCGT GATCAGAGTA TAAATATGTA TTCCAAAACG AACGACAATC TATCGAGCCT 

CTCCAACGAT GAATGATGGC AATATGGTCT ATTCGAGTCC ATCGTTGGTT TGGTGCAGGT 

GGTCGTCATG TTAGATGATG TCTCTCCTTA TGCCTAAAAT TAGTGTTTGC TAAAAATAAA 

CGATTGTCTG AGTATAGTTG CCACAGACGA TCACCATTAT CTGTTCGCTG AACCGGAATA 

CAAAAATAAC CACCTAAATG TCTTTCTGTT TGATTTAAGC TACCTACTTG GGCATTAAAG 

TCACATCCTT CGAGTAATAT GTCTGAGCGC TTAGCTTTTT GAAGAAGTTC AGAGTGCTTT 

CTGTAAAAGT CACCTACCAC TTCATTCAGG CTACAGTCAG TAGGAGTGTA GGCAGAAACG 

ACAAAAATTC AACGACGAGT GTCCCTATCC TTTCGATTTC TTACGTAGCC GTTTAGCCAG 

GCAGCACATA GGTAATTGTT AACGGGGACT CACTCTAATA GTGCTTGTTC TACTCTCGTA 

CTAAGTGCTA TGCCTACACC TGCAAGTCCA CGAGAAATAG CCATCGGGTT GCCAGATAAA 

CGGAGGGTGT ATCTCGTTGG CTCTTCGTTT TGGCGAGGTG AGGTCATGTG AATGAACACA 

CTAGGATCCT GTATGCGAAT TTTGGAGACA CAGTATACAT CAATGGTATG AGATTCTAGG 

GTTTTAGCCA AGGAGATCTG CTGACCGATG TGTAGTTTGG AGCGCTGTTT CAGTAGACCT 

GGAACAGTGT TTTGCGCACT AGAATCGTTG GCTATGGTGA CACTTGAGAA GGAATCCGAA 

AGAGGAAGTT TAGTGTTGAA AGTCGAGGTC GAAGGAGTAA TAAGAATTGG AGGAGACTGA 

TTATGAATAT ATTGATTTTG AGTGCCGTTA GAGGTATGAG GGGAGTTATC ACTTCCCGGT 

TGCCCACACC GTGGAAGAGT GATATTGACA TTACTGTAGG CAATTGTCAT CCGAGTGGAT 

CTGAGGTTTC TCACTGACTA ACTGTGATTT TAGAAAAAAA CAGAAGTCTT ACTTTCTCCA 

TACTACTCCT ACTTCAATAG TCTCCGTACT TTTCCACCAA ACTAGCAGAA ATTCCTTCGT 

CAAATTCTCT TGCCAAACGA AAACGTGCTT GGAGTCACTA ACTTCTGATC TTGACTAGGT 

TGGTAGACGC AGACTACTTT GTCGGGGTCC ACGTGACCAT CGTAACCAAT GGTTGGAGCC 

TCTGGGTGAC ATGGTTCATA ATCGATCAGT GGCGTAGGTT TATACACTCC CTGTCTTCCC 

TTAAACCGTG AGATTAAAAT TACTTTGTAC CTTTCTTTCT ACAAAGTAAT TCTTTCTTTA 

TTATATCCTT ATATGCAATC ATTTTTTATA CATTACTACC ATCGAAGTAA CTACTATGAA 

TTTGGTTTTC ATCTTGTACT GATGAGATAT GACGACTAGA ACTGATGCAT ATATGTTCCT 

GGTTCTGAAT TGTAGCTGAC TGACTGACTA ATTGTCCAAT GAACTACCAG GCATTGATCA 

TTTCATGATA GGTCTTTTCT AACTTACGAA ATATTTTTTA AAAACCACAT ATGATTATTT 

TGTATTTTCA CAGTTGTAAT CATGAGTCAA TTGAAGCTAG ACCACCATCG AAAACCTGGA 

AGCACTGGAC GGCCGTTTCG TCCTATTATG GGACTCCTCA GCAGTGCGCA TCCACGATCC 

TGCACTCGCG AGATCCGAAC CCAGGACCTA CCAGCCTCGA GCCGAAGCCC TTAACCGATA 

GACCACTGAG CCAGCATCCA ACGGTGTTAA TGTCTAACTT CAACCAATCC ACGATTTTGA 

GCGACCGTTC ACCAATTCTC TTCAGTGAGC TGATATCTCT ACAACAGACC TGGTATTTGT 

TGATTGTTCT ATGCTTCTTT TTTGTCAAAG GGATTATGTA GATATTGCCA TGATGACTTA 

GTTGTACATT GATTTTCTAC GAATTATTTT GTTTTGTTAA GTCACATGAA TCAATGTAGA 

ATAACAGTGA ATCAGTAAAA ATATCTCTAT TGATTCCTAT GTACTAATGC CTTTTCTCTG 

GTAACGTAAT TATTGTTCAT GATTAGTACA GAATTTTAAT TCTTTTTTAC GTAGTTAAAT 

GTTTCTTTGT AATTTTTAAA ATTTACTTGC TGTACAGTTG TCAATTAAAA TTGATGATAA 

TTATACCTAA AAATAACAAC AGTTTTTAAA ATAATAATAT TTAAACGAAA TTCTCCTTGA 

ATCTGTGTTC CGATAAATCT AACCGACTGG TGTATAGAGT TATGACAGAT GTCAGGCTTC 
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TCGATACAAG TTTGGTAGTA GTGGAGTAGA AGGGATATAT TTTCATTGAA TGAAATTTAC 

TCTTTTAGGA GCCTTATCTC GTTTCGTTGT TATGTGGGCT ATATGAAATG GTGATTGGTT 

GTTTTCTCAG ACAAACGACT GTTAGATAGT CTGACAAATA TATGATGTGT CATATATCTC 

TTCCCCTGAC CATTTGTACA TACTCGATTG TTAGCTAATA CACGTGCTAG TCAGACGGAA 

CACGCGTTCT TGATTTGAGT TATGTTGATA CCTTGTAGAA CAGTGCTCTG AGTATCTAGT 

ATAGAGCAGA CAAATCGTTC ATTGTTCGTC CTAAGGAATT CAGTGTCCTA TTAGTGTAAA 

GGAAATATTA TACAGGTTAT TTCATAAGAT GCTTGTCGCC TTTAATTTTG GGAATTATTT 

TAACGTACAT TTAATAAAGC GTTAGGGTAC AACACGTCTA GAATTTTAAA CTTTTGATGT 

TAATAGATTG TATTAATACC ATCAGCCCCC CTCCTACACA CTCAAGCACA ACGTAGTTTA 

AAGTTAAACA TACTAATTAG TACTTTATGA GTTGAGAAAA ATCTTCGCGC CTTGTTTCAC 

AATTCTTAAA ACCATTTATT GACATTATTT TTTCTTCATT ATTTAATGAC TTCAGATTGT 

CACGGTTGAA CTCATGAGTC TATCTAAGCT AGACCACCGG AAAACGTTTT CACCACAGTA 

TGAGACTCCT CAGCAGCGCG CATTAGTGAA CTCACAACCA GAGTCGAACC CGAAACCCTC 

GGTCTCGCGC GCGAACGCTT AACCTCTAGG CCGACATCTG GACGCGTTAA TATCCGACTT 

CAATCAATCC ATAATCTTGC TCAACCATCA TCCGTTGCCT ACTCTGGATA TCTGTTTCAC 

ATCTGACATG GTTTAATGAA CTCCACTGGT CACAGCTTCT TACTAGAACT CCAGAAGTTA 

CATCTCAAAG CAAGTCACTA GTGAGCACAT GAATATTAGT AGTATAGGAG ATTTGTGGAG 

ATTTTAAGAT TTAAACAGTT TAAATCACGA ATAGTATGTC CATATTAATT TTATTGACGT 

ATAAGACATT CTTACATAAG TTGAATTCAA AAGAGATAAT TAGTTGTATT TTGTCTTATA 

TATATATATA TATATATATA TATATATATA TATATATAGT TGAAATGTGT TCATAAAATC 

ACTTCATACA GTTTTTCCCT CTGTTTATGT TTATCTAGTA ATAATCAGTT ATTTAGCAGG 

ATATCATTGT ACAAAAGCAG TATGGATCTG GACATTTTGT ATACTGGTAG AGTTATTGTA 

CCTGTTGTAC AATCACTCAT CAATTTTTAA AGATAATATA TTTTTTGTTG TTACCTTTCC 

TTGTTTGTAG GACAGAATTA GATAGAGTAC TGAATCGTGG AAGTACATTG TGGATCTGGC 

CTAAACCAGA ATTTGAAAAC AATGTAAGTT GTTATTAAGA AAATTCAATA CACTTTTTAC 

TGCTTATCTG TCATTGCGTT TAACAATTTA ATCCCCATTT ATCTAGTTTG TCTTCTTATT 

TTTTTTTCTG AAAAAATTGT GAATTGTTAT CTTAAAGTCT AGTATGCAAA TTTACATTCA 

TGTGGGTTGT GCTATCATTA TCCTACGTTT GATTAATAAG ATTAAAGTTG GTTTCTTTCT 

GCATTAAGTA TTTCGATATT TAGCATCCCA AATAGTCTCG TGAGTAGCAA CTTTGAGCCA 

GCTTACATTT ATACCAGTCT TTACATTAAT TATGGTGAAC TGATTTGTTC ATCAACCNNN 

NNNNNNNACT GTACTTCCAA TTAGTAGGTT ATTGCTTCCA ATCCAACTTC TCAGGGAGTA 

GTTTTTTTAT CCCTCACCCT AACCGTCTGA CTAAAATGAT AACTTCATAA ACCTGTACTG 

GGTAACTGTT ACGTCTCGCC GGTTAGAACG CTATATTCGC TTCCCTAAAC TAGTTCCGTA 

CCCCCGAGCT AGAACTACTC AGCGACTTGA AGACCAGAGA AAAGGTACAA AGTGTGAGGG 

AAGCACTTTA CTACAGGGTT CCTTTATATA CAGAAAATAC AGAGATTTTA TAGTAATCTA 

AGAGACCTTG AGTTTTACCG AAAGTTCTAG AATACTGCTA AACATAGTAG CAGTATATTA 

ATCAGCCAGT CAGGATCTCC ACATGTGACT TTTTCATCCT CGTTATTTTG GTAACATAAC 

TTCACATAAC TTCTAATTAA TCGCTGATTG GTTGAAAATG CTCCTTGATG ACCCATGAGC 

TTGTCATGTC GCTTGCGAGA AAATTGCAGT CATCCCAACA GTAACCAAGT TACATTTCTA 

TTAAGTTGAC AACTTTTACC CCATCCTGTT GACTAGTTGC AAGTATCAAT ACATAAACAT 

CAATTGAAAA GGAACCTAAA TAGTACGCCA AGGTGGGAAC ACAACGCTCT GTGATTATCT 

TTTAAACCAA CAATTTCATA AAAAAGAGAA AGTTTCCGAA AGATCAGTAA AGAAAATTTA 

CAACTCTCTA AGGAGAACAA GTAGTAAGGA AGTCTAAGAT TTTGAGTGTA TCCTGGTCAT 

TTTCGTTATG TATTTTATTC AATATGACGT TTTTTTCACT ATAGCATACA TTTGAGTTCT 

AATTATATAG ATTTAATTAA CAATCATTGA AAAATGAATC TGTTAATAGG AGAGTGATAT 

TTCTTCATAT ATATATTCAT AATTGATTAT TTTGAGTTAA CGTTATTGAG TAGATTTTCA 

TCTTCACAGT TGCTCTTTTT TTTCATCTTC AAAACATTCA GGTGTATAAT CGTTTACTAA 

TTCAACAAAG TAAATCTCCT TTCACTGTAT ACAATTCATC GACCATTCTT TCACATTGGG 

AAATTATGAC AAATAACAAT AATAATAATT CATTATTGCC ACCGGTATTG TTAATCGCTT 

CACCGAATTA TATATTTCAT TCCAAGGCAT GGCCATTAAA TATGAGTCAT TACAATTTAA 

TCGATCCCAA AGGAATGCAT GGCTATGATC CAGAACTACC TGATATGCAT ATTCCATTAT 

TTATTTATGG TCCAAATATT AATCGTGGTG TTCAATTAAA TTTTACCAAA GAAATTCGTT 

CAGTTCATAT ACATAGTTTA ATGGCTTATT TAGCATCGAT TAATCTGCCA GATTTTCGTT 

CACTCGATTT ATTCAAACCA TTACTTTCAC ACAATTATTA TCATCATCAG TTGTCACCTG 

TGTTGAATAA TTTCTATTGG CCATTGAATG ACAAATCATC ATCATCATTA TCATTTTCTT 

CAACATTATA CGGAGATCGT TTTATGGTGA ATTTTCTAAT CGTAGCAGCA GCGTTAACCT 
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GTTTCTTTGT GCTAATTTGC GCTTTCATCA TATTAGCCTA TGTTAGATGT CGTATTTCAT 

TGACGACTAC ACGTGTATTC GGTTATCAAG ATGATTTAGA CAAGGAATTA GTTAAATCTG 

AGGTACTTTC TGAAGCTTAA 

 

 

SmNPP-6 

Sequência gênica, apenas éxons. 

 
ATGAACATTT ACACATTTCT GTACATCTTA GTTTATTTAT TCAATACGAA CAGTTCAACA 

GTAACAACGA CAATCTTAGA TAATGACTCG TCAGGTTCTT CATCTCGTTT ACTGGTTCTT 

CTAATTGATG GGCTAAGATG GGATGTAATA GCTGGTCATT TAGAAAATAA TACTAATCGA 

TTCGGATTTA AACGACTACA GAAAAATGGT GCGTATTTGC AGCGTTTCAC TCCTGTATTT 

CCTGCAGAGT GTTATCCGAA TATTTACTCA CTATTTACAG GTCGTCATCC AGTCGATCAT 

GGAGTTATTC TGCCAACAAC ATTTAGTGAA CATACAACTA TTAATGGTAA GCCTATTCGT 

TCACAAGTTG AAGGTCTTTG GGAAACAGGA GTAAAACAAA ATAAAGGTGT TCATCTTTAT 

CATTTGCCTA TATGTTCTAC TGAAGCTGGC ACTGAAAATA GTTGGTATTG TGAACCGTAT 

AGTCAAGAAG TTATGAATCC TATGCATTTG AATGCTACAA TACAAAAAGC TGTGGATGGG 

CTAAAAAACG GCAGTGCGAA TTTGGCAGTG GTATACTACG ATGAATTAGA TCGTATCGGA 

CATAGATATG GTCCATTATC TAATGAATTA GTTCATAAAC ATTTAGTGTA TTTGGATCAT 

GTTTTAGACT ATGCATTGAA CATCATAGAA TCTATACCAA ATTTAAATTT AATGCTAACT 

TCTGACCATG GTATGGCTAC AGTCTCACAT CAAGCACATG CTGATCGTTA TTTTAAAGGG 

ACAGAATTAG ATAGAGTACT GAATCGTGGA AGTACATTGT GGATCTGGCC TAAACCAGAA 

TTTGAAAACA ATGTGTATAA TCGTTTACTA ATTCAACAAA GTAAATCTCC TTTCACTGTA 

TACAATTCAT CGACCATTCT TTCACATTGG GAAATTATGA CAAATAACAA TAATAATAAT 

TCATTATTGC CACCGGTATT GTTAATCGCT TCACCGAATT ATATATTTCA TTCCAAGGCA 

TGGCCATTAA ATATGAGTCA TTACAATTTA ATCGATCCCA AAGGAATGCA TGGCTATGAT 

CCAGAACTAC CTGATATGCA TATTCCATTA TTTATTTATG GTCCAAATAT TAATCGTGGT 

GTTCAATTAA ATTTTACCAA AGAAATTCGT TCAGTTCATA TACATAGTTT AATGGCTTAT 

TTAGCATCGA TTAATCTGCC AGATTTTCGT TCACTCGATT TATTCAAACC ATTACTTTCA 

CACAATTATT ATCATCATCA GTTGTCACCT GTGTTGAATA ATTTCTATTG GCCATTGAAT 

GACAAATCAT CATCATCATT ATCATTTTCT TCAACATTAT ACGGAGATCG TTTTATGGTG 

AATTTTCTAA TCGTAGCAGC AGCGTTAACC TGTTTCTTTG TGCTAATTTG CGCTTTCATC 

ATATTAGCCT ATGTTAGATG TCGTATTTCA TTGACGACTA CACGTGTATT CGGTTATCAA 

GATGATTTAG ACAAGGAATT AGTTAAATCT GAGGTACTTT CTGAAGCTTA A 

 

 

SmNPP-6 

Sequência de aminoácidos. 

 
MNIYTFLYIL VYLFNTNSST VTTTILDNDS SGSSSRLLVL LIDGLRWDVI AGHLENNTNR 

FGFKRLQKNG AYLQRFTPVF PAECYPNIYS LFTGRHPVDH GVILPTTFSE HTTINGKPIR 

SQVEGLWETG VKQNKGVHLY HLPICSTEAG TENSWYCEPY SQEVMNPMHL NATIQKAVDG 

LKNGSANLAV VYYDELDRIG HRYGPLSNEL VHKHLVYLDH VLDYALNIIE SIPNLNLMLT 

SDHGMATVSH QAHADRYFKG TELDRVLNRG STLWIWPKPE FENNVYNRLL IQQSKSPFTV 

YNSSTILSHW EIMTNNNNNN SLLPPVLLIA SPNYIFHSKA WPLNMSHYNL IDPKGMHGYD 

PELPDMHIPL FIYGPNINRG VQLNFTKEIR SVHIHSLMAY LASINLPDFR SLDLFKPLLS 

HNYYHHQLSP VLNNFYWPLN DKSSSSLSFS STLYGDRFMV NFLIVAAALT CFFVLICAFI 

ILAYVRCRIS LTTTRVFGYQ DDLDKELVKS EVLSEA 
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