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RESUMO

A identificagdo de moléculas sinalizadoras ¢ a elucidagdo de processos de transdugdo de sinal
de Schistosoma mansoni sfo necessarias para o entendimento da interagdo hospedeiro-
parasito e de processos fisiologicos do parasito. Proteinas tirosinas quinase (PTKSs) sdo
moléculas importantes na comunicagdo intra e intercelular, tendo um papel crucial nos
mecanismos de transducdo de sinal. Estas proteinas estdo envolvidas nos processos de
desenvolvimento, diferenciacdo e comunicagdo celular entre outros. Uma nova PTKs foi
identificada em S. mansoni e nomeada, SmFes. SmFes ¢ um gene de copia tnica e o seu
c¢DNA completo contém uma ORF de 3.780 pb. SmFes exibe caracteristicas da familia
Fes/Fps/Fer das PTKs, com assinaturas de dominio proteina quinase, SH2 e coiled-coil
caracteristicos. SmFes ¢ o primeiro gene da familia Fes/Fps/Fer identificado em S. mansoni.
Analise filogenética revelou que SmFes esta relacionada a proteinas da familia Fes/Fps/Fer,
agrupadas mais proximas as proteinas ortdlogas de organismos invertebrados. O alinhamento
entre 0 cDNA de SmFes e seqiiéncias genomicas depositadas pelos bancos de dados de S.
mansoni indicaram a presenca de 17 introns, alguns demonstrados experimentalmente.
Analises parciais de clones de cDNA indicaram a inser¢éo de 9 pb na posigéo 3’ do exon 10,
formando duas populagdes de cDNA, comprovadas por RFLP. A analise da seqiiéncia
gendmica indicou que existem dois possiveis sitios de edicdo do RNA na proximidade 5° do
intron, indicando um evento de edi¢@o alternativa. A existéncia de um alelo contendo uma
inser¢do de 15 pb na seqiiéncia gendmica foi observada. As amplificacdes de diferentes
espécies de Schistosoma com pares de iniciadores desenhados para SmFes indicaram a
presenca de ortdlogos de SmFes em varias espécies do género. SmFes ¢ transcrita em baixos
niveis nas diversas fases de desenvolvimento do parasito, com uma maior taxa de transcrigdo
em vermes machos, como detectado por PCR em tempo real e northern-blot. A expressdo da
proteina SmFes foi verificada em esporocisto, miracidio, verme adulto e em nivel mais
elevado em cercaria. Uma proteina recombinante de SmFes foi expressa para ser usada em
experimentos de identificagdo de parceiros de SmFes em futuros ensaios de co-precipitagdo e
também em experimentos de duplo hibrido. Varios possiveis parceiros de SmFes foram
identificados por analise computacional. A compreensdo de genes envolvidos nos
mecanismos de transdug@o de sinal pode fornecer novas estratégias de desenvolvimento de

drogas.
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ABSTRACT

The identification and elucidation of signal transduction molecules and mechanisms are
necessary for the understanding of the Schistosoma mansoni host-parasite interaction and of
physiological process of the parasite. Protein Tyrosine kinases (PTKs) are important
molecules for intra and intercellular communication, playing a crucial role in signal
transduction processes. These proteins are known to be involved in developmental,
differentiation and communication processes of cells, among others. A novel member of PTK
was identified in S. mansoni and designated SmFes. SmFes is a single copy gene and the
complete cDNA contains a 3.780 bp ORF. SmFes exhibits the characteristic features of
Fes/Fps/Fer protein tyrosine kinases family, containing three coiled-coil regions, an SH2 and
a protein tyrosine kinase catalytic domain signatures. SmFes is the first gene from Fes/Fps/Fer
family identified in S. mansoni. Phylogenetic analyses reveled that SmFes is more closely
related to invertebrate proteins orthologues of the Fes/Fps/Fer family. The assembly of the
SmFes c¢cDNA and genomic sequences indicated the presence of 17 introns, some
experimentally demonstrated. Analysis of partial cDNA clones indicated the presence of a 9
pb insertion at the 3’ end of exon 10, producing two different populations of cDNA. The
analysis of the genomic sequence indicated that there are two possible splice sites at the 5’end
of the intron, pointing to an alternative splicing event in the SmFes pre-mRNA. An allele of
the SmFes containing a 15 pb insertion was observed in genomic sequence. The amplification
of different Schistosoma species with SmFes specific primers indicated that orthologues of
SmFes are present in several species of the genus. SmFes is transcribed at low levels in the
different developmental stages of the parasite, with higher level in adult male worms as
detected by real time PCR and northern-blot. The expression of SmFes protein was verified in
sporocyst, miracidium, adult worm and in higher levels in cercariae. A recombinant protein
was expressed to be used in experiments to identify SmFes partner proteins in future pull-
down assays and also in two-hybrid systems. Various possible partners or SmFes were
identified by computational analysis. The comprehension of signal transduction processes

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




I.1 ESQUISTOSSOMOSE

1.1.1 Aspectos Gerais e Epidemioldgicos

O termo parasitismo refere-se a relagdo entre dois organismos, o parasito e o
hospedeiro, que ¢ benéfica apenas ao parasito. O hospedeiro fornece um habitat, nutrientes e
estimulos que regulam o desenvolvimento do parasito. A esquistossomose ¢ uma doenca
parasitaria que tem como agente infectante um parasito pertencente ao filo Platelminto, classe
Trematoda, ordem Digenea, subordem Strigeidida, superfamilia Schistosomatoidea, familia
Schistosomatidae, e género Schistosoma. Schistosoma ¢ um metazoario acelomado, de
simetria bilateral e dimorfismo sexual durante a fase adulta .

O agente da esquistossomose foi descoberto em 1851. Em 1913 o hospedeiro
intermediario foi identificado e o ciclo de vida do parasito descrito e reproduzido em
laboratorio . Varias espécies de Schistosoma ja foram identificadas: Schistosoma bovis, S..
curassoni, S. edwardiense, S. haematobium, S. hippopotami, S. incognitum, S. indicum, S..
intercalatum, S. japonicum, S. leiperi, S. malayensis, S. mansoni, S. margrebowiei, S._
mattheei, S. mekongi, S. nasale, S. ovuncatum, S. rodhaini, S. sinensium e S. spindale. As trés
espécies mais importantes para a saide humana, S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum,
tém distribuigdo geografica diferentes, ou localiza¢des topograficas distintas no organismo do
hospedeiro definitivo, além de caracteristicas morfologicas e fisiologicas peculiares . A
espécie S. mansoni ocorre na Africa, América Latina e Antilhas. A infecgiio causada por esta
espécie ¢ denominada esquistossomose mansonica ou intestinal, pela localizagdo dos parasitos
nas vénulas da parede do intestino grosso, sigmoide e reto, com sintomas predominantemente
intestinais. Nos casos mais graves, ha envolvimento hepatoesplénico e hipertensdo no sistema
porta . A esquistossomose mansdnica foi introduzida no Brasil pelo trafico de escravos, que
foi confirmada por estudos de diferenciagido génica e isoenzimaticos entre parasitos do velho e
novo mundo . A espécie S. haematobium ocorre predominantemente na Africa, sua presenca
estende-se para a Bacia do Mediterraneo, Oriente Proximo e Médio. A doenga causada por
esta espécie € conhecida como esquistossomose hematobica, vesical ou urinaria e também por
genito-urinaria. Os parasitos localizam-se preferencialmente no plexo vesical ¢ a doenga
produz um quadro clinico com sintomas urinarios . A espécie S. japonicum ¢ responsavel por
outra morbidade intestinal da doenca, porém circunscrita ao extremo oriente ¢ Pacifico
ocidental, e é conhecida por esquistossomose japonica .

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

vertebrado em que ocorre a reprodugdo sexuada e maturagdo; e a segunda no hospedeiro



intermediario invertebrado em que somente ocorre a reproducdo assexuada. O hospedeiro
intermedidrio para S. mansoni ¢ o caramujo do género Biomphalaria (Figura 1). Milhares de
cercarias sdo produzidas por um Unico esporocisto durante a reproducdo assexuada no
hospedeiro intermedidrio, que as liberam de forma intermitente. A saida das cercéarias do
hospedeiro intermediario é induzida pela luz, portanto a liberagdo ocorre preferencialmente
nas horas mais claras do dia. Quando madura, a cercaria sai do caramujo para a agua, estando
apta a infectar hospedeiros vertebrados. A cercaria mede cerca de 0,5 mm em comprimento e
tem como caracteristica uma cauda bifurcada. Na d4gua, acusam geotropismo negativo,
fototropismo positivo e tendem a acumular-se sob a superficie liquida . Uma vez que ndo se
alimentam, possuem uma grande reserva de glicogénio e precisam encontrar um hospedeiro
vertebrado num periodo de 36-48 horas . Quando encontram um hospedeiro apropriado,
penetram pela sua pele ou mucosa liberando a cauda. A capacidade invasora das larvas
depende de um esfor¢go mecénico e da agdo quimica exercida pela secregdo das glandulas
cefalicas de penetragdo. A agdo mecanica ocorre por auxilio de uma ventosa oral. A agdo
quimica ocorre por proteases, do tipo colagenases ¢ elastases, ou por enzimas que sdo ativas
contra as glicoproteinas da pele. Apos penetrar, a cercaria comega a passar por mudangas, na
conformagdo da membrana que se torna pentalaminada e no metabolismo que se torna
principalmente anaerdbico . Inicia-se o processo de transformac@o em esquistossomulos .
Apos permanecer na pele por um tempo variavel, de minutos a 24 horas, os esquistossdmulos
iniciam a migracao através do corpo de seu novo hospedeiro, caso ndo sejam destruidos pelos
mecanismos de defesa do hospedeiro. Os esquistossomulos utilizam as secregdes liticas das
glandulas cefalicas posteriores para penetrar nos vasos cutdneos. Através da circulagdo, eles
chegam ao coragdo direito e aos pulmoes em 5 dias, tornando-se mais longos e delgados, o
que facilita a sua migragdo através da rede vascular pulmonar (Miller & Wilson 1978,
Rollinson & Simpson 1987). Do pulmao, os esquistossomulos voltam ao coragdo esquerdo e
sdo enviados pela circulagdo geral a todas as partes do corpo do hospedeiro. Somente quando
alcangam o sistema porta intra-hepatico podem completar seu desenvolvimento (Miller &
Wilson 1980, Rollinson & Simpson 1987). Quatro semanas apos a infecgdo, a maioria dos
vermes encontram-se maduros e prontos para se acasalarem. Os vermes acasalados deslocam-
se ativamente contra a corrente circulatéria do sistema porta e migram para as veias
mesentéricas pélvicas. As localizacdes habituais sdo as vénulas da parede do reto, sigmoide e
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Figura 1: Ciclo biologico do S. mansoni. As cercarias ao sairem do caramujo nadam em busca
de um hospedeiro, penetram pela pele do hospedeiro definitivo, o homem, e perdem sua
cauda, iniciando-se o processo de transformacdo em esquistossomulos. Os esquistossomulos
migram através da pele até as veias. Vermes adultos de S. mansoni residem mais
freqiientemente nas veias mesentéricas superiores que drenam o intestino grosso. As fémeas
depositam seus ovos nas pequenas vénulas dos sistemas porta e perivesical, de onde sdo
ativamente movidos para o limem do intestino sendo eliminados com as fezes. Em agua
fresca os ovos eclodem e liberam os miracidios que nadam e penetram no hospedeiro
intermedidrio, a Biomphalaria. Os estdgios no caramujo incluem duas geragdes de
esporocistos e a  produgdo e liberagdo de  cercarias. (adaptado de
http://www.cdfound.to.ittHTML/sch1.htm)



grosso (Bloch 1980, Rollinson & Simpson 1987). Os vermes adultos tém, aproximadamente,
um centimetro em comprimento, sdo delgados e longos, e caracterizados por terem duas
ventosas, uma oral e uma ventral . A fémea ¢ mais fina, cilindrica ¢ longa que o macho,
existindo também diferengas fisiologicas e antigénicas entre macho e fémea. A fémea
depende do contato com o macho para completar a sua maturagéo . O par estd em constante
associagdo, encontrando-se a fémea no canal ginecoforo do macho. Os vermes alimentam-se
de plasma e células do sangue venoso . A maior parte da energia das fémeas ¢ gasta na
produgdo de ovos. Cerca de 340 ovos de S. mansoni sdo liberados por casal de vermes em
ratos infectados a cada dia, sendo que este nimero aumenta em primatas . A produgéo de ovos
comeca 30 a 40 dias ap0s a infeccdo. Medem, aproximadamente, 142 ym em comprimento e
60 um em largura. A forma do ovo é caracteristica para a esquistossomose mansonica por
possuir uma espicula lateral. Os ovos sdo eliminados para o ambiente através das fezes de
individuos infectados . Muitos dos ovos ndo ultrapassam a parede intestinal e sdo levados a
orgaos e tecidos do hospedeiro pela corrente sanguinea. A presenga destes ovos nos tecidos
resulta na formacdo de granuloma, resultante da resposta do sistema imune do hospedeiro.
Esta resposta de hipersensibilidade retém antigenos citotoxicos € mata o ovo, mas também
causa danos ao tecido, sendo responsavel pela manifestacdo clinica da esquistossomose
cronica. O Orgdo mais atingido é o figado, sendo o bago também um Orgdo bastante
acometido . No momento da ovoposicao, o desenvolvimento embrionario ¢ ainda incompleto,
requerendo mais seis ou sete dias para completar-se. A expectativa de vida dos ovos maduros
¢ de, aproximadamente, 20 dias; os miracidios morrem caso a expulsdo ndo se complete
dentro de trés a quatro semanas apds a ovoposi¢do. Os ovos eliminados pelo hospedeiro
através das fezes eclodirdo se encontrarem condi¢cdes adequadas como: agua fresca com
temperatura morna, baixa hipotonicidade e iluminacdo adequada, liberando assim o miracidio
de dentro da casca do ovo . Uma vez que o ovo ¢ rompido em agua fresca, o miracidio emerge
e comega a nadar ativamente. Os miracidios apresentam uma forma piriforme ¢ medem,
aproximadamente, 70 um em largura por 160 ym em comprimento. Seu corpo é coberto por
células anucleadas ciliadas e possui na sua extremidade anterior organelas sensoriais. O
miracidio possui geotropismo negativo e fototropismo positivo, que o auxilia na localiza¢do
do hospedeiro intermediario, além de ser atraido por substdncias quimicas eliminadas pelo
caramujo. O encontro deve ocorrer em um periodo de 24 horas. O miracidio penetra no
hospedeiro intermedidrio especifico por movimentos rotatorios e agdo litica. Apods a
penetragdo o miracidio perde seu revestimento epitelial e seus Orgdos de penetragdo,
atrofiando sua musculatura . Por volta do oitavo dia o miracidio apresenta-se como um tubo

enovelado, imovel, repleto de células germinativas em multiplicagdo, se transformado em
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esporocisto. O esporocisto primario apresenta grandes células germinativas isoladas ou
agrupadas. Por volta da segunda semana de existéncia rompem-se pra liberar esporocistos
filhos, em nimero de 20 a 40. Os esporocistos secundarios apresentam células germinativas,
em constante multiplicagdo. Pouco a pouco, aglomerados celulares vao se diferenciando para
formar cercarias. Os esporocistos podem formar varias geracdes de cercéarias. A
transformag@o dos esporocistos em cercérias ocorre apenas quando atingem sua localizagdo
permanente, nas glandulas digestivas do caramujo. A cercaria deixa o hospedeiro caindo em
agua fresca, fechando o ciclo de vida do parasito .

A esquistossomose mansodnica tem o quadro clinico dividido em fase aguda e cronica.
A fase aguda é caracterizada pelo periodo que precede a ovoposi¢do. Logo no inicio da fase
aguda, ha um aumento na resposta de proliferagao celular contra antigenos do parasito,
diminuindo-se ao longo da fase aguda. A esquistossomose cronica tem seu quadro clinico
dividido nas formas intestinal, hepatointestinal ¢ hepatoesplénica. A lesdo tipica e elemento
anatomo-patologico basico do processo esquistossomotico cronico € o granuloma que se
forma em torno dos ovos do parasito. Os ovos que ndo conseguem deixar o organismo do
hospedeiro sao imobilizados e envolvidos por uma reagao inflamatoria, o granuloma. Muitos
ovos sdo arrastados pela corrente sanguinea e ficam retidos nos capilares do espago porta do
figado. Do territorio periportal, alguns ovos sdo levados até os pulmdes, e sdo retidos nos
capilares pulmonares. As lesdes do sistema nervoso central e de diferentes 6rgdos sdo devido
a localizagdo ectdpica dos ovos .

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, a esquistossomose ¢ a terceira doenca
tropical de maior importancia sdcio-econémica ¢ de saude publica do mundo. A mortalidade
na esquistossomose ndao ¢ grande, porém a patologia ¢ cronica e debilitante. A
esquistossomose ¢ endémica em mais de 74 paises em desenvolvimento, sendo que 80% dos
casos encontram-se na Africa sub-Saariana. Estima-se que mais de 600 milhdes de individuos
estdo sob o risco de infec¢do e que existam 200 milhdes de individuos infectados, dos quais
120 milhdes sdo sintomaticos e 20 milhdes tém conseqiiéncias severas da infecgdo . Por ano
ocorrem aproximadamente 11 mil mortes diretamente relacionadas a esquistossomose.
Seqiielas clinicas tardias e a mortalidade/morbidade indireta causadas pela esquistossomose
estdo relacionadas a 200 mil mortes por ano . O nimero de DALY (Disability Adjusted Life
Years) provenientes da esquistossomose atinge 1,7 milhdes (valor considerado subestimado
pelo The Expert Committees on the Control of Schistosomiasis and Soil-transmitted
Helminths), correspondendo a 13% do nimero de DALY entre as doengas tropicais. O valor
de DALYs, em 2001, para as doengas tropicais correspondeu a 12,9 milhdes, sendo 1,5

milhGes para tripanossomiase, 649 mil para doenga de Chagas, 2,3 milhdes para leishmaniose,



5,6 milhdes para filariose linfatica e 987 mil para oncocercariose . As doengas tropicais
acometem principalmente paises subdesenvolvidos em que os recursos de satde publica sao
muito pequenos e voltados principalmente para outras doengas como malaria, HIV/AIDS e
tuberculose .

A esquistossomose atinge principalmente criangas, com faixa etaria entre 10 e 19 anos
. O potencial cognitivo de criangas diminui consideravelmente quando infectadas por
Schistosoma, diminuindo a sua capacidade de memoria e velocidade em processar dados. Esse
efeito ¢ ainda maior entre criangas subnutridas .

Para um programa de controle visando interromper o ciclo biolégico em um dos
pontos do ciclo de transmissao da parasitose ¢ importante o conhecimento epidemioldgico, da
biologia do verme, e também de fatores ligados ao hospedeiro intermediario e definitivo . O
controle da doenga vem sendo realizado através de processos quimicos e/ou biologicos de
eliminacdo do hospedeiro intermedidrio, através do saneamento e educagio evitando o contato
das pessoas com aguas contaminadas e, principalmente, através do tratamento com drogas

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

1.1.2 Genodmica do S. mansoni

Atualmente a abordagem mais promissora para a identificacdo de novos alvos de
drogas, vacinas e reagentes para diagndstico, assim como para a compreensao da resisténcia a
drogas, diversidade antigénica, infectibilidade ¢ patologia, consiste em compreender e decifrar
as informagdes nos genomas dos parasitos .

S. mansoni tem um genoma diploide com sete pares de cromossomos autossomicos e
um par de cromossomo sexual. Os cromossomos variam em tamanho de 18 a 73 Mb e podem
ser distinguidos pelo tamanho, forma e padrdo de bandas C. O tamanho do genoma haploéide é
de aproximadamente 270 Mb com um contetdo CG de 29,4% . A metilagio do DNA
gendmico ndo ¢ observada no parasito adulto . O genoma do parasito é constituido de 4% a
8% de seqiiéncias de DNA altamente repetitivas (>1.000 copias), 35% a 40% de seqiiéncias
de média repetitividade (~100 copias) e 60% de seqiiéncias correspondentes a familias de
genes ou regides de copia unica . Schistosoma corresponde a um dos primeiros organismos a
desenvolverem dimorfismo sexual e cromossomos sexuais heteromorficos. A fémea ¢
heterogamética, possuindo o par de cromossomos sexuais ZW e o macho o par ZZ .

O estudo do transcriptoma de S. mansoni foi uma iniciativa brasileira, financiada por
agéncias locais que, teve inicio em 1992 . A partir de 1994, a Organizagdo Mundial de Satde
iniciou o financiamento da Rede Genoma de Schistosoma para a descoberta de novos genes

com o objetivo final de identificar novos alvos para o desenvolvimento de drogas e vacinas.



Durante este periodo a comunidade cientifica mundial produziu aproximadamente 16.000
ESTs . Recentemente, dois grandes projetos de sequenciamento do transcriptoma do S.
mansoni foram realizados. Ambos os projetos sdo brasileiros .

O primeiro, ja publicado, financiado pela FAPESP/MCT/CNPq, utilizou uma
biblioteca normalizada de verme adulto e minibibliotecas de ORESTES de seis estagios do
ciclo de vida do parasito . O projeto gerou 124.681 ORESTES e ESTs uteis de S. mansoni. As
seqiiéncias foram agrupadas resultando em 30.988 SmAE (Schistosoma mansoni assembled
ESTs), correspondendo a aproximadamente 92% do transcriptoma. Dentre as SmAEs
anotadas, 23% encontraram relagdo com outras seqiiéncias de S. mansoni ja depositadas,
tendo 2% delas identidade com genes conhecidos e 21% com ESTs depositadas no dbest. Os
outros 77% ndo encontraram relagdo com seqiiéncias de S. mansoni, sendo descritas como
novos genes relatados de S. mansoni. Destas, 1% apresentou identidade com proteinas
conhecidas, sendo genes paralogos, 20% com genes de outros organismos, sendo genes
ortdlogos e 55% sem relagdo com nenhum outro gene ja relatado de outras espécies . A
comparagdo das ESTs de S. mansoni com seqiiéncias do bancos de dados permitiu identificar
um grande numero de genes de interesse. Foi possivel classificar por Gene Ontology 8.001
ESTs, obtendo-se principalmente proteinas envolvidas em metabolismo e processos
biologicos . Na busca por dominios conservados foram encontradas 180 proteinas
identificadas como proteinas quinase, sugerindo que S. mansoni tem um complemento de
quinase menor que qualquer outro metazoario ja estudado, apesar de ainda assim ser a familia
de proteinas mais abundante em S. mansoni .

O segundo projeto, financiado pela FAPEMIG/MCT/CNPq, consiste de uma rede
gendmica formada por instituigdes do Estado de Minas Gerais que, tém como objetivo
caracterizar o transcriptoma de diferentes estagios de desenvolvimento do parasito, a partir da
geracdo de 70 mil ESTs convencionais. Esse projeto contribuird na complementagdo do
projeto desenvolvido em Séo Paulo e também, sera indispensavel em estudos de proteoma e
SAGE . Até o final de 2004, foram geradas 74 mil ESTs das diferentes fases do parasito,
ainda nao disponiveis nos bancos de dados publicos (rgmg.cpqrr.fiocruz.br).

Até o momento, mais de 150.000 ESTs foram depositadas pela comunidade cientifica
na divisdo dbest do GenBank. O baixo nivel de redundancia indica que ainda existam muitos
novos genes para serem gerados pelas bibliotecas disponiveis .

Os institutos TIGR (The Institute for Genomic Reasearch) e Sanger foram os
responsaveis pelo sequenciamento em larga escala do genoma de S. mansoni, gerando juntos
uma cobertura de 9 vezes do genoma completo, estimando-se que menos de 0,5% do genoma

ndo tenha sido seqilenciado. A estratégia de seqilenciamento utilizada foi de Whole Genome



Shotgun (WGS), por selecdo aleatoria de clones e com sequenciamento de ambas as

extremidades. Estas seqiiéncias estdo atualmente sendo montadas e anotadas .

1.2 RELACAO PARASITO E MEIO AMBIENTE

O parasito S. mansoni tem um ciclo de vida complexo, em que sua sensibilidade a
fatores do ambiente estimula mudangas fisioldgicas, morfoldgicas e bioquimicas A
capacidade de infectar ativamente ambos os hospedeiros, assim como a migragdo pelos
sistemas dos hospedeiros demonstram uma sofisticada coordenagdo dos seus sistemas
fisiologicos em diferentes fases de desenvolvimento em resposta ao meio em que se encontra .
O crescimento ¢ desenvolvimento dos vermes adultos de Schistosoma requerem uma
comunicagdo permanente do parasito com o ambiente em que se encontram, com os
hospedeiros, definitivo e intermediario, e também na relagdo entre macho e fémea .

Na rela¢do parasito-hospedeiro, o verme ¢ capaz de sobreviver por décadas no
organismo parasitado utilizando-se de suas biomoléculas para completar seu ciclo. Ja foi visto
que o parasito utiliza de TNF-a do hospedeiro com sinal estimulatorio para a producdo de
ovos . A utilizagdo de IL-7 ja foi demonstrada para o crescimento e fecundagdo do verme . A
presenga de receptor de TGF-B expresso na superficie do tegumento sincicial indica a
utilizac@o deste fator pelo verme . Fatores de crescimento epitelial humano estimulam a
expressdo do fator de crescimento epitelial no parasito . Produtos de células T CD4+
modulam o desenvolvimento do parasito . Em hospedeiros imunodeprimidos o
desenvolvimento do parasito ¢ retardado. Uma possivel explicagdo para este fendmeno ¢ que
o parasito aguarda melhores condigdes de sobrevivéncia do hospedeiro para entdo finalizar o
seu processo de crescimento, pareamento, fecundidade e transmissdo . Estes resultados
indicam que o parasito estd tdo adaptado ao meio, que utiliza proteinas imunoreguladoras do
hospedeiro como sinal de replicagdo e transmissdo .

A fémea necessita do contato com o macho para sua maturagdo. Ja se sabe que a
maturagdo da fémea ndo depende da transferéncia de esperma, mas sim do contato direto com
o macho, com possivel transferéncias de moléculas sinalizadoras, como hormonios esteroides,
que sdo captadas por receptores . Fémeas virgens que crescem na auséncia de machos sdo
significativamente menores, além de ndo colocarem ovos. Quando as fémeas sdo separadas
dos seus parceiros cessam a ovoposicdo e comecam a regredir para seu estado reprodutivo
imaturo. Assim que repareadas, voltam a sua atividade reprodutiva normal . Foi observado
que a separagdo do casal implica na interrupgao da transcri¢do de alguns genes responsaveis
pela diferenciagéo dos vitelocistos . O desenvolvimento reprodutivo do macho nado depende

da interagdo com a fémea. No entanto, o macho necessita da fémea para regular o mecanismo
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de actimulo de glutationa e lipideo, na utilizagdo de lipase e estimulando a incorporagdo de
tirosina . Hoffman e colaboradores estudaram a expresséo diferencial de genes entre vermes
machos e fémeas. Foi observado que a transcrigdo de genes variava em verme adulto,
encontrando-se 12 novos transcritos associados a fémea e 4 novos associados a machos.

Por uma perspectiva bioldgica, o balango das trocas moleculares entre o parasito e o
hospedeiro dita o sucesso ou a falha no estabelecimento da infec¢do dentro do hospedeiro .
Estes fendmenos requerem comunicagdes moleculares, sendo estas interagdes mediadas por

processos de transdugdo de sinal que determinam uma expressdo diferencial de genes .

1.3 MECANISMOS DE TRANSDUCAO DE SINAL

Os complexos comportamentos celulares, como a manutengdo da homeostase ou
proliferagdo, sdo em grande parte, estimulados por sinais extracelulares especificos. A célula
tem que integrar a informagdo proveniente destes sinais a fim de construir uma resposta
apropriada: viver ou morrer, proliferar ou permanecer em repouso, entre outras . E necessario
um sistema elaborado de sinalizago para que a célula responda de maneira especifica ao sinal
recebido. Esse sistema ¢ formado por um conjunto de proteinas que inclui proteinas
receptoras que sdo estimuladas pelo sinal externo e mais uma variedade de proteinas de
sinalizagdo intracelulares que distribuem o sinal pela célula, até atingirem seus alvos
especificos (Figura 2). A transducgdo de sinal demanda mais que trocas moleculares para
ativar ou inativar processos celulares. Conexdes lineares simples ndo sdo suficientes. O

sucesso da transdugdo de sinal requer a criagéio de ramos que interajam
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Figura 2: Exemplo de uma via de sinaliza¢do intracelular simples ativada por molécula
sinalizadora extracelular. A molécula sinalizadora se liga a proteina receptora, ativando uma
via de sinaliza¢do intracelular mediada por uma série de proteinas intracelulares. Este sinal
intracelular interage com uma proteina alvo, alterando-a, por exemplo, por fosforilagdo, e
gerando uma resposta celular ao sinal (adaptada de Albert et al 2002).
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ativamente ¢ influenciem um ao outro. A simplicidade da comunicagio molecular ¢
transformada em sofisticacdo pela maneira como as vias sio interligadas .

Cada célula estd programada para responder a combinagdes especificas de moléculas
sinalizadoras. Qualquer célula de um organismo estd exposta a muitos sinais provenientes do
seu ambiente. A célula deve responder seletivamente, de acordo com sua caracteristica
especifica, adquirida através da especializagio celular progressiva durante o desenvolvimento.
Células diferentes podem responder de formas distintas ao mesmo sinal quimico em fungéo
do grupo de proteinas receptoras, ou de acordo com a maquinaria celular que integra e
interpreta a informagdo recebida. Assim, a mesma molécula ligante tem, freqiientemente,
efeitos diversos sobre diferentes células-alvo . Moléculas ligantes incluem proteinas,
peptideos, aminoacidos, nucleotideos, esteroides, retindides, acido graxos e gases dissolvidos
como o oxido nitrico e monoxido de carbono. As moléculas ligantes geralmente atuam em
baixa concentragdo e os receptores especificos as reconhecem com alta afinidade .

Moléculas ligantes sdo reconhecidas por receptores especificos localizados na célula
alvo. Na maioria dos casos os receptores sdo proteinas de transmembrana na superficie da
célula-alvo. Quando os receptores se ligam a uma molécula ligante, tornam-se ativados e
geram uma cascata de sinais intracelulares que alteram o comportamento da célula . Existem
trés familias principais de receptores de superficie celular, cada uma das quais transmitem os
sinais extracelulares de uma maneira diferente (Figura 3):

A. receptores associados a canais i6nicos que abrem e fecham canais rapidamente em

resposta a ligagdo de um neurotransmissor, por exemplo, o receptor de acetilcolina
5

B. receptores associados a proteinas G que ativam ou inativam indiretamente enzimas
associadas @ membrana plasmatica ou canais i0nicos via proteinas ligantes de
GTP, por exemplo, a rodopsina ;

C. receptores associados a enzimas, que atuam como enzimas diretamente ou
associadas a estas, por exemplo, os receptores de fatores de crescimento. As
enzimas sao geralmente proteinas quinase que fosforilam proteinas especificas na
célula-alvo .

As moléculas sinalizadoras intracelulares sdo classificadas em segundo mensageiro ou
proteinas de sinalizagdo intracelulares. Os segundos mensageiros sdo gerados em grande
namero frente & ativagdo do receptor e se difundem pela célula, podendo ser soluveis no
citosol como o AMP ciclico € o Ca?', ou soliveis na membrana como o diacilglicerol . As

proteinas de sinalizagdo intracelulares transmitem seu sinal através da
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Figura 3: Familias de receptores de superficie celular. A- receptor associado a canal i6nico. B-
receptor associado a proteina G. C- receptor associado a enzima (adaptada de Albert et al
1994).
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ativagdo de uma outra proteina de sinalizagio ou gerando um segundo mensageiro. As
proteinas de sinalizacdo séo classificadas de acordo com sua fungéo em particular . Muitas
proteinas de sinaliza¢do agem por troca molecular, que ao receberem um estimulo passam de
um estado inativo para um estado ativo, ou vice e versa. Essa troca ¢ realizada pelo ganho ou
perda de grupo fosfato, ativando e inativando a proteina, respectivamente . Existem duas
classes de proteinas de sinalizagdo:

1- As proteinas que sdo fosforiladas por proteinas quinase e desfosforiladas por
proteinas fosfatases. Grande parte das proteinas sinalizadoras sdo proteinas quinase que irdo
fosforilar outras proteinas sinalizadoras, o que leva a uma cascata de sinalizagéo ;

2- As proteinas que se encontram ativadas pela presenca de GTP e desativadas pela

presenca de GDP. A troca da molécula GTP por GDP ¢ realizada por GTPases .

1.4 AS PROTEINAS QUINASE

1.4.1 Funcao e Atividade

As proteinas quinase (PKs) pertencem a uma grande familia de enzimas, muitas das
quais mediam respostas a estimulos externos em células eucaridticas . As proteinas quinase
sdo proteinas de fosforilagdo reversivel que desempenham um papel central na regulagdo de
fungdes basicas de todos os eucariotas, tais como: replicagdo, controle do ciclo celular,
transcrigdo génica, rearranjamento do citoesqueleto, apoptose, metabolismo energético e
outras. As PKs sdo também requeridas em fungdes mais finas, em eucariontes mais
complexos, como: diferenciagdo celular de tecidos e oOrgdos, comunicacdo entre células,
interagdo da célula com o substrato ¢ mediagdo de interagdes complexas com o ambiente
externo . As proteinas quinase agem na fosforilagdo do substrato, transferindo um grupo
fosfato (P) do ATP para a cadeia de aminoacido de uma proteina substrato (Figura 4). O
fosfato ¢ carregado negativamente o que leva a mudanga na conformagdo da proteina,
causando assim modificagdes na sua estrutura e como conseqiiéncia na sua atividade. Muitas
PKs sdo moduladas por autofosforilagdo ou fosforiladas por outras proteinas quinase. Outros
dominios dentro das PKs regulam sua atividade quinase, ligando-a a outras moléculas

sinalizadoras ou relocalizando a proteina (Figura 5).
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Figura 4: Fosforilagdo reversivel de proteinas sinalizadas. As proteinas quinase catalisam a
transferéncia de um grupo fosfato (P) do ATP [ADP(P)] a uma proteina substrato especifica.
A proteina fosfatase remove o grupo fosfato, permitindo que a proteina substrato volte ao seu

estado basal.
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Figura 5: Cascata de sinalizagdo. Uma proteina chave atua em uma segunda proteina alvo,
esta proteina alvo ira atuar como proteina chave em uma terceira proteina. Essa parceria
continuard até que uma proteina chave tenha efeito sobre alguma maquinaria celular criando
uma resposta celular ao estimulo inicial. Moléculas sinalizadoras extracelulares sdo
reconhecidas por receptores especificos localizados na células alvo, que ao serem ativado
geram uma cascata de sinais intracelulares. As proteinas de sinalizagdo intracelulares
transmitem seu sinal através da ativagdo de uma outra proteina de sinalizagdo. Muitas
proteinas de sinalizagdo agem por troca molecular, com ganho ou perda de grupo fosfato,
ativando e inativando, respectivamente. Na grande maioria, as proteinas sinalizadoras sdo
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proteinas quinase que irdo ativar outras proteinas sinalizadoras, o que leva a uma cascata de
sinalizagdo.

1.4.2 Presenca de Proteinas Quinase em Genomas Seqiienciados

As PKs tém sido caracterizadas ndo somente por tradicionais técnicas bioquimicas,
mas também com a utilizagdo de analises de dominios cataliticos a partir de seqiiéncia de
aminoacidos de sua estrutura primaria . PKs compreendem a maior familia de proteinas,
correspondendo de 1,5 a 2,5% de todos os genes eucarioticos . Usando Caenorhabditis
elegans como modelo para estudo de transdugdo de sinal, por ser o primeiro organismo
multicelular totalmente seqiienciado, as proteinas quinase foram compreendidas na segunda
maior familia de dominios protéicos nestes vermes, com um total de 411 seqiiéncias
completas de PKs . Com a elucidagdo do projeto genoma humano foram identificados 518
genes codificantes para PKs, consistindo 1,7% do total de genes humanos. Dentre 258 PKs
analisadas foram identificados 83 tipos de dominios, dos quais a maioria encontram-se
relacionados com a interagdo entre proteinas sinalizadoras, por exemplo SH2, que reconhece e
se liga a residuos de tirosina fosforilados . O kinoma de rato foi elucidado, tendo sido
identificados 540 genes de PKs, havendo uma correspondéncia de 510 genes ortologos entre
homem e rato . Comparando-se os kinomas de S. cerevisiae (levedura), C. elegans (verme),
D. melanogaster (inseto) e H. sapiens (mamifero), de 209 subfamilias analisadas, 51 estdo
presentes nos quatro genomas, 7 sdo Unicas de levedura (S. cerevisiae e S. pombe), 15 de C.
elegans, 13 de H. sapiens e nenhuma de D. melanogaster .

A identificagdo de genes similares as proteinas quinase em procariotas sugere a
possibilidade de que o gene do qual se originam as proteinas quinase tenha surgido antes da
divergéncia de procariotas ¢ cucariotas . Pknl ¢ uma proteina quinase—like de bactéria
primeiramente descrita em Myxococcus xanthus. Proteinas relacionadas com Pkn estdo
presentes em outros procariontes incluindo: Streptomyces, Bacillus, Mycobacterium,
Pseudomonas, Chlamydia, e Synechocystis. Estas proteinas estdo envolvidas com viruléncia,
metabolismo secundario, esporulagdo, ciclos complexos de crescimento. No entanto, ndo se
encontram Pkn em bactérias com ciclo de desenvolvimento mais simples como Escherichia
coli ¢ Haemophilus influenza, sugerindo que as proteinas quinase poderiam ter sido

adquiridas por transferéncia lateral, com transferéncia génica entre tdxons ndo relacionados .

1.4.3 Classificacao de Proteinas Quinase

As proteinas quinase s@o classificadas de acordo com similaridades na estrutura
primaria, baseando-se na filogenia dos dominios conservados. O dominio catalitico

caracteristico da superfamilia PK consiste de aproximadamente 250 a 300 aminoacidos e
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divide-se em onze subdominios. Estes subdominios sdo reconhecidos por serem invariantes
(conservados em mais de 95% de um total de 370 seqiiéncias estudadas de proteinas quinase)
. Eles estdo fortemente implicados no desempenho de importante papel na fungdo catalitica
das enzimas, tendo agdo direta no sitio ativo ou contribuindo para a formagao do sitio ativo
em uma estrutura secunddria. A regido ndo conservada parece ocorrer em voltas (loops),
permitindo que as regides cataliticas se encontrem. Aminodcidos individuais, altamente
conservados dentro dos subdominios, participam da ligagdo ao ATP e da transferéncia do
fosforo .

As proteinas quinase sdo classificadas nao apenas pelo seu dominio catalitico, mas
também pelo conjunto e ordem de diversos outros dominios e regides presentes na proteina
completa. Existem duas subdivisdes dentro da superfamilia das proteinas quinase: as
serinas/treoninas quinase, que fosforilam proteinas nas serinas e nas treoninas; e as tirosinas
quinase, que fosforilam proteinas somente nas tirosinas . As PKs usam o fostato-y do ATP (ou
GTP) para gerar fosfatos monoésteres usando serina/treonina ou tirosina como aceptores .

As proteinas serinas/treoninas quinase contém os principais grupos, separados de
acordo com sua estrutura basica e seu modo de regulagdo em: AGC (grupo contendo PKA,
PKG e PKC), CaMK (grupo contendo as proteinas quinase dependentes de
calcio/calmodulina) ¢ CMGC (grupo contendo CDK, MAPK, GSK3 e CLK). Dentre as
proteinas tirosinas quinase encontra-se o grupo PTK (grupo contendo as familias de proteinas
tirosinas quinase), que se divide em diversas familias podendo ou ndo estar ancoradas a

membrana celular (Quadro 1).

1.4.4 As Proteinas Tirosinas Quinase (PTKs)

PTKs sdo proteinas encontradas em todos os organismos eucariotas multicelulares . As
proteinas tirosinas quinase podem estar presentes nas cé¢lulas ancoradas a8 membrana, atuando
como receptoras; livres no citoplasma, fazendo parte da cascata de sinalizagdo; ou no nicleo,
participando diretamente da ativagdo génica. A ativagdo do dominio catalitico PTK resulta da
interagdo com outras proteinas de sinaliza¢do propagando o sinal de forma especifica. Nao foi
relatada nenhuma PTK em leveduras, ndo obstante 49 de 239 PKs de D. melanogaster e 105
de 454 PKs de C. elegans foram classificadas como PTKs .

1.4.4.1 As Proteinas Tirosinas Quinase Receptoras (RTKs)
As RTKs sdo compostas de trés regides distintas: um dominio de ligagdo extracelular, uma

hélice transmembrana e uma regido citoplasmdtica que realiza a atividade quinase
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Quadro 1: Classificagdo das proteinas quinases, divididas em grupos e familias segundo
Hanks e Quinn (1991). A classificagdo teve como critério primario a similaridade da
seqiiéncia de aminoacidos do dominio catalitico.

SUBDIVISOES

GRUPOS

FAMILIAS

A- Serina/Treoninas

1- ACG

PKA

PKC

RAC

Fosforila proteina G acoplada a receptor

ACG-relatadas

Fosforila proteina S6 ribossomal

Dbf

PVPKI1

Outras ACG relatadas

2- CaMK

Reguladas por Ca®’/ Calmodulina

KIN1/SNFI/Nim1

Outras CaMK relatadas

3-CMGC

CDKs

Erk (MAP)

GSK3

Casein kinase IT

Clk

Outra CMGC relatadas

B - Tirosinas

4.2-PTK nio receptoras (niio ancoradas a membrana

Src
Tec/Atk

Brk

Csc

Fes/Fps/Fer

Abl

Syk/ Zap70

Tyk2/Jak1

Ack

Fak

4.b-PTK receptoras (ancoradas a membrana)

EGFR (receptor de fator de crescimento da

epiderme)

Receptor Eph/ Elk/ EcK

Axl

Tie/ Tec

PDGEFR (receptor de fator de crescimento derivado
de plaqueta)

FGFR (receptor de fator de crescimento de

fibroblasto)

Receptor de Insulina

Ltk! Alk

Ros/ Sev

Tkr/ Ror

Ddr! Tkt

HGFR  (receptor de fator de crescimento de

hepatocito)

Kinl5/16

Outras PTK relatadas

C- Outras PKs

OPK (outras PKs nio relacionadas aos grupos acima)

Polo

MEK/STEE7

PAK/STE7

PAK/STE20

MEKK/STE11

NimA

Weel/mikl

Quinases envolvidas em controle transcricional

Activin/ TGF-B (receptor de fator de crescimento

tumoral)

Rat

PSK/PTK com dominio de linhagem mista zipper

leucina

caseinal

Resceptor putativo de plantas florindo

PKN

Outras PK relatadas
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. A ativagio de RTKs ¢ tipicamente iniciada pela ligagdo de um ligante ao sitio especifico no
dominio extracelular do receptor. A presenga de um estimulo na porgao extracelular do RTK
ativa o dominio catalitico do outro lado da membrana através da dimerizagdo do receptor,
fazendo com que ocorra autofosforilagdo . Esse evento de autofosforilagdo ativa a quinase
produzindo um novo sitio de ligacdo para moléculas adaptadoras intracelulares.

As familias de RTKS apresentam diversificados dominios extracelulares . O primeiro
receptor protéico reconhecido como sendo uma proteina quinase especifica de tirosina foi o
receptor do fator de crescimento da epiderme (EGFr). Existem, porém varios receptores para
fatores de crescimento e diferenciagdo que também pertencem aos receptores proteinas
tirosinas quinase, tais como: receptor de fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFr),
receptor de fator de crescimento de fibroblasto (FGFrr), receptor de fator de crescimento do
hepatocito (HGF), receptor de fator de crescimento similar a insulina-1 (IGFr-1), receptor de
fator de crescimento da célula nervosa (NGFr), recepor de fator de crescimento endotelial
vascular (VEGFr), receptor de fator estimulante de colonia de macrofago (M-CSFr), receptor
de insulina (Ir), dentre outros .

1.4.4.2 Proteinas Tirosinas Quinase Citoplasmaticas (NRTK)

Um conjunto de proteinas sinalizadoras intracelulares foi identificado como sendo
capaz de ligar-se as fosfotirosinas de PTKs . Embora as proteinas sinalizadoras intracelulares
que se ligam aos residuos de fosfotirosina nas proteinas tirosinas quinase ativadas tenham
estruturas e fungdes variadas, elas geralmente compartilham dois dominios ndo cataliticos
altamente conservados, denominados SH2 e SH3. Esses dominios SH nao possuem atividade
catalitica intrinseca, sua fungdo ¢ acoplar a ligagdo entre proteinas fosforiladas em tirosina,
bem como proteinas tirosinas quinase ativadas, a outras proteinas. Muitas dessas proteinas
sinalizadoras sdo também proteinas tirosinas quinase que, além de serem fosforiladas estariam
também fosforilando outras proteinas substrato, ocorrendo assim uma cascata de sinaliza¢ao .

1.4.4.3 Proteinas Tirosina Quinase “Nucleares”

Proteinas tirosinas quinase soliiveis podem ser encontradas no citoplasma, e também
no nucleo. Enquanto as proteinas tirosinas quinase citoplasmaticas sdo reguladas por sinais
extracelulares, as proteinas tirosinas quinase nucleares parecem ser reguladas por sinais
intracelulares . PTKs ja foram identificadas no niicleo por ensaios de imunolocalizagdo com
anticorpos especificos para fosfotirosina. Porém, a fosforilagao pode ter ocorrido tanto no
nicleo quanto no citoplasma. STAT (transdutor de sinal e ativador de transcrigdo) ¢
fosforilada na membrana plasmatica pelo receptor ativado, Jak (janus quinase), e entdo
transferida para o nucleo. MAPK (proteina quinase mitdgeno-ativada) ¢ ativada por uma

variedade de sinais extracelulares, ndo se conhecendo o mecanismo através do qual ¢é
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translocada para o ntcleo. Weel, Rak, Abl (tirosina quinase Abelson), Fes/Fer (sarcoma de
felino/relacionada a Fes), FerT, Fgr (Gardner-Rasheed de felino) e Src s@o outras proteinas
quinase encontradas no nucleo . A descoberta da translocagdo para o nucleo de proteina
tirosina quinase citoplasmatica fosforilada explica, em parte, o aumento de fosfotirosina no
ntcleo apds estimulo com hormonio de crescimento e fator de crescimento insulina tipo 1. O
dominio SH2 ¢é frequentemente observado em proteinas que sdo translocadas para o nicleo,
como na STAT e nas proteinas tirosinas quinase encontradas no ntcleo. As proteinas tirosinas
quinase nucleares participam da regulagdo de transcri¢do, no ciclo celular e em outros

processos nucleares

1.4.5 Importincia das Proteinas Quinase para a Integridade da Vida

As células animais normalmente se dividem quando estimuladas por fatores de
crescimento, que sdo normalmente produzidos por outras células e geralmente atuam via
RTKs. Os exemplos melhor estudados das vias de sinalizagdo sdo em células cancerosas. As
células cancerosas proliferam em excesso por se tornarem capazes de se dividir sem o
estimulo de outras células, nio estando sujeitas ao controle normal. Isto ocorre por haver
mutagdes nos genes que codificam as proteinas sinalizadoras. Sendo assim, qualquer mutagao
que resulte na produgdo de uma proteina ativa anormal que atue nas vias de sinalizacdo da
transmissdo do sinal de um fator de crescimento para o nucleo, pode contribuir para a
promocao do cancer através da estimulagdo da proliferagdo da célula na auséncia dos sinais
extracelulares apropriados . Pelo fato de erros na codificagéo de proteinas quinase serem uma
causa comum de cancer, diabetes e outras doengas, uma compreensdo de como estas enzimas
regulam tantas fungdes, pode possibilitar a elaboragdo de estratégias de intervengdo
terapéutica . Muitas estratégias no combate ao cancer tém sido baseadas no desenvolvimento

racional de drogas a partir do estudo de PTKs .

I.5 PROTEINAS DE S. MANSONI ENVOLVIDAS NA TRANSDUCAO
DE SINAL

Recentemente, uma grande variedade de moléculas sinalizadoras foram identificadas e
descritas em S. mansoni, sendo algumas delas: PKC , SmSmadl , SmSmad2 , SmSmad-4 ,
SmMAK16 , SmRK1/SmTBRI , SmRK2/SmTBRII , SmRXR1 , SmRXR2 , SmFTZ-F1 ,
SmRhol , SmFKBP12 , schP2X , Sm14-3-3¢ , e[F2a , SMA3 , SIP, SmRasl , CaBPs , Sm-
TOR HSF, GAP e MAP quinase . No entanto, poucas PTKs foram identificadas e descritas.

Algumas das proteinas sinalizadoras parecem estar envolvidas na via de sinalizagao de

SmRK. SmRK ¢ um membro divergente da familia de receptor serina/treonina quinase TGF-8
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, possivelmente envolvido na resposta a fatores de crescimento do hospedeiro como: migragido
celular, diferenciagdo, adesdo e apoptose. SmRK1 ¢ um membro TGF-f, enquanto SmRK?2 ¢
um membro receptor Activina tipo 2, ambos da familia TGF-B de S. mansoni. Ambas as
proteinas estdo localizadas na superficie do tegumento do parasito, sendo possiveis parceiras.
SmRK1 esta também localizada nas gonadas das fémeas . As SmRK parecem fosforilar elF2a
. Sm14-3-3¢ ¢ uma proteina citoplasmatica associada & TGF-B. A superexpressdo de Sm14-3-
3¢ aumenta a sinalizagdo de TGF-, enquanto a superexpressdo de elF2a inibe-a . Smads sdo
encontrados nos mesmos estagios de desenvolvimento de SmRK1 e sd3o também
preferencialmente expressos nas gonadas e tegumento. Smads sdo capazes de interagir com
moléculas receptoras levando a mensagem ao nicleo. SmSmad2 interage com SmRKI,
enquanto SmSmad4 interage com SmSmadl e SmSmad2, além de fosforilar Erk1/2 (quinase
regulada por sinal extracelular) . FKBP12 influencia em eucariotas uma variedade de
respostas envolvidas na regulacdo da divisdo celular, diferenciagao e homeostase ibnica e esta
envolvida na via de sinalizagdo de TGF- e da fosfatase calcineurina. Foi demonstrado que
SmFKBP12 ¢ uma parceira direta de SmRK1 estando ambas presentes no tegumento e na
gonada da fémea .

As demais proteinas sinalizadoras identificadas em S. mansoni participam de vias e
fungdes mais diversificadas. PKC é uma proteina quinase relacionada com a transducdo de
sinal na superficie do parasito, com maior expressdo em vermes adulto do que nas formas
larvais . SmMMAKI16 apresenta uma porcao sinalizadora nuclear e sitio para fosforilagdo de
CK2 (caseina quinase 2), estando relacionada na biogénese da subunidade 60S do ribossomo
e no ciclo celular, apresentando maior nivel de expressdo em vermes fémea . Proteinas
SmRXR sdo receptores nucleares ativadores de transcriio génica. Eles sdo proteinas
constitutivas que participam da ativacdo do precursor do gene pl14 da casca do ovo, estando
localizados nas células vitelinicas. Os SmRXR podem também participar da ativacio de
sistemas de levedura em hibrido simples . SmFTZF1 ¢ um outro receptor nuclear com
dominio de ligagdo a DNA e de atividade bem conservados, estando relacionado com o
desenvolvimento e diferenciagdo sexual . SmTOR ¢ uma proteina transmembrana da
superficie do tegumento sem homologia a nenhuma outra proteina ja relatada, sendo capaz de
se ligar a C2 humano formando CP C3 convertase . CaBP é uma proteina de ligagdo a calcio-
calmodulina ou gelsolina . SchP2X esta relacionada a abertura do canal i6nico de ATP .
SmRhol é uma GTPase com possivel participagdo na organizagdo do citoesqueleto,
transcrigdo génica, ciclo celular e trafico de membrana e esta mais presente em vermes fémea

. SmRas ¢ uma proteina G presente em todos os estagios, mas mais expressa em vermes
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fémeas . SMA3 ¢ um ortblogo de ca-ATPase, sugerindo a participagdo no controle da

homeostase por calcio, estando presente no tegumento de adultos .

L.5.1 Proteinas Tirosinas Quinase Identificadas em S.mansoni

Em S. mansoni, trés RTKs e quatro NRTKs foram identificadas e caracterizadas:
SmRTK-1, SmRTK-2, SER, TK5, TK4, TK3 e SmFes, que serdo descritas a seguir:

SmRTKI1 é uma proteina de membrana com dominio de ligagdo extracelular (similar
ao dominio de varias outras proteinas que compartilham a estrutura Vénus Flytap-VFT) e
dominio TK citoplasmatico (similar ao dominio catalitico do receptor de insulina-IR). O gene
SmRTKI1 ¢ expresso em todos os estagios de desenvolvimento. Nos machos, encontra-se
preferencialmente nas células parenquimais. Nas fémeas, encontra-se principalmente nos
ovdcitos e ductos vitelinicos. Especula-se que SmRTK1 constitua um original RTK GABA,
que esteja envolvido no reconhecimento de ferormonio, necessario para o desenvolvimento
dos ovarios da fémea .

SmRTK-2 ¢ uma tirosina quinase similar aos membros da familia de receptores de
insulina. Tem possivelmente um papel na maturagdo de células vitelineas de fémeas e sua
expressdo ¢ influenciada pela presenga do verme macho .

SER é um receptor de fator de crescimento epitelial que tem homologia ao dominio
TK da familia erbB. O gene ¢ traduzido em uma proteina de 170 kDa dividida em peptideo
sinal, dominio extracelular rico em cisteina, seqiiéncia hidrofobica transmembrana ¢ dominio
TK intracelular. A proteina SER encontra-se presente em cercarias e preferencialmente nos
musculos de vermes adulto . O gene produz trés transcritos variantes, decorrentes de edi¢ao
alternativa do gene SER . SER parece ser ativada por ligantes de EGF de vertebrados, além de
ativar a via de sinalizagdo ERK, indicando uma conservacdo da fungdo do EGFR em
Schistosoma .

TKS5 ¢ uma tirosina quinase ortologa a familia Src. Tem suas extremidades N-terminal
e especialmente a C-terminal alongadas, possui dominio SH4, seguido de regido unica pouco
conservada, dominio SH3, dominio SH2 e dominio catalitico com atividade tirosina quinase.
Foi a primeira tirosina da sub-familia Fyn identificada em invertebrados .

TK3 é uma outra tirosina quinase ortologa a familia Src. E um gene de copia unica e
codifica para uma proteina de 71 kDa expressa em vermes adultos de ambos os sexos,
predominantemente nos orgdos reprodutivos. Sua atividade enzimatica foi comprovada
experimentalmente em sistema de cultura de células eucariodticas, sendo capaz de fosforilar

p130Cas, que esta relacionada a via de ades@o focal e na organizagao do citoesqueleto .
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TK4 ¢ uma tirosina quinase ortéloga a familia Syk. Contém dois dominios SH2 ¢ um
dominio tirosina quinase. Esta presente na fase larvaria e em vermes adultos, machos e
fémeas. A presenca de TK4 em oocistos e espermatdcitos sugerem que esta proteina possua
alguma fung@o no desenvolvimento das células germinativas. Ndo obstante, essa informagao ¢
inesperada, por ndo haver outra descri¢ao de tirosina do tipo Syk envolvidas em diferenciagdo
de gonadas .

SmFes ¢ uma tirosina quinase previamente identificada pelo nosso grupo. O gene
SmFes apresentou-se diferencialmente transcrito em ovos maduros quando comparado a ovos
imaturos por RAP-PCR, uma técnica que utiliza iniciadores aleatorios a baixa estringéncia. O
sequenciamento do gene SmFes ocorreu pela identificagdo das extremidades 5° e 3’ utilizando

a técnica de RACE-PCR. A caracterizagao de SmFes sera descrita ao longo deste trabalho.
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IT JUSTIFICATIVA



Os parasitos platelmintos do género Schistosoma sdo causadores da esquistossomose,
uma doenga cronica e debilitante. A esquistossomose ¢ a segunda doenga parasitaria em
relagdo a problemas de saude publica no mundo (WHO, 2002). A extrema pobreza, as mas
condigdes de saneamento basico e a satide publica inadequada sdo condigdes didrias em que
vivem milhdes de pessoas, facilitando o risco destas comunidades de contrairem a
esquistossomose. O comprometimento da doenga no desenvolvimento dos jovens e na
produtividade dos adultos tem efeito na economia doméstica ¢ da coletividade, sendo este
ainda mais negativo para comunidades com nivel socio-econémico baixo, o que justifica os
esfor¢os para o melhor conhecimento da doenga e para a busca de solugdes adequadas .

O controle da esquistossomose ¢é realizado, hoje, basicamente com o uso do
praziquantel. A sua utilizagdo resultou em uma marcada diminui¢do da morbidade das
populacdes. Porém, existem relatos de resisténcia/tolerancia a droga em zonas endémicas .
Pouquissimas drogas foram desenvolvidas contra agentes causadores de doengas tropicais,
apenas 1% entre 1975-99. Este fato deve-se principalmente ao alto custo de desenvolvimento
de drogas contra o baixo poder aquisitivo de paises em desenvolvimento . E, portanto,
essencial que esforgos sejam feitos para que novos alvos de drogas sejam identificados.

A proliferacdo, diferencia¢do e interagdo com o meio ambiente sdo essenciais para o
complexo ciclo de vida do Schistosoma. Estes fendmenos requerem comunicagdes
moleculares, sendo estas interagdes mediadas por processo de transducdo de sinal. Por esta
razdo a identificagdo de moléculas sinalizadoras ¢ a elucidacao da transdugdo de sinal
tornaram-se ferramentas na compreensiao do desenvolvimento do parasito, bem como no
desenvolvimento de novas drogas que interfiram na sinaliza¢do celular, impedindo que os
processos essenciais para o desenvolvimento e sobrevivéncia do parasito se completem.

O conhecimento das proteinas quinase reguladoras das funcdes celulares forneceram
novas estratégias de desenvolvimento de agentes quimioterapéuticos . Existem sistemas,
principalmente em céncer, que inibidores de TKs vém sendo utilizados, tendo vérios ja
atingido o estagio de estudo clinico em popula¢do humana .

A identificagdo de moléculas sinalizadoras e a elucidag@o de processos de transducéo
de sinal sdo alguns dos maiores desafios no entendimento da biologia do S. mansoni. PTKs
podem ser consideradas alvos em potencial na geragdo de agentes anti-parasitos. Deste modo,
tendo em vista a necessidade de se desenvolver novos alvos terapéuticos e a viabilidade destes

alvos serem proteinas quinase, o projeto proposto justifica-se.
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HIOBJETIVOS




II1.1 OBJETIVO GERAL

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

II1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A

Analisar e caracterizar a seqiiéncia nucleotidica e protéica de SmFes in silico;

Realizar analise filogenética da proteina SmFes;

Identificar e caracterizar a seqiiéncia e estrutura gendmica do gene SmFes;

Identificar o namero de copias do gene de SmFes;

Identificar o nivel de expressdo e transcrigdo de SmFes nos diferentes estagios de
desenvolvimento do parasito;

Identificar possiveis polimorfismos na seqiiéncia de SmFes;

Identificar genes ortologos de SmFes em diferentes espécies de Schistosoma;

Selecionar possiveis participantes da via de sinalizagdo de SmFes in silico pela
identificacdo de cDNAs seqiienciados;

Expressar e purificar proteina recombinante de SmFes.
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IVMATERIAIS E METODOS

29



IV.1 COLETA DE PARASITOS

Neste trabalho foram utilizados parasitos da espécie S. mansoni cepa LE, sendo que os
vermes, cercarias, ovos e miracidios foram provenientes de infec¢des rotineiras e gentilmente
cedidos pelo Moluscério do CPqRR/FIOCRUZ. Os vermes adultos de outras espécies do
género Schistosoma foram gentilmente cedidos pelo Dr. David A. Johnston (The Natural
History Museum, London, England, UK). Os parasitos fornecidos foram das espécies: S.
margrebowiei, S. bovis, S. intercalatum, S. haematobium, S. japonicum, S. rodhaini, S.

curassoni € S. mattheei.

IV.1.1Vermes Adultos

Os vermes provenientes de perfusdo de camundongos infectados, realizada segundo
Pellegrino e Siqueira , foram lavados em solugdo salina a 1,7% ¢ mantidos a 4°C para a
separagdo dos casais. Vermes individuais, grupo de casais, de vermes machos e de vermes

fémeas foram armazenados em tubos de 1,5 ml a —70°C para posterior utilizagdo.

IV.1.20vos

Os ovos foram obtidos através do trituramento do figado de camundongos infectados
que foram em seguida, filtrados em peneiras de 190, 120 e 19 um? sucessivamente. Os ovos
foram lavados em solugdo salina a 1,7% e centrifugados a 2.000 r.p.m em centrifuga Sorvall
RT7 (DuPont) por 1 min. O sobrenadante foi descartado ¢ os ovos armazenados em tubo de

1,5 ml a —70°C para posterior utilizagao.

IV.1.3Miracidios

Os miracidios foram obtidos pela eclosio dos ovos em 4dgua milliQ em baldo
volumétrico escuro apenas com a extremidade superior sob foco de luz. Os miracidios, por
fototropismo positivo e geotropismo negativo, migraram para o topo do baldo volumétrico e
foram coletados em tubos de 50 ml com auxilio de uma pipeta Pasteur. Os miracidios foram
mantidos em gelo por aproximadamente 30 min para que seus movimentos diminuissem e se
depositassem ao fundo do tubo. O sobrenadante foi descartado com a utilizagdo de bomba de

vacuo e os miracidios armazenados em tubo de 1,5 ml a —70°C para posterior utilizagao.

1V.1.4Esporocistos
Os esporocistos foram obtidos através do cultivo de miracidios (ver IV.1.3) em 15 ml
de meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 5% de soro bovino (Gibco), 100 U/ml de
penicilina (Gibco) e 100 pl/ml de estreptomicina (Gibco), e incubados em estufa BODMOD
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347CD (Fanem) a 28°C, com ambiente de 5% de CO, por 24 hr. Os esporocistos
sedimentados foram coletados e lavados em RPMI ndo suplementado. O sobrenadante foi
descartado e os esporocistos armazenados em tubo de 1,5 ml a —70°C para posterior

utilizagdo.

IV.1.5Cercarias

As cercarias liberadas em agua pelo hospedeiro intermediario foram mantidas no gelo
por 2 hr e, em seguida, centrifugadas em tubos de 50 ml a 2.000 r.p.m a 4°C por 5 min em
centrifuga Sorvall RT7. O sobrenadante foi descartado e o sedimento armazenado em tubos

de 1,5 ml a—70°C para posterior utilizagao.

IV.1.6Esquistossomulos

Os esquistossdmulos equivalentes ao estagio pulmonar foram obtidos através do cultivo
de cercarias (ver IV.1.5) por 7 dias. Cercarias foram ressuspendidas em 6 ml de meio ELAC
{9 ml solugdo [1,12M NaCl, 60mM KCI, 8mM MgSO,, 12mM NaH,PO,], 1 ml 0,2 M CaCl,,
0,178 g glicose, 0,5 g hidrolisado de lactoalbumina, 2,0 mg fenol vermelho, 400 pg/ml PS
(penicilina e estreptomicina), 2,0 ml 1M HEPES, pH=7,4} ¢ agitadas a velocidade maxima
por aproximadamente 3 min para que sua cauda se separasse do corpo. Em capela de fluxo
laminar cada 1 ml de cercarias em meio ELAC foi transferido para novo tubo. As cercarias
foram incubadas com 5 ml de meio ELAC por 5 min por 5 vezes, sendo dois tubos agrupados
a cada lavagem. O sobrenadante foi retirado com auxilio de pipeta Pasteur e os parasitos
foram ressuspendidos em 12 ml de meio M169 (10g talco MEM, 0,1% glicose, 5x107"M
hipoxantina, 1x10°M serotonina, 1x10°M hidrocortisona, 2x10"M triiodotironina, 0,1%
hidrolisado de lactoalbumina, 0,5% vitaminas MEM, 5% meio Schneiders estéril, 10mM
HEPES, 26mM NaHCOj3) suplementado com 5% de soro bovino (Gibco), 1% de gentamicina
(Sigma) e 1% de glutamicina (Sigma). Os parasitos foram distribuidos em placa de cultura de
24 pogos e mantidos em estufa (Forma Scientific) a 37°C, com ambiente de 5% de CO, e 95%
de umidade por 7 dias, com troca de 300 pl de meio M169 suplementado a cada dia de
cultura. No sétimo dia de cultivo, todos os pogos foram agrupados, o sobrenadante foi
descartado com auxilio de bomba de vacuo ¢ os esquistossdmulos foram armazenados em

tubos de 1,5 ml a —70° para posterior utilizagdo.
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IV.2 PREPARO DE CELULAS COMPETENTES TRATADAS COM
CLORETO DE CALCIO

Pré-indculo de coldnia de bactéria E. coli cepa BL21 ou XL1-blue foi realizado em 5
ml de meio LB liquido (10 mg NaCl, 5 mg extrato de levedura, 10 mg peptona, HO q.s.p 1 L,
pH=7,0) com ampicilina (100 pg/ml) e incubado em agitador orbital (Forma scientific), a 300
r.p.m a 37°C por 16 hr. 1 ml do pré-indculo foi transferido para 100 ml de meio liquido LB
que foi incubado a 37°C sob agitagdo constante de 300 r.p.m, até atingir O.D. 600nm entre 0,4
¢ 0,6. Em seguida, o indculo foi resfriado no gelo por 15 min e entéo transferido para tubos de
50 ml. Os tubos foram centrifugados a 7.100 r.p.m em centrifuga GS-6R (Beckman) por 7
min a 4°C e o sobrenadante foi descartado. Os sedimentos de cada tubo foram ressuspendidos
em 25 ml de solugdo de cloreto de calcio (100mM CaCl, 10mM Hepes, pH=7,0), gelada e
estéril e mantidos no gelo por 20 min. A suspensdo foi entdo submetida a recentrifugacdo e o
sobrenadante foi descartado. Os sedimentos foram ressuspendidos em 1 ml de solugdo de
cloreto de calcio-glicerina (100mM CaCl,, 10mM Hepes, 10% glicerol, pH=7.0), gelado e
estéril. As células foram mantidas por 1 hr no gelo antes de serem usadas ou armazenadas a
-70°C.

IV.3 TRANSFORMACAO QUIMICA

As transformagdes dos plasmideos foram realizadas em células de E. coli cepa XL1-
blue ou BL21 quimicamente competentes tratadas com cloreto de calcio (ver IV.2). 65 ng de
plasmideo foram adicionados a aliquota de 100 pl de célula competente. A mistura foi
incubada em gelo por 30 min seguido de choque térmico a 42°C por 40 seg, o tubo foi entdo
imediatamente colocado em gelo. 250 ul de meio SOC (100 pl 1M MgSO4, 1 ml 0,1M MgCl,,
200 pl 1M glicose, meio SOB q.s.p 10 ml) foram adicionados ao tubo que foi, em seguida,
incubado a 37°C por 1 hr. A cultura foi plaqueada em meio LB-agar (10 mg NaCl, 5 mg
extrato de levedura, 10 mg peptona, 1,5% agar, H,O q.s.p 1L, pH=7,0) com ampicilina (100
pg/ml) ou kanamicina (50 pg/ml) e incubada a 37°C por 16 hr.

IV.4 EXTRACAO DE PLASMIDEO

Para a extragdo do plasmideo foi utilizado o kit de extragdo plasmidial Quiaprep spin
miniprep (QIAGEN). Colonias de bactérias contendo o plasmideo de interesse foram
cultivadas em 5 ml de meio LB com ampicilina (100 pg/ml) ou kanamicina (50 pg/ml) em
agitador orbital a 300 r.p.m, a 37°C por 16 hr. A cultura foi centrifugada em micro-centrifuga
a 13.000 r.p.m por 5 min e o sedimento ressuspendido em 250 pl de tampao Pl de
ressuspensao (50mM Tris-HCl, pH=8,0; 10mM EDTA, 100 pg/ml RNAse A). Em seguida,
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250 pl do tampao de lise P2 (200mM NaOH, 1% SDS) foram acrescentados ao tubo, que foi
invertido por 6 vezes. 350 ul do tampdo N3 de neutralizagdo (formula proprietaria do
fabricante) foram acrescentados e, apds a mistura das solugdes, o tubo foi centritugado por 10
min. O sobrenadante foi aplicado nas micro-colunas, que foram centrifugadas por 2 min. A
coluna foi equilibrada com 750 pl de tampao PB de equilibrio (formula proprietaria do
fabricante) e centrifugada por 2 min. A coluna foi em seguida lavada com 750 pl de tampdo
PE de lavagem (formula proprietaria do fabricante) e novamente centrifugada por 2 min. O
DNA foi eluido com 50 pl de tampdo EB de eluigdo (10mM Tris-HCl, pH=8,5) pré-aquecido
a 60°C. A quantificacdo foi realizada no BioFotometro (Eppendorf) e o plasmideo

armazenado a —20°C para posterior utilizagdo.

IV.5 EXTRACAO DE DNA GENOMICO

IV.5.1Extra¢io DNA Gendmico Kit Wizard

A extragdo de DNA de S. mansoni foi realizada de acordo com o procedimento do kit
de purificagdo de DNA gendmico, Wizard (Promega). Um grupo de vermes foi
homogeneizado com auxilio de pistilo em 600 pl de tampdo de lise nucleica (féormula
proprietaria do fabricante) e incubado a 65°C por 30 min. 3 pl de solugdo de RNase A (4
mg/ml) foram acrescentados ao lisado, invertendo-se o tubo por 25 vezes. Os tubos foram
incubados a 37°C por 30 min e resfriados por 5 min a T.A. 200 yl de solugdo de precipitaciao
de proteina (formula proprietaria do fabricante) foram adicionados ao tubo, que foi agitado
por 20 seg e, em seguida, centrifugado a 13.000 r.p.m por 3 min. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo. 600 pul de isopropanol foram acrescentado ao tubo, que foi
invertido por 20 min e, em seguida, centrifugado a 10.000 r.p.m por 2 min. O sobrenadante
foi entdo descartado e o sedimento lavado duas vezes, adicionando-se 600 pl de etanol 70%
ao tubo, que foi invertido por 5 min e, em seguida, centrifugado a 10.000 r.p.m por 1 min. O
etanol foi em seguida descartado. O sedimento de DNA foi ressuspendido em 50 pl de
solugdo de reidratacdo de DNA (10mM Tris-HCI, pH=7,4; ImM EDTA, pH=_8,0) e o tubo foi
incubado a 65°C por 1 hr. A amostra foi quantificada no BioFotometro e armazenada a -20°C

para posterior utilizagdo.

1V.5.2Extra¢io DNA genomico

Para cada espécie de Schistosoma (ver IV.1) foram separados grupos de vermes em
tubos de 1,5 ml. Os tubos foram mergulhados em nitrogénio liquido por 10 min, depois por 5

min em agua fervendo e novamente por 10 min em nitrogénio liquido. 50 pl de solugdo
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Proteinase K (60 pg/ml Proteinase K, 1% SDS) foram adicionadas ao tubo que foram
misturados e incubados a 37°C por 16 hr. A solugdo contendo os vermes foi precipitada com a
adi¢ao de 1/10 do volume de 3M NaAc e 3 vezes o volume de etanol absoluto a -20°C por 16
hr. Os tubos foram centrifugado a 10.000 r.p.m e o sobrenadante descartado. 200 pl de etanol
70% foram adicionados ao sedimento de DNA, o tubo foi centrifugado a 13.000 r.p.m e o
sobrenadante descartado, repetindo-se esse passo por mais uma vez. O sedimento foi entdo
ressuspendido em 30 pl TE (10mM Tris, 0.ImM EDTA). Os DNAs foram diluidos 1:10 em

agua esterilizada e armazenados a -20°C para posterior utilizagao.

IV.6 PREPARACAO DE EXTRATO DE PROTEINAS

Proteinas dos parasitos foram extraidas diretamente em tampao de amostra. 25 pg de
parasitos foram acrescentados a 15 pl de tampdo de amostra (62,5mM Tris-base, pH=6,8; 3%
SDS; 3% sacarose; 5% mercaptoetanol; azul de bromofenol). As amostras foram mantidas em

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

IV.7 EXTRACAO DE RNA

IV.7.1Rneasy

Para as extragdes de RNA de verme individual ou de grupos de vermes de até 30 mg foi
utilizado o Kit de mini extragdo de RNA total para tecido animal, Rneasy (QIAGEN) de
acordo com instrugdes do fabricante. O tecido foi rompido em 350 pl de tampdo RLT de lise
acrescido de 1% de B-Mercaptoetanol (MERK) com auxilio de pistilos. O lisado foi
centrifugado a 13.000 r.p.m por 3 min. Ao sobrenadante foram acrescentados 350 pl de etanol
70% que foram, entdo, aplicados na coluna Rneasy. A coluna foi centrifugada a 13.000 r.p.m
por 15 seg. 700 pl de tampdo RW1 de lavagem (formula proprietaria do fabricante) foram
aplicados na coluna, que foi centrifugada a 13.000 r.p.m por 15 seg. A coluna foi transferida
para novo tubo coletor ¢ 500 pl de tampao RPE de lavagem (férmula proprietaria do
fabricante) (acrescido de etanol 100%) foram aplicados na coluna, que foi centrifugada a
13.000 r.p.m por 15 seg. Novamente, 500 pl de tampao de lavagem RPE (férmula proprietaria
do fabricante) foram aplicados na coluna e centrifugados a 13.000 r.p.m por 2 min. O RNA
foi eluido em 50 pl de 4gua livre de RNase previamente tratada com 1% DEPC (Gibco) e a
coluna foi centrifugada a 13.000 r.p.m por 1 min. Os RNAs foram quantificados no
BioFotémetro (Eppendorf). A pureza foi determinada pela razio da absorbancia
260nm/280nm e considerada boa entre 1,8 ¢ 2,0. As amostras foram armazenadas a —70°C

para posterior utilizagio.
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IV.7.2 Tri-Reagente

Para as extragdes de RNA de grupos de parasitos de peso superior a 30 mg das diversas
fases de desenvolvimento foram realizados procedimentos de acordo com o protocolo de
utilizagdo do Tri-Reagente (Sigma). Os parasitos foram homogeneizados em Tri Reagente
com auxilio de pistilo, sendo 1 ml de reagente utilizado para cada 50 a 100 mg de tecido. As
amostras foram deixadas por 5 min a4 T.A. 0,2 ml de cloroférmio foram adicionados as
amostras, agitando-as vigorosamente por 15 seg e, em seguida, mantendo-as por 15 min a T.A
com posterior centrifuga¢do das amostras a 15.000 r.p.m a 4°C por 15 min. A fase aquosa, na
qual se encontra o RNA, foi transferida para tubo novo. 0,5 ml de isopropanol foram
misturados a fase aquosa e o tubo incubado por 10 min a T.A. O tubo foi entdo centrifugado a
15.000 r.p.m a 4°C por 1 min. O sobrenadante foi removido e o sedimento lavado com 1 ml de
etanol 75% incubando-o em seguida por 5 min. O tubo foi centrifugado a 15.000 r.p.m a 4°C
por 1 min. O excesso de etanol foi retirado ¢ as amostras foram mantidas a 37°C por 10 min.
O sedimento foi ressuspendido em H,O DEPC. O RNA foi quantificado no BioFotometro e

armazenado a —70°C para posterior utilizagdo.

IV.7.3Ultracentrifugacio em Cloreto de Césio

Extragdo de RNA de grupos de miracidios, esporocistos, cercarias, ¢ vermes adultos e
fémeas foram realizados segundo a técnica de Chirgwin . Os tecidos foram homogeneizados
em solucdo de guanidina (4M tiocinato de guanidina; ImM EDTA, pH=7,4; 25 mM acetato
de sodio, pH=5,5; 5% mercaptoetanol; 2% lauril sarcosinado) e centrifugados em
ultracentrifuga L80 (Beckman, rotor SW55ti) a 6.000 t/min por 30 min. Ao sobrenadante foi
adicionado a solucdo de CsCl (densidade de 1,77) e a amostra foi centrifugada a 8.000 t/min a
18°C por 20 hr. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspendido com agua DEPC

e armazenado a —70°C para posterior utilizagdo.

IV.8 SINTESE DE CDNA

IV.8.1SuperScript
Para a sintese de cDNA foi utilizado o Kit de transcriptase reversa SuperScript 11
Rnase H (Invitrogen). Com a finalidade de se eliminar contaminagdo com DNA gendmico,
aproximadamente 1 pg de RNA (ver IV.7.1) foi tratado com 2 pl de DNase-RQ1 (1 U/pl,
Promega) ¢ 1 pl de tampdo de DNasel (10X, Invitrogen) para um volume final de 10 pl,
incubando-se a amostra a 37°C por 20 min e, logo em seguida, a 75°C por 5 min.

Aproximadamente 500 ng de RNA tratado foram misturados a 1 pl de oligo(dt) (500 yg/ml) e
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1 yl de dNTPs (10mM) em um volume final de 10 pl. A amostra foi incubada a 65°C por 5
min e colocada imediatamente no gelo. Ao tubo foram acrescentados 4 pl de tampdo de
sintese de primeira fita 5X (250mM Tris-HCI, pH=8,3; 375mM KCIl; 15mM MgCL,), 2 pl de
DTT (0,lmM) e 1 pl de Rnase-out (40 pg/ml, Invitrogen). O tubo foi incubado a 42°C por 2
min ¢ foi, em seguida, acrescentado 1 pl de SuperScript (200 U/pl). A reagdo foi entdo
incubada a 42°C por 50 min e, em seguida, incubada a 70°C por 15 min. As amostras foram

armazenadas a -20°C para posterior utilizagio.

IV.8.2ThermoScript

Para a sintese de cDNA foi utilizado o Kit de transcriptase reversa Thermoscript RT-
PCR System (Invitrogen). Com a finalidade de se eliminar contaminagdo com DNA
gendmico, os RNA (ver IV.7.3) foram tratados com DNAse como descrito em IV.8.1.
Aproximadamente 5 pg de RNA tratado com DNAse foram misturados a 1 pl de oligo(dt)s
(500 pg/ml) em um volume final de 10 pl. A amostra foi incubada a 65°C por 5 min e
colocada imediatamente no gelo. Ao tubo foram acrescentados 2 pl de dNTPs (10mM), 4 pl
de tampdo de sintese de primeira fita 5X (250mM Tris-acetato, pH=8,4; 375mM acetato de
potassio; 40mM acetato de magnésio), 1 pl de DTT (0,1mM), 1 pl de Rnase-out (40 U/ul), 1
ul H,0 DEPC, 1 pl de ThermoScript RT (15 U/ul). A amostra foi incubada a 50°C por 60 min,
e seguida de incubagdo a 85°C por 5 min. 1 pl de RNAse H (2 U/pl) foi acrescentado e a
reagdo foi incubada a 37°C por 20 min. A amostra foi diluida 10 vezes em H,O DEPC e

armazenada a -70°C para posterior utilizagdo.

IV.9 METODOS DE ELETROFORESE

IV.9.1Eletroforese de DNA em Gel de Poliacrilamida

O gel de poliacrilamida foi preparado a 8% utilizando-se o aparelho Mini-Protean
(BIO-RAD). Para o gel foram misturados 10 ml de acrilamida [2,67 ml Bis-acrilamida 30%, 2
ml TBE 5X (0,45 M Tris-Borate, 0,01 M EDTA, pH=8,3), 5,33 ml H,O bidestilada], 125 pl
de APS e 12,5 pl de TEMED. A eletroforese do gel foi realizada a 100V em fonte 2301
Macrodrive 1 (Pharmacia LKB) em tampéo de corrida TBE 1X (89mM Tris-borato, 2mM
EDTA, pH=8,0). O gel foi corado em brometo de etideo (0,5 pg/ml em TBE 1X, Sigma) ¢ a
imagem digitalizada com o aparelho Eagle Eye II (Stratagene). Alternativamente o gel foi

corado por prata em solugdo corante (0,2% nitrato de prata), revelado em solugdo de
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revelagdo (0,75M NaOH) e fixado em solugdo fixadora (10% alcool etilico e 0,5% alcool

acético).

IV.9.2Eletroforese de DNA em Gel de Agarose

O gel de agarose foi preparado entre 0,7 e 1,5% (peso/volume). A agarose (Promega)
foi fundida em tampdo de corrida TBE 1X por aquecimento em forno de microondas. A
solugdo foi resfriada a 60°C e aplicada a cama de eletroforese BRL Horizontal Gel
Eletrophoresis Horizon 11.14 (Gibco - Life Technologies) até sua polimerizagdo. A
eletroforese do gel foi realizada a 70V em fonte GPS200/400 (Pharmacia LKB) em tampao de
corrida TBE 1X. O gel foi corado em brometo de etideo e a imagem digitalizada com o

aparelho Eagle Eye II .

1V.9.3Eletroforese de Proteinas em Gel de Poliacrilamida-SDS

Cuba de eletroforese Mini-Protean foi montada na vertical para que as fases de
separagdo e concentracdo fossem formadas. Gel separador foi preparado a 12%: 6 ml de
acrilamida 40% (40 g acrilamida, 1,33 g bisacrilamida H,O q.s.p 100 ml, pH=7,0), 5 ml de
tampao separador 4X (181,7 g tris-hidroxi-metilaminoetano, 4 g SDS, H>O q.sp. 1L, pH=8,8),
134 pl APS 10%, 13,4 ul TEMED, H,O q.s.p 20 ml. O gel separador foi aplicado até 1 cm de
distdncia do pente, sendo colocado em seguida uma camada de alcool isobutilico para que o
gel ficasse reto na extremidade superior. Apds a polimerizagéo, o alcool foi descartado e o gel
concentrador preparado com: 2,5 ml de tampao concentrador 4X (78,8 g Tris-Cl, 4 g SDS,
H,O g.s.p 1 L, pH=6,8), 1,3 ml de acrilamida 40%, 50 ul APS 10%, 25 ul de TEMED, H,O
q.s.p. 10 ml. O pente foi colocado para que canaletas fossem formadas. O gel foi submetido &
eletroforese em tampao de corrida SDS 1X (3 g tris, 14,4 g glicina, 0,5 g SDS HO q.s.p I L,
pH=8.,8) a 50V iniciais ¢ 100V no restante da corrida. O gel foi entdo retirado, corado em
solucdo de Coomassie (50% metanol, 0,05% azul Coomassie R Brilhante, 10% acido acético,

40% H,O MilliQ) por 30 min e descorado em 10% acido acético.

1V.9.4Eletroforese de Proteina em Gel de Poliacrilamida Bis-Tris Nu-Page

O gel pronto para uso, Nu-PAGE 4-12% Bis-Tris gel, 1,5 mm e 10 canaletas
(Invitrogen), foi utilizado na eletroforese de proteinas para western-blot segundo orientagdes
do fabricante. A eletroforese foi realizada em tampao de corrida NuPAGE-MES (Invitrogen)

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

O gel de RNA foi preparado a 1,2%. Todo o material e solugdes foram cuidadosamente
preparados a fim de eliminar as RNases, preparando-se as solugdes com agua DEPC, lavando-
se a cuba com detergente e alcool etilico, utilizando-se ponteiras com barreiras e plasticos
livres de RNase. 1 g de agarose (Promega) foi fundida em 49 ml de agua DEPC por
aquecimento em forno de microondas. A solugdo de agarose foi resfriada a 60°C e foram
adicionados 15,4 ml de tampao MOPS 5X (0,2M MOPS, 5mM EDTA, 25mM acetato de
sodio) e 14 ml de formaldeido. O gel foi preparado em aparelho de eletroforese BRL
Horizontal Gel Eletrophoresis Horizon 11.14. A eletroforese foi realizada em tampao MOPS
1X a 3-4V/em. O gel foi corado em brometo de etideo e a imagem digitalizada com o

aparelho Eagle Eye II.

IV.10EXTRACAO DE DNA DE GEL DE AGAROSE

Para a extracdo de banda, contendo o DNA de interesse, do gel de agarose (ver [V.9.2)
foi utilizando Kit de extragao de gel QIAquick (QIAGEN), segundo as orientagdes do
fabricante. A banda foi cortada do gel de agarose ¢ transferida para um tubo novo. 3 volumes
(ul/mg de gel) de tampdo QG de solubilizagdo (formula proprietaria do fabricante) e ligagdo
foram acrescentados ao tubo, que foi entdo incubado a 50°C por 10 min e misturado a cada 2
min. 1 volume (ul/mg de gel) de isopropanol foi acrescentado a amostra. A amostra foi
aplicada na coluna de purificagdo e centrifugada a 13.000 r.p.m por 1 min. Em seguida, a
coluna foi lavada com 0,7 ml de tampdo PE de lavagem (férmula proprietaria do fabricante) e
centrifugada a 13.000 r.p.m por 1 min. O DNA foi eluido em 20 pl de H,O MilliQ e

armazenado a —20°C para posterior utilizagdo.

IV.11SEQUENCIAMENTO DE DNA

O sequenciamento foi realizado com o kit de sequenciamento DYEnamic ET Dye
terminator para analise de DNA em sistema MegaBACE (Amershan Bioscience), segundo
orientagdes do fabricante. Na placa de PCR para sequenciamento foram colocados 2 pl do
DNA plasmidial recombinante (100 ng/ul) ou 5 pl de DNA amplificado, 4 pl pré-mix de
sequenciamento DYEnamic terminator, 1 Pl de iniciador (3um) (Quadro 4), para volume total
de 10 pl. Para a reagdo de sequenciamento foi utilizado o programa: 95°C por 20 seg
(desnaturagdo), 50°C por 15 seg (anelamento) e 60°C por 1 min (extensdo) por 25 ciclos
consecutivos. A placa foi centrifugada em centrifuga 5804R (Eppendorf) e, em seguida,
foram adicionados 1 pl de 7,5M acetato de aménia e 27 pl de etanol 100%. Apos misturar os
reagentes por inversdo, a placa foi centrifugada a 800 r.p.m por 1 min, incubando-a por 10
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min a T.A e ao abrigo de luz. A placa foi centrifugada a 3.700 r.p.m por 45 min e, em
seguida, o sobrenadante foi descartado. 100 pl de etanol 70% foram adicionados a placa
centrifugado-a a 3.700 r.p.m por 10 min. O sobrenadante foi descartado e a placa foi
centrifugada de cabeca para baixo a 800 r.p.m por 1 min. Apés 10 min, a reacdo de
sequenciamento foi ressuspendida em 10 pl de tampdo de amostra do kit (70% formamida,
ImM EDTA) e a placa foi centrifugada a 3.700 r.p.m por 2 min. A placa foi entdo
seqiienciada no aparelho de sequenciamento de DNA MegaBace. Os cromatogramas das
seqiiéncias fornecidas pelo MegaBace foram analisados utilizando-se os programas Phred,

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

IV.12AMPLIFICACAO DE DNA POR PCR

As amplificagdes dos DNAs foram realizadas por PCR, em diferentes condigdes, como
descrito nos Quadro 2 e 3. As amplificagdes foram analisadas em gel de poliacrilamida (ver

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

1V.13DIGESTAO DE DNA POR ENZIMA DE RESTRICAO

As digestoes dos DNAs foram realizadas, em diferentes condi¢des, como descrito no
Quadro 5. As digestdes foram analisadas em gel de poliacrilamida (ver IV.9.1) ou agarose
(ver 1V.9.2).

IV.14HIBRIDIZACAO DE ACIDOS NUCLEICOS

IV.14.1Preparo da sonda marcada com Digoxigenina

Para a realizagdo do Southern-blot nao radioativo foram preparadas sondas através da
amplificacdo por PCR de fragmentos de SmFes com incorporagido de nucleotideos marcados
com digoxigenina (ver IV.12). A amplificacédo da sonda foi verificada em gel de agarose 1% e

a banda foi extraida do gel para posterior utilizagdo (ver 1V.10).

1V.14.2Preparo da sonda marcada por Fésforo Radioativo

Para a realizagdo do blots radioativos foram preparadas sondas através da amplificacao
por PCR de fragmentos do gene SmFes (ver IV.12) e da marcagdo com fosforo radioativo
pelo kit Nick Translation (Invitrogen). A amplificagdo da sonda foi verificada em gel de
agarose 1% e a banda foi extraida do gel (ver IV.10). Para a adigdo do fosforo radioativo,
aproximadamente, 150 ng de produto de PCR H,O q.s.p 38 pl, foram desnaturados a 96°C por

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

- ~ . Enzima
PCR DNA Iniciadores Tampio Magnésio dNTP Taq DNA polimerase H0
— q.s.p.
PCR- . Nio Marcado
P C G [ ] final For Rev PCR HF MgCL, MgSO, marcado | com DIG T T.G T.HF | T.pfu
SE}:}):ues de TK4 woqr
chistosoma e 1.5 4l jmyi 1X 2.5mM 1mM 075U 104
Polimorfismo P2for «gr
de 15 pb *' -
Sonda
«g 5, 5
Radioativa 3l 0,5uM E P2rev 1X SmM ImM 25U 20l
Sonda nio SmGOTK?2 SmGOTK1
Rediontiva 3yl 0.5uM X 2,5mM X 25U 20 pl
roativ TK4 PK1
FesOfor
Fessh2rev
Ferfor
R P"";‘““ e | 2 0.2uM 1X 3mM 0.2mM 25U | sow
ecombinante FesOfor
Fespkrev
Fesfor
SmGOTK2
P“'"{’":lf‘s“‘“ 1l 1uM TK6 SMGOTK1 1X 2,5mM ImM 075U 20 ul
TK7
1-01 “A” “B”
1-06 “3” P2rev
T-11 SmGOTK4 PK1
Estru
(t;‘:; 112 Lsul | 04uM ST7 Fessh2rev 1X M | 02mM 075U 254l
mica 1-13
14 TKST TK3
1-16 K9 “C
1-17
1-17 PK10 “cr

P- DNA plasmidial contendo toda a seqiiéncia codificante do gene SmFes (1,3 ng/ul); *2- DNA plasmidial contendo toda a seqiiéncia codificante do gene SmFes (50 ng/pl); C- cDNA de vermes individuais e grupos de cercarias, ovos, machos e fémeas de S.
mansoni (ver IV.8.1); G- DNA genémico de Schistosoma (480 ng/pl) (ver IV.5.2); For — iniciadores forward (Quadro 4): Rev - iniciadores reverse (Quadro 4); T- enzima Taq polimerase (5 U;pl, Gibco); T.g- Taq Gold (5 U/l, Perkin-Elmer): T.pfu — Taq
DNA polimerase Pfu Turbo (2.5 U/pl, invitrogen); T.HF- Taq Platinum HF (5 U l, invitrogen); DIG- mistura de PCR dig 10X (2mM dCTP, 2mM dGTP, 2mM, dATP, 1,.9mM dTTp, 0,ImM Dig-11-dUTP, Bochringer Mannheim); I introns; *1- Para o
polimorfismo de 15 pb a reagéo foi realizada também com cDNA no mesmo volume.
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Quadro 3: Programa de termociclagem da PCR. A PCR foi realizada em programa de 3 etapas em termociclador (Thermo Hybaid)

ETAPA 1 ETAPA I ETAPA 111
PCR
DESNATURACAO x x NUMERO DE z

INICIAL DESNATURACAO ANELAMENTO EXTENSAO CICLOS EXTENSAO FINAL
Espécies de Schistosoma 95°C por 10 min 95°C por 1 min 50°C por 1 min 72°C por 1 min 35 72°C por 10 min
Sonda Radioativa 94°C por 1 min 94°C por 1 min 56°C por 1 min 72°C por 3 min 35 72°C por 10 min
Sonda nio radioativa 94°C por 1 min 94°C por 1 min 56°C por 1 min 72°C por 3 min 35 72°C por 10 min
SH2 e PK para o . o o o : o i
clonagem 95°C por 2 min 95°C por 30 seg 50°C por 30 seg 72°C por 1 min 35 72°C por 10 min
Polimorfismo 9pb 95°C por 10 min 95°C por 1 min 52°C por 1 min 72°C por 3 min 40 72°C por 10 min
Estrutura Gendmica- o . o o o . o .

94°C por 2 min 94°C por 30 seg 55°C por 30 seg 68°C por 6 min 40 68°C por 10 min

Introns
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Quadro 4: Lista de Iniciadores

NOMEACAO SEQUENCIA (5°— 3%) DIRECAO POSIgAO NA
SEQUENCIA de
cDNA

“3” ATA AGA GCT CCC TGT ATA forward 1180- 1197
TCATACCTTC

“4v AAT ACC CGG GAC ATA GAT reverse 2084- 2101
TGT CGT ACA C

“A” ATG GGA AAT CAT ACA GTT forward 0001-0023
AAT G

“B” AAC ATA TAC TGA CGC GCT reverse 746-776
TGT G

“«C” TTA ATC TTC TCT AGT TCG TCT | reverse 3757-3780
ATC

“D” ATA TAT ATG TTC TTC TCT TCA | reverse 3309-3330
C

“E” AAT CGT AAA ATT ATT GAC AG | forward 868-887

Fes9for GAG GAG GAG GGA TCC GTG forward 2433-2442
AGT GAG TGT GAT ATG

Fesfor GAG GA GGA GGG ATC CTT CCT | forward 2426-2442
ATA TGT GAT ATG

fespkrev GAG GAG CTC GAG ATT TAA reverse 3654-3672
ATT TGG TGT AAA

Fessh2rev GAG GAG CTC GAG TTC CCA reverse 2848-2865
ATC AGG TCT TGA

M13 rev CAG GAA ACA GCT ATG AC reverse Universal

M13-40 GTT TTC CCA GTC ACG AC forward Universal

P2for ACG TGC ATT ATT TCA TAA A forward 639-667

P2rev AAT AGGTAC CCA CAG CAC reverse 1380-1398
GCC ATT GAG AT

PK1 GAC AGT TGG ATT ATG TAA reverse 2275-2295
AGG

PK10 CGA GGT CAA ATC CCT ATC forward 3346-3369
AAA TGG

SmFesRTF TCA ATA CAA AAC GAT ATA forward 233-262
CTG ATT CTG TGA

SmFesRTR TGG ACA GTT TTT TCA GCT TTG | reverse 363-386
ACT

SmGOTKI1 ATG CCA AAA GAC AGA TAA reverse 2662- 2688
AAC CAT ACG

SmGOTK2 AAT AAG CCT TAC ATA ATC forward 2269- 2299
CAA CTG TCA ATG

SmGOTK4 GTG TTT TGC CTA GAG CAG forward 2471-2495
AAG TGG A

ST6 TCA TTG GAA TGG AAC TAA forward 2848-2875
TGG TGA TCT A

ST7 ATC AAT GGT AAT CAT AAT forward 2599-2626
GAA ACAATAT

TK3 ACA TCATTC CATTAG CAG C reverse 3196- 3214

TK4 TCA TAT TCT ACT GAT CCT CC | forward 1942-1961

TK5T CAC ATG AAA ACT CAA ACT CC | forward 2788-2807

TK6 CCT TTA CAT AAT CCA ACT GTC | forward 2275- 2295

TK9 GGT CAA TTA AAA ATA GCT forward 3280-3307
GAT TTT GGC
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Quadro 5: Digestdo por enzima de restri¢do

DNA Enzima de Restricio Tampio de Reac¢io
Sfel NEBuffer
Discstio PCR eum, | EcoRV | EcoRI | BamHI | Hind1ll | Xnol 4 R(‘i“‘];z 2 R(‘;j‘}; 3 | Incubagiio
g l G * P New aou/mpl, [ a0Umpl, | A0UML, | (10U, [ (10U, | (10X, New Gibcq;) Gibc(;) °C/ hr
England | Promega) Gibco) Gibco) Gibco) Gibco) England 4 5
Biolabs) Biolabs) **

Polimorfismo 9pb 8l 2U 1X 25/16
1-06 15 pl 10U 1X 37/16

Estrutura I-12 e
Genomica | 1-13-14 | 19H i X 3716
I-16-17 | 15l 10U 1X 37/16
Southern- DNA 10y X 3716

blot 10 pg
10U 11X 37/16
Controle Lul
positivo M 2U 1X 37/16
Proteina 1yl
hi *7
T -
Clonagem em vetor 1 pl 1o v X 3
pGEX 3

*1- ver quadro 2 *2- G- DNA genomico (ver 1V-5.1); *3- (500mM acetato de potdssio, 200mM Tris-acetato, 100mM acetato de magnésio 10mM DTT, pH=7,9), *4- (50mM Tris-HCI, pH=8.0; 10mm MgCI2; 100mM NaCl), *5- (50mM Tris-HCI, pH=8,0;
10mm MgC12; S0mM NaCl), *6- P- DNA plasmidial contendo toda a seqiiéncia codificante do gene SmFes (1,3 ng/pl); *7- P- pCR 2.1 clonado a fragmentos de SmFes (300 ng/pl) (ver IV.17.2), *8- P- vetor pGEX-4T3 (300 ng/ul)
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acrescentados 5 pyl de dNTP menos dCTP (0,2mm dATP, dGTP, dTTp; 500mM Tris-HCl,
pH=7.,8; 50mM MgCl,; 100mM 2-mercaptoetanol), 5 pl de mistura de Poll/Dnasel (0,5 U/pl
DNA polimerase I; 0,4 mU/ul DNasel, S0mM Tris-Hel, pH=7,5; SmM acetato de magnésio;
0,ImM PMSF; 50% (v/v) glicerol; 100 pg/ml BSA sem nuclease) ¢ 2 ul de a-*P dCTP (10
mCi/ml, Amershan). A reagdo foi incubada a 16°C por 1 hr. 5 pl de solugdo para parar a
reagdo (0,5M EDTA, pH=8,0) foram adicionados & sonda. A sonda foi purificada em colunas
G-50 (Pharmacia), segundo orientagao do fabricante. A sonda marcada foi aplicada a coluna,
que foi centrifugada a 3.000 r.p.m. O material que passou pela coluna foi coletado e utilizado

em seguida.

IV.14.3Preparo do DNA para Southern-blot

Duas aliquotas de 10 pug de DNA gendmico (ver IV.5.1) foram digeridas (ver IV.13).
Plasmideo contendo toda a regido codificante do gene SmFes foi digerido (ver IV.13) para ser
usado como controle positivo do Southern-blot. Antes da eletroforese as amostras foram
aquecidas a 56°C por 2 min, e entdo, aplicadas com tampdo de amostra 2X (2mM EDTA,
10% glicerol, azul de bromofenol) em gel de agarose 0,7% (ver IV.9.2). Apds eletroforese o
gel foi desnaturado por duas vezes em solugdo de desnaturagdo (NaOH 0,5M; NaCl 1,5M) por
15 min a T.A, e em seguida, o gel foi neutralizado por duas vezes em soluggo de neutralizagdo

(Tris-HC1 0,5M, pH=7,5; NaCl 3M) por 15 min em T.A.

1V.14.4Preparo do RNA para Northern-blot

Solugdo de mistura (66,5% formamida deionizada, 20% formaldeido e 13,5% tampao
MOPS 5X) a 2,5 vezes o volume do RNA foram adicionados as aliquotas de 20 pg de RNA
total extraido de grupo de: casais de vermes, vermes machos, vermes fémeas, ovos,
miracidios, cercarias ou esquistossdmulos (ver IV.7.2). As amostras foram centrifugadas por
5 seg, incubadas a 56°C por 15 min e imediatamente levadas ao gelo. As amostras de RNA
foram aplicadas com tampao de amostra 10X (50% glicerol, ImM EDTA pH=38,0, 0,25 azul
de bromofenol e 0,25% xileno-cianol FF) em gel de agarose desnaturante 1,2% (ver IV.9.5).
A eletroforese das amostras foi finalizada apos atingirem uma distancia de 2/3 do
comprimento do gel. Apos eletroforese o gel de foi lavado por 3 vezes em H,O MilliQ por 20

min.

IV.14.5Transferéncia do Acido Nucléico

A membrana de nylon carregada positivamente (Boehringer Mannheim) foi cortada do

tamanho exato do gel e, em seguida, foi mergulhada em solucgdo de transferéncia SSC 20X
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(3M NaCl, 300mM citrato de sodio, pH=7,0). A estante de transferéncia foi montada
utilizando-se o processo de transferéncia por capilaridade. A transferéncia do DNA (ver
1V.14.3) ou RNA (ver IV.14.4) contido no gel para a membrana de nylon foi realizada por 16
hr em tampao de transferéncia SSC 20X. O acido nucléico foi fixado a membrana em forno

de UV cross-linker Stratalinker 1800 (Stratagene) a 120.000 pJoules.

IV.14.6Hibridizacao com sonda nao radioativa

A membrana foi incubada em 10 ml de solug@o de pré-hibridizagdo High-SDS (7%
SDS; 50% formamida deionizada; S0mM fosfato de sodio, pH=7,0; 2% solugao de bloqueio,
0,1% N-laurilsarcosina, SSC 5X) a 42°C por, aproximadamente, 5 hr em forno de
hibridizacdo Personal Hyb (Stratagene). As sondas marcadas por digoxigenina (ver 1V.14.1)
foram desnaturadas por fervura a 5 min e colocadas imediatamente no gelo.
Aproximadamente 75 ng de sonda foram acrescentadas a 5 ml de solugdo High-SDS de pré-
hibridiza¢do. A membrana foi incubada a 42°C para a sonda TK1-TK2 (construida a partir dos
iniciadores SmMGOTK1 e SmGOTK?2) e 37°C para a sonda TK4-PK1 (construida a partir dos
iniciadores TK4 e PK1) por 16 hr. A membrana foi entdo lavada duas vezes a 25°C por 5 min
em 10 ml de solugdo de lavagem 2X (SSC 2X, 0,1% SDS) e duas vezes a 68°C por 15 min em
10 ml de solugdo de lavagem 0,5X (SSC 0,5X, 0,1% SDS). Logo em seguida, a membrana foi
equilibrada em 20 ml de tampao de lavagem (0,3% Tween 20, 0,1M acido maléico, 0,15M
NaCl, pH=7,5) por 1 min. A membrana foi bloqueada com 15 ml de solugdo bloqueadora
2,5% [2,5% reagente de bloqueio (Roche), 0,1M écido maléico, 0,15M NaCl, pH=7,5] por 1
hr. 1,5 pl de anticorpo secundario anti-Digoxigenina (750 U/ml) foram adicionados a solugdo
bloqueadora, deixando-o atuar por exatos 30 min. A membrana foi lavada duas vezes em 30
ml de tampdo de lavagem por 15 min. Para a detecgdo, 5 gotas de substrato quimico CSPD
pronto para uso (Boehringer Mannheim) foram espalhadas pela membrana por 5 min ao
abrigo de luz. O excesso de CSPD foi retirado ¢ a membrana revelada. A membrana foi
exposta por 16 hrs ao filme Kodak X-Omat. O filme foi revelado por 2 min em solugdo de
revelagdo Kodak, lavando em agua e fixando por 2 min em solugdo fixadora Kodak. Mesma
membrana foi reutilizada apos a lavagem em agua MilliQ seguida de lavagem em solugdo
para retirar a sonda (0,2M NaOH, 1%SDS) a 37°C por 2 vezes de 15 min. Para a reutilizagéo,

a membrana foi entdo lavada em SSC 2X, estando apta para ser pré-hibridizada novamente.

1V.14.7Hibridiza¢do por sonda radioativa

A membrana foi incubada a 50°C em forno de hibridizagdo HB100 (UVP) por

aproximadamente 5 hr em garrafa de hibridizagdo contendo 10 ml de solugdo de pré-
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hibridiza¢do (7% SDS; 250mM fosfato de sédio, pH=6,8; 1% BSA; 1mM EDTA, H,O q.s.p
70 ml). A sonda radioativa (ver IV.14.2) foi desnaturada, por fervura por 5 min e levada
imediatamente ao gelo. A sonda foi acrescentada a 15 ml de solugdo de pré-hibridiza¢do nova.
A temperatura de hibridizagdo para o northern-blot foi de 50°C e para o Southern-blot foi de
65°C, por 16 hr. A membrana foi entdo lavada duas vezes em 75 ml de solugdo de lavagem
(2X SSC, 0,1 % SDS) a 28°C por 10 min para o northern-blot e por 20 min para o Southern-
blot. Para detecg@o da hibridizagdo a membrana foi exposta ao filme Hiperfilme (Amershan) a
-70°C por 20 dias. O filme foi revelado por 2 min em solug@o de revelagao Kodak, lavando

em agua e fixando por 2 min em solugao fixadora Kodak.

IV.ISWESTERN BLOT

5 pl de tampéo de amostra Nu-PAGE (Invitrogen) foram adicionados as amostras de
proteina (ver 1V.6), que foram em seguida fervidas por 5 min. Os extratos protéicos dos
parasitos foram corridos em gel de proteina (ver [V.9.4). O gel contendo o extrato protéico foi
transferido para membrana invitrolon PVDF (difluoreto de polivinilideno) 2 pm (Invitrogen)
em cuba de transferéncia (Invitrogen) e tampdo de transferéncia (5% tampdo de transferéncia
20X NuPAGE, 12% metanol, H,O q.s.p 1 L), segundo orientagdes do fabricante (Invitrogen).
A transferéncia foi realizada por 1 hr a 30V ¢ 170mA. A membrana foi corada em Ponceau-S
(Sigma) para verificar a transferéncia das proteinas. A membrana foi bloqueada em solugio
PBST [PBS 1X (14mM NaCl, 2mM fosfato de potassio pH=7,4), 0,05% Tween] e 5% leite
em po desnatado (Molico) por 1 hr. A membrana foi entdo incubada em solu¢do PBST com
5% de leite em pd contendo o anticorpo anti-SmFes (IgG total ndo purificado), obtido a partir
de imunizagdo de coelho com peptideo sintético correspondente aos residuos 583 a 597 da
seqiiéncia protéica de SmFes (regido sem identidade com proteinas ja descritas),
SYPNTTPITFSRDPC, e conjugado a proteina ovolbumina bovina (New England Peptide), na
concentragdo de 1:1.000 por 1 hr a T.A. O soro pré-imune do coelho foi usado nas mesmas
condi¢des como controle negativo do ensaio. A membrana foi lavada por trés vezes por 10
min em solu¢do PBST com 1% de leite em pod. O anticorpo secundario anti-coelho conjugado
a peroxidase (Sigma) foi adicionado a uma nova solugdo PBST com 1% de leite em pod na
concentragéo 1:10.000 por 1 hr em T.A. A membrana foi novamente lavada por trés vezes em
PBST com 1% de leite em po e trés vezes em solugdo PBST por 10 min cada. Para a
detec¢do, a membrana foi incubada com a solugdo ECL para western-blot (Amersham
Biosciences) por 5 min. O excesso de ECL foi retirado e a membrana exposta por 16 hrs ao
filme Kodak X-Omat. O filme foi revelado por 2 min em solugdo de revelagdo Kodak,

lavando em agua e fixando por 2 min em solugdo fixadora Kodak.
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IV.16PCR QUANTITATIVO

RT-PCR quantitativo foi realizado através do sistema de detecgdo de seqiiéncia ABI
PRISM 7.000 (Applied Biosystems) e o kit SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). Iniciadores de tubulina de S. mansoni (nimero de acesso GenBank: 80214,
posi¢do na seqiiéncia: for 851-873 e rev 925-904) e de SmFes (SmRTF, SmRTR) foram
desenhados pelo programa Primer Express (Applied Biosystems). A amplificagdo por PCR foi
realizada em placa de 96 pogos e em triplicata, utilizando-se: 2 pl de cDNA (ver IV.8.2), 3 pl
de cada iniciador (300nmol) (Quadro 4), 12,5 pl 2X master mix SYBR® Green, para um
volume total de 25 pl. A PCR foi realizada utilizando-se o programa de duas etapas. As
amostras foram mantidas na etapa inicial a 95°C por 10 min (desnaturagao inicial), na etapa
seguinte, 40 ciclos, a 95°C por 15 seg (desnaturagdo) e 60°C por 1 min (anelamento e
extensdo). O protocolo de dissociagdo foi realizado aumentando progressivamente de 60°C a
95°C. A representacdo grafica foi realizada segundo os valores de threshold (valores Ct)
obtidos de verme fémea, miracidio, esporocisto e cercaria deduzidos a partir do valor Ct
obtido para os transcritos de verme macho usando o método 224 com o nivel de tubulina

como controle interno.

IV.17EXPRESSAO DE PROTEINA RECOMBINANTE

1V.17.1Amplificacdo do Dominio SH2 e PK

Iniciadores foram desenhados para clonagem em vetor pGEX-4T3 (Amersham
Bioscience) do dominio SH2 e dos dominios SH2-PK, ambos contendo ou néo o inserto de 9
pb. Os iniciadores forward Fes9for (contendo os 9 pb) e Fesfor (sem os 9 pb) foram
desenhados com sitio de corte para enzima BamH I, ambos formando pares com os
iniciadores reverso Fessh2rev (incluindo o dominio SH2) e Fespkrev (incluindo os dominios
SH2 e PK) que foram desenhados com sitio para enzima Xho I (Quadro 4). A amplifica¢do foi
realizada segundo protocolo descrito nos Quadros 2 e 3. Os produtos das amplificagdes foram

analisados em gel de poliacrilamida corado pela prata (ver IV.9.1).

IV.17.2Clonagem em Vetor pCR 2.1

Uma pré-clonagem foi realizada utilizando-se o kit de clonagem TOPO TA
(Invitrogen), de acordo com as instrugdes do fabricante. 6,5 pl da reagdo de PCR (ver
IV.17.1), 1l de tampao de PCR (10X), 1 pl de dNTPs (10mM), 0,5 pl de MgCl, (50mM) e 1
pl de enzima Taq polimerase (5 U/ul, Invitrogen) foram incubados a 70°C por 15 min para a
adicdo adenina extra requerida na clonagem em Topo. A ligagdo foi realizada misturando-se 6
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ul do produto de PCR, 1 pl de sal (1,2M NaCl; 0,06M MgCl,), 1 pl de vetor pCR 2.1 Topo e
o tubo foi incubando por 5 min & T.A. A transformacdo foi realizada por choque térmico com
sele¢do de clones por kanamicina (ver IV.3). O plasmideo foi extraido para reclonagem em
pGEX-4T3 (ver IV.4). O sequenciamento dos clones foi realizado com o uso dos iniciadores
M13-40, M13rev, TK-6, ST-7, “D”, TK-9, PK-10, TK-3, ST-6 (ver IV.11). A seqiiéncia
fornecida pelo seqiienciador MegaBace foi conferida utilizando-se o programa GeneTools

Lite (Bio Tools) e comparada a seqiiéncia do cDNA de SmFes depositada no GenBank.

IV.17.3Clonagem em vetor pGEX

O plasmideo clonado em pCR 2.1 (ver IV.17.2) e o vetor pGEX-4T3 foram digeridos
nas mesmas condi¢des segundo o protocolo descrito no Quadro 5 em 10 pl de reagdo final.
Para clonagem em vetor pGEX-4T3, 10 pl do fragmento digerido e 2 ul do vetor pGEX-4T3
digerido foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1%, (ver IV.9.2). A banda do
vetor linearizado pGEX-4T3 e a banda do inserto foram purificadas juntas em um tnico tubo
(ver IV.10). O DNA dos fragmentos foram concentrados no Speed Vac DNAmini (Heto) e
ressuspendidos em 10 pl de H,O MilliQ Em seguida, uma reagdo de ligagdo do vetor com o
inserto foi realizada incubando-se 10 pl do DNA eluido (vetor e fragmento), 3 ul de tampao
T4 DNA ligase 5X (250mM Tris-HCI, pH=7,6;50mM MgCI12; 5SmM ATP; SmM DTT; 25%
(p/v) polietileno glicol-8000) (Gibco) e 2pl de ligase a 16°C por 16 hr. Apos a reagdo de
ligacdo, 2 pl dos produtos ligados foram transformados em células E. coli BL21 com selecdo

por ampicilina (ver IV.3).

IV.17.4Expressio da Proteina Recombinante de SmFes

Pré-inoculo de bactéria E. coli BL21 contendo o clone de SmFes em pGEX-4T3 (ver
IV.17.3) foi realizado em 5 ml de LB-Ampicilina (100 pg/ml) com agitagdo em agitador
orbital a 300 r.p.m 37°C por 16 hr. O indculo foi realizado com 300 pl de pré-inoculo em 10
ml de LB-ampicilina ¢ mantidos sob agitagdo de 300 r.p.m até atingir O.D. 600nm de 0,6. Ao
atingir a O.D. esperada uma aliquota de 3 ml foi retirada do meio ndo induzido. Os 7 ml
restantes foram induzidos com IPTG (Promega) em concentragdes finais de ImM, SmM e
10mM, retirando-se uma aliquota de 1,5 ml apés 4 hr da indugdo. Todas as aliquotas foram
centrifugadas por 20 min a 5.500 r.p.m, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
ressuspendido em 40 pl de tampao de amostra SDS (1 ml tampédo concentrador 4X, 1 ml 10%
SDS, 250 pul B-Mecaptoetanol, 1 ml glicerina, 52 pl azul de bromofenol, H,O q.s.p 5 ml). As
amostras foram congeladas a —20°C para posterior analise em gel de eletroforese de proteina a
12% (ver 1V.9.3).
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IV.1SANALISE IN SILICO DA SEQUENCIA CODIFICANTE
COMPLETA DE SMFES

A seqiiéncia do gene SmFes foi traduzida em sua ORF correta utilizando o programa
Translate tool (http://us.expasy.org/tools/dna.html). Neste mesmo sitio da internet, os
parametros fisico-quimicos da seqiiéncia protéica, como massa molecular e ponto isoelétrico
tedrico, foram feitos com o uso do programa ProtParam . A analise de hidropaticidade foi
conduzida pelo programa ProScale, segundo Kyte e Dolittle . As buscas por identidade de
SmFes com outras seqiiéncias ja previamente depositadas em bancos de dados foram
realizadas  usando  programas da  familia BLAST, no site do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

1V.18.1Determinacéio de Dominios

A analise dos dominios conservados foi realizada utilizando RPS-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) (banco de dados: CDDv2.03) ¢
Interproscan (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/) (bancos de dados: PROSITE, PRINTS,
Pfam, ProDom, SMART e TIGRFAMSs). A probabilidade de SmFes adotar uma regido de
conformagio coloidal foi conduzida pelo programa Coils versdo 2.1 usando a matriz MTIDK
(http://www.ch.embnet.org/software/COILS form.html) comparando-se a seqiiéncia de

SmPFes a seqiiéncias coloidais previamente conhecidas .

1V.18.2Determinagio da Organizagio Génica

A seqiiéncia de cDNA de SmFes foi manualmente dividida em seqiiéncias de 200 pb e
estes fragmentos foram comparados por BLAST com seqiiéncias depositadas no banco de
dados gendmico de S. mansoni: TIGR (http://www.tigr.org/tdb/e2kl/smal/) e Sanger
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_mansoni/). Para determinar a localiza¢do dos introns na
seqiiéncia do cDNA de SmFes, foram realizados alinhamentos desta seqiiéncia as seqiiéncias
gendmicas de S. mansoni selecionadas no banco de dados. O alinhamento foi realizado pelo
programa GeneTools Lite que utiliza o algoritmo de alinhamento XALING . Os exons e

introns fora identificados nas seqiiéncias genomicas pelo alinhamento com o cDNA.

IV.18.3Analise Filogenética

Para a analise filogenética de SmFes, seqiiéncias protéicas pertencentes a familia de
proteinas Fes/Fps/Fer foram selecionadas do banco do GenBank e alinhadas pelo ClustalW no
BioEdit (Hall, 1999). As seqiiéncias usadas e o respectivo numero de acesso no banco de

dados foram: FBS de Fujinami sarcoma virus (NP_955606); Fert2 protein de Mus musculus,
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(AAH58100); Fps/Fes de Mus musculus (AAN33122); PTK de Ephydatia fluvialis
(BAA81721); Fer de Canis familiaris (AAF00543); Fer de Homo sapiens (NP_005237); Fer
de Mus musculus (AAB18988); c-FES de Homo sapiens (P07332); Fps85D(dFer) de
Drosophila melanogaster (P18106); Fer-frk-1 de Caenorhabditis elegans (NP_501818);
Fes/Fps de Felis catus (TVCTFF) e PTK de Sycon raphanus (CAA76605). A analise
filogenética foi conduzida com o programa PHYLIP 3.6 com interfase PIE (Philogenetic
Interface Enviroment) no sitio da internet HGMP (www.menu.hgmp.mrc.ac.uk). As
seqiiéncias foram alinhadas inteiras e também parcialmente, contendo apenas o dominio SH2
e PK, utilizando-se o método de parcimonia e bootstrap de 1.000 replicas. A arvore foi

construida usando o “TreeView 1.6.6” .

IV.18.41dentificaciio de Parceiros de SmFes

A selecdo de possiveis parceiros de SmFes foi realizada pela busca de SmAEs no site
do ONSA (http://cancer.lbi.ic.unicamp.br/schisto6/), de ESTs no site do GeneDB
(http://www.genedb.org/genedb/smansoni/) e de proteinas do PUBMED no site do NCBI,
anotadas e denominadas como ortologas as pertencentes a via de sinalizagdo proposta por
Greer (2002). A correta anotagao destas proteinas ndo foi verificada e comprovada, exceto
pelas proteinas encontradas no PUBMED, fornecendo-se desta maneira apenas evidéncias de

que as proteinas existam.
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V.1 ANALISE E CARACTERIZACAO DA SEQUENCIA IN SILICO

V.1.1 Seqiiéncias de SmFes

O cDNA completo de SmFes apresentou uma ORF de 3.780 pb, (Figura 6)
codificando para uma proteina de 1.260 aa (Figura 7). O ¢cDNA de SmFes apresentou um
conteudo CG de 32% correspondendo ao valor do contetido CG descrito para outros genes de
S. mansoni . A massa molecular calculada da proteina foi de 143,5 kDa e seu ponto isoelétrico
teorico de 6,60. A analise de hidropaticidade da seqiiéncia protéica de SmFes foi realizada
segundo Kyte e Doolittle (1982) em janela de 7 e 19 residuos de aminoacidos. O resultado
obtido indicou uma maior concentragdo de picos de aminoacidos em posi¢do hidrofilica,
indicando que SmFes ¢ uma proteina que ndo apresenta regides transmembrana, de acordo

com o descrito as proteinas da familia Fes/Fps/Fer (Figura 8).

V.1.2 Identidade de SmFes com Proteinas Fes/Fps/Fer Ortologas

A proteina SmFes apresentou, em analise por BLAST-p contra o banco de dados nr,
uma maior identidade com proteinas classificadas como membros da familia Fes/Fps/Fer,
possuindo uma identidade de 40 a 50% para os aminoacidos entre 777 e 1.216,
correspondentes aos dominios SH2 e PK, e em torno de 20% para os aminoacidos entre 91 e
452 da seqiiéncia protéica de SmFes. Os organismos identificados por identidade com os
valores descritos acima foram proteinas pertencentes a familia Fes/Fps/Fer de: Drosophila
melanogaster (P18106), Rattus novergicus (XP_217492, XP 341877), Canis familiaris
(AAF00543), Mus musculus (AAH58100, AAN33122, AAB18988), Felis catus (TVCTFF),
Homo sapiens (P07332, NP_005237), Ephydatia fluviatilis (BAA817213), Sycon raphanus
(CAA76605), Gallus gallus (CAA26155) e também de alguns oncogenes (P00541). Além das
proteinas denominadas como Fes/Fps/Fer, foram identificados, por identidade, proteinas de
outros organismos ainda ndo anotadas de: Drosophila pseudoobscura (EAL26982),
Anopheles gambie (XP_313423), Xenopus laevis (AAH73445) (GenBank, 28/05/2005)
(Quadro 6).

V.1.3 Dominios Protéicos em SmFes

A proteina SmFes apresentou, por busca de dominios de aa, algumas caracteristicas das

proteinas da familia Fes/Fps/Fer: trés regides helicoidais, uma assinatura de dominio SH2
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A

gaa
cacggttaacggattatgaggtaattcaacaaaatattcagcatactcctcaaggactet
attttgttaaacctttaaacactttattattcatgtattttaatttgtgtatcacaaaat
ATGggaaatcatacagttaatgaagtcagtaactattttgaacgtggcagtgatgtcgaa
gatgatatcaatactttagcatctaataatacacatattacagaaaataatcaatccgtc
ttggtatcttctacatcggacacatttttagttectectttgectecgeatagtctagga
catgataaatcattatcttcttcatccatttcaacacctaatgtggacaatatcaataca
aaacgatatactgattctgtgatgcttcgaagtgatcataaagagtcttcetecaggtaate
gtttcagccatcgatgeccagatgaaatctatcaatgaaatgetatectacttttcetaaa
ttagtcaaagctgaaaaaactgtccaacaagetttgtcecgatttacttgatgatcaaaag
gaatcatccactgttggtagtgttgatggtggecagegttegaataccaccgetatgegt
aatttattcaaatcaaattattctcgtggacgtcgtcgtegtttaaccatgaatattttg
aataaaaacttatcgaattcacctactgataatgaattaaataaacttttacaaaatctt
gttatttcaacaaatcatcaagtacgtatgttttcaacacgtgcattatttcataaatta
attactgctggacaattagatagtttaaataattgtgaacattgtttaagacgaacttat
ttagaatgtgaagaagaattaaaatcacaagcgcgtcagtatatgttaagcttaaaagea
tatgaaaagaaatatttcaaatatattggtcaattatcaaatatacaatcgaaattaaca
aatttatgtgataaacgtttaattaataatcgtaaaattattgacagtctaatgaataat
ttagaatattctactaaaaaattgcatttattacataatgaatattgtttggcattgate
actgctattcattatcaccaatggttatatacacatttacgaccatgtttactgaaaggt
gttgaacgtactatgcaattagcatcggaagttgtttggecatcttctagtatteggtggt
gaaaatattcatcattttcaatcaaattggcttaaagaatttcaatctgaattagattta
acaagtttattagaacaaaatggagtaaaatttcctggacctgtatatcataccttcaat
caagcactaaataataatacaacattaggtggaaatctttctectggttecttaattgte
aatgatttaactggacaatcattgattgaattaacacaattgcataaaaataaggaatta
ttgcatagagaaacggttaatcaactgactaaagaatgtttacaatgggaagaggegeta
tctcaatggegtgetgtgtttgctaatccaggtectaatecatggtcatcaaatttatte
aatatacattcatctggtgtttcaccaatagtcaatactccacaagataataattcaaat
ggatttcatcatgtagataattcaagtcatctagegttgectgatatccaagatectttygg
catgatgatcgagctcgacctgttaatctttgtgaagtatcatttegtttagecaatatgt
gaatttgaattatgttttgccaattgtcttgctgattcagaagectcaattagtcaatgta
ttaactgatgcacaatgtcgtctcaattggetttcattaaaattacttacaaatgattca
actacaagttatccaaatactacaccaattacattttcacgtgatccttgtgatattact
accaccactactactactactaatgggaatagtaacaataataatcatgaagatatagat
atacaaaatgggactgatgataatttcagtcaagctttgaatggtcatgataattcaatt
ccattgtgtaatctcagtgattcatattctactgatcctectaaattcattgaacaaata
tcaaattctccatttgeattatctacatcgaatacatctgatatgtcatctagtatagaa
caccagcaacaacaacgtccagaacgtaatcgtctttggcaaagtgtacgacaatctatg
tcaaaatttcgttcacatttcatacgtaataataatatacgatcttcgacaagttctata
ccaaatacacgtacatatcaatgtcgtcttecgtgaaactattattactactataccaata
ttaaataccgtaaatgataataataacaatagtaatagtaatagtaataataagccttta
cataatccaactgtcaatggactaaaacagcaaaaccatttaggtatggatactccattt
tatcatcaaaatagaaaattcaatcatcaaaatcatattcaatctaatcgagaatctcaa
gattcaacatcaattttaactagttttcctatatgtgatatggatatcaataaggaaccyg
tggtttcatggtgttttgecctagagcagaagtggaacgtettttacagaatcaaggegat
ttccttgttecgacaaacaagtaaacgttecagtggtegtgataccataggtecattggaat
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ggaactaatggtgatttaatcaatggtaatcataatgaaacaatattaaataaagatcat
aatatggatggaactgttttacgtatggttttatctgtcttttggcatggtcatagacat
ttcattctatatggtggaccagagacaggtgaaggttggcatttagaagacggtcattte
tctacaataagggaactgattgaatatcacatgaaaactcaaactcccgtgacagegaaa
tcaggagcatgtcttgtgacaccaatttcaagacctgattgggaactagacaatcgtgat
gtacaactactacaaaaaattggtcagggtaattttggtgatgtttatcgaggtgtatat
aatggatgtgaagttgcagtgaaaacttgtcgtgttgatatgactgecateggatttacgt
aggaaatttctacaaggtgaaacaactgcattaaatttcaatcatccaaatattgtcaaa
ttagttggtattgcagttcaatcttatccaattatgattgtaatggagtatgttcecaggt
ggttctctgttaaatcatttacgtaaatcaaaaaatgcattacctgttatgaaactactt
caaatgagtttagatgctgctaatggaatgatgtatttagaagcgagaaattgtattcat
cgtgatttagcagcaagaaattgtttaatttctgatgatggtcaattaaaaatagetgat
tttggcatgtcaagagaagaacatatatatgaattaagtgataaacgaggtcaaatccct
atcaaatggacggctcctgaagcacttcegtactggtegttatactattaaatgtgatgta
tggtcttatggtgtacttttatgggaaatatttacttteggtgatgtaccttategaaat
tggtctaatcaacaaactagggatatgattgaatctggttatagattacctgcaccagat
ttaatgccagtttggttgegtacattaatgaatcattgttggecatgatgaaccaatgaat
cggccaagtttttcaaaaatttctaatgaaatacaaatacctaatgtcaattcatttaca
ccaaatttaaatagatctatagacaatgctcaattgaagaaatctgetattgacaaccta
tcaacaactccattacatttatccgtttctgttaaagatagacgaactagagaagatTAA
tatggatcttttttttgttactatgeccctatacatacatacatatatacatacatacaca
tacatacaatagatcatagagatctatatacatacatgtaattgtgtatatgtattgcaa
tcttttttetgtttttttttttttgcaagegectttatttcactgttattcactatggea
actaacttacagttccgagtgacaaacctttctatttattattatcactaatataattga
ttcaattcatggatatatggtatacatagttgtactgtaaccatgtatatcatataatce
actacctatgatcattgtaattgtcattatatcatttcattttaataatttttatgattt
caatttatactacttatatacttatttaatccttctttcattgtttcttatctttactta
tagactgtgataaaaagtagatttaatttgtatattctcttcagattacattacatttac
cataaacaaaataatacacatcaatgaaccattctcaaagagaaagggagtatgtgtgtg
tgtgtgtgtaagtgttcaatatgacatacattcacaatgtaatttatgatttcgattgtyg
taagtgcctgcettaccctgttaatatacttatatatatatatgacgtgatgatcceectg
gcaattagtgaggagttatcattcattaatctccatggtatataacatagttcatccaat
atttcattattgaatatagacacttaattacttatgtatacttgaactaacttacctact
tacttatacctgttaccccttgtaacctatacgcacatatcttctgtagttattctcata
ggatgattctttacataccttaataggaataattggctcaatggtttcttttettttttyg
gatattccattgtatacttatgaatgtagggggttttgattttgaggggtattaggtaat

tattacaaattgtaacttataacttactttttatagaagtaaataaccaaaaaaaaaaaa

B

2401 gattcaacatcaattttaactagttttcctataGTGAGTGAGtgtgatatggata

Figura 6: Seqiiéncia nucleotidica de SmFes. A- O cDNA completo de SmFes contém uma
ORF de 3.780 pb. O codén inicial, ATG, esta representado por letras maiisculas nas bases 1-
3. O stop codon, TAA, esta representado por letras mailisculas nas bases 3.778-3.780. A
regido 5’ UTR esta representada pelas bases -123 a -1 e a 3’ UTR esta representada a partir da
base 3.780 B- O polimorfismo de 9 pb na base 2.433 esta representado em negrito e letras

maiusculas.
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MGNHTVNEVSNYFERGSDVEDDINTLASNNTHITENNQSVLVSSTSDTFL 0050
VPPLPPHSLGHDKSLSSSSISTPNVDNINTKRYTDSVMLRSDHKESSQOVI 0100
VSATDAQMKSINEMLSYFSKLVKAEKTVOQALSDLLDDOKESSTVGSVDG 0150
GQRSNTTAMRNLFKSNYSRGRRRRLTMNILNKNLSNSPTDNELNKLLONL 0200
VISTNHQVRMFSTRALFHKLITAGQLDSLNNCEHCIRRTYLECEEELKSQ 0250
ARQYMLSTKAYEKKYFKYTIGOLSNIQSKLTNLCDKRLINNRKITDSIMNN 0300
LEYSTKKLHLLHNEYCLALITATHYHQWLYTHLRPCLLKGVERTMQLASE 0350
VVWHLLVFGGENIHHFQSNWLKEFQSELDLTSLLEONGVKFPGPVYHTEN 0400
OALNNNTTLGGNLSPGSLIVNDLTGOSLIETLTQLHKNKELLHRETVNQLT 0450
KECLOWEEALSQWRAVFANPGPNPWSSNLENIHSSGVSPIVNTPQDNNSN 0500
GFHHVDNSSHLALPDIQDLWHDDRARPVNLCEVSFRLAICEFELCFANCL 0550
ADSEAQLVNVLTDAQCRLNWLSLKLLTNDSTTSYPNTTPITFSRDPCDIT 0600
TTTTTTTNGNSNNNNHEDIDIQNGTDDNFSQALNGHDNSIPLCNLSDSYS 0650
TDPPKFIEQISNSPFALSTSNTSDMSSSIEHQQQQRPERNRLWQSVRQSM 0700
SKFRSHFIRNNNIRSSTSSIPNTRTYQCRLRETIITTIPILNTVNDNNNN 0750
SNSNSNNKPLHNPTVNGLKQONHLGMDT PEYHQNRKENHQNHIQSNRESQ 0800
DSTSILTSFPIvseCDMDINKEPWFHGVLPRAEVERLLONQGDFLVRQTS 0850
KRSSGRDTIGHWNGTNGDLINGNHNETILNKDHNMDGTVLRMVLSVEWHG 0900
HRHFILYGGPETGEGWHLEDGHFSTIRELIEYHMKTQTPVTAKSGACLVT 0950
PISRPDWELDNRDVOLLOKIGQOGNFGDVYRGVYNGCEVAVKTCRVDMTAS 1000
DLRRKFLOGETTALNENHPNIVKLVGIAVOSYPIMIVMEYVPGGSLLNHL 1050
RKSKNALPVMKLLOMSTLDAANGMMYLEARNCIHRDLAARNCLISDDGOLK 1100
IADFGMSREEHIYELSDKRGOIPTKWTAPEALRTGRYTIKCDVWSYGVLL 1150
WEIFTFGDVPYRNWSNOQTRDMIESGYRLPAPDIMPVWLRTLMNHCWHDE 1200
PMNRPSFSKISNEIQIPNVNSFTPNLNRSIDNAQLKKSAIDNLSTTPLHL 1250
SVSVKDRRTRED- 1263

Figura 7: Seqiiéncia de aminoacidos da proteina SmFes. A proteina codificada pelo gene
SmFes esta representada pela seqiiéncia de 1.263 aa, contendo o inserto de 3 aa, *'? v-s-e *"*
representado por letras mintsculas (ver Figura 20). Os provaveis aminoacidos
correspondentes a regido coiled-coil estdo sublinhados e em itdlico. O aminoacidos
correspondentes ao dominio SH2 estdo em negrito. Os aminoacidos correspondentes ao
dominio PK estio sublinhados. Os 11 subdominios do dominio PK estdo representados por
seus aminoacidos mais conservados, correspondendo as posi¢des: SDI 971-977, SDII 989-
991, SDIII 1.010, SDIV 1.021, SDV 1.038-1.041, SDVIA 1.072-1.083, SDVIB 1.085-1.091,
SDVII 1.101-1.105, SDVIII 1.123-1.130, SDIX 1.142-1.148, SDX (subdominio pouco
conservado localizado entre o SDIX-XI) e SDXI 1.204 em sublinhados e em negrito. O
residuo de tirosina correspondente ao sitio de autofosforilagdo proposto esta sublinhado em
italico e negrito na posigao 1.113. O peptideo desenhado para obtengao do anticorpo utilizado
no ensaio de western-blot esta representado em italico e negrito.
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Figura 8: Grafico de hidropaticidade da seqiiéncia protéica de SmFes, segundo Kyte e
Doolittle (1982). A- em janela de aminoacidos de 7 residuos, B- em janela de aminoécido de
19 residuo. O eixo X indica as posi¢des referentes aos aminoacidos da seqiiéncia protéica. O
eixo Y indica a pontuacdo referente a hidropaticidade. Valores positivos indicam regides
hidrofobicas e valores negativos regides hidrofilicas. A linha horizontal, correpondente ao
valor 1,8, indica o linear de hidrofobicidade correpondente a regides de transmembrana.
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Quadro 6: BLAST-p da proteina SmFes contra banco de dados nr.

REGIAO DE

ORGANISMO DENOMINACAO IDENTIDADE SCORE IDENTIDADE | VALOR-E
COM SMFES (BITS)
Drosophila Tyrosine-protein kinase Fps85D 777-1.214 372 45% 9e-99
melanogaster (dFer) (P18106) 193-379 46.2 22% 0.007
. 811-1.214 320 42% 2¢-85
Similar to Fer (XP_217492)
Rattus novergicus 91-346 45,4 21% 0,012
similar to tyrosine kinase Fps/Fes o
(XP 341877) 804-1.215 320 43% 2e-85
Canis familiaris Protein tyrosine kinase fer 793-1.216 319 41% 4e-85
’ (AAF00543) 91-346 42.0 21% 0,13
. 811-1.216 318 42% 6e-85
Fert2 protein (AAH58100)
245-346 389 26% 1,1
Mus musculus Tyrosine kinase Fps/Fes (AAN33122) | 804-1.214 317 43% 2¢-84
811-1.216 318 42% 6e-85
Fer (AAB18988)
91-346 439 21% 0,034
. Protein-tyrosine kinase fes/fps o .
Felis catus (TVCTFF) 811-1.215 316 43% 3e-84
Proto-oncogene tyrosine-protein o,
kinase Fes/Fps C-Fes (P07332) 81I-1.215 315 43% 8e-84
Homo sapiens Fer (fpsifes related) tyrosine kinase 811-1216 316 42% 3e-84
(NP_005237) 91-346 39.7 19% 0,65
Gallus gallus c-fps proto oncogene (CAA26155) 810-1.214 314 41% le-83
i 819-1.215 313 (41%) 2¢-83
Ep h,_v d‘.”.m Protein tyrosine kinase (BAA817213)
Suviatilis 186-347 38,1 20% 1,9
814-1.214 306 41% 4e-81
Sycon raphanus Tyrosine kinase (CAA76605)
94-452 40,4 21% 0,38
i 790-1.214 364 46% 1e-98
Drosophila GA21383-PA (EAL26982)
pseudoobscura 193-423 45,8 21% 0,009
Anopheles gambie ENSANGP00000020257 819-1.214 362 48% 4e-98
(XP_313423) 205-379 38.5 20% 14
Xenopus laevis MGC80946 protein (AAH73445) 788-1.208 311 42% 9e-83

57




(Src-homology-2) (IPR000980, gnl|CDDI|16538) e¢ uma de dominio catalitico Proteina
Tirosina Quinase (IPR001245, gnl|CDD|5392). No entanto, nenhum dominio FCH (Fes/CIP4
homology domain), usualmente encontrado na familia Fes/Fps/Fer, foi identificado em
SmFes. Os dominios encontrados se relacionam as regides de maior homologia da seqiiéncia
protéica de SmFes. (Figura 7 ¢ 9)

V.1.3.1 Subdominios do Dominio PK

Onze subdominios caracteristicos do dominio catalitico PK, relatado por Hanks (1988),
foram encontrados em SmFes em posigdo regular quando comparado pelo alinhamento de
seqiiéncias da familia Fes/Fps/Fer de outros organismos (Figura 7 e 10). Esses onze
subdominios principais evidentes estdo separados por regides de baixa conservagdo. Os
subdominios VI e VIII encontrados em SmFes sdo caracteristicos de Proteinas Tirosinas
Quinase, confirmando a anota¢ao funcional de SmFes.

V.1.3.2 Sitio de autofosforilacio em residuo de tirosina

No alinhamento multiplo do dominio catalitico de SmFes e de proteinas ortdlogas de

outros organismos foi observado que o sitio de autofosforilagdo no residuo de tirosina
relacionado ao aa 713 proposto para c-Fes humana permanece presente para todas as proteinas
relatadas, com excegdo de C. elegans (Figura 10). Este residuo foi encontrado na posigdo
1.113 da proteina de SmFes (Figura 7). Outro sitio de autofosforilagdo em residuo de tirosina
relacionado ao aa 811 proposto para c-Fes humana ndo foi observado em SmFes e também na
maioria das proteinas alinhadas, estando presente apenas em dFer de D. melanogaster, Fes de

F. catus e PTK de S. raphanus (Figura 10).

V.2 ANALISE FILOGENETICA DE SmFES

Uma reconstrucdo filogenética foi realizada para confirmar a proximidade de SmFes
as proteinas da familia Fes/Fps/Fer. A analise filogenética foi realizada baseando-se na
seqiiéncia de aminoacido dos dominios SH2-PK ou na seqiiéncia completa de aminoacidos. O
dendograma resultante das seqiiéncias de aminoacidos dos dominios SH2-PK indicou uma
relag@o evolutiva mais proxima aos organismos invertebrados C. elegans, D. melanogaster,
E. fluvialis e S. raphanus.com valor de bootstrap significativo (Figura 11 B). O dendograma
resultante das seqiiéncias de aminoacidos completas indicou uma relacdo evolutiva com as
seqiiéncias Fes-like dos organismos invertebrados D. melanogaster; E. fluvialis e S. raphanus
com valor de bootstrap significativo (Figura 11 A). Ambos dendogramas indicaram resultado
similar, com exce¢do de CeFerFkl, Fer de C. elegans, que foi agrupada no ramo das

seqiiéncias de invertebrados na arvore dos dominios SH2-PK, enquanto que na arvore com as
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Figura 9: Esquema representativo dos dominios de SmFes e sua localizagdo na seqiiéncia
primaria de aminoacidos. Analises dos dominios da seqiiéncia de aminoacidos de SmFes
foram realizadas pelo programa RPS-BLAST e Coils 2.1. No eixo X estdo representadas as
posicdes dos aminoacidos da seqiiéncia primaria de SmFes. As caixas representam as
localizagdes dos dominios SH2 e catalitico PK. No eixo Y esta representada a chance da
seqiiéncia ter a conformacdo coiled-coil. Os picos do grafico representam as regides com
maior probabilidade de adquirir a conformagdo coiled-coil, observando-se trés picos mais
provaveis entre os aminoacidos 100 e 500, indicados por um asterisco.
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Figura 10: Alinhamento multiplo do dominio catalitico de SmFes e de proteinas ortélogas de
outros organismos. As seqiiéncias usadas e o respectivo niimero de acesso no banco de dados
foram: 1- Fes like de Schistosoma mansoni, (AAP68901); 2- FBS de Fujinami sarcoma virus
(NP_955606); 3- Fert2 proteina de Mus musculus, (AAHS58100); 4- Fps/Fes de Mus musculus
(AAN33122); 5- PTK de Ephydatia fluvialis (BAA81721); 6- Fer de Canis familiaris
(AAF00543); 7- Fer de Homo sapiens (NP_005237); 8- Fer de Mus musculus (AAB18988);
9- ¢-FES de Homo sapiens (P07332); 10- Fps85D(dFer) de Drosophila melanogaster
(P18106); 11- Fer-frk-1 de Caenorhabditis elegans (NP_501818); 12- Fes/Fps de Felis catus
(TVCTFF); 13- PTK de Sycon raphanus (CAA76605). Os subdominios conservados estdo
indicados no topo do alinhamento em caixas vermelhas. Em cada subdominio encontram-se
os aminoacidos mais conservados: SD-I GxGxxGxV; SDII AxK; SDIII E ; SDIV I, SDV
MEYV; SDVIA GxxYL6xH; SDVIB DLAARNC; SDVII IxDFG; SDVIII PxxWxAPE;
SDIX DxWSxGV; SDX; SDXI MI1xR. As setas vermelhas indicam sitios de
autofosforilagdo em residuo de tirosina determinados em c-Fes de Homo sapiens (P07332).
Os aminoacidos em preto sdo idénticos na maioria das seqiiéncias e os aminoacidos em cinza
sdo similares (polaridade, hidropaticidade). Para alinhamento das seqiiéncias completas ver
anexo 3.
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Figura 11: Arvore filogenética sem raiz de SmFes construida com outras proteinas da familia
Fps/Fes/Fer. As duas primeiras letras correspondem ao organismo: Sm, Schistosoma mansoni;
Hs, Homo sapiens; Cf, Canis familiaris; Mm, Mus musculus; Ce, Caenorhabditis elegans;
Fsv, Fujinami sarcoma virus; Ef, Ephydatia fluvialis; Dm, Drosophila melanogaster; Fc,
Felis catus; Sr, Sycon raphanus; Rn, Rattus norvegicus. As letras subseqiientes correspondem
a denominagdo recebida para cada ortdlogo da familia Fes/Fps/Fer. A - Alinhamento das
seqiiéncias completas das proteinas. B - Alinhamento das regides SH2 e PK. As arvores foram
construidas a partir de seqiiéncias alinhadas com ClustalW, utilizando-se o método de
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parciménia com 1.000 replicagdes. A arvore e o valor de bootstrap foram visualizados no
programa TreeView.
seqiiéncias completas foi agrupada no ramo das seqiiéncias caracterizadas como da subfamilia

Fer (Figura 11).

V.3 ORGANIZACAO GENOMICA DE SMFES

A analise resultante do alinhamento do cDNA de SmFes s seqiiéncias genomicas de
S. mansoni depositadas nos bancos de dados dos Institutos Sanger e TIGR, indicou a presenca
de 17 introns. Os tamanhos dos exons variaram de 65 a 575 pb. Apenas 11 introns tiveram sua
seqliéncia completa finalizada. Entre os introns que foram completamente seqiienciados, o
tamanho variou de 686 a 6.777 pb. Os elementos doadores e aceptores esperados foram
identificados em todos os introns (Anexo I e II). Quatro introns foram localizados no dominio
PK e dois no dominio SH2 (Figura 12).

Um resultado similar foi obtido entre nossa montagem e a realizada pelo Instituto
Sanger, indicando a mesma localizagdo e numero de introns. Os resultados referentes ao
tamanho e a seqiiéncia dos introns foram também, semelhantes, com exce¢do do intron 1-17,
que teve na nossa montagem tamanho de 686 pb, enquanto que, na montagem do Instituto
Sanger teve tamanhos de 359 pb (contig 333748 ¢.006012707) (Anexo IT) ou 566 pb (contig
d000017208) (Anexo II). No alinhamento do Instituto Sanger, para o I-16, foram encontrados
dois contigs distintos: um deles foi semelhante ao da nossa montagem com 1.290 pb (contig
333748 ¢.004513974) (Anexo II) e outro diferente, com 2.010 pb (contig 333748
¢.002729397) (ver Anexo II) (Quadro 7).

Os introns I-01, 1-06, 1-11, I-12, 1-13, I-14, 1-16 ¢ I-17 tiveram seus tamanhos e
seqiiéncias verificadas por amplificagdo e digestdo do produto de PCR do DNA gendmico
(Figura 13 A e B).

A amplificagdo do intron 1-01 foi realizada utilizando um par de iniciadores localizados,
respectivamente, nos exons E-01 e E-02, esperando-se uma banda de 1.822 pb. No gel de
agarose, foi observada uma banda de peso molecular de acordo com o esperado (Figura 13 A).
A amplificagdo do intron 1-06 foi realizada utilizando um par de iniciadores localizados nos
exons E-06 e E-07, esperando-se uma banda de 2.010 pb. No gel de agarose observou-se uma
banda de peso molecular de acordo com o esperado (Figura 13 A). Para comprovar a
especificidade do produto especificado, foi realizada a digestdo desta amplificacdo com
enzima de restrigdo EcoR V esperando-se obter, segundo os sitios da enzima na seqiiéncia
nucleotidica, bandas de 339 pb, 663 pb e 1.012 pb. As trés bandas foram observadas no gel de

agarose em seu tamanho esperado (Figura 13 B). A amplificac@o do intron I-11 foi realizada
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utilizando um par de iniciadores localizados nos exons E-11 ¢ E-12, esperando-se uma banda

de 3.701 pb. No gel de agarose foi observada uma banda de peso molecular de acordo com o
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A _M«_al!onina 585 03 1163 1586 2323 2498 2907 3242 3517
inicial (1056)*  gsg (3480)* (1609)*  (2311) (686)*
(6777)
[ |
+
cDNA sTQpP
cédgn
1-02 -04  |-06 1-08 1-10 1-12 -14 116
759 055 1292 1971 2433 2770 3118 3333
(4451) (1793)* (2227)* | (1421)* (1288),
5 |
SH2 PK
2581-2961 3006-3723
FesSfore
Ferfor sT6
mGOTK4
E e[ Tk6 PK10
A SmFesRTF | P2fow 3 TK4| SmGOTK2 sw TKS TKT
oy oy v v + #
SmFesRTR B P2rev 4 PK1 SMGOTK1 TK3 D
Fessh2rev Fespkrev

Figura 12: Organizacgdo genomica do gene SmFes e localizacdo dos iniciadores na seqiiéncia.
A- Os 17 introns (I-01 a I-17) estdo indicados na seqiiéncia de cDNA de 3.780 pb. As
posigdes dos introns na seqiiéncia de cDNA estdo indicadas pelo niumero abaixo de cada
intron correspondente. Os introns 1-01-03, 1-06 e I-11 a I-17 tiveram suas seqiiéncias
completas obtidas a partir do banco de dados do Instituto Sanger ¢ TIGR e seus tamanhos
estdo representados em paréntesis abaixo da sua posicdo. Os demais introns nido foram
completamente seqiienciados ¢ montados. Os asteriscos indicam os introns que foram
experimentalmente verificados por PCR. Os dominios SH2 e PK, em suas respectivas
posicdes, estdo representados por caixas. B- A linha representa a posigdo em que os
iniciadores usados nesse trabalho encontram-se na seqiiéncia de cDNA. Os iniciadores estdo
indicados por setas de modo que: setas apontadas para cima indicam os iniciadores forward e
as setas apontadas para baixo, os iniciadores reverse (Quadro 4). Todos os elementos desta
figura encontram-se em escala, representada pelas linhas verticais, indicada a cada 500 pb.
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Quadro 7: Quadro comparativo do tamanho encontrado para os exons e introns na montagem
realizada por nos e pela montagem do Instituto Sanger

TAMANHO TAMANHO EM PB
EXONS | " pypg | INTRONS CPqRR™ INSTITUTO SANGER

E-01 585

101 1056 1.058
E-02 174

102 - 4451
E-03 97

103 - 6.777
E-04 199

1-04 - -
E-05 108

105 - -
E-06 129

106 - 1791
E-07 294

107 - :
E-08 331

1-08 - -
E-09 406

109 - :
El0_ | L019"

110 - -
-1 65

11 - 3.480
E-12 273

12 2227 2.245
E-13 136

13 1.609 611
E-14 211

14 1421 1.420
E-15 124

L15 2311 2310
E-16 o1

16 1.294 2.010/1.290
E-17 134

L7 636 566/359
E-18 263

TOTAL | 3.780/3.739% 10.6 Kb 27.7Kb

*1- a montagem do nosso grupo foi realizada através de alinhamento de seqiiéncias gendmicas, depositadas nos bancos de dados de S.
mansoni. através do programa GeneTool; *2- Os dois valores encontrados no Exon 9 correspondem as duas populagdes com ou sem os 9 pb

inseridos.
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3.458 2486 2498 1.126 3701 2010 1.822

1.353 pb
1.078 pb
872pb

603 pb

1629 1.541
1.967 1.012
805 857 954 663
686 339

Figura 13: Analise do DNA gendmico para comprovagdo dos introns de SmFes. Gel de
agarose 0,8% corados por brometo de etideo. A- Amplificagdo dos introns por PCR (ver
Quadro 2). B- Digestdo com enzima de restrigdo dos introns amplificados em A (ver Quadro
5). Abaixo de cada canaleta estdo representados, em pb, os tamanhos das bandas esperadas.
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esperado (Figura 13 A). A amplificagdo do intron I-12 foi realizada utilizando um par de
iniciadores localizados nos exons E-12 e E-13, esperando-se uma banda de 2.495 pb. No gel
de agarose observou-se uma banda de peso molecular de acordo com o esperado (Figura 13
A). Para comprovar a especificidade do produto especificado, foi realizada a digestdo desta
amplificagdo com enzima de restricdo EcoR I esperando-se obter, segundo os sitios da enzima
na seqiiéncia nucleotidica, bandas de 954 pb e 1.541 pb. As duas bandas foram observadas no
gel de agarose em seu tamanho esperado (Figura 13 B). A amplificagdo do intron I-13 ¢ I-14
foi realizada utilizando um par de iniciadores localizados nos exons E-13 e E-15, esperando-
se uma banda de 3.458 pb. No gel de agarose observou-se uma banda de peso molecular
menor que o esperado (Figura 13 A). O produto desta amplificagdo foi digerida com enzima
EcoR I esperando-se obter, segundo os sitios da enzima localizados na seqiiéncia nucleotidica,
bandas de 686 pb, 805 pb e 1.967 pb. A banda de tamanho 1.967, correspondente ao intron I-
13, foi observada no gel de agarose, enquanto que as demais bandas tiveram um tamanho
menor ao esperado (Figura 13 B). A amplificagéo do intron I-16 e I-17 foi realizada utilizando
um par de iniciadores localizados nos exons E-16 e E-18, esperando-se uma banda de 2.486
pb, segundo a nossa montagem. No gel de agarose foi observado uma banda de peso
molecular de acordo com o esperado pela montagem do nosso grupo (Figura 13 A). Para
comprovar a especificidade do produto especificado e a montagem do intron foi realizada
digestdo desta amplificagdo com enzima de restricdo BamH [ esperando-se obter, segundo os
sitios da enzima na seqiiéncia nucleotidica, bandas de 857 pb e 1.629 pb. As duas bandas
foram observadas no gel de agarose em seu tamanho esperado (Figura 13 B). A amplificagao
do intron I-17 isoladamente foi realizada utilizando um par de iniciadores localizados nos
exons E-17 e E-18, esperando-se uma banda de 1.126 pb, segundo a montagem realizada pelo
nosso grupo (Figura 13 A). No gel de agarose foi observada uma banda de peso molecular de
acordo com esperado, confirmando o resultado da nossa montagem e um valor aproximado

para a montagem do 1-16 do Instituto Sanger correspondente a 566 pb.

67



V.4 SOUTHERN-BLOT

A hibridizagao da sonda TK4-PK1, complementar ao exon E-09, revelou apenas uma
banda de aproximadamente 4,5 Kb no DNA genémico digerido com Hind III e uma banda de
aproximadamente 1,6 Kb para o DNA genomico digerido com EcoR I (Figura 14 A). A
confirmacdo do tamanho exato correspondente a estas bandas ndo pdde ser realizada, uma vez
que a seqiiéncia nucleotidica do intron 1-09 ndo foi concluida. Nao existindo um sitio de corte
para ambas as enzimas no exon E-09 ¢ esperado a revelagdo de uma tnica banda para cada
enzima, o que ¢ uma forte indicagdo que SmFes existe em cdpia inica no genoma de S.
mansoni (Figura 15).

A hibridizagdo da sonda SmGOTK1-SmGOTK?2, que hibridiza com os exons E-09, E-
10, E-11 e E-12, revelou duas bandas de aproximadamente 5,2 Kb e 4,5 Kb para DNA
genomico digerido com Hind III e trés bandas de aproximadamente 1,6 Kb, 3,5 Kb e 5,0 Kb
para o DNA gendmico digerido com EcoR I (Figura 14 B). A confirmacgo do tamanho exato
correspondente a estas bandas ndo pode ser determinado, uma vez que as seqiiéncias
nucleotidicas dos introns I-09 e I-10 ndo estdo completas. As hibridizagdes dos exons E-11 e
E-12 puderam ter seus pesos confirmados, uma vez que sitios para ambas as enzimas Hind III
e EcoR I foram identificados na seqiiéncia parcial do intron I-10 e na seqiiéncia completa do
intron I-11. A enzima EcoR I libera os exons E-11 e E-12, por ndo haver sitio para a enzima
no intron I-11, com um fragmento de tamanho esperado de 5.164 pb (Figura 15). Para EcoR I,
foi confirmada a presenga da banda de 5,0 Kb, correspondente ao E-11 e E-12, e de mais duas
bandas, correspondentes aos exons E-09 e E-10 (1,6 ¢ 3,5 Kb) (Figura 14 B). A enzima Hind
111 libera o exon E-11 com um fragmento de tamanho de 280 pb e o E-12 com um fragmento
de tamanho de 5.267 pb (Figura 15). Para Hind III, foi confirmada a presenca da banda de 5,2
Kb, correspondente ao E-12 (Figura 14 B). No entanto, a banda do fragmento de 280 pb,
correspondente ao E-11, ndo foi observada. Levando em consideragdo o fato de que csta
banda apresenta um tamanho pequeno, a quantidade em que ela esta presente no gel pode ser
insuficiente para sua detecgdo em Southern-blot ndo radioativo. Esperava-se encontrar outras
duas bandas na digestdo com Hind III, correspondentes aos exons E-09 e E-10, no entanto,
uma unica banda foi observada. A auséncia da outra banda poderia ser explicada devido a
sobreposigdo de fragmentos de tamanho similar digeridos no gel de agarose.

A hibridizacao da sonda radioativa RP2rev-“E”, que hibridiza com os exons E-04, E-
05, E-06 e E-07, revelou duas banda de, aproximadamente, 4,8 Kb ¢ 3,5 Kb para DNA
gendmico digerido com EcoR I e trés banda de, aproximadamente, 8,0 Kb, 5,5 Kb ¢ 3,0 Kb
para o DNA genomico digerido com Hind III. Para a hibridizagdo com a sonda radioativa era

esperado encontrar, no maximo, 3 bandas para Hind III e EcoR I. Nao se pdde determinar o
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tamanho das bandas que hibridizam com os E5 e E6-E7, ja que as seqiiéncias encontram-se
incompletas nos 1-04, I-05 e I-07. A hibridizagdo do exon E-04 teve seu peso confirmado,
uma vez que sitios para ambas as enzimas Hind I1I e EcoR I foram identificados na seqiiéncia
do intron 1-03 e 1-04, prevendo para DNA gendémico digerido com Hind III banda
correspondente a 3.151 pb e para EcoR I banda correspondente a 4.792 pb (Figura 16).
Ambos os Southern-blot radioativo e ndo radioativo indicaram que SmFes ¢ um gene

de copia unica.
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Plasmideo Gendmico Genémico Plasmideo Gendmico Gendmico
Hindlll Hindlll EcoRI Hindlll Hindlll EcoRI
S 95Kb S
9,5 Kb 6,5Kb
85Kb 43Kb
4,3 Kb
2,3Kb
23Kb | PMesperado: PMesperado: 202 Kb PM esperado : PMesperado:
2,02Kb | ECORL? ECORL 1806 ECORL? ECORI: 1806
1a5Ke | HindI2 Hind1l: 5151, 7P 135K | e HindIII: 5151, 284,

Figura 14: Southern-blot do gene SmFes. Nos painéis A ¢ B o controle positivo ¢ indicado
pelo plasmidio, cujo inserto contém o ¢cDNA completo de SmFes, digerido com Hind III
apresentando uma banda esperada de 7,8 Kb. A- Imagem correspondente & hibridizagdo com a
sonda TK4-PK1. O DNA genémico digerido com Hind III revelou uma banda de 4,5 Kb. A
digestdo com EcoR I revelou uma banda de 1,6 Kb. Os fragmentos revelados estdo indicados
por setas. B- Imagem correspondente a hibridizagdo com a sonda SmGOTK1-SmGOTK2. O
DNA genomico digerido com Hind III revelou.duas bandas de, aproximadamente, 5,2 Kb e
4,5 Kb. A digestao com EcoR I revelou trés bandas de, aproximadamente, 1,6 Kb, 3,5 Kb e
5,0 Kb
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Figura 15: Esquema representativo de Southern-blot ndo radioativo. A linha preta corresponde
a seqiiéncia gendmica parcial de SmFes com os introns (linha mais fina) e exons (linha mais
larga) representados por I e E, respectivamente. As seqiiéncias dos introns que se encontram
incompletas estdo indicadas por barras paralelas. As linhas verdes correspondem as sondas
utilizadas na hibridizagdo, que contém somente os exons, pois foram produzidas a partir de
cDNA. As setas correspondem aos sitios de enzimas de restrigdo encontrados na seqiiéncia
gendmica, em vermelho sitios para Hind III e em azul para EcoR I. HI-H4 correspondem aos
fragmentos esperados para a digestdo com Hind III. Ec1-3 correspondem aos fragmentos
esperados pra a digestdo com EcoR 1.
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Figura 16: Southern-blot radioativo do gene SmFes e esquema representativo. A- Imagem
correspondente a hibridizacdo com a sonda P2rev-“E”. O DNA gendmico digerido com EcoR
I revelou duas banda de, aproximadamente, 4,8 Kb e 3,5 Kb. A digestdo com Hind III revelou
trés banda de, aproximadamente, 8,0 Kb, 5,5 Kb e 3,0 Kb. Os fragmentos revelados estio
indicados por setas. B- Esquema representativo de Southern-blot radioativo. A linha preta
corresponde a seqiiéncia gendmica de SmFes com os introns (linha mais fina) e exons (linha
mais larga) representados por I e E, respectivamente. As seqiiéncias dos introns que se
encontram incompletas estdo indicadas por barras paralelas. As linhas verdes correspondem a
sonda utilizada na hibridiza¢éo, que contém somente os exons, pois foram produzidas a partir
de cDNA. As setas correspondem aos sitios de enzimas de restrigdo encontrados na seqiiéncia
gendmica, em vermelho sitios para Hind III e em azul para EcoR I. H1-H3 correspondem aos
fragmentos esperados para a digestdo com Hind III. Ec1-3 correspondem aos fragmentos
esperados pra a digestdo com EcoR 1.
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V.5 PADRAO DE EXPRESSAO DA PROTEINA SmFES

O perfil de expressdo de SmFes foi verificado em diversas fases de desenvolvimento
do parasito pelo método de western-blot com anticorpo produzido a partir de peptideo
sintético. SmFes apresentou maior expressio em cercarias, no entanto, miracidios,
esporocistos e vermes adultos também apresentaram algum nivel de expressdo da proteina.
Uma banda com peso molecular de 143 kDa foi observada, de acordo com o esperado (Figura
17).

V.6 PADRAO DE TRANSCRICAO DO RNA DE SmFES

V.6.1 PCR em Tempo Real

A quantificagdo relativa de SmFes por PCR em tempo real indicou um perfil de
transcrigdo distinto para as diferentes fases de desenvolvimento do parasito. Pelo método de 2
4% foram encontrados valores correspondentes a uma transcrigdo de 69% em miracidio, 37%
em verme fémea, 65% em esporocisto e 27% em cercaria quando comparado a verme adulto
macho (Figura 18). O método de andlise dos resultados utilizado normaliza a quantidade
relativa de RNA entre as amostras através da equagdo 2 4%, Os valores Ct correspondem ao
namero de ciclos que cada amostra leva para atingir um determinado niimero de copias
amplificadas, os valores de ACt correspondem ao Ct de cada amostra menos o Ct do controle
interno (tubulina) e os valores de AACt correspondem ao ACt encontrado para cada amostra

menos o ACt encontrado para a amostra usada como normalizador (verme adulto macho).

V.6.2 Northern-blot

A hibridizagdo da sonda radioativa RP2rev-“E” & membrana contendo 20 pg de cada
fase de desenvolvimento do parasito indicou a presenca de transcritos em vermes machos e
esquistossomulos, pela presenga de banda de tamanho esperado para o RNA de SmFes,
correspondente a 5 Kb. No entanto, ndo se pode fazer uma andlise quantitativa deste
Northern-blot, uma vez que ndo foi também utilizada uma sonda correspondente a um gene

constitutivo de S. mansoni (Figura 19).
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Mir. Cer. Spo. AW C-

' “ - 143 kDa

Figura 17: Western-blot de SmFes realizado com soro de coelho anti-SmFes na diluigdo
1:1.000 de diferentes estagios de desenvolvimento do parasito de S. mansoni, verme adulto
casal (AW.), cercaria (Cer.), miracidio (Mir.) e esporocisto (Spo.); C- representa o western-
blot realizado com soro pré-imune em cercarias.
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Figura 18: Grafico representativo do perfil de transcrigdo de SmFes no diferentes estagios de
S. mansoni por PCR em tempo real. O grafico indica a quantidade relativa de transcritos de
SmFes entre verme macho (Mal.), verme fémea (Fem.), miracidio (Mir.), esporocisto (Spo.) e
cercaria (Cer.). O calculo foi baseado no 24 de verme macho.
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Figura 19: Northern-blot do gene SmFes. 20 pyg de RNA de cada fase de desenvolvimento de
S. mansoni, verme adulto casal (AW.), verme adulto fémea (Fem.), verme adulto macho
(Mal.), cercaria (Cer.), ovo (Egg), miracidio (Mir.), esquistossomulo (Sch.), foram corridos
em gel de agarose desnaturante e transferidos por capilaridade para membrana de nylon. A
hibridizacao foi realizada por sonda de DNA, amplificada a partir do par de iniciadores P2rev
e “E”, marcada por **P-dCTP. Banda de tamanho correspondente ao do RNA de SmFes foram
observadas em verme macho e esquistossdmulo e estdo indicadas por setas.
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V.7 POLIMORFISMO EM SMFES

V.7.1 Insercio de 9 pb no cDNA de SmFes

A analise de clones parciais de cDNA apontou para a possibilidade de ocorrerem duas
populagdes de RNA, contendo ou ndo 9 pb inseridos na posi¢do 2.433 do ¢cDNA, codificando
para os aminoacidos V-S-E (valina-serina-glutamato) apds o aminoacido 811 e localizado a 5’
da regido codificante para o dominio SH2 (Figura 20 A). A comparagido da seqiiéncia de
cDNA com seqiiéncias gendmicas da regido correspondente indicaram a existéncia de um
sitio de edic@o alternativa na regido 5’ do intron I-10, o que poderia resultar em um evento de
edigdo alternativa (Figura 20 B). A verificagdo da existéncia destas duas populagdes ocorreu
pela amplificacdo e digestdo do cDNA com a enzima de restri¢do Sfc I que corta exatamente
no sitio de polimorfismo (Figura 20 B). Trés diferentes amplificagdes da regido do inserto
foram realizadas com cDNA de vermes adulto. Todos os fragmentos foram digeridos
parcialmente, indicando a presenca das duas populagdes de cDNA. A soma dos pesos
moleculares dos fragmentos gerados por Sfc I corresponde ao peso molecular do fragmento
amplificado de cDNA nao digerido (Figura 20 C). A mesma observagio foi feita para cDNAs
de grupos de macho, fémea e cercéria indicando a presenga das duas populagdes em diferentes
estagios de desenvolvimento do parasito. A amplificacdo de verme individual mostrou que

estas duas populagdes de cDNA podem coexistir em um mesmo organismo. (Figura 21)

V.7.2 Insercéo de 15 pb no DNA genomico contendo o gene SmFes

A comparagdo entre seqiiéncias de DNA gendmico depositadas no banco de dados de
S. mansoni e seqiiéncias de cDNA indicou a possibilidade de existir um polimorfismo entre as
bases CACCAG na posicdo 2.041 da seqliéncia do cDNA de SmFes ou
CAACAACTACAACATCAGCAA na seqiiéncia gendmica correspondente ao exon E-09
(Figura 22). Esse polimorfismo poderia levar a uma troca de aa entre HQ (histidina-
glutamina) por QQLQHQQ (2Xglutamina-leucina-glutamina-histidina-2Xglutamina),
correspondendo a um acréscimo de 5 aa. A presenga destes 5 aa correspondem a um inserto
de 15 pb no DNA genomico em relagdo ao cDNA. Uma primeira analise foi realizada
comparando-s¢ 11 clones de cDNA com 3 seqiiéncias de DNA gendmico depositadas nos
bancos de dados dos Institutos Sanger e TIGR (shisto5723h04.qlk, shisto3533e02.plk,
SNABHO02TF) e com a seqiiéncia do plasmideo contendo a seqiiéncia codificante completa de
SmFes. Os 15 pb estavam presentes em todas as seqiiéncias genomicas depositadas e ausentes

nas demais. Uma amplificagdo desta regido do DNA gendmico de S. mansoni com os

77



iniciadores TK4 e “4” gerou bandas de 172 pb ¢ 187 pb, que correspondem ao tamanho do
fragmento com ou sem os 15 pb (Figura 23 B, canaleta 9). O sequenciamento dos fragmentos
de DNA gendmico amplificados com os iniciadores descritos acima identificou a existéncia

das duas populagoes (Figura 22).

V.7.3 Polimorfismos do tipo SNPs no gene SmFes

A andlise de clones parciais do cDNA indicou a possibilidade de existirem
polimorfismos de base unica (SNPs), presentes nas bases: 1.698 (A-T), 2.055 (T-C), 2.293
(G-A), 2.596 (T-C) e 2.994 (A-G) do cDNA.

A analise dos clones de seqiiéncias gendmicas depositadas nos bancos de dados de S.
mansoni indicou a presenga de polimorfismos na regido transcrita das sequéncias, podendo ou

ndo resultar em mudangas de aminoacido (Quadro 8).

V.8 IDENTIFICACAO DE ORTOLOGOS DE SMFES EM DIVERSAS
ESPECIES DO GENERO SCHISTOSOMA

A amplificacdo de DNA gendmico de diversas espécies de Schistosoma foi realizada
utilizando pares de iniciadores desenhados para SmFes. Em todas as espécies, foi possivel
identificar a presenca da banda com o tamanho esperado para cada par de iniciador, indicando
que genes ortologos a SmFes podem estar presentes nas diversas espécies de Schistosoma
(Figura 23). A presenca de duas bandas na amplificagdo com o par de iniciadores TK4 e “4”

esta correlacionada a presenga do polimorfismo de 15 pb encontrado nesta regido.

V.9 VIA DE SINALIZACAO

V.9.1 Proteinas de sinaliza¢io que participam da via de sinalizacio de
SmFes

Possiveis proteinas ortologas as que Greer (2002) aponta na via de sinalizagdo de
Fes/Fps/Fer foram identificadas. A busca foi realizada a partir de SmAEs com anotagdes
feitas pelo ONSA e ESTs com anotagdes feitas pelo geneDB de S. mansoni. As ESTs de S.
mansoni depositadas pela rede ONSA e no GeneDB foram automaticamente anotadas. A
correta classificagdo destas proteinas ndo foi verificada e comprovada, de modo que existem,
desta maneira, possibilidades de existirem anotagdes incorretas. Algumas proteinas relatadas
por Greer (2002) ndo foram encontradas nos bancos de dados. Apesar disso, estas proteinas

podem estar presentes em S. mansoni, pois
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A

2420 2420 2440 2450 2460
CLONE1 AATTTTAACATGTTTTCCTAT: TGTGATATGGATATCAATAAG
CLONE2 AATTTTAACATGTTTTCCTATAGTGAGT
CLONE3 AATTTTAACATGTTTTCCTATAGTGAGTGAGTGTGATATGGATATCAATAAG c
CLONE4 AATTTTAACATGTTTTCCTAT: TGTGATATGGATATCAATAAG
CLONES AATTTTAACATGTTTTCCTAT: TGTGATATGGATATCAATAAG
CLONE6 AATTTTAACATGTTTTCCTATAGTGAGTGAGTGTGATATGGATATCAATAAG
CLONE7 AATTTTAACATGTTTTCCTAT: TGTGATATGGATATCAATAAG
CLONES8 =
K80k
430pb
B CCTTTACATAATCCAACTGTCAATGGACTAAAACAGCAAAACC 270pb
ATTTAG//attctcttcttttatcagGTATGGATACTCCATTT 160pb
TATCATCAAAATAGAAAATTCAATCATCAAAATCATATTCAAT
CTAATCGRGAATCTCARGATTCAACATCAATTTTAACTAGTTT
TCCTATAGTGAGTGAGgttagtattattac//ctattttgtag
TGTGATATGGATATCAATAAGGAACCGTGGTTTCATGGTGTTT
TGCCTAGAGCAGAAGTGGAACGTCTTTTACAGAATCAAGGCGA
TTTCCTTGTTCGACARAAAGTAAACGTTCCAGTGGTCGTGATA
CCATAGGTCATTGGAATGGAACTAATGGTGATTTAATCAATGG
TAATCATAATGAAACAATATTAAATAAAGATCATAATATGGAT

Figura 20: Edigdo Alternativa de SmFes. A- Seqiiéncia de 8 clones de cDNA de SmFes
indicando a inser¢do dos 9 pb na posi¢do 2.433. B- Seqiiéncia gendmica da regido onde ocorre
o inserto de 9 pb. O inserto esta representado em negrito. Os exons E-09, E-10 ¢ E-11 estdo
representados em letras maitisculas. Os introns I-10 e I-11 estdo representados por letras
minusculas, sendo que as barras paralelas substituem a parte dos introns ndo representada. Os
sitios doadores da edi¢@o alternativa estdo indicados dentro de caixas. O sitio de corte da
enzima Sfc I esta sublinhado. C- Digestdo de produtos de PCR obtidos de cDNA de verme
adulto. As bandas visualizadas nas canaletas 1-2, 3-4 e 5-6 foram obtidas, respectivamente, da
amplificacdo com os pares de iniciadores SmGOTKI-SmGOTK2, SmGOTKI1-TK7 e
SmGOTK1-TK6. Os ¢cDNAs das canaletas 2, 4 e 6 foram digeridos com Sfc I. Os tamanhos
dos cDNAs ndo digeridos sdo de 428 pb (canaleta 1), 547 pb (canaleta 3) e 423 pb (canaleta
5). Apos a digestdo, os fragmentos gerados foram de 159 e 269 pb (canaleta 2), 278 ¢ 269
(canaleta 4), 154 e 269 pb (canaleta 6), indicados pela caixa. Os niimeros a esquerda
correspondem aos pesos moleculares correspondentes no gel.
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Figura 21: Digestao de produtos de PCR da regido contendo os 9pb inseridos no cDNA. A
amplificagdo foi realizada com o par de iniciadores SmGOTK1-SmGOTK2 e a digestdo
conduzida com a enzima de restrigdo Sfc I. 1- padrdo de peso molecular ¢X174Haelll, 2-
grupo de vermes adultos, 3- grupo de vermes machos, 4- grupo de vermes machos, 5- grupo
de cercarias, 6-verme fémea individual, 7- verme macho individual. Os tamanhos dos cDNAs
ndo digeridos sdo de 428 pb, indicados na caixa inteira. Os fragmentos gerados pela digestdo
com Sfc I sdo de 159 e 269 pb, indicados na caixa pontilhada. Os nimeros a esquerda
correspondem aos pesos moleculares em pares de base esperados.
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CONSENSO

PLASMIDEO de SMFES
cDNA (11 clones)
GENOMICO (3 clones,
GENOMICO (seq)
GENOMICO (seq)

GenBank)

2.041
I

CTGATATGTCATCTAGTATAGAACAMCAr——— ——CAACAACAACGTCCAGAA
CTGATATGTCATCTAGTATAGAACACCAG— ——CAACAACAACGTCCAGAA
CTGATATGTCATCTAGTATAGAACACCAG: —--CAACAACAACGTCCAGAA

CTGATATGTCATCTAGTATAGAACAACAACTACAACATCAGCAACAACAACAACGTCCAGAA
CTGATATGTCATCTAGTATAGAACAACARCTACAACATCAGCAACAACAACAACGTCCAGAA

Figura 22: Inser¢do de 15 pb encontrados em clones de seqiiéncias gendmicas. Os 15 pb
encontram-se inseridos apos a base 2.040 do cDNA, no exon E-09. 11 clones de cDNA foram
analisados, e nenhum continha a inser¢do de 15 pb. 3 clones gendmicos depositados no
GeneBank foram analisados e todos continham a inser¢do de 15 pb. Porém, outros clones
seqiienciados por nés (seq) apresentaram ou ndo a inserg¢ao de 15 pb.

81




Quadro 8: Possiveis SNPs encontrados nas seqiiéncias genomicas quando comparadas ao
cDNA de SmFes.

- — oacido %
cuon | dumerode | Locslzastons | cogon | coson | codlicasosno | Seaiinias
Analisadas <DNA cDNA Sequéncia genémica cDNA/sgqqenua genomicas com
gendémica o alelo variante
1 2 552 TTA TTG L/L 100
2 6 - - - - 0
3 3 - - - - 0
4 5 968 ATT AAT /N 100
978 CAC CAA H/Q 100
5 3 - - - - 0
6 2 - - - - 0
7 6 - - - - 0
8 6 1817 ACT ATT T/1 100
1886 TTC TGC F/S 100
2043 CAC CAG H/Q 100
2046 CAG CAA QQ 100
2121 TTC TTT F/F 100
9 4 2145 TCT TCA S/S 100
2218 ATA TTA /L 100
2230 GTA ATA Vi1 100
2258 AGT AAT S/N 100
2293* GTC ATC Vi 100
10 6 - - - - 0
11 3 - - - - 0
2556 GGT GGG R/G 61
12 2% 2570 GGT GCT R/A 61
2731 GAA TAA E/STOP 50
2763 TCT TCC S/S 18
13 15 2791 CAC CAT H/H 33
2831 TGT TTT C/F 26
2991 TCG TCA S/S 67
14 40 3075 GCA GCT A/A 70
3078 GTT GTG VIV 72
15 22 - - - - 0
16 21 - - - - 0
3360 CCT CCA P/P 64
3372 ACG ACA T/T 100
17 14 3408 ATT ATC VI 28
3420 GTA GTT \ZA% 35
3468 GTA GTT V/V 42
3516 TCT TCA S/S 28
18 10 3558 TG TTA L/L 60

* representa o SNP com correspondéncia nio somente entre as seqiiéncias genémicas como também entre os clones de cDNA.
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200pb
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Figura 23: Amplificagdo do DNA gendmico de diversas espécies do género Schistosoma com
pares de iniciadores desenhados especificamente para SmFes. A- Amplificacdo das espécies
com o par de iniciador P2for e “B”, nas canaletas: 1- S. rodhaini, 2- S. mattheei, 3- S.
margrebowiei, 4- S. mansoni, 5- S. japonicum, 6- S. intercalatum, 7- S. haematobium, 8- S.
curassoni e 9- S. bovis; B- Amplificagdo das espécies com o par de iniciador TK4 e “4”, nas
canaletas: 1- S. magrebowiei, 2- S. bovis, 3- S. intercalatum, 4- S. haematobium, 5- S.
japonicum, 6- S. rodhaini, 7- S. curassoni, 8- S. matteei e 9- S. mansoni.
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as ESTs até entdo depositadas podem ndo ter sido anotadas ou mesmo seqiienciadas. Como
grande parte das proteinas relatadas na via proposta por Greer (2002) foram descritas para
Schistosoma, pode-se considerar esta como uma provavel via de sinalizagdo para a proteina
SmFes (Figura 24 ¢ 25) (Quadro 9).

Além da via proposta, Greer (2002) também relata, algumas possiveis parceiras diretas
de Fes/Fps/Fer. As parceiras diretas estariam interagindo com os dominios PK, SH2 e coiled-
coil de SmFes. Dentre as proteinas propostas como parceiras de SmFes foram encontradas em
S. mansoni: cortactina, EGFR, PDGFR, PI3K, BCR, B-catenin, PTPs assim como também
outras PKs como SRC e JAK (Figura 24 ¢ 25) (Quadro 9).

V.9.2 Clonagem e Expressao de Proteina para Ensaio de Pull-Down

A proteina recombinante contendo os dominios SH2 e SH2PK, com ou sem o inserto
de 9 pb, foram clonadas em plasmideo pGEX-4T3, que foram transformados em células BL21
e expressas em fusdo com a proteina GST. As proteinas de fusdo expressas apresentaram o
tamanho esperado de 45 kDa para fragmento SH2 e 76 kDa para SH2PK. As proteinas
recombinantes foram expressas em dilui¢do de ImM, 5mM e 10mM de IPTG. As seqiiéncias
dos clones foram verificadas por sequenciamento, confirmando que a proteina recombinante
ndo apresenta nenhuma troca, deleg@o ou inser¢do de aminoacidos, mantendo, desta maneira,

os mesmos aminoacidos presentes na proteina SmFes (Figura 26).
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Figure 24: Via de sinalizagdo proposta por Greer (2002) para a proteina Fer (circulada em
vermelho). A estimulagio dos receptores PDGF leva a ativa¢do de Fer, diretamente ou através
de uma Src. A ativagdo de Fer leva a fosforilagdo da cortactina que induz mudanga no
citoesqueleto e na regulacdo de integrinas e caderinas. A dissociagdo de Fer de n-caderina
leva o direcionamento de Fer para o complexo FAK-p130Cas (FAK, p130Cas, Crk, Nck e
tensina), em que Fer estaria diretamente relacionada com a ativagdo de uma PTP (proteina
tirosina fosfatase). As ESTs encontradas nos bancos de dados de S. mansoni, classificadas por
Gene Onthology e identificadas por similaridade com as correspondentes proteinas da via Fer
estdo indicadas por uma estrela. As estrelas vermelhas indicam possiveis parceiros diretos de
Fer encontrados em S. mansoni. (adaptada de Greer 2002).
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Figura 25: Via de sinalizagdo proposta por Greer (2002) para a proteina Fes/Fps (circulada em
vermelho). A estimulagdo dos receptores de colageno e de FceRI leva a ativagdo de
Fes/Fps/Fer podendo fosforilar alguns substratos como cortactina que induz mudanga no
citoesqueleto e na regulagdo da integrina. ESTs encontradas nos bancos de dados de S.
mansoni, classificadas por Gene Onthology e identificadas por similaridade com as
correspondentes proteinas da via Fes/Fps, estdo indicadas por uma estrela. As estrelas
vermelhas indicam possiveis parceiros diretos de Fes/Fps encontrados em S. mansoni.

(adaptada de Greer 2002).
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Quadro 9: Relagdo de proteinas descritas para a via de sinalizagdo de Fes/Fps/Fer encontradas
nos bancos de dados de Schistosoma mansoni.

Proteinas da via de SmAE (ONSA) ESTs e Phat (GeneDB) | Referéncia
sinaliza¢iio de
Fps/Fes/Fer
a-Actinin 600771-602245-602669- Sm 03500-02819-14525
604615-604882-604957-605249 | Phat 10029

B-Catenin 600257-607405 Sm 08216-02974-10658

a-Catenin 608838 Sm 13235
Phat01873

B-Integrin 602256-611319-713296 Sm 02377-01202-26282-08335
Phat 00026

a-Integrin 609598-612087-715651 Sm 02922-24983

Arp2/3 612401-707765 Phat 10032

BCR  (break  point Sm 16385

cluster region)

Btk (Bruton’s tyrosine Phat 02986

kinase)

Cas (Crk-associated

substrate)

Cdc42 606042-603521-602720 Sm  02565-20398-00523-06284-
21384-03100-28791-11782

Cortactin 703413-715747 Sm 00383

Crk 606883 Sm 12123

Csk  (carboxy-terminal | 604447 Sm 08707

Src kinase)

EGFR (epidemal | 603132-712966-609547- Sm  25436-05221-12212-19228- | (Shoemaker et

growth factor receptor)

718789-703390-708456

02237-17026-27596-03864
Phat 05276

al 1992)

FAK (Focal
kinase)

adhesion

6003559-601801-714481

FceRI (high affinity IgE
receptor)

FcyR (high affinity IgG
receptor)

Fps/Fes 714311 Sm 27185-24981
Phat 11720-11350-11782-09892
FybSLAP130
Fyn Sm 00996-11598
Gap (Gtpase activator) Multiplas SmAEs (#43)| Sm  25638-07339-07094-01238-
G0O:0005096 04681-02358-20059-26569

GPVI (Glycoprotein VI)
collagen receptor

Grb2  (Growth factor
receptor bound protein)

605828-608523

Sm 08751-01574-04606

IRS-1 (insulin receptor
substrate 1)

Jak (janus kinase)

Sm 14275-14224

Lat
Lyn Sm 21063
n-cadherin Sm 20267-25451
Phat 12236
Nck 714096 Sm12060-23699
Phat 10035
p120ctn (catenin)
p120RasGap 604153-710788 Sm 25638-13712-07094
p130Cas
Paxillin

PDGF (platelet-derived
growh receptor)

Sm16530-07195
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PI3K
(phosphatidylinositol 3-
kinase)

Multiplas  SmAEs  (#29) GO:
0016303

Sm27004-07904-09855-04768
Phat 07509

PLCY (phospholipase C|PLC- 601600-609898-605065- Sm 23100

y) 704186

Profilin 712405 Sm 22625

PTP (protein tyrosine | GO: 0004725 GO: 0004725
phosphatase)

PTPIB 604311 Sm 22625-06571

Rac 610098-612269-705063 Sm 01001-06722-19233

Phat 06280

SHC (SH2 containing)

Sm  13282-21895-02100-13052-
07213-04883-11851-06127-
04070-12123-04994-03003-
20506-23094-11322-05205-
03877-15263-08707-26098-
23051-08339-25863-19964-
07974-05518-27829-27370-
11598-11809-10341

Phat 10035-12132-02985-11399-
02985-11399-02690

Shp2 (SH2 contain
protein Tyrosine
phosphatase)
SLAP
Slp76
Src* 604149 Sm 03422-13275-27829-04488
Phat12731-02012-12730
STAT (signal transducer Sm 04313
and activator of
transcription)
STAT3
STAT5A
Syk
Talin 604429-604964-605118- Sm  19942-34444-11470-02332-
605741-610256-707152- 25900
711066-711409 Phat 1371813720
Tensin 600012-600238-710464-715289
VASP (Homer) 714496
VAV 717146-718598-601993 Sm 05205-24424
Vinculin 702650-708493 Sm 21115-10823
WASP  (Wiscott-Aldrich Sm 18502-28657
Syndrome protein)

As proteinas descritas por Greer (2002) na via de sinalizagdo proposta e os provaveis substratos de Fes/Fps/Fer estdo relatados na primeira
coluna. As provaveis proteinas de ligagdo direta com SmFes estdo em negrito. O prefixo Phat indica a predigdo de genes em um contexto
gendmico e o prefixo Sm indica ESTs. As proteinas que ja descritas na literatura estdo indicadas pela referéncia bibliografica.
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Figura 26: Expressdo de proteina de fusdo de fragmentos de SmFes dos dominio SH2 (A-
peso esperado 45 kDa) ou dos dominios SH2 e PK (B e C peso esperado 76 kDa), contendo
(SH2-9 e SH2PK-9) ou ndo (SH2 e SH2PK) os 9 pb inseridos, clonados em pGEX-4T3 e
expressos em células E. coli BL21. A expresséo foi verificada em gel SDS-PAGE 12% e o gel
corado com azul de Coomassie. O peso molecular (PM) ¢ observado na primeira canaleta, em
A e B. Os tamanhos em kDa estdo indicados ao lado de cada gel. NI corresponde ao extrato
bacteriano proveniente de reagcdes em que ndo houve indugdo com IPTG (controle negativo).
Nas demais canaletas estdo relatadas as diferentes concentracdes finais de IPTG 1, 5 ¢ 10mM,
usadas na indugéo dos extratos bacterianos.
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VI.1 CLASSIFICACAO ESTRUTURAL

SmFes ¢ o primeiro gene da familia Fes/Fps/Fer das PTKs (Proteinas Tirosinas
Quinase) identificado em S. mansoni. Fps/Fes e Fer sdo os Uinicos membros conhecidos de
uma subfamilia distinta de proteinas nio-receptoras/citoplasmatica pertencentes a familia de
PTK . Fps/Fes (Fujinami sarcoma de galinha/sarcoma de felino) foi primeiramente isolada
como oncogenes de tumor causado por retrovirus de aves e felinos . Fer foi identificada
durante a busca por homologos celulares da proteina Fps/Fes, ja que sdo estruturalmente e
antigenicamente relacionadas . PTKs c-Fps/Fes e c-Fer (Fps/Fes e Fer celular) consistem em
uma seqiiéncia N-terminal longa constituida pelo dominio FCH (Fps/Fes/Fer/CIP4), seguida
por trés regides atribuidas como coiled-coils, um dominio SH2 (Src-homology-2) e um
dominio catalitico C-terminal .

Analises estruturais indicam que SmFes exibe caracteristicas da familia Fes/Fps/Fer
por conter uma regido com trés coiled-coil, uma assinatura de dominio SH2 e uma de dominio
catalitico proteina tirosina quinase C-terminal. No entanto, nenhuma assinatura de dominio
FCH N-terminal foi identificada em SmFes.

O dominio catalitico consiste de onze subdominios separados por regides pouco
conservadas. Os aminoacidos conservados do subdominio sdo importantes na funcdo
catalitica, tanto como componente direto do sitio de ativagdo como também indiretamente,
contribuindo na formagdo do sitio da ativagdo em sua estrutura secundaria. O consenso Asp-
Leu-Ala-Ala-Arg-Asn do subdominio VI e o consenso Pro-lle/Val-Lys/Arg-Trp-Thr/Met-
Ala-Pro-Glu do subdominio VIII sdo assinaturas de proteinas tirosinas quinase . O consenso
de ambos subdominios presentes em SmFes sdo consistentes com os observados nas PTKs.
Todos os demais subdominios foram observados em SmFes nas posi¢cdes esperadas. Estas
observagdes sugerem que o dominio catalitico de SmFes mantém uma estrutura funcional
deste dominio. Sitios de autofosforilagdo em residuos de tirosina podem regular a atividade
quinase do dominio e também recrutar proteinas com dominio SH2. Sitios de autofosforilagdo
em residuos de tirosina foram determinados no dominio catalitico de c-Fes humana (P07332)
nas posi¢des 713 e 811. Neste modelo, a autofosforilagéo do residuo de tirosina 713 mostrou
influenciar a atividade quinase da proteina, enquanto o residuo 811 demonstrou estar
relacionado com o recrutamento de proteinas por SH2. A autofosforilagdo destes residuos
parece ser eventos intermoleculares supondo um modelo como ocorre para os RTKs de
fatores de crescimento e para as NRTKs associadas a receptores de citocina . No alinhamento
multiplo do dominio catalitico de SmFes ¢ de proteinas ortélogas de outros organismos foi

observado que o residuo de tirosina correspondente ao aa 713 de c-Fes humana encontra-se
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presente na posi¢do 1.113 de SmFes, indicando que este residuo mantém a atividade quinase
da proteina na fosforilagdo do substrato de SmFes. Ja o residuo de tirosina relacionado ao aa
811 de c-Fes humana ndo foi observado em SmFes e nem em varias outras proteinas
ortélogas, indicando que esse residuo ndo desempenhe uma fungao essencial para a atividade
quinase mas, como visto apenas recrutando proteinas.

O dominio SH2 reconhece tirosinas fosforiladas e capacita as proteinas que o possui a
se ligarem aos receptores proteinas tirosinas quinase ativados, assim como a outras proteinas
sinalizadoras intracelulares que sdo fosforiladas em tirosinas transitoriamente . O
reconhecimento de sitios tirosina fosforilados pelo dominio SH2 ¢ especifico, sendo que esta
especificidade é conferida pelos trés residuos C-terminais imediatamente apds a fosfotirosina .
A triagem de biblioteca de fosfopeptideos, usando o dominio SH2 de Fes/Fps como matriz de
afinidade, identificou proteinas com um consenso de ligagio YEXV/I. Esse consenso
encontra-se presente em muitas proteinas celulares como: FAK (quinase de adesdo focal),
Tec, Lyn, Abl (homoélogo ao oncogene de leucemia viral Abelson), Hek (célula de linhagem
hematopoiética), CD72, CD3g, SHPTP-1 (proteina tirosina fosfatase 1 contendo o dominio
SH-2), LAR-PTP (proteina tirosina fosfatase relatada de antigeno de leucdcito), ezrin, BCR
(break point cluster region), 3BP2A e adapitin-y. Embora muitos parceiros provaveis de
ligagdo do dominio SH2 de Fes/Fps/Fer tenham sido propostos, existe muito pouca evidéncia
bioquimica acerca destas supostas interagdes . Partindo do pressuposto que o dominio SH2
reconhece tirosina fosforilada e sabendo que SmFes apresenta um possivel sitio de
fosforilagdo em tirosina no aa 1.113 com os trés aa C-terminais E-L-S (glutamato-leucina-
serina) espera-se que SmFes atue no recrutamento de proteinas que contenham o dominio
SH2 que reconhece este consenso de ligagao especificamente.

As regides de coiled-coil parecem mediar a formagdo de oligdbmeros: homotrimeros
em Fer ¢ pentdmeros/oligdmeros de ordem maior em Fps/Fes . O dominio coiled-coil pode ter
outras fung¢des além de formar oligdmeros como: modular interagao entre os dominios SH2 e
catalitico, ou interagir com outras proteinas que contenham o dominio coiled-coil . Um
modelo regulatorio foi proposto para Fes/Fps, em que o dominio coiled-coil regularia a
conversdo entre monOmeros inativos e oligdmero ativos. . Esta regulagdo envolveria
interagdes intramoleculares mantendo Fes/Fps na forma inativa e relagdes intermoleculares
homotipicas permitindo a ativagdo em oligdmeros por transfosforilagdo requerida para a
atividade quinase. . A oligomerizagdo em Fer parece ndo ter efeito na atividade da
autofosforilagdo, indicando que ha uma diferenga na regulagdo de Fes/Fps e Fer . Foi
demonstrado que o dominio N-terminal de Fer pode mediar a ligagdo com a proteina de

jungdo de aderéncia p120 catenina que também foi predita como sendo uma proteina com
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dominio N-terminal coiled-coil pela oligomerizagéo heterotipica entre elas . Visto que SmFes
possui trés regides coiled-coil N-terminal, ¢ possivel que SmFes assuma conformagdes
oligoméricas intramoleculares, homotipicas ou heterotipicas.

O dominio FCH foi encontrado em proteinas que estdo envolvidas na regulagdo do
rearranjo do citoesqueleto, do transporte vesicular, da endocitose e da associagdo de
microfilamentos . Fes naturalmente assume uma conformacao inativa in vivo em S. cerevisiae.
Nesse modelo, a regulagdo da ativagdo requer os dominios coiled-coil ¢ SH2, ja que clones
possuindo apenas estes dominios demonstraram regular a atividade da quinase, mantendo-a
inativa ou ativando-a . Esta observac@o sugere que a auséncia do dominio FCH poderia néo
interferir também na atividade catalitica de SmFes. Em C. elegans, 42 dos 52 genes que
codificam para NRTKs, foram classificados como pertencentes a subfamilia Fer. No entanto,
nenhuma destas NRTK preditas contém o dominio FCH ou as regides coiled-coil que
caracterizam a familia Fes/Fps/Fer. Ndo é evidente porque estas proteinas foram agrupadas na
familia Fes/Fps/Fer preferencialmente a outras PKs que possuem o dominio SH2 . Um estudo
mais detalhado poderia redistribuir as NRTKs em diferentes familias. Em camundongos, foi
relatada a presenga de variante de Fer, FerT, que ndo possui os dominios FCH e coiled-coil.
Essa variante estd relacionada a espermatogénese, localizando-se especificamente nos
testiculos . Assim como as proteinas de camundongos e C. elegans, SmFes foi
preferencialmente agrupada a familia Fes/Fps/Fer, mesmo na auséncia do dominio FCH que
as caracterizam.

Um gene pertencente a familia Fes/Fps/Fer também foi relatado em esponjas marinhas
(Porifero), o organismo metazoario mais primitivo . Esta observagdo sugere que fer sofreu
uma mudanga evolucionaria de um gene progenitor, que codificava uma PTK contendo o
dominio SH2, e que depois foi adquirindo dominios adicionais como os amino-terminais:
coiled-coil e depois FCH O gene progenitor fes/fps pode ser resultado da subseqiiente
duplicagdo do gene fer, que pode ter evoluido para a formacdo de um gene paralogo tecido
especifico que ¢ visto em mamiferos . Por andlise comparativa da filogenia gerada para
diferentes familias de proteinas e genes foi mostrado que uma proteina tém taxas de evolugéo
distintas e que uma mesma proteina pode-se evoluir mais rapidamente em alguns organismos
que em outros . Uma suposta explicagéo para a presenca de FCH em esponjas e a auséncia em
S. mansoni pode ser derivada da aquisi¢do independente do dominio de FCH pelas esponjas
em um momento distinto das demais Fes/Fps/Fer ou pela perda de FCH ao longo da evolugdo
de S. mansoni atual.

A reconstrucdo filogenética foi realizada para confirmar SmFes como um membro da

familia Fes/Fps/Fer e para propor uma distancia evolutiva entre proteinas desta familia de

94



diversos organismos. O resultado de ambas as analises filogenéticas, utilizando as seqiiéncias
completas ou somente os dominios SH2-PK, indicaram uma relagdo de SmFes com proteinas
pertencentes a familia Fes/Fps/Fer de organismos invertebrados, o que sugere que SmFes estd
proxima ao possivel gene progenitor. A posi¢do de C. elegans na arvore filogenética sugere
que a proteina possa ter apresentado uma maior taxa de evolugdo para a regido que ndo
representa dominios, porém ndo existem informacdes funcionais sobre a molécula que

indiquem se houve uma diferencia¢do na via de sinalizagdo em que atua.

V1.2 ESTRUTURA GENOMICA

A presencga de SmFes no genoma de S. mansoni foi confirmada através da analise de
hibridizacdo contra uma biblioteca de BAC arranjada em filtros, utilizando-se uma sonda do
fragmento da porgdo codificadora do dominio SH2 de SmFes. Com o uso da sonda especifica
para SmFes, foram selecionados 3 clones positivos de BAC (dados ndo descritos).
Considerando que os BACs contidos no filtro inicial cobriam aproximadamente 7,9 vezes o
genoma de S. mansoni , concluiu-se que uma Unica copia de SmFes estaria presente no
genoma de S. mansoni. A anélise de Southern-blot realizado com o DNA genémico de S.
mansoni confirmou que SmFes ¢ um gene de copia Ginica em S. mansoni.

O banco de dados publico de S. mansoni gerado a partir do projeto genoma de S.
mansoni forneceu uma fonte de dados importante para estudos genémicos . O numero de
introns encontrado em SmFes ¢ similar ao numero de introns ja descrito para o gene humano
pertencente a familia Fes/Fps/Fer. O gene completo de Fes/Fps humano possui um locus de
13 Kb, contendo 18 exons . Em contraste ao arranjo relativamente compacto descrito para
Fes/Fps, o locus de Fer possui, pelo menos, 500 Kb . SmFes apresenta introns
consideravelmente longos, o que também ja foi relatado em outros genes de S. mansoni. Dos
50 Kb do gene SER caracterizado, menos de 40% do transcrito maduro ¢é codificado . O gene
da protease aspartica de S. mansoni possui um locus de, aproximadamente, 13 Kb que inclui
seis introns de tamanhos entre 30 e 5.025 pb . Outro gene que foi identificado e caracterizado
pelo nosso grupo, SmPKCI1, utilizando a mesma metodologia de identificagdo de introns de
SmFes, possui um locus de 15,3 Kb, que inclui doze introns de tamanhos entre 32 ¢ 3.234 pb
(dados ndo publicados). Até o momento ndo é possivel confirmar o tamanho do locus de
SmFes porque ainda faltam seqiiéncias intronicas a serem identificadas no projeto genoma; no
entanto ja se ¢ esperado um locus maior do que o caracterizado para Fes/Fps. A seqiiéncia
conhecida do locus, atualmente, é de 30,8 Kb.

O alinhamento gendmico realizado neste trabalho e os contigs formados pelo banco

de dados do Instituto Sanger sdo idénticos na localizagdio e niimero de introns presentes; no
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entanto, a seqiiéncia apresentada pelo Sanger para o intron I-17 foi menor que o relatado por
nosso grupo. A comprovacgdo do tamanho do intron por amplificagdo por PCR demonstrou
que a montagem realizada pelo nosso grupo estd correta. A montagem realizada pelo Instituto
Sanger ¢ realizada de uma forma ampla em que detalhes podem nao ser percebidos, enquanto
a nossa montagem ¢ manualmente analisada podendo-se corrigir pequenas imperfeigdes
apesar de ndo terem sido considerados os valores de qualidade das bases. Devido ao grande
tamanho e quantidade de seqiiéncias repetitivas presente no genoma de S. mansoni, a sua

organizagdo e o seu alinhamento tornam-se um processo complexo .

V1.3 POLIMORFISMOS

A presenga da inser¢do de 9 pb foi observada em diferentes clones de cDNA,
sugerindo que fossem alelos distintos, genes distintos ou edi¢do alternativa do transcrito. A
analise da estrutura gendmica permitiu a classificacdo da insercdo como edico alternativa do
tipo “exon extension/truncation at 5' end”, visto que a existéncia do sitio doador GT
alternativo localizado a 5’ do intron I-10 permite que existam duas formas possiveis do
transcrito. O gene Ser, uma outra PTK de S. mansoni, possui trés transcritos distintos
provenientes de edigdo alternativa . A proteina SmHSF (heat-shock transcription factor of S.
mansoni) possui isoformas provenientes de edi¢@o alternativa estagio especificas . Na familia
Fes/Fps/Fer foram identificadas vérias proteinas com sua forma variante proveniente de
edicdo alternativa. A proteina Fer de camundongo possui 94 kDa ¢ ¢ amplamente expressa em
células somaticas, enquanto sua variante FerT de 51 kDa, ndo contendo o dominio FCH e
coiled-coil, ¢ encontrada em células em metafase testiculo-especificas . iFer ¢ uma outra
proteina variante que codifica uma proteina sem fung¢do quinase mas que mantém o dominio
regulatorio e possui a habilidade de formar oligdmero com outras Fer, possuindo 65 pb
deletados em relacdo a janela de leitura de Fer .

A forma variante da proteina SmFes pode ser tecido especifica, ter uma localizagdo
celular especifica ou mesmo estar presente em fases de desenvolvimento especificas.
Alteragdes no ambiente intracelular pode levar a uma escolha de um sitio de corte ou de outro.
A priori ndo se pode prever qual isoforma sera a mais abundante, experimentos adicionais
devem ser realizados, o que pode ser muito interessante, porque mesmo uma pequena
alteragdo de 3 residuos na proteina pode ser importante para sua atividade, regulagdo, etc.
Experimentos de modelagem molecular in silico das duas isoformas poderiam prover
informagdes adicionais acerca da possivel alteragdo conformacional em presenga dos trés
residuos e, conseqiientemente, possivel modulagdo da fungdo. Também pode ser muito

interessante elucidar como se regula a selegdo de um sitio ou de outro.
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Uma insergéo de 15 pb foi identificada na seqiiéncia de DNA gendmico, e ausente nas
seqiiéncias de cDNA. Com a amplificacdo de DNA gendmico, foram observadas duas bandas
de peso molecular proximo ao esperado, de 172 ¢ 187 pb. O sequenciamento desta
amplificagdo comprovou a existéncia da duas populagdes em DNA gendmico. Nenhum
elemento de edigdo alternativa foi encontrado na insercdo de 15 pb e sendo SmFes um gene
de copia unica é possivel que este polimorfismo seja proveniente de alelos distintos.
Polimorfismos de alelo especificos foram encontrados na proteina quinase Fyn-like de S.
mansoni, em que os cDNAs diferem em 6 asparaginas dentro de uma regido com 13
asparaginas sem alterar a janela de leitura .

Em S. mansoni foram identificados em ESTs uma média de 1 SNP para cada 1.606 pb.
SNPs foram identificados e validados em catepsina B de S. mansoni através de
sequenciamento de varios clones . Muitos SNPs ndo foram observados nos clones de cDNAs
contendo a seqiiéncia de SmFes, embora tenham sido observados em seqiiéncias gendmicas.

Trabalhos experimentais serdo necessarios para a validagao da real existéncia destes SNPs.

VL4 NIVEL DE EXPRESSAO E FUNCAO DEDUZIDA

O diferente perfil de expressao de alguns genes ou proteinas tem sido demonstrado nos
diversos estagios de desenvolvimento do parasito . Embora SmFes apresente-se expressa em
diversos estagios de Schistosoma, a proteina apresentou um maior nivel de expressdo em
cercaria. Transcritos de SmFes foram identificados por northern-blot apenas em vermes
machos e esquistossdmulos. No entanto, ndo se pode fazer uma analise quantitativa deste
northern-blot, uma vez que a membrana nao foi hibridizada a uma sonda correspondente a um
gene constitutivo de S. mansoni. Nao obstante, as analises de PCR em tempo real, que ¢ um
ensaio mais sensivel, mostraram que SmFes ¢ transcrita em cercaria, miracidio, esporocisto,
verme fémea e em maior nivel em verme macho. A quantificagdo relativa dada pelo PCR em
tempo real através do valor ct obtido de SmFes e do valor ct obtido de tubulina indicou que
SmFes tem baixos niveis de transcricdo em S. mansoni, o que justificaria a dificil analise em
northern-blot.

Os perfis de transcrigdo e expressdo observados em S. mansoni variam de acordo com
o ciclo evolutivo do parasito para varias proteinas envolvidas em sinalizagdo. O receptor
nuclear FTZ-F1 e SmRXR ¢ transcrito nas diversas fases de desenvolvimento do parasito,
mas em maiores niveis nas formas larvais de vida livre. No entanto, a proteina FTZ-F1 ¢
expressa em baixo nivel em miracidio e alto em verme adulto macho, e SmRXR ¢ expressa

em maiores niveis em esquistossomulo . SmFes apresentou um diferente perfil entre os niveis
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de transcrigdo e expressdo, com maior nivel de transcrigdo em macho e de expressdo em
cercaria. No momento ndo € possivel interpretar funcionalmente esta observagao.

A unica pista para a elucidagdo da fungdo de qualquer membro da familia Src é
derivada de descrigdes de tipos celulares em que a expressdo ¢ maior . E esperado que
membros de uma mesma familia, que compartilham dominios cataliticos com divergéncia
limitada um do outro, desempenhem um papel similar na fisiologia celular . Embora nenhuma
literatura relate uma fungdo para as proteinas quinase da familia Fes/Fps/Fer em vermes, ha
indicios de que os ortologos de mamiferos, Fer e Fes, desempenhem um papel na adesdo
celular, na via de sinalizagdo de receptores de citocinas e que tenham fun¢des como
oncogenes . A regulagdo de uma variante de Fer, FerT, durante a espermatogénese indica que
esta proteina pode estar envolvida na regulagao da divisdo celular por meiose (WANG, 1994).
Embora parega que Fes/Fps/Fer ndo sejam essenciais para o desenvolvimento, analises
genéticas indicam que estas proteinas quinase estariam fortemente implicadas nas vias de
sinalizagdo que sdo importantes para a regulagdo de varios processos biologicos. Entre os
processos, incluem-se interagdo entre celula-célula e célula-matriz durante a migragdo celular,
ativagdo de plaquetas, e adesdo e extravasamento em células do sistema imune em sitios de
inflamagdo. No momento, ndo ¢é possivel interpretar funcionalmente SmFes. Experimento de
imunolocalizagdo de SmFes no parasito poderia sugerir possiveis func¢des a proteina.

Mesmo que as proteinas Fes/Fps/Fer ndo demonstrem ser essenciais individualmente,
SmFes pode participar de uma via de sinalizagéo essencial ou a perturbagéio da sua acdo pode

levar a uma desestruturagdo da homeostase do parasito que facilite a sua eliminacéo.

VL5 VIA DE SINALIZACAO

Fps/Fes e Fer estdo envolvidas nas vias de sinalizagdo de varios receptores de
citocinas, fatores de crescimento e imunoglobulinas. No entanto, o envolvimento exato na via
de sinalizac@o destes receptores ainda ndo é bem compreendido .

A presenga dos dominios SH2 e PK em SmFes possibilitam a interagdo desta molécula
a outras proteinas quinase que contenham estes dominios. Em sistema heterdlogo de
expressdo foi possivel demonstrar que PTK da subfamilia Src fosforila proteinas Fes/Fps . A
proteina Src de S. mansoni, TK3, foi isolada e caracterizada, sugerindo-se sua participagdo na
via de sinalizagdo celular em resposta a organizagdo celular. Em experimento de duplo
hibrido entre o dominio SH3 e unico da proteina TK3, e uma biblioteca de D. melanogaster,
foram identificados os seguintes parceiros de TK3: dAbi, envolvida na arquitetura do
citoesqueleto, vinculina e tubulina-f , ambas envolvidas na adesdo focal. Testes funcionais

demonstraram que TK3 fosforila o substrato p130Cas . Fer foi, recentemente, implicada na
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regulacdo de jungdes de aderéncia e adesdo focal e tem como possiveis substratos
p120catenina, B-catenin, p130Cas, Fyb/SLAP130, cortactina, EGFR, PDGFR, PI3K, IRS-1
(substrato 1 do receptor de insulina), BCR, pl20RasGAP, STAT3, STASA, SHP-2, PTP
(proteinas fosfatases), assim como também poderiam estar interagindo com outras PKs, como
SRC e JAK. . Frente a possivel participagdo de Src na ativacdo de Fes, substratos similares e a
mesma resposta envolvida na ativagdo de ambas as proteinas ¢ possivel que TK3 esteja
atuando na ativagdo de SmFes em S. mansoni. A presenga da proteina ja bem caracterizada,
SER, proteina de S. mansoni ortéloga ao EGFR, indica uma outra possivel parceira direta de
SmFes. Essas observagdes podem ser comprovadas experimentalmente por co-expressdo em
sistemas heterdlogos, co-precipitagio ou co-imunoprecipitagio ou ainda com o uso de
sistemas de duplo hibrido e pull-down.. Um clone da proteina TK3 ja foi gentilmente cedido
ao nosso grupo pelo Dr. Grevelding e serd usando em futuros experimentos de interagdo entre
SmFes e TK3. A colaboragdo com outros grupos que ja possuam as proteinas, propostas como
possiveis substratos de SmFes, ja bem caracterizadas podem ajudar na elucidagdo da via em
que SmFes participa.

Experimentos com camundongos transgénicos contendo a proteina Fer mutante de
rapida degradagdo demonstraram que os mesmos sdo viaveis e férteis na auséncia de Fer. No
entanto, graves defeitos envolvendo a sinalizagdo por fator de crescimento, regulagdo do
citoesqueleto e na funcdo das células inflamatdrias foram observados nesses camundongos,
podendo assim relacionar Fer a algumas importantes vias de sinalizagdo . A participagdo de
Fer na via de PDGF foi relatada, tendo sido observado que o estimulo com PDGF levava a
fosforilagdo de Fer, indicando que Fer ¢, possivelmente, substrato para PDGF e Src. A
auséncia de Fer ndo demonstrou interferir na via de PDGF, mas apresentou um defeito na
cinética das moléculas da via. A associagdo PDGF-Fer parece estar envolvida na regulagdo do
citoesqueleto promovendo a fosforilagdo da cortactina. Embora a fosforilagdo da cortactina
seja atribuida a Src e Fyn, na auséncia de Fer ha uma diminui¢do na fosforilagdo da
cortactina, o que indica que ha uma via alternativa para Fer, e Src e Fyn (Figura 24 A) . A
participagdo de Fer na via relacionada a jungao de aderéncia através do receptor n-caderina foi
também relatada. O experimento em que a dissocia¢do da jungdo de aderéncia ¢ induzida leva
a uma dissociag@o da interagdo de n-caderina e Fer. A dissociagdo de Fer com o receptor n-
caderina pode ocorrer sozinha ou em um complexo p120ctn (catenina) e B-catenina. A
liberagdo de uma PTP (proteina tirosina fosfatase) também foi relatada, sendo observado o
aumento da fosforilagdo de B-catenina. (Figura 24 C) . A dissociagdo das proteinas da via de
sinaliza¢do de aderéncia focal ¢ correlacionada a um suposto direcionamento de Fer para o

complexo FAK-p130Cas (FAK, p130Cas, Crk, Nck e tensina), em que Fer estaria diretamente
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relacionada com a ativagdo de uma PTP, tendo sido observada a diminuigéo na fosforilagdo de
p130Cas em células com superexpressao de Fer (Figura 24 B e 25 B) . Camundongos
transgénicos contendo Fes/Fps/Fer inativas apresentam um fendtipo que suporta a hipdtese de
que estas proteinas estariam relacionadas na regulacido da hematopoiese e fungdes biologicas.
Na via relacionada a células inflamatorias, Fes/Fps sdo ativadas ap6s a ligacdo de IgE e
colageno aos seus receptores, sendo que ambos compartilham em comum a cadeia y do
dominio catalitico. Nestas vias, Src parece estar envolvida recrutando e ativando Syk e Lyn
que mesmo na auséncia de Fer continuam a serem ativadas. Ndo se pode determinar desta
maneira 0 modo em que Fer ¢ ativada (Figura 25 A e B) . Fes/Fps estariam promovendo a
ativagdo de STAT3 em resposta a GM-CSF (fator estimulante de granuldcitos de colonia de
macréfagos) em macrofagos. Foi demonstrada a participagdo de Fes/Fps na via de sinalizagao
de IL-4 cooperando com proteinas JAK, assim como também fosforilando IRS-2 e PI3K . A
fosforilagdo de Fes/Fer foi observada apds a estimulagdo com IL-3, GM-CSF, IL-4, IL-6 e
eritropoitina. Fps/Fer também foi relatada em associagdo com varios receptores de citocinas
como: IL-4, IL-3, IL-5, GM-CSF ¢ a cadeia de receptores gp130

Embora S. mansoni ndo possua as células do sistema hematopoiético em que as vias de
Fes/Fps/Fer foram propostas, a presenca de S. mansoni no sistema hematopoiético do
hospedeiro vertebrado e a comprovada utilizagdo de moléculas regulatorias do hospedeiro
pelo parasito, indicam que as mesmas moléculas sinalizadoras propostas na via de
Fes/Fps/Fer poderiam estar estimulando o parasito, mesmo que em outro contexto.

Muitas das proteinas propostas pela via de sinalizacdo de Greer (2002) foram
identificadas no banco de dados de S. mansoni. As ESTs de S. mansoni depositadas pelo
grupo ONSA (http://cancer.lbi.ic.unicamp.br/schisto6/) e no GeneDB
(http://www.genedb.org/genedb/smansoni/) foram automaticamente anotadas e denominadas
por identidade com a seqiiéncia do banco de dados genético. Aquelas que ndo foram
encontradas podem ndo ter sido ainda identificadas em ESTs ou corretamente anotadas. A
analise do transcriptoma de S. mansoni para a presenca de genes ou vias especificas foi
limitada a busca de genes ortdlogos, por similaridade com gene de banco de dados, sem
nenhuma evidéncia experimental . Como que muitas das proteinas da via estdo presentes em
S. mansoni, ha a possibilidade de SmFes participar, em Schistosoma, de vias de sinalizacdo
similares as propostas para as proteinas da familia Fes/Fps/Fer.

Muitas proteinas funcionam como parceiras ou como componentes de um conjunto
multiprotéico. Compreender estas interagdes ¢ fundamental para o entendimento de vias
bioldgicas e fungdo celular. A busca por parceiros de SmFes seria o inicio para a elucidagido

da real cascata de sinalizagdo em que esta envolvida. Para este fim, a proteina recombinante
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foi clonada em vetor de expressdo para ser usado em experimentos de pull-down. O sistema
de pull-down foi desenhado para detectar a interagdo entre proteinas, no qual a proteina
recombinante estaria capturando proteinas de um extrato protéico que interagissem com ela.
Com a identificagdo de possiveis parceiros na via de SmFes, o experimento de pull-down
podera, também, ser realizado em pares, utilizando-se proteinas cujos cDNAs ja estejam

clonados.

VL.6 SMFES COMO POSSIVEL ALVO DE DROGAS

Como ocorre em C. elegans, mutagdes em um gene que codifica para PTKs
citoplasmatica (NRTK) bloqueiam as vias de sinalizagdo de varios receptores proteinas
tirosinas quinase e tém efeitos importantes no desenvolvimento do verme . A expressdo
transgénica do retrovirus ou do alelo mutante ativado fps/fes resulta em muitas hiperplasias e
tumores malignos de alguns tecidos .

As PTKs tém sido intenso alvo de estudo para o desenvolvimento de novas drogas,
especialmente em modelos de cancer . Baseadas neste fato, existem muitas perspectivas para a
confecgdo de drogas que sejam capazes de interferir na via de sinalizagdo relacionada a
processos celulares essenciais em S. mansoni. Esta interferéncia seria mais especifica que as
drogas disponiveis no mercado. As moléculas presentes na cascata de sinalizagdo de S.
mansoni agem na diferenciagdo celular, no desenvolvimento da fémea, na postura de ovos, na
formagdo de granuloma. Interferindo nestes processos essenciais, o ciclo de desenvolvimento
do verme seria interrompido e a doenga estabilizada. Nosso trabalho visa portanto a
elucidagdo destas vias para uma maior compreensao da biologia deste organismo ¢ também

para a identifica¢do de possiveis alvos para o desenvolvimento de novas drogas.
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SmFes ¢ a primeira PTK da familia Fes/Fps/Fer identificada em S. mansoni, com
assinaturas de dominio proteina quinase, SH2 e coiled-coil caracteristicos. A auséncia
do dominio FCH caracteristico da familia Fes/Fps/Fer, ndo ¢ suficiente para excluir
SmFes desta familia;

SmFes apresenta um locus contendo 18 exons. Os exons variam entre 65 ¢ 575 pb,
enquanto os introns variam, até o momento, entre 686 e 6.777 pb;

SmFes esta relacionada a proteinas da familia Fes/Fps/Fer, agrupadas mais proximas
as proteinas ortélogas de organismos invertebrados;

SmFes ¢ um gene de copia inica;

SmFes apresenta duas populagdes de cDNA, com ou sem 9 pb inseridos na posi¢do
3’do exon 10, que ocorre devido a um evento de edi¢do alternativa. A presenca das
duas populagoes foi identificada em vermes machos, fémeas, cercérias e ovos, assim
como também em vermes individuais. A presenca das duas populagdes em vermes
individuais indica que elas coexistem um tnico individuo;

SmFes apresenta dois alelos, com ou sem 15 pb inseridos no exon 09 correspondente,
que possivelmente ocorre pela presenca de alelos distintos;

Genes ortologos a SmFes foram identificados em diversas espécies de Schistosoma;
SmFes apresenta-se transcrita em baixos niveis. E verificada uma maior transcrigio
em verme adulto macho quando comparado a verme adulto fémea, miracidio, cercaria
e esporocisto. A presenca de transcrito de SmFes em esquistossomulo € verificada mas
néo se pode determinar seu nivel de transcrigao;

A proteina SmFes apresenta-se expressa em esporocisto, miracidio, verme adulto e em
nivel mais elevado em cercéaria. No entanto, a presenga da proteina nas demais fases
de desenvolvimento do parasita nao foi excluida;

A presenca de ESTs de S. mansoni relatadas como as proteinas presentes nas vias de
sinalizagdo propostas para a proteina Fes/Fps e Fer indicam que SmFes poderia estar

envolvida nesta mesma via.
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IX.1 ANEXO 1

aacgttttaagtataacggcactaaaatcagctagaaggtttcaaagctacaaattagctaaggtagagatgctcaaa
attatgcttaacaattagaatattagaattgaactcaggtgattgattttgatggatttcaaatcagctggtttcecttt
ctaacatatcttctgatatgktgtatgattatgaagaaactaccgcaaagctgcacattattgagtaggtcgtgattyg
ttgaaaaactgttgagactggatgtacatccatcgettgatagggttactaaaatgtcaacagtttattcctgeatta
gtgaaagatttcgggagatttacggccaatttgagttggcaagtaaataacagttgttgatcaggttacactttagtt
ctttgaagaaccaaatatttaaaacactccatgcaggttgattaacatagtkaaaggtatcgtgaaccacttttcatg
caccactgaaatgcttagctcgaaacaaataaaacgactgtccggtgtttagattttttctatctagttattcaacaa
taagtcaaaataggtacttttcaagtcatggtttcactcagttgtatatacacatcttcattggtaccttgaccccga
aaatctcattttcgttttatttccatctgacaGGTAATTCAACAAAATATTCAGCATACTCCTCAAGGACTCTATTTT
GTTAAACCTTTAAACACTTTATTATTCATGTATTTTAATTTGTGTATCACAAAATATGGGAAATCATACAGTTAATGA
AGTCAGTAACTATTTTGAACGTGGCAGTGATGTCGAAGATGATATCAATACTTTAGCATCTAATAATACACATATTAC
AGAAAATAATCAATCCGTCTTGGTATCTTCTACATCGGACACATTTTTAGTTCCTCCTTTGCCTCCGCATAGTCTAGG
ACATGATAAATCATTATCTTCTTCATCCATTTCAACACCTAAT GTGGACAATATCAATACAAAACGATATACTGATTC
TGTGATGCTTCGAAGTGATCATAAAGAGTCTTCTCAGGTAATCGTTTCAGCCATCGATGCCCAGATGAAATCTATCAA
TGAAATGCTATCCTACTTTTCTAAATTAGTCARAGCTGARAAAACTGTCCAACAAGCTTTGTCCGATTTACTTGATGA
TCAAAAGGAATCATCCACTGTTGGTAGTGTTGATGGTGGCCAGCGTTCGAATACCACCGCTATGCGTAATTTATTCAA
ATCAAATTATTCTCGTGGACGTCGTCGTCGTTTAACCATGAATATTTTGAATAAAAACTTRTCGAATTCACCTACTGA
TAATGAATTAAATAAAgtaagttcaatggtaaccctacctttatcactagtattgatagaaaagggaaatattcagtc
tttctcaatagaaacaagttattataaaaatctaattgtgaaagttttgtaaatattctggttttacaataacattta
gacagatgactcctaaatttttagatccgttaaacttattggettgtggtttattcaatagagtaaatgtgaatatca
ttttaacctctttactgaacacaagctctaagaactcaatcaatatctgtttatattatcgtagettcttaatcaaca
tgcattgtagtcactgttctgaatgattggatatcacgtggactatgttttaacgttagttagtttccgataaccgca
cggaaaccttgaatgtcttaaaatatgaaggtaaaatcatgaattccctcaaaattagaggtataccttgttgtgceca
actagtaaaaaaccatggttgagtgtttcttgtctgctactttcaactaagtagcattcaggaagtcttttcaagatg
tccggtactaagtccaactaaagattaaattgtggagtttttcattccgaaacataaagtaatttaattaatcectta
tcagtagataggttttgctctctttaagataataaagggaattatgtaatcacaattgattgatcactgggtggtgat
caatgtcatacgtgtcaagtccytcttagtgttgatcgaatgctatcgatcaagttgcaattgetcagtggtaacgte
tctgactgtgaagctcagtgacacgggatcgaatccgtcagggagcatcagttccecccaagattacaggtacaccttg
ctgacgagtgccaagtagcatgaaacccggatccagggtttcctgttgaccacctccaaccaccatcttacctcaata
taaagggaactatgtgtatgaagtctaaaaattgttggtttttctattgtaaccttttctttctgggttaaatgaagt
taaacttggttttgttttgcatatgatatgccttttgtttgttatatataactttcagCTTTTACAAAATCTTGTTAT
TTCAACAAATCATCAAGTACGTATGTTTTCAACACGTGCATTATTTCATAAATTAATTACTGCTGGACAATTAGATAG
TTTAAATAATTGTGAACATTGTTTAAGACGAACTTATTTAGAAT GTGAAGAAGAATTAAAATCACAAGCGCGTCAGOL
atgctgcaatttattatattccaagtttatctatgatatatagtccecteegttgtetatttettgttctatactgtt
catctcgtagcttcattcegtttgttttatgactgegttatcaatatagtggttttgacctattcetcetetttattgtag
taagttcttcattggctatgttgatactcaatgtgttatttaagagtaaaggatactcataatttaccagtacttgat
cacagatatgctagaaatattttcagtatcttctgtgatcaccgggtaagtaattagtgagaatagacgcagggtatt
agagaatgatgataaatccgtcgatggggttgtaaatcttcatcgactgagatggttgggccacgtgttacgtatgee
tgaccaccggttaccacgacgtgcatgttgactagtgttggagacgattggaagaaagttaggtgagaccaaaccaaa
ccgtggtatcagtcecttaaagtcactaacttctgatctgaaccatgttggtagatgcagactacttggttggggtecg
cgtgactatcgtaatcaatggtaggggtttctgggtgacatgcagcagaatctatcacaatagegtagttgtatgecac
tcctcecgtecttececttaaactgtgagattgaaattacttcatatctttcectttctacgaatcaattcttectgtatcatg
tctgatttttactactattgaagtgactgctcttatgaatttggtgtttgttttgttgtgctaatgaggtgtcgecaac
ttggactgatgcatatatgtacgtggtcctacgttatagctgactgaataactgactgactgtcatctgagacctgta
catttttgtgtacggtcgtacattgtttactgtggagtgggggctcaaagattgaaatatttgaatttaagccactaa
gtcatgaattcgaatcctgatatacttactttggtttgaggaatcagacggtatcactagectcacacttatggtatg
aacttgtaactggtaaacgagttgtgttcagtaatttgtttataactgagtgactgaatgacaggtaaattagtaaaa
tcaacagttaacttaaagtatagagtttttgtgtgtgttttccttctgttaatcataatgtagaatctagcacaacta
ataactagtttaagttgtctgatttctcatcgatcatagtaggaaactagtaatgtcttaataaatttgtcaacaaac
catttttacttattcatcaatgagtggttatgagatgagttgcattaggagtctgtaactagtagcgttcactcatgt
gtgggtaatgacacttaccatctgatgggattagatcattgtagctctatttcacaaatcgattgaagttggececgtgt
ggaaaactttgtccaagtccagtggtttaaaaattatgtactgaccccaaggcaacctctgaccagtgtcataggtgt
agaatgttaaggagtcttgtgttgggatgatacaggcacttggtatctcttgtctttcaactaatgtttaactaacaa
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tgccagtcagcattgtaaactgcecctttaaaactaaactattcttgataaatctgtcgactaaattttggagaatatat
atttaaaatagtaaataaaaccaatcaaatttaagagtaaataacaatatgcagacttgagatgatttagaaaaagag
aggaaataagttgacctatgtcgctgegtcattgattttgaaccgtatccttcecgatcactttgteggggttattgeat
cgatctcaactatgtagagcttaccaattcattcaagttagattaaaagtcttegtecttcattttaacgttctataca
tttccagtttttacacagatggttcagtcagtcagtcacagegtagaaattcgtacgtacgtacatcagttcaagttyg
ccataccacattaacacagatttagttgtcgattcgaatcccatagtggtagaagtagtaagattataagcattaatt
ggaaagattaaggtttgaagatgttattgaaggagtataatccaatgaaataaatgtgaaaagagaaaaaagataaag
acatgaagaattcagatgactagaattttgcatccactctttgtgttctgaattcttcatgectctatcttttttcte
ttttcaaatttag
/.../gattagtatataaactcagtatgtttgaaatacaatgattcatacggcaggggctgttctggacttaactggt
tggtctaggcagaatcaggaccgacaagtaatctagattactcggacggttcccgtatatcattgatccgatcaataa
ttctctgttectctattcagtggcatcegtcacgttatacattcacagagcattcactcggeccccaagatataacattgt
atwtstttcatgttttwttaatkttwcagTATATGTTAAGCTTAAAAGCATATGAARAAGAAATATTTCAAATATATTG
GTCAATTATCAAATATACAATCGAAATTAACAAATTTATGTGATAAACgtaagttatttatttaaatacataracatt
ggtacaaggaagcaccagatatatatgcgccacacaaatcttatatgatttgtgtgagggctgtaatactgsttaggt
gtccaawctgaagcaaatggttttcttaaggggccacacccggageyttcgacstaaggatstgatccacaaggcagt
ggagcatcgtaaggagatgcagtcccatggtagecggttgttgtattstattgcaaaaatattttatattctatttac
acataaagttatctctaagtattcaatgaagccaattaaattgtttttaaaagtatgctaaatacatttatatattgg
tgttcatcttggtgactatcataaccaatgtttggagactctaggtgatatggctcaaaatcgatcacaatggetcag
gtatatacatctttatttccemttaaaccctgagaaataaaattgcttcataaaattccctceectttecccaaatatnt
tatccttatatactaccaccaccactaaattaactacttctatgaactcggtgttgatcttgttgtgctaacgaggta
tggcaacttgaaccgatgcataaatgagcctggtcecctacgttgtagectgagtgacatttatacgecatatecgtattgag
cataattttgttgtgtcatatctaatgaccatcttcctcttcttettctetttcttegtcatcattatecgtetttteg
ctcaacttttgtcttattcatttgtctttatttattaacatcaaaatatattacttacaatatttcacatataagtaa
tgttgttttgtttgttttcctttctetctttcagttcttttaactgaaagaatttttcttttaatgaatgaatagaat
gatatatgatactgtttttttaaaatttcccattctatactggttgaataaatgaagttgattaattatagtacttat
atgacagatgattgtggaattcg
/.../caagtagaaggaatgttattccaaacagtgttgattatggtacaaaattgtcaggtatttatagtttttagta
gaaacaaaatcatcattatagttgtccaatccgcacacagggagttatcagcattgtccagtagggaagctccacgta
gcaattctagagtattcttccaaaagctgattggatggaatatgtcgggctceccttectgggettecttagatcttecteg
acttcacctgtggaccatcctcacagaattatttctaatgatagtcaatcaagcataggtaacttgttgtctatgttt
attccattatttaaattatgattagattaaagaagatctaaaagtacagggatttcttccaagaaaggagecggttact
tagttgttactaggtatcagtgttgatgtgccatggttgatgagactaggcaatcatcattttagaaaccaattcatt
atccattaagttagttaatcacattaacctccagataattcaagcattatgacaaatttaaacttttacaatgaaagt
gttttagtaccaattgaataaataactagcaaatcaacaaagacattaagattccagttagtttaaatgataaagttt
gaactggacaaaacatctgtaccgtatctcgctactagtcactatcaaatatttgtataatattttgaaacaaaactg
gtcatgaaataaggatattcagtcagaagaaaagatggatggtggctggcagtggaatctaggactcacgtttegtee
catttaggactcttcagctggatgtatctacatccaagagttgatatccaatctaggactcgaacctagtacegttca
cttagaacgccatcgcattatccacttaactactgagtcctggtageccacctgecatgtgcaatggggtgaagtttaaa
ttcacttggtactttttacttgaatcttcccattgatgtttacaactgcaattgatcagtctattattggcacatgtg
catatgccaatgacagattgatcaattgcagtcctaaacatcaatgtgaagattcaagtaaacaatacctagtgacat
cagaagaaagttattgagaaactgttataacgtgtgcgtgcccagttattatatgaacgttatgagaccgeccaatcgg
agagcagtgattttatcgaccagatccaatgatacacaaaactgtatgcgcagtcttgagtactcgtcagtcecctgett
tctgcctagecccaaccagttaagaccagaacaccaataaaagcecctctgaaatatgaaacattattcacaaacatactg
ggtcagataccaaacaaacagaccacatcgtaccataaaatagaaaataacatttgtacaagatttggccaaatgtgg
ctgtgaatagggagaacagtaatcaatagactgaggataactcaagaatggtaattcgtataataatagttcataggt
caaaataaagcttaggataagagaaaaatgaatatgaatagtaagcaaagatggatagtggctaggagtgaatccagg
acgcgcgtttcecgtcecctatttgggactggtcaactggatgtacctgcatctcagagttgatgttcgetctgggactcaa
acccactaactttcgcttcaaacgccatcgegttatccactecggctactgagtccatcectttgettatcatgettgtga
attaaggctatatcgaggcaatacgcacagtatgcacatacgccaattagagaccagttgtagtcctaacacatcgat
gggaagattcaaacaaacaatactaaatgaatatgaacagtttagttacttagcaattatacaataggaaacatacat
atcatattggtccataaatagtcctcaacagttaccattcataaatctccacgggatataacagaaacsttttattcet
ttgaatgttttttttttatttattttttgtaytttcatagGTTTAATTAATAATCGTAAAATTATTGACAGTCTAATG
AATAATTTAGAATATTCTACTAAAAAATTGCATTTAT TACATAATGAATATTGTTTGGCATTGATCACTGCTAATCAT
TATCAACAATGGTTATATACACATTTACGACCATGTTTACTGAAAGGTGTTGAACGTACTATGCAATTAGCATCGGAA
GTTGTgtaagttgttgttttgatgttttgtcagtattttgttttctcaactgatcgatgttgattactttaaatgttt
tgaagtactcgattttcaactaaggaatagccggtttcagtataactccatttgecttgatttgggecgaacagategt
attattagcccaaaagtatactgatgtgacctgaagtttattatataatacctgegettgtaacatgagttatgttag
catttcaactctactgtgacttkgttaacatttcatgatttagtctggtccataagacttggaattattcacgtcaac
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gtctgtaatcaagaatcgaactttatgtttgaggcaaaagtctcactagtaatactaagaatgtaggattttaactta
tggttatgaaccattgactatcgtgtcgacctcagectcttaatcaaaaattttgtctacaatttgaggtaataatat
tcacctagaaattatctggggttttatactaagatcactcgegtaattatgttagaccatatcatgettatcttcaag
gctttcgtcaatatgctattaataacaataatgagtaagtcaattatctttattatctatggcatggttgatcactta
ct
/.../atcttttacactaagaataatcatgaacttagtggtaactaatttctataggtaagttccaaagttctagtgg
aaagtctttgaacaatgtagttcacctcatgttgtaatgggaaatttacccgatgtattcattgttttttttctttte
tttctcaatttttttttaatagTTGGCATCTTCTAGTATTCGGTGGTGAARAATATTCATCATTTTCAATCAAATTGGC
TTAAAGAATTTCAATCTGAATTAGATTTAACAAGTTTATTAGAACAAAATGGgtaagttgataaatgaattcattatyg
atcagaaggggctttttgtggaaatcccagtaattgtatatagttgaaa
/.../tcgttgttgttgttgttatccttttttctctctgegaactatttatcttatttttttcatttttatctatata
gAGTAAAATTTCCTGGACCTGTATATCATACCTTCAATCAAGCACTAAATAATAATACAACATTAGGTGGAAATCTTT
CTCCTGGTTCCTTAATTGTCAATGATTTAACTGGACAATCATTGATTGAGTTgtaagtgtttattttctattttggat
gttaacattactgaattgactatttactgtctttggtttcagcatctatccaccaaatgataaatgaaatgatcttca
aacaggtatcattattaggtgatttcatgtcacttggtgatgcaaattgatcaacaacaaaagaaacctaaattagca
cgtaaaaaaacagtcgtcgccaacgtaggtttcaggtcgaatatctatcaatgcaaactatcacttgttatatcggta
catataaagtgaaaattaagataaggagtaacaaattgaaggcaattgtcatagtgacataaatctggtaaattcgac
tcaaaagacacgggtgagattgcagaactaacagttggtacagacactaaactctttaaaataattagtcaagagtag
atgttacctttgatgcggtagtcagagttagttgtcataatgatttggttgacttatattatttggaaaatatttcect
ttaggcgaacgataagaatataggcaacaaactcatagttcgatggtgaagte
/.../ataatgtagcaccgaacttaaggatagagagagatatcattggacatggaaacccccctaaatcgactcaacg
atgtacgcaaatcgaccatatttccatcagccgtcgtcgaaggggectgatataagacttacaatcattcattcacat
gtttaaactctgatcatattacagttcaaaaatgtgcttgtttacgatctactgaaaatagaaaagtaacagcaagaa
gacattgtagattctaacaaaatgatgaaaaggccaaaagtatatttcagcagcaactagagaagcagttactcaatce
atcaaagtgatgttcacctctacgtaggttgatatggtatccagacagttgtgagaacagcactgatatctttgacta
tctataatcagaaggttaagaaaagtcagtagattttagtagcgtctactgaatttacagatgctcggaactcacate
ggtatcgtaacaacacaataaatgaagatcagcgtagggttacaaaatttctacttaatggttgtaagcagtggtggg
tagttaaagcaaagccaaggaaggacaatgataataggaaacaatgtacaacttttcaaacttatcgaagaaatgggt
attaaaaatatgagagtttgtgtaactgttcctataaaatgtgggacaataatccattttcaacacaagaaacttaag
cgaagtgtagaacgattgcaaggagagtttaactgctctccatttagecttcagttgecttacttttaccaacaacctg
gatgagatgtcaagatatggcctccgactcttaagtagaaaaagactaacgaacatctttgtcaagttctatgttgat
gatgattgagcgatctacataagtaatgtgttcatattattttactggtttaactcatttttacttectttttaacag
AACACAATTGCATAAAAATAAGGAATTATTGCATAGAGARACGGTTAATCAACTGACTAAAGAATGTTTACAATGGGA
AGAGGCGCTATCTCAATGGCGTGCTGTGTTTGCTAATCCAGGTCCTAATCCATGGTCATCAAATTTATTCAATATACA
TTCATCTGGTGTTTCACCAATAGTCAATACTCCACAAGATAATAATTCAAATGGATTTCATCATGTAGATAATTCAAG
TCATCTAGCGTTGCCTGATATCCAAGATCTTTGGCATGATGATCGAGCTCGACCTGTTAAgtaagttatatttttttt
gttaatcagttgtttaaataattcatttcatactgactagtcaatgaactgtaactattgatatatttgtctacgtct
tt
/.../cgctctacatataacagtttaagctttttgatcgtattactgtccttcacgttaatagtattaacaactggat
aatataaactcgtactaatgaacatcatacccattgaggcaggattagttgctatctgagagggactaaactttatgg
acgagccaatctgaagctttcgegggttttcaaggtcacggegtcaagtttggtacctgatgecttacgtacgatcgge
ttacagcggattttagagaagacgtgataattcagcgtctacaagagaagtgattataagaagttcctatacttgtga
ctgtggtactcaaatgacctttttcgctcaatcacgattaaggttaagaccctaaccctaaaccataccaacatacca
acmacatgaagttatgtgtccagggtaaaagattttcgagaccttatcatgtctctagaggtcgactactatgrrgec
atatgratgagttcctttaccgtatgcactatgattttagaacttctgaacctatatctgaccttgagaagtttttga
gtcatgtaaaaggacagtatccgctttaattttttagttttgtataatatatttttactgtatactaactgecttctg
attggctaatgtttctcagggccatttaagattcgttcaaaggtcgtccataaagtttagtctcgecgectatctgaac
actgttcctcagtttgaagtaatcagtattggattcaagtctcagtatagatatcaacactagaatgtaaatggatct
agacatcagatcccgaataaaatgaaatacacttcttgaatgttgctataatatcacattccatatatattctctaat
cttttatttccattteccttttttgtttcactacttttcttaaaatagTCTTTGTGAAGTATCATTTCGTTTAGCAATA
TGTGAATTTGAATTATGTTTTGCCAATTGTCTTGCTGATTCAGAAGCTCAATTAGTCAATGTATTAACTGATGCACAA
TGTCGTCTCAATTGGCTTTCATTAAAATTACTTACAAATGATTCAACTACAAGTTATCCAAATACTACACCAATTACA
TTTTCACGTGATCCTTGTGATATTACTACCACCACTACTACTATTACTAAANGGGAATAGTAACAATAATAATCATGA
AGATATAGATATACAAAATGGGACTGANGATAATTGCAGTCAAGCTTTGAATGGTCATGATAATTCAgtgagtgtttt
gttttcaatgttcaatataccaacgttatgattctgtgtagattcacagtctctttctatcttecctacagaattgaca
atgntcntganttatatttcntaataaactgntctagtttcatagtattgtttgtttggatcttctcattgatgtttt
atttaggactgcaactggtcagtctctaattggcatatgtgcatactgtgegtattgectcgatatagectaaattca
caagtatggtaagcaaagatggatagtggctagcagtggaatccagtgtgacgegegtttegttetttttgggacteg
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tcagctggatgtatttgcatctcagagttgatgttcactctgagactcgaacccagtacctttcgettcaaacaccat
cgtgttatccactcagctactgagtcctgatagccacttgecttgtgcaaaaaaa
/.../ctaagcttagttcgattgaagtgaatagcgctgttacgtcgaaggatatcatcagetegtcttegtaacaaac
aaagaagaacacctactgttgaggagtcccatactgggacgaaacggtcatccggtgetcegtctaacattgatcgact
cgtgatttcaatcaaaaacctaacaatcttcacgaccccatactgatacttaaaacaaaaatttaactcagttggtat
ccaattatctattgtactccaatatttcagtgtttattttgttaactgttaatgttgacagtatcttgacaaccgttt
gacagaatttctaaatccattaatatgaactaccccagggatgagatggtaatatacatttaaataaaacttcttttg
cttacataattacataattatctatcaaatctcatctatatacttgatttcagtattcatatatatcatgaatggtgg
agaagatttgtggctccggtgggtaatttcgatgtaggtttgttctctgaactggatagtttggtegtggagettcta
ccagaagtttgtgccgatgatgtcgttcagaaggacgatgaaagctccatgatcaaaccatccagectgagagaatgaa
cctacatcaaaatatatcatgaatattgtatctcatctcagtagtatgtttatttggttacaaaatttatctcacttt
ctctgtgtatatatgtatgtatgtatagtattgattatgaatgctaatcagtgataatgagggtaatgaatgtattte
taattactaagataaaggtatgatgattctctttgagtgtgtgtgtgtgtgtttgatgtgattaaatgatttgttacg
attggttgattttcaatcaaaagtggtatagttaatgaatgtttcgttgtaacctatcagtcttatactccagecttca
attcaattgttcatacattacctcttgcttgattgtgtaatgatacgtattattgtgtatgagatgatcttgtatttt
gccatgttaaaaccattcagtcgtattgtgtttgttgaactagtatctaattgaattcgttctctttettttttggta
ttatcttaagATTCCATTGTGTAATCTCAGTGATTCATATTCTACTGATCCTCCTAAATTCATTGAACAAATATCARA
TTCTCCATTTGCATTATCTACATCGAATACATCTGATATGTCATCTAGTATAGAACAMCARCNNNNNNNNNNNNNNN (
CCAGC/acaactacaacatcagcaac) AACAACAACGTCCAGAACGTAATCGTCTTTGGCAAAGTGTACGACAATCTA
TGTCAAAATTTCGTTCACATTTYATACGTAATAATAATATACGATCWT CGACAAGTTCTATACCAAATACACGTACAT
ATCAATGTCGTCTTCGTGAAACTATTATTACTACTATACCAWTATTAAATACCRTAAATGATAATAATAACAATAGTA
ATARTAATAGTAATAATAAGCCTTTACATAATCCAACTRTCAATGGACTAAAACAGCAARACCATTTAGgtaagtatce
tctattattcttaatggaaacatttccattttgttcagataatcettgettttgagtttatagtttgtctattattgg
aactaaccctttattttatagatatttaaaaaatggtgtatatcctgttactaagtaattcatgttatatctgaageg
tttcaaatttactagttaatgaatg
/.../agattcctaagataagtcgaacgaacgattattgaacaaactttactgcttatcattagttcaggegetggta
caagccaatcctgaagtaataatttacatctggagggagagaacctcgaaccccgaacatccttgecattgtegtttaa
ggtggtcagatgagtctgaattttgtcagcgtcttcatcaaatagaaatatttactgtatggttcttagattttaaat
tctattgtcccacacttgtattctcgttcaccacaacactacgttttattcgaatagattgtaatctaataatttatg
ggggtttttattggtgcactgtttattctcttcttttatcagGTATGGATACTCCATTTTATCATCARAATAGAAAAT
TCAATCATCAAAATCATATTCAATCTAATCGAGAATCTCAAGATTCAACATCAATTTTAACTAGTTTTCCTATAGLGA
GTGAGgttagtattattactattactactcttattattattagtagtattttctgtgatttataccagtttataaatc
ctgctgttcatgatgaaattattgaatcgttccaagaaatacgcgaacgttcatggtgttgttgttcacgatcaattt
tctactgaatagagtatcctatctttttagggaacttttaagttcttataaaaatgtgtcagactaatattctatact
attaatagatgaacagtgttttcaacattcagtaatgttgtttgcgattttgaatcagtatatgatcattaagttaaa
tt
/.../tacttaaactgaattcggcctcatataactgtagtctatttgattgaaaattcgaatactacttacgatcagt
aaactgttgatcttatttaaatctactgtaaacagagatgatcttataagcaaagatggattccactgctagecacta
tccatctttgettataatgettgtgaattaaggcaatatcaaggtaatacgcatagtatgcacatatgtcaataaaaa
attgaccagttgcagtcctaaacatcaataagaagcttcaaacaaacaatactaagagatcattttgttgtcatatte
gtaggaaatactgacaatctggttatttttttgatcaattaaactatattattagtccaaatgttattagatttatca
ggaagtcgtaaatgaagaaaatcatcatttttcaagcttttctgtatatggataagttattgaaacagttcgattgta
ccttcttecttgattcaccgtcataatgcataaacaatacgecttcctaatgtaattaatgtatttttggaatacaacg
attctttttttctaattgectattttgtagTGTGATATGGATATCAATAAGGAACCGTGGTTTCATGGTGTTTTGCCT
AGAGCAGAAGTGGAACGgtaagtttatcaaaaaatcgtaaagatggtttattcagtaaatagttgaatcaatcttgta
agcttgtgattgatggatagtcactaaccttctgtgtcgaataaatatttatcatatatggtctacttttatttgett
atgtgttgactcgccttccgagaactacagtggagectctagaggececctgatggageccaagagtttccatccaatca
gaacatgatggagccttctagagtatcaatgtggcatgctactattgaacattaggataatatgtctctatgcggatt
ggtcaaatgataatgttgatttaacaaatgctaatatctataaatacccatgattttctgtacatttcgattcttace
aagtgaacacttctccagtttttttttctgtcttctgatttgecggecggtgaacttectagtecgtaaactgtattctac
gttaatcaagtagcgaacttgacattatgatcaactaactgtttaaatgacgacataatgtaaccaatcaatcgaata
gtttaacagatgatgacgttcagggagtgttttcgactaagtggatggatgctggccacgaatattttcacagacgta
gaatatcttgaataaggatatggttggtataatttagagttttaaggatctcattttgtgtgtatttcctaaagaaca
ttacctcattaaggtcatacacataattgtaaatttgttagataaaacacctcattattaacgtttcattatttttca
tagctgaaatcatgaatcaattgaagctagagttgctatctcacaacagacgtggttgaactccactcgacactactt
cccactagaactccaggacatgtatcttgaagtcagtcactagtgagcatatgattataataagaaggggtttttgtg
gagatttcagtatttttcatgaatgaaatgatgcgtcgattgaagcttgaccaccaggaaaaacctggaagcattgga
tgaccgtttegtcectattacggaactctttggcagtgegecatccacgatceee
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/.../atatagccttaattcacaaagcattgtaagcaaagatggatagtggctactagatccaaaatgatacagacaa
ccatggaaaacctgaaagcacttgacggctgtttcatcctattatgagactcctgaaaagtgcacatacacgatccce
cttctgataatttcaatatatgttgaaaaattgaattcagctttatattatcctgtttacttagatgattgttttace
tgccacgaagtacatttaatactgtaatatattttgaattatgtgacattatgaatataacacgtcggacaaaattaa
agagaaaatatctttcaatttatcattactaccctcctaatagcaataatgatcataatagggatgaagacaatcggt
tttcataagttaacatttaatgcattccgatgatgtaatagtgatgctgcagcaattgcagcaattcggaagactcett
ccggactctcacattgtccggacattccatgtgectaaaaaattgtegectctgattgttagaaggtgcattggeccca
tgacttccaaaggaactcggctttcataataagacgtcatagtgattccttctactcccagggcagagtttaaatggt
ttgaataattttttctgattggcgtttttttagegagttggttgtctacggggtggggtggctaaccccatgeccaac
cctectectttaaccgggcttgggaccggcagtageccccggaggagctacaageggagttgtaatagtcatgecagat
aatgataatgaatactttgtgcattacattctactgatttgtgatattcatattttgcatcatacgcaaaatcctggg
cattcaatccttaaatcagtcaagaactgtggagtgaattcacattgatgaaatgaaaattatattaacatgttcagt
tcttactcaatacataagtgaaaacatgactgaataggttgagtacgacataaactgatgtgaacattggaaacctcc
tgcataacttcaaccggaacataaacactgacgatgaaatctgatttatttatttaaacatataaatcttggtacata
ttgatacatatgagccgcacaaatctcattcgatttgtgtgagggctgtgatactgctcaggtgecccaaactgaagea
ggtggttttcttaggggctcacaccacgagcctttaacctaaaggtctgatccacaagacaatggagcatcgtgagga
gatgcagtcccatgatagccggtgaccaacaattggtttatactccatttgttccctcaggatactggagecagecca
tgtgcacgattggtttggaatgagtattttccaaatccccttggtgaactttcecgtgttcatcaaatcgattaaagtyg
acggatattcgettttcttcectctcaatttegtatacaacatcctegeccacgagaaggcgttgaataggacttceectg
acagaggctatatccgegtggtcatgtgagagcatttctagaaggagagecggactctecccattcteggecgtaccag
ggtatttggcggcatgaaatctgataactatccataaatagtttgtttcatttataatcattcaaaaagttttaattt
cgaatccatcaaataaatgataaacggttattgttaaatcaacataccatcatattagatgaatcgatgaaattgaaa
aaaagcaggaatcaaagcccatccatttatacctccataatatccagtgagtgatttattgacaaagaaattgttgat
atagacaacagtcaacttaggatgaccgattgttattgtgactattactgctattacatgacttttacgtcatcgaaa
tgcattaagtgttaacttatgaccaccgattgtctttatcecctattatgattattattgttatcaagagggtagtaat
gataaattgaaacacattttctctttaatgtcacatcattcaaaatagattacagtataaaatgcactacgtggtagg
taaaacaatcatctaagtaaataggacaatataaaactgaatccacttttcaacatatattgaaatttacagaaggag
gtgttgtggagattttagtaattctatagatttgagatcatgagtcaattgaacctagatcactatggaatacctgga
agcactagacggtcgtttagtcttattgtgagacttctcatgagtgcgcatccacgatctcgectecgecgagattcgaa
cctaggacctaccagtgtcgctcaatttcgtagattggttgaagttagacattaacaccgttggatgtcggetcagtg
gtctatcggttaactgctctagecgecgagagecggagtctcacaataggaagaaacagecgtcaagtgetttcaggtttt
ccatggtgatctagctacaattgactcatgatttcaactataacacattgaaatatatctctaagtgataaatacttg
catagataatgaatgaaatacaacaatatcaactaaatgaatgtgaatagtgtatcaatcacatcactgaaaactatc
catatcatatggacgaatcattagtattagttgagaggagttcatatatatttaagcattaactattcaatactactg
ccaactcgtcttatcatcacctattacattatgtaactacaattgtctcacattgattaagatggaatcaacagataa
atggaatttaatgacgagccaattggaataatgtgtgtatttttttgttagttaatgatcaagttgatctgatatgaa
gtcgagtaagagtacttggataatgacacatgaactctgattgatagttgtcaatgtattaattgttagtaggattgt
tttgatgattctgtgaatatatcccctattgttactgatatgatttcatatatagtatctatcatgtctgatagttga
tgactattgggaggagttagttgagtaggtttatgtgattcagattactgttgagtgatgatgtacaacaaatatgtt
atttcgatactagacgactcacttttcaaatagctecgtctccattctettacattcagtcatgagttaatgetttatt
gtcaaactcacatggacatgtagacagtgtcattgagatactcacaatcgcttacaggcaccttcattccaaatactc
tgtttcgttgagatggaatgcaatctgtgtttgaatgtgtggaatactatcagtttatttgttgtaaactttgactgt
cttcaaattatctatattaatcaaaataccattgtgttgtaagtaaattctgcactgttctcattcgaggaacatgca
tcataacacttatatgaatagggtaatgcgaattcatcactaacatttgaataagctttccaatgactagataacata
gtaaacgttcgtgtaggcttattgaacagatacatagtaaccatgttgtaatagtggaatagaacatatatgattgtce
aatatgtttgagtaatcgattattgattagatattcactaatgaatctgaattggtaaatgttaatgattgtcatctt
gttttcagaatagttgccatcgagacgtgtgtaatttgcatcgatattccattgatcttccaattcattagggagtct
cttatgcgtcagtattgtaaatatttgaatgtgtctagcgattatcgatcttgtttcacggtatttgatcaacaaatc
aagaaatctcactgatgatgaatgttattcatgtttaaacttgaatcgtgttactactagtaacaacaatgatcataa
taatgctagtaataataatgatatcactactaattataatagtaataataacggtattgatattaacggctctgactg
agctactggataatctggtttagaatcctgtagaaatcatcacttcctgtaaaagcacaggcatagetttattggtga
tctgaaaatagcactagaattctttatgaccgetttcattecttgaaacttcagaactttggecatatccatatcaaag
ataattatcttttagtaaataaatataattttttaaagttgggcctacattgaggagtttgattttaccggttgetge
tatcaccgagtacgttttatcagttttcgttgacaaatgttcatcataagtggattgtcgegatattgtctttgataa
caaaattcgatatataagcaaagatggtagtggctatcagtggaatccaggatgcgecatttcgtecctgagtggataac
gtgatgacttttgaagcgaaaggtaatagattcaagtcccagagtgaacatccactctgagatgcaggtgcatccage
tgacgagtcccaaataggatgaaacgcgcgtcaaactggattccactgttagecactatccatttttgettacgatge
ttgtgaattatggctatatcgaagcaatacgcacagtatgcacatatgccaattagagactgaccagttacagtctta
aaaacatcaatgggaagattcaaacaaacagtactaaatgaattcaaaatttgttatagtttaactctagttaattat
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aagatccaaaacaaacgtttcatccacctgacaagtttcaaatagaatgaaacatgcatgtaatccaccattgtttaa
ataccctcatgaaacttttacaaaaattaaaagttataaatgaagtcactcccataaacactgtggatgaagaaatat
tggctaactgttttgtgatggacattatttttctatttgtagaataaatcttcaaaataggaacattgggaaccataa
cgggatggattcgtatgcatataggaaacaatttgaacctagcacacaacaatatcgtcatgcattggeccattgece
ttggcagatcagtcaattcgaatgtcattagaatgecgtcagggtataagacaggctaggtaccccagtcaagaaaat
atcaaccgctgaagcttaaggtaaatgccactaagecggcgtacatgtagtccagaaagaagtcagatgecatgettee
ttcaaaatactacctcattaaaatattaatcatggacagtatgaaatgtataataatctttattgtaagaaaaataaa
caaagttagatcatcattaaagacctggaaatactgaatggctgttttatcctggtataagtatcctcagcaatgege
atccacgataccgaaagtgggattcaaaaccacgaccttcggtttcgcacgccaacggtgagtcacgcaatatcegtga
attgatcacgattaaacattatcaccgttggatgccgaatcaatggtctacaagttcagegttcacgtgtgtgaggtt
gaaggttccagatgcgaacaccgaatatccacagctgaaaagttctatactatgatgaaacaacagtccagtgettee
tcatgccaaacaaatcgtgcacatgggctccagaatcctgaaggaacaaatggegtatgaatcaategttggtcaceyg
gctatcatgagactacgtctcctcacgattctccactgecctcgaggatcagatctctaggtcaaaggcteccgggtgtyg
gtcccctaagaaaaccacctgcecttcagtttgecgcagectgggcaatatcacageecctcacgcaaatcgaatgaaatttyg
tgtggcgcatttatatctgatgctceccttgtaccaatatttatgtgtttaaataataataataaattaattgataggt
aacaatgaacagcaataaataaataaataaaaattccataataagttatcatctcattggaaattaaatcaactgtta
taaagagcagtatggtgtggtctacttatatcctcataagtagtatatggtaatagtcagacatagaatgtattttgg
cagaagaccgataaagaaagaactgaaatgaagcgcaattggtaggaaaatgcatgaacaatgaaatcagagaagatg
gattgatatttgcagaagaaacggtcaagattgaaacgattgattgttattttgcaaatttactgtttgctgtatggt
tatcagatcttagtaagacagtttgtaatttgtgcttaaatacatttgattgtctccaacgggtgttttgttcactac
agtaatacactaattcagtttcagtttcagtttggaaaggacaggaggcttgatggcctgtgttagtcctggcaatga
tggtctctcaggtgatccaactttcttttgaaggagtcgacggatggagectcaaccacgtgctgaggtgatgaattc
cactcgttgattattcgatgggaaagtcggtagtcagetgacaagtagttegttcggggcttgtgaacttttttggag
tgtcctcgtagatttttcaacgaggaaaattagtttaactattaaactttctaatggattcaagtatcactaaacttg
tattttgtgtagcattgtaacctttttctttacttgaatttacaaaagacaatagtaattagcttaactatttataaa
gtgttcaatagacaatcacattatggtgggtgctactgatgtcgacagatataagtagcatatatcatcaatagaaag
tgaaatgtctggtgtgcagaaggttaataagattaaagcaaaaagaacgaaaacagagaatgattggtatgggaacga
agaaacaatgaagtctgagatgattgactgatattttgcaaatgacgtgttttttttactgtatggtgctcagacttt
actaagagattctgtaattgtgtgttcaattacatccagctgtcecctgectgtgtectetttcactacagecattacat
acggtacgtttatttattctaaagtgagatctgtgttgagtgtatagaagagaaagcgacttcataatttgatagcaa
atatctttcaaatggtttagttgtgataataaccgtttcecttgtcaactttttttgaacatgaagattgaaatcaca
agtttaatcgtaccgcatttttttttcttgctaatacagTCTTTTACAGAATCAAGGCGATTTCCTTGTTCGACAAAC
AAGTAAACGTTCCAGTGGGCGTGATACCATAGCTCATTGGAATGGAACTAATGGTGATTTAAACAATGGTAATCATAA
TGARAACAATATTAAATAAAGATCATAATATGGATGGAACTGTTTTACGTATGGTTTTATCTGTCTTTTGGCATGGTCA
TAGACATTTCATTCTATATGGTGGACCAGAGACAGGTTAAGGTTGGCATTTAGAAGACGGTCATTTCTCCACAATARAG
gtaagtagtagtagtcacttttctagtctaatgttttttagaacaccatgtataaacgaataatattgttttcatagt
cgaaatcatgagtcaaatgaagctagattaccatggagaacctgaaggtactggacggccgtttcecgteccattatggg
attcttcagcagtgcgecatccacgatcccgecactcgecgagattcgatcccaggacctaccagtagegecgecggaacac
ttaaccgatagaccactgagccggcatccgaatctgcacaaaacccecttctgaaatattgttttcgattagategtea
tcaggctttactctaatatacagtaatatttatatgaatatacaaaattattaaaccaaccaaggcagtttatgagtce
aattataccagtggaatagattacataattaaacataataagtgtacagtacaaattggtagtgtgatgacaagtgta
cttgttgtgctatgaataacagaggcttgaattaatgttacataatgagaaataggttattgattagaaaaaatatag
acactgaaataacattcataaaagccataagattacgtaataagaaggaagtgttcagataattggacggtgaaacgt
atacttgagaaaaaacaaaatgataggagggggtgaagagaacaaacgtagaaacagtatggagaataataatgaata
aaatcatttattaagacctagggagagattagggttttacacaattctgatgtacacaaagacttgaattgttgactce
gaattcctatagcttcectgctatttgtaagaggcgagatagaaccccataagaaaaactagtaggaatacgatactaca
tgaccgctatcgatcatctgttattgaaccgagctgegtattgecttgacagtacctttttctaactatgaagggaaa
tgttcactaactatttggttcatttatctggtagtacgctcagtatagtttatagtgaacataaaactttgctgatta
gcgaaaatatatctggcactaaactgttagtgtttcccagtcgtacattttggtaaattatgacacgttttctttcga
aacctttgtttctattggtattgttatcgacaacctctgaggaatgtgaccgtagttagcagctgttaccttactgea
caactaagttgtttattaggtttttgcatccagttgtataaaactcatatagaaaatggagacaaaaacttttgtcat
aatcggtttccaaccagatatcatacctggctgctttttttaaaattttaagtacgagatggatatgtgaacaactgt
agtatgcaatctgagttacggaatgttcttactggttgcatcctaaatgaaaaacacgtaaatattaaccaattgttce
accaagttttgacatcttttcacctagttcgactattactttctggttcaatacacgtaatttcaccegtattttctg
tttaagaatagtgtcatatctcatagacaaatagtacagtaatatgttttctagtactaagttttatcaagacaatat
gggtttcataattaatatcataatcgcatataacccatgctaccggctaccaactagcacaacataaatattttcagt
ttagttctaggtactacttgtgagtagcttagtattttctccgaaatatcatcecgtggtttgagtecgataatagtgg
gtccatttattgttcatacacaaattcatcgaaaaacatttcaatcaattgtgtggtattattagtgaacttgtgttt
cagagatagatttgatcaactaattaactgatcttgagcaagtgtgatcaggecttatggtttttacttttgacatte
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cctgtgtaattgacccaatcgcgtcacaagacaaaccctttcatagaatcctgaaggccaaaggaaaagagaagatca
aagaacacattacgccgagaaagggaaacagatatgagaaaaatgaacaaaaactggatagaactagaaaggaaggcg
cagccaggacagagtgggttggagaatgctggtcageggectatgetccatagggagtaacaggcgtaagtaagtgta
attgatgagcattcaatcaatagaaaatctttcgaatattttttcatawgtttatwatcagectctgaaatttectettg
gataatcacgaytgtcgtttgcttaataactaaaattgtatagGGAACTGATTGAATATCACATGAAAACTCAAACTC
CCGTGACAGCGAAATCAGGAGCATGTCTTGTGACACCAATTTCAAGACCTGAT TGGGAACTAGACAATCGTGATGTAC
AACTACTACAARARAATTGGTCAGgtatgttttcagacattgtgtttyacaaaaataataatcgrttttaataatgcca
ttsttatgcttgttatttcgtaatgygtgtctcctatgatggaataaactgccaaatcgtccacggaggacaactcac
cgamtcrttyrargtaaagaccggtgttargcaaggttgcttactctcaccectttctettteccatggtgatecgactg
gatcatgaagacgtaaacatctggaggaawgcacsggatamagtggactggcaagatgcagecttgacgatttaggett
cgcrgatgatctggcectectctatcacaaacgcaaaaacaaatgcaggagaagattaccagtgtagcagtagectcage
agcagtaggtctcaayataaacaaakrgaaaagcaagactctccgatacaatacaacatgcaccaatggaattacact
tgacrgagaagctttggaggatgtggaaaycyttacatatctgggcagcatcatygatgaacacrgtggatctgatge
agatgtgaagacgcggatcggcaaagcgagagcagcatatctacaattgaagaacatctggaactcaaaacaattgtc
aaccaacaccaaggttagaaatttcaatacaaatgtraagacagttctaytgtatggrgcggagacrtggaraactac
gaaagcyatyatycagaagatacaartrtttatyaacagttgtmtacgaatgatacttcggatytgttggscagacac
tatcgacaacaatctatcgtaagagagaacaaaccagactccatccggtggatgaagaaatmaggaagaagyrctgga
agtggatagaacccacattgaggaaagcacccaactgtgtcctgaaggctaaaggggaagaggaaggccaaagaccac
attacgccgcgaaatgtagacggatatgaaaagaatgaagaaaaattggatggaactagaaaggaaggccgaggccag
agtatgtgggttggagaatggtggtcggcggectatgetemattgggagtarsaggertaagtaagtrtgtaagttat
gtctgtatagtacagaatacttgagaaatgtwacaattgttttggaagtattgcacatatttagcagaaacttcaage
cagaaacattaactcttgtcctaagttattatgtaacatagccaagtcagtatcrgagtctgaatttycatcgattwt
agttattggsatatgtytatcctccgtmtactgtaacgegtaatgtctgtgttttaaayttcgaagyaagattwgttt
ttttgttggagaactgaatkaarcrmcagggttctttgttttttccacattacctcataatggaaaaagagcattcte
aaccaactatgaaatttactcatgactttcgaccttgtttgagtagctacagtcacagatgttaatttttggttgtac
ttcaacaaaggaaacgcctgattctaatcgecttctcaagtacatgecatgtatggttaccgcagaataattgacagetg
tcagtagtttgtagtattcatgtggtagcgtgtattatttattttatattctgcatcteccttectttttacagGGTAAT
TTTGGTGATGTTTATCGAGGTGTATATAATGGATGTGAAGTTGCAGTGAAAACTTGTCGTGTTGATATGACTGCATCG
GATTTACGTAGGAAATTTCTACAAGGTGAAACAACTGCATTAAATTTCAATCATCCAAATATTGTCAARATTAGTTGGT
ATTGCAGTTCAATCTTATCCAATTATGATTGTAATGGAGTATGTTCCAGgttggtgaacttttcatgtttttcatgaa
ftctagcatatttcatgttttattcatgttaatttgttatttttactacttactagectataagtagttacattttcaa
aggataagtgttgtagcatgtggattgacagtaatttgtgactgcacgttaacagtgttgtactagtacttgaccata
aatgtctttagaggattggtctaatattccgtaaccatcggctgageccacgttgaggttactcttcaaaaatacagaa
tggttgatgaagtagatcttcagcaacatgtattatgtatatccaacgaacgtctatcgtaaacgacgtttactggcece
tgcaagtaagttggagaaagatggagacgataggttagtagcttaacgtcagtccatgaattaattaaaagttattct
gagacatattgatagatgcaaactaccgggttacactcctcaaaacgttctcaaccaacggttaaaaacattgtgtca
tgtttgagaatcggtcaaaagagcgtaaacatatttggtatttgecttacttcggatectcaattttgtaatcatttt
ttcacaccttatcaccctaatacattctgtctacagtcacataatctgtttctaatcttttttcactatcatggttcet
aatgtggtgttatattgggtagttttgcattttgtgtaccgaactatacgttgaatttgtctgggacatcattggaag
tggaacaaatatgttttctcagaaaatgaagataggtgacaggaaaattattgttccaataaggataaaaaaaatttt
ttaattaagtgaatgaactttagaattcgttgtgaacgtcagtactgcaatacatacaaatcccaccaactggttcca
aatgcaacaaagtgcgttcattaaattccacttgtagctacagttcagaactgaattaaaagtatgaaactatgggca
ataccgaggtttctgttacatctccacgtatgctatagctgattgatataatcttgtatatcaataacggggaagtgt
gaacgcttttcaagtgaactactgtaaaattcaagtgaaactactattgtgattagtttgttttecctgttgtttcatt
ctcecgggctttcactttctectcectggataatattatcagtacaaatatcaaatagaagtgagttatccagataacaacyg
ccatggtcaccattctttctgtecttatctttettgtgtatatcacatcacactacttaatactactcagtageggag
tatcagtctgtcacttagttcatataggtatatacaactatacattcatttgattgaaacgatcgttttaactctctt
cctttgataagttaataaatcgtattattctaatttattcecgtttgtttttgtattcattataaagGTGGTTCTCTGT
TAAATCATTTACGTAARATCAAAAAATGCATTACCTGTTATGAAACTACTTCAAATGAGTTTAGATGCTGCTAATGGAA
TGATGTATTTAGAAGCGAGAAATTGTATTCATCGgtatgttttattttatgctcatttaatatcatactttactttca
tatgattttatttatttatacacataaatattggtacaaggaggtagtaccagatacatatacgccgcacaaatctca
ttcgatttgtgtgagggctgtgatactgctcaggtgcccaaactgaagcagatggttttcttaaggggecacacacgg
agcatttgacctaaaggtctgatccacaaggcagtgaagcagcgtgaggagatgcagtcccatggtagecggtgatca
acgattggttcatacgccattcgttccctcaggatactggagtcageccatgtgcaccattggtttggaatgagggtt
ttccaactcctctaggtggactttcecgtgtccaccaaccgggttaaagcaccggacattegettttegtececteact
ttggtgaacaacacatccgccacgagaaggcagtgagtaggacttcecctgaccgagactgtatacgegtggecatgtg
agagcatttggagaggaagagtggactctctacactctcggecgtaccagggcattttgggggcactttcatatgaaa
ttcatatttgataaattcaatcctgataatggttgtaaacagattgatggtttcttcttatatcaatgtagtgtettt
taatgacagttggcaggaatactaatccgtaattcccatagaaggaacgttaccactaatctagtcctggcacgaata
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acttcctecttctacctgtagtgagttttccaatatacgttcttcaataactttcggagggatagagtcaatatatgt
aaattgaaatgaactcatctgtcataattttgcttaataagtacaaagtaattttagactttatgtaatagtgtgtag
cttcggtcagatttcecttagtaacatttgaatggatggaatattttgttattacactaaacgaaatctgtagtgttg
gttgttatgttaagcccacatagcttatttgagettccgaacagaccgatttgttcaatcttctggagecatacttta
actttgaccgttgtgtgcacttcatatcctattcatcacatgtttgtgacttatttttatatgactaaaaatattgat
tcacgcttggcgaaatcgagttggatcacattgtttcectcaccgecacgtcatttegectegetetettecattteccea
atagtttgtctggatcaatgattgtatcaaatatacgtattcaaacattcattctcgtatttgacttctttaatcccg
ttactcactaacgcgagttaagtcaataattatataagaaaattggtgacaagtatatttcaataacaatcattcaca
tgatctaaatagagcataggccgctcaccagecattctcecatccaactcectgttcectgagecttectttecagttgttatt
catcctcttcatatctgcettcaatcttagtcactatggaatatagagaagagtgactacttgtaactcgatttgaata
ttgaaactttattttatagtctatgcgttaatcatcaagttaaaccattttaaccaggatcagtaataataaattcga
ctttgttagaataaaacctttacatatctgagcagcatcatcgatgaacacggtggatctgatgcagatgtgaagacyg
cggatcggcaaaccaagagcagcatatctacaaatgaagaatataggggattcaaaacaagtgccaaccaacaccaag
ttcaaaattttcaatacaaatgtcaagacaattctactgtatggagcgaaacttggagaacaacgaaaacaattatac
agaagatacagttgtttatttacagttgtctatgcaagattcttcggatcctttggccagacaatatcagcaacattc
tactgtgggagagaacaaaccagattccaccggaagaagaaatcaggaagaagcgttggaagtggatagaacacacat
tcagaaaatcacccaattgcatcacaaggtgagccatcacttggaatcctaaagaccaaacgggaaggggaaggctaa
agaacacattgggccgagaaatggagacagacatgagaagaatgaacaaaaattggatagaactaggaaggaagatcc
aggacagagtgagtgtgagaatgctggtcggctacctatgectectttgggagcaacaggecgtaagtaagtgagtaagy
agaataaaacgataacaaatagtaaatttcgcgtattctatatctctcattgtatattattcattatatctgtattaa
2atagTGATTTAGCAGCAAGAAATTGTTTAATTTCTGATGATGGTCAATTAAAAATAGCTGATTTTGGCATGTCAAGA
GAAGAACATATATATGAAgtatgttgaagaagtagttttatatatgtatagaatgtcggtgtttaggaacgtcatttt
ttatcaaatacataagtatgtatgcatttattatttatttaaacacactcaaagaggcaacaaatagatatgctccat
atgaatcaaatgatttatgtgagggttgggatactgccccgacageccaaactgaagcaggtggtttecttaggaage
cattccccgaacctttgacctacaagtccaatccataaggcagtagatatgttatatcgtgtacgtgegtgeectgtt
taatatacaacgtgacgatgtcgctaatcggatagcagtggatcatcgatcggaccattgatacacaatatcegtgeg
agcagtctagagtactaatctgtccggctatctgectagecccageccagttaagtccagaacactaatttcagectcetg
cggtatgaatcattgttctcacacacactgggtttatatacaaaacaaactgaccacgtcgtaccatgaagtagagaa
caacatttgtacaagctttagccaaatgtggctgtgaataggggggacagtaattaatatactgggcataactcagga
atggtaaatcctacagtaatagtctatgggtcaaaataaagctcataataaggggaacatgaatatgaatattttgtc
gataaatcccatctgactcttttkgaagcaatacgttcatacatcttttgttcecctcaggattectggagaccttgtte
acagttggtttgaaaccaggattttccractcacccagatggatccteccgtatccatcaacatggttaaagegtcaaa
catgcgcttgacgecttttcaacttcgtaaacaacagtaatgcggtgagaagacaatgaataaagttttcgtgacagt
ggctgcataagcgtggttatgtgagaacattttttgaggtcgtactaattctcttcacacttttggeccgtaccatecge
atctggggcaaagacttgagttctgagagctatgctatattaaagtgaccgaatccactatcttccattattyttact
gaaagattttatatcayaaggaactttcgtyatataattcaaytactatgaaggagtttcacgaaaatatctatyaaa
ggtcaacacatttcttaaacattacggtttttagececgtactgtaatattctaataacagtgtctttaccgagttttte
tttatattccttcatatgrcagttgtgattcatcttatctatctatctatctatytttttctagTTAAGTGATAAACG
AGGTCAAATCCCWATCAAATGGACRGCTCCTGAAGCACTTCGTACTGGTCGTTATACTATYAAATGTGATGTATGGTC
TTATGGTGTACTTTTATGGGAAATATTTACTTTCGGTGATGTWCCTTATCGARATTGGT CTAAT CAACAAACTAGGGA
TATGATTGAATCNGgtaagttatttaatttctcaaatctgttatgtaagtttctttatgctaaatgaatgaatrgaat
kaacggaaagttttggattcacttagtattgtttatttgaatcttcccattgatgtctaggactgcaactggtcggte
ttctattgacatatgtgcttactgtgcgtaatgecctcgatatagecctaaactcacwagcatkgtaagyaaagatgrat
agtggstagcartggaatscaggackcrcrtttygtcctatttgggactcatcagatgaatgtacctgtatctcagag
ttgatgttcattctgggactcgaacccaatactgttcgecttcaaacgeccatcgegttatccactyggecactgagteg
tgatagccacttgctagtgcgatgggtgaagtttaaattcacttagtattgtttgtttgaatctteccattgatgttt
ttaggactgcaacatggtaytrggttygagtcycagagtgaacatcaactctragatgcaggtayatccagctgacga
gtccmaartkggacraaacgcgcgtcaaactggattccactgctageccactatccatctatgectagaamgttttgga
gtttagttctatgctaacttacttttatcagtaatatatcgatacaatcatttcttttttttcaatattttctettrt
cagGTTATAGATTACCTGCACCAGATTTAATGCCAGTTTGGTTNCGTACATTAATGAATCATTGTTGGCATGATGAAC
CAATGAATCGGCCAAGTTTTTCAAAAATTTCTAATGAAATACAAATACCTAATGTCAATTCATTTACACCAAATTTAA
ATAGATCTATAGACAATGNTCAATTGAAGAAATCTGCTATTGACAANCTATCAACAACTCCATTACATTTATCCGTTT
CTGTTAAAGATAGACGAACTAGAGAAGATTAAtatggatcnnnttttttgttactatgeccennnnnnnnnnnnnnnnt
atacatacatacacatacatacaatagwtyatakagatctatatacatacatgtaattgtgtatatgtattgcaatct
tttttctgtttkttntttttgcaagecgectttatttemctgttattcactatggcaactaacttacagtteccgagtga
caaacctttctatttattattatcaytaatataattgattcaattcatgatatatggtatacatagttgtactgtaac
catgyatatcatataatccactacctatgatcattgtaattgtcattatatcatttcattttaataatttttatgatt
tcaatttatactacttatatacttatttaatccttctttcattgtttcttatectttacttatagactgtgataaaaag
tagatttaatttgtatattctcttcagattacattacatttaccataaacaaaataatacacatcaatgaaysattct
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caaagagatagagagadwgwgwgdswgwnwnknwnnnkkkkkkwagtgttcaatatgacatacattcayaatgtaatt
tatgayatsgattgagtaagtgcctgcttaccctgttaatatacttatatatatatatatgacgtgatgatccccectg
gcaatcagtgaggarktaymattcataatctccatggwatataacatagttcatccaatatttcattattgaatatag
acacttaattacttatgtatacttgaactaactacctacttacttata

Anexo 1: Montagem realizada pelo nosso grupo das seqiiéncias genomicas. Contigs gendmicos
formados pelo Sanger. Em letras maiusculas estdo representados os exons. Em negrito estdo
representados os doadores e aceptores de cada intron. Em italico e sublinhado estdo representados
os sitios para enzima EcoR I, apenas sublinhado os sitio para enzima Hind III, apenas em italico
os sitios para enzima BamH I e em italico e negrito os sitios para a enzima EcoR V. Em negrito e
sublinhado estdo representados os iniciadores utilizados em Southern-blot. As demais letras, além
de A, C,T e G, indicam regides em que foram encontradas redundéancias para as bases no
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alinhamento, ndo podendo ser estabelecida a base real, um vez que a seqiiéncia ndo possuia um
valor de qualidade.
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IX.2 ANEXO IT

>d000009086.Contigl d000009086.Contigl:1,23884

ccagaacacctaaacaactactgagtgtatgaaaatggacaacgttttgtttaatctagtctctttgtgtagectgtgt
tgaagaaacaaacatgttgtacactgataagctcatttattttatgtttttccttgagaaaacaacagagagaacatt
gtggaaaacatttttgctctaccgcatgttatctttacgcatatgtgatatgtttttctggcacaccecgttgttttta
tgcatttacgagtgcatttcgacacgaacatacaacttgatttttttgttctacagaacttttggaaaggatgaaaaa
cggacatacattacgatgaatagatatttctatcatattttttcttcagcaaggagaccagatacagctgaacagaac
aagctatcagaagagtatttacaacgacaagctcgttgtgttgaatcttacagectgaccacgtcettggagtcatcact
gctctactaggtgggaagtgagctgtagcggtaagtgaatccccaaaataaattgttgtgtcagtcttcgacaccgat
gataatctagctggtttcgcecctagttgaaagttattggtcaaacatctgcaccagatcatgtttggggacgecttge
tatgcatctcttgcaactgctagccggecttaaataaacgecttttcgacatatcggcagecttccaaatataccttcaa
acctctcecgtttectggattttgatttgactgtttgggtgtacatcgattataaacgtgttacgtatagaggcattgt
cagtctccgaattactgtgacatctttgectgataatatcaatgettggtgatgectgttgatacgtactgectgetat
caagaaattacttattgaacgaaaatgccgagattttcgtgaaatttcecttttcteccactagectaaacgaaatattga
ggattagtagtataagctcaagtgacaactatatgtgatccecctgttaaatcgaaaatctgtttgtttcttactttag
ctcacttgatcactttatgagaattgatgattaatcaactgaagtttcaccagtttttgttctttattgtgatgtate
acgccagtgatatttgtttggttggatcgttggttgtgagactctaacagecgecgtaacacggttaacggattatgagg
ttggtagttctttgaccatttcttcgtaattgtttggtatctattgttcgacacaaaaattttcaatccagtattget
ttacccagtgattattctcgatgactatttctgaagttgccaactttttcatgagtatattttagggagecgatttcgg
ggaacaatatataaaacgtagggttcatcttgctacttagecttttgtgtgtgtgtcaatcagtacgactgatgttage
ctttttcattcacgttgtctgttgctcgaatttgaattgtcatcctaacagatagtgatcatattttacagaaaggtce
ttttttgaattcttaataaataacttcaaagtttaccgttacattgtgttacecctttattatattctecttgtettge
gacattcatgcgcacgttttcgecttcgtatcctgaaactatgecttacttaaagagggttgtaagttagtttgaggaat
taggattagaattgagagtcagaaatttgacttatgacgctttagggtcaaaaacttaaggtagggtttgaattgcaa
actcacatcagccataatgtggaaatgctatttagccacataaatgaacgaatttaacgtcagaatgtaagacttact
gtctgtgattctattgattcgtcaatagtttttagtcttgtccgtagecacctcgatgtacatttaatgtecttectgg
ctatttcagacatggtatttataaatggttctttcaaaaaacgattactggaaattaaggggtgacgtttttgatttt
ttagcatttctaagcgttcttatcatttgaccgttctaatggtcaaaaagtatgegtgagtatcttaaatatcattgt
aattaaacggcttgacaatgccgctgtaaggataataagataattgggtctcatagtagatggtatcagttgtcatte
tgtaaccggtgagattgtctgaaacagtatgattcttaattgttattctgaaatggagaatgcaaatataatactgat
catacaataaaaatcaacgcttgtatttgaatagctttatctaaatggcttaattgaaagaaatcaaaagtctcaaaa
ccagctcgctaaatctgaaataaaacaaaacattattgacaagttttggaacaaaatatgcctagcaccttatcattt
attaaaatgtgttttcaacaactgagtaaacccactgatctattaaggcataactaatattgcgatagtactttgtga
agaattaattgtctttttcgttttattggtttcaatgatcgaaccaaattcaaacgaaaacatttaaactgtttagtt
ttcgtgctttccatcggeccaatgegetgtctaaataattgecgaatgaaatgattttaagcacgttgtgtatacataga
attcaagcgagacgtgaaacgatgaagtatttgaggagcttgaccgectgaaaaccteggataattttttaggtaatgg
aaatagatatacgacaagtgtacattttcggaaatgaggagtgttttgaattacgttattttgaaatatagecttctgt
gaattcagatggatacgtaaatgtgtaacttccgtaattgaaaaggtcttttacatacatttatttacttttcaaata
tattatcttacaaaaataatagtatgttggctacaaattttcaagttgggttacccattattgagaatacaacttagt
gagttatgcgtctttctatgaatcaaatatatttttgaagtcctgtgtgcaaatagaaatcagtcagecttttatagac
gtatatttagaaatatatcgaacttctgattagcgtaaacatacgetttttgtaatatagtctatgectattatcateg
tcattactgagcactgttgtaacctatactatcgttcttatatttaactgtttctactacctectettttcaaageatg
ttttcattaatgaatctgtcagatagttcatctgatcaagtgatcattgcaaaataaaccttttcttgtttttaagat
cataaacactgaggaaactgttcttatattcaacgtatatatttaaatgcattgaatataaataattgcatggtgtat
ctcctacaaatatttagaaactaggtcggtcaaacaacgcaaaacctggcaaacgtatatatcgacccaagttaccat
accctataagcacaaaatgaatcaagcactcctgggaatcgetttttctaacttttcctacttttaatttagatagga
cagtctgacactttatacaaggctaatgttaacaaaattagaaaacgttttaagtataacggcactaaaatcagctag
aaggtttcaaagctacaaattagctaaggtagagatgctcaaaattatgcttaacaattagaatattagaattgaact
caggtgattgattttgatggatttcaaatcagctggtttctttctaacatatcttctgatatggtgtatgattatgaa
gaaactaccgcaaagctgcacattattgagtaggtcgtgattgttgaaaaactgttgagactggatgtacatccatceg
cttgatagggttactaaaatgtcaacagtttattcctgcattagtgaaagatttcgggagatttacggccaatttgag
ttggcaagtaaataacagttgttgatcaggttacactttagttctttgaagaaccaaatatttaaaacactccatgca
ggttgattaacatagtgaaaggtatcgtgaaccacttttcatgcaccactgaaatgcttagctcgaaacaaataaaac
gactgtccggtgtttagattttttctatctagttattcaacaataagtcaaaataggtacttttcaagtcatggtttc
actcagttgtatatacacatcttcattggtaccttgaccccgaaaatctcattttegttttattteccatctgacaggt
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aattcaacaaaatattcagcatactcctcaaggactctattttgttaaacctttaaacactttattattcatgtattt
taatttgtgtatcacaaaatATGGGAAATCATACAGTTAATGAAGTCAGTAACTATTTTGAACGTGGCAGTGATGTCG
AAGATGATATCAATACTTTAGCATCTAATAATACACATATTACAGAARAATAATCAATCCGTCTTGGTATCTTCTACAT
CGGACACATTTTTAGTTCCTCCTTTGCCTCCGCATAGT CTAGGACATGATAAATCATTATCTTCTTCATCCATTTCAA
CACCTAATGTGGACAATATCAATACAAAACGATATACTGATTCTGTGATGCTTCGAAGTGATCATAAAGAGTCTTCTC
AGGTAATCGTTTCAGCCATCGATGCCCAGATGAAATCTATCAATGARATGCTATCCTACTTTTCTAAATTAGTCARAG
CTGAAAAAACTGTCCAACAAGCTTTGTCCGATTTACTTGATGATCAAAAGGAATCATCCACTGTTGGTAGTGTTGATG
GTGGCCAGCGTTCGAATACCACCGCTATGCGTAATTTATTCARATCARATTATTCTCGTGGACGTCGTCGTCGTTTAA
CCATGAATATTTTGAATAAAAACTTGTCGAATTCACCTACTGATAATGAATTARATAAAgtaagttcaatggtaacce
tacctttatcactagtattgatagaaaagggaaatattcagtctttctcaatagaaacaagttattataaaaatctaa
ttgtgaaagttttgtaaatattctggttttacaataacatttagacagatgactcctaaatttttagatccgttaaac
ttattggcttgtggtttattcaatagagtaaatgtgaatatcattttaacctctttactgaacacaagctctaagaac
tcaatcaatatctgtttatattatcgtagcttcttaatcaacatgcattgtagtcactgttctgaatgattggatatc
acgtggactatgttttaaacgttagttagtttccgataaccgcacggaaaacctgaaatgtcttaaaatatgaaggta
aaatcatgaattccctcaaaattagaggtataccttgttgtgccaactagtaaaaaaccatggttgagtgtttcettgt
ctgctactttcaactaagtagcattcaggaagtcttttcaagatgtccggtactaagtccaactaaagattaaattgt
ggagtttttcattccgaaacataaagtaatttaattaatcccttatcagtagataggttttgectctetttaagataat
aaagggaattatgtaatcacaattgattgatcactgggtggtgatcaatgtcatacgtgtcaagtcecttcttagtgtt
gatcgaatgctatcgatcaagttgcaattgctcagtggtaacgtctectgactgtgaagectcagtgacacgggatcgaa
tccgtcagggagcatcagttcccccaagattacaggtacaccttgectgacgagtgeccaagtagcatgaaacceggate
cagggtttcctgttgaccacctccaaccaccatcttacctcaatataaagggaactatgtgtatgaagtctaaaaatt
gttggtttttctattgtaaccttttctttctgggttaaatgaagttaaacttggttttgttttgcatatgatatgect
tttgtttgttatatataactttcagCTTTTACAAAATCTTGTTATTTCAACAARATCATCAAGTACGTATGTTTTCAAC
ACGTGCATTATTTCATAAAT TAATTACTGCTGGACAATTAGATAGTTTAAATAATTGTGAACATTGTTTAAGACGAAC
TTATTTAGAATGTGAAGAAGAATTAAAATCACAAGCGCGTCAGgtatgctgcaatttattatattccaagtttatcta
tgatatatagtcccctcegttgtctatttettgttectatactgttcatctegtagettcattegtttgttttatgact
gcgttatcaatatagtggttttgacctattctctctttattgtagtaagttcttcattggctatgttgatactcaatg
tgttatttaagagtaaaggatactcataatttaccagtacttgatcacagatatgctagaaatattttcagtatcttc
tgtgatcaccgggtaagtaattagtgagaatagacgcagggtattagagaatgatgataaatccgtcgatggggttgt
aaatcttcatcgactgagatggttgggccacgtgttacgtatgecctgaccaccggttaccacgacgtgcatgttgact
agtgttggagacgattggaagaaagttaggtgagaccaaaccaaaccgtggtatcagtccttaaagtcactaacttcet
gatctgaaccatgttggtagatgcagactacttggttggggtccgegtgactatcgtaatcaatggtaggggtttctyg
ggtgacatgcagcagaatctatcacaatagcgtagttgtatgcactcctegtcttecccttaaactgtgagattgaaat
tacttcatatctttctttctacgaatcaattcttcctgtatcatgtctgatttttactactattgaagtgactgetct
tatgaatttggtgtttgttttgttgtgctaatgaggtgtcgcaacttggactgatgcatatatgtacgtggtcctacg
ttatagctgactgaataactgactgactgtcatctgagacctgtacatttttgtgtacggtcgtacattgtttactgt
ggagtgggggctcaaagattgaaatatttgaatttaagccactaagtcatgaattcgaatcctgatatacttactttyg
gtttgaggaatcagacggtatcactagcctcacacttatggtatgaacttgtaactggtaaacgagttgtgttcagta
atttgtttataactgagtgactgaatgacaggtaaattagtaaaatcaacagttaacttaaagtatagagtttttgtg
tgtgttttccttctgttaatcataatgtagaatctagcacaactaataactagtttaagttgtctgatttctecatcga
tcatagtaggaaactagtaatgtcttaataaatttgtcaacaaaccatttttacttattcatcaatgagtggttatga
gatgagttgcattaggagtctgtaactagtagcgttcactcatgtgtgggtaatgacacttaccatctgatgggatta
gatcattgtagctctatttcacaaatcgattgaagttggccgtgtggaaaactttgtccaagtccagtggtttaaaaa
ttatgtactgaccccaaggcaacctctgaccagtgtcataggtgtagaatgttaaggagtcttgtgttgggatgatac
aggcacttggtatctcttgtctttcaactaatgtttaactaacaatgccagtcagcattgtaaactgectttaaaact
aaactattcttgataaatctgtcgactaaattttggagaatatatatttaaaatagtaaataaaaccaatcaaattta
agagtaaataacaatatgcagacttgagatgatttagaaaaagagaggaaataagttgacctatgtcgctgegtcatt
gattttgaaccgtatccttcgatcactttgtcggggttattgcatcgatctcaactatgtagtgecttaccaattcatt
caagttagattaaaagtcttcgtcttcattttaacgttctatacatttccagtttttacacagatggttcagtcagtc
agtcacagcgtagaaattcgtacgtacgtacatcagttcaagttgccataccacattaacacagatttagttgtcgat
tcgaatcccatagtggtagaagtagtaagattataagcattaattggaaagattaaggtttgaagatgttattgaagg
agtataatccaatgaaataaatgtgaaaagagaaaaaagataaagacatgaagaattcagatgactagaattttgeat
ccactctttgtgttctgaattcttcatgectctatecttttttectettttcaaatttatttecctggattaaacteect
caataacatcttcaaaccctaatctttcacactaatgcttatactcttactacttctaccactatgggattcgaatcg
acaactgcatctctgtgttactgttgtatggcaactcgaactgatgtacgtacgtacacagatggttagtttgtttag
tataatagatatctttccataacgtattgatacatgatgtcaaataattaggcatctagtgtgttattctagaaatca
caccaattacttttacatgggtgtggtaaacattacttactgaagttaggattaaatgggaaagaacacccatctgag
atgagaagaatagacgtatgtgtttaggtcattaaaattagtgggttgatttaagaacgatcatatcaatgatgattt
cagattggacaatggttgtttaccattgaattcattatgaattcgaattgaattttatgtagtctactttcataatgt

118



E3

cttatattaggacattccatgtgttaaaatgaatatgagtcccacaataggacgaaacggccgtccagtgectttcagg
ttttccacaatggtctagcttcaattgactcatgatttaaactatataaaattactaagatctccgcaaaacccectt
ctgataatgattatatgctcattagtgactggctccatgaggtatttcctggagttctagtggaaagcaatgagecagt
ggagttcaatcaggtctgttgggagatatcaactcactgaagacattggtgaatggttgctaaacttcegtggattggt
tgaagttagacactaacaccgttggatgccggcetcagtggtectagtggttaagegetecgegegegagagtggtaggtt
ctgggttcgagtctcgecgaggtgggatcgtggatgegecactgetgaggagttccacaataggatgagacggecgtceca
gtgcttccaggtttcccacggtggtctagecttcaattgactcatggttgcaactacatagaataaataaatacttttt
taggggaacgttttttttgagtgtaggtatgtaccagattttgatcaataatcaattgattttaaaatgtacactaac
tcgatttaaggaaaaatatgcagttatatgacctgagggtcatctatttgatcttattgtaggttcgaacctecatcat
gctcgeggaagttcaaacggecgtttagtagttacttcactggectgtgtgtgaattaaggctgaatacataaattcett
acttggtaaataagtttgtgatgatttaatcatcaattatatgtcgaatcaaagattttcgggatgtaaccttccaga
gttattttcgtttaattttattgcagtttegtttattgeccecgtgtatecgttgaatgatcacatgaacgatattgaagt
taaacataaggtactaggcaaagatgttaaatcagttggtaactttgtgggtcttcgtcgattatagtgattagaaaa
cgtgttgtgtatgcctaatttactgcttactttgactggtggtatctagttggtgttaaagtcagttaggagaaagtt
aagcgctgcgaaaccaaacatcattatatgaagacaataagtgttggacttagttatgcaagaaggtttagactgect
ggtatgggtctactcaataactgcgatcagtgctcgaagacctggtgacataattcacaatccattacaatgatacag
atgatttcgaactatattttttttgaatattgaatttcagtattccttgctacacatecttttcatactgtcttttcga
accatattatcaatgttcattctttgtcattatcactactactactacaaatacttcgatttcgttactattcaagtt
attaggctaaaatgatatgacnnnnnnnnnnnnnttcaattgactcatgatttcaactatgaaaatgttattttccac
tttatggtgcgatgttgtctgtttgattagtatataaactcagtatgtttgaaatacaatgattcatacggcagggge
tgttctggacttaactggttggtctaggcagaatcaggaccgacaagtaatctagattactcggacggttccegtata
tcattgatccgatcaataattctctgttctctattcagtggcatcgtcacgttatacattcacagagcattcactcgg
ccccaagatataacattgtatttctttcatgtttttttaattttacagTATATGTTAAGCTTAAAAGCATATGAAAAG
AAATATTTCAAATATATTGGTCAATTATCAAATATACAATCGAAATTAACAAATTTATGTGATAAACgtaagttattt
atttaaatacataaacattggtacaaggaagcaccagatatatatgcgccacacaaatcttatatgatttgtgtgagg
gctgtaatactgcttaggtgtccaaactgaagcaaatggttttcttaaggggccacacccggagecttcgacctaagg
atctgatccacaaggcagtggagcatcgtaaggagatgcagtcccatggtageccggttgttgtattctattgcaaaaa
tattttatattctatttacacataaagttatctctaagtattcaatgaagccaattaaattgtttttaaaagtatgct
aaatacatttatatattggtgttcatcttggtgactatcataaccaatgtttggagactctaggtgatatggctcaaa
atcgatcacaatggctcaggtatatacattctttatcttceccttaaaccttgagaataaaattgcttcataaatttct
tccttectatattatatccttatatactaccaccaccactaaattaactacttctatgaactcggtgttgatettgtt
gtgctaacgaggtatggcaacttgaaccgatgcataaatgagectggtcectacgttgtagectgagtgacatttatacyg
catatcgtattgagcataattttgttgtgtcatatctaatgaccatcttcctecttettettctetttcttegtcatca
ttatcgtcttttcgectcaacttttgtecttattcatttgtctttatttattaacatcaaaatatattacttacaatatt
tcacatataagtaatgttgttttgtttgttttcctttctctctttcagttcttttaactgaaagaatttttcttttaa
tgaatgaatagaatgatatatgatactgtttttttaaaatttcccattctatactggttgaataaatgaagttgatta
attatagtacttatatgacagatgattttgtaactgagtgttcatggtaaatttgatacaattttttgttggtgttgt
gaaaaaataggagaaaaaaattcaattttttggcaagaaatgaattaatcagaagtatactgaatcccctacatgece
tggtatggccgagtgtggggagattcagctcteectetcgaaatactctcacatagecacgegtatacagetactgte
agggaagtcctactcaatgcecttcttgtggecattactgttgtctaagaaattgagecggacaaaaagtgaatgtcecgge
gctttaactgggttggtagatatggaggattcatctaggggagttggaaaaccctcattccaaaccaatggtgcacat
gggctccagtatcctgagggaacaaatggcgtatgaaccaatggttggtcactgactatcatgggactgecatctecte
cacgatacttcactgccatgtggattagatctttaggtcaaaggttcgggaaaatagttaagttgaattagggaatta
gttttttgttagattcatatatatataaattgtcaattcgattgatatggaagttcatagagcaaaacaagtcatata
tatcttactatgcaatagtagataatggtggtgcaggaagtgtttgataagaccgatgtattatattactttectttt
attgtccatacaagtttttttgaatcccaccaactccacttgttgtgttgatgataaattatagagtggaagaataac
agtaccactagtaataccattgtaatctactatagcgtatgtgtctgtcatatctgatgtaccatcagaatgacatct
tacaaatcttgattgttgtaaacgattactattggattttgttgatgaaagatcaaatagggaaatatcatttccacg
atgccttgatgcatcactaacgacaggaaccagacgttgagaagtcagttgattaagtatacctatttacatgtacta
gtttattgtactcaaatttcagtcatgactttttatgtgagtcctagtgatagtatttgtctatttaaaccgaaacag
atgtcgcgaggctcgaacgttcaaaatgatgaataagagtcgagtgttttagettcattaactcaacttattcaactt
ttagacactaatcagtcttaaatttaaacctcaatttgaaaagtttagtttgaccagcagtgttatcattagetgttg
catgaaaattgctgttcaagttgagtaaaataaaaccctgtacttgttgaatgaacttcataaattacatacgectga
tcaccagtgncatcaacatgcagcgtttgctagtgegcaagttgattgacaaatggctaggtacggettggaatgaat
taatgaattccataactgttggtttggatgcttttgataagttcagactaccttgtttgagtccgetgggttactata
atcaataaaaacattacagaatatcgcaatgcttcagatgcataaactttttctctttcttaaaatttgagttttaaa
attatgttgtgtttctaatccattttgcattagttgtttgaatgttcccaataatgtttaagactgcaattgatcagt
ctcttattgacatatgtggattctgtacggacacctcgatattgcttcaagtcataagcattataagctcagatgaaa
gtgactagcagtggaatccaggacgcgtgtttcgtectatttgegattegtcagtcactagettgtgecattgggttat
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ctggactcagtagctgaatgggtaacgcgatggtatttgagacacacagtactgggttcgagtcctggagtgaacatt
aactcggatgtaggtgcacccggctgacgaatctcaagcagcacgaaacatgcttcectggattcgactgttagecace
attatctctgtttatgttgtatttctgtttctgcaaattcattcctatttctcgatttatgectatctgegtttgatgt
tttctactactcttctgagatttatctcaagaatttcatctgttggtattgatactggtataacgacttcaaccgatg
cacatatatacctggttttaagttactaataactgactgactagtgaacaactgctatgtaactgttgecattgettgt
tacatagtcatatatactctccattttctgtcaatttacaaaataaaaaaaaacacgaaagtaaattgatttccgaaa
acagcaaagaaagtttagtttattgattattcgtgttactaatagtaataatagtagtggtaatatatgtgtgtgtgt
gtgtgcatgtgtgtagattggcacaatcatcatgtctacttactgatcatacatacatatatacatttgtatacgata
cataactttcattatttctttcattggtacttatcaataccaatagagtataatattgacttgaattattataattat
gaactacaatagtgtaaatgattaactatgaatgaatgattggaatgtttattgttttgtagaactgctcatttagta
ttgtaatgaatattacattattgattacgaatgtatacatatatactatttgagataataatgatgaataatggtaaa
agttattcaaaaaaagaattcattattaagtgctctggagtgagactggtaggtcctgggtttgaatctecgegagtge
gggatcgttgatgtgcactgctgaggagtcccataataggacgaaacggccgtccagtgecttccaggttttcgatggt
ggtctagcttcaattgactcatgattttaactgtagatataaaattactaaaaatctccacaaaaaacccacttatca
tatgctcactagtgactggctccatgaggtatttcctggagttctagtgagaagcagtgagcagtggagtttaaccag
gtctgttgtgagctatcaactcaccgaagacattggtgaaatggttgcttgacttcatggattggttgaagttagaca
ctaacacccttggatgccggettagtggtctateggttaagtactctggegegagactgataggtectgggttggaat
ctcgcgagacgagatcgtggattgacactgectgatgagtcccataataggacgaaacggctgtcecagtgtttceccaggt
tttaacaaattagttcacatcaatgaatagtgaaattcaatgaaccattcatcatgacttctecttgttttttacccaa
ttcatttatacatgaatacataaatactaacgattgaaattgatgatcacatatagaaattaactattctatctcatt
atggttgtatcattcaagtacatgtaatttataccttgacctttgaattgatatttagaatgattacgtgtatacaag
tcatatttaatataatttgattttgtcattgtgtgtagcacaagcaatttgatcatgatgtttatgttnnnnnnnnnn
caatgataactgttatcttgactcattgatcatactcttgtacatcacgatgatcaaatcgtacaaatgttggattga
acttcttccagttgtaatattcactaaaggtagaatttgttgtatctcgaacctagatttcttagtctategegtteg
aaacgtttttcttgactctccagcaaggcttcaaattgtttaaaggtaaatgatatctcgataagctaaccecegtege
cagttgttgtatctcgaacctagatttcttagtctatcgegtaatacttgaacactcgaacgccagaaccctetcaag
tcacaaatcaggagacagaagacaagtagaaggaatgttattccaaacagtgttgattatggtacaaaattgtcaggt
atttatagtttttagtagaaacaaaatcatcattatagttgtccaatccgcacacagggagttatcagcattgtccag
tagggaagctccacgtagcaattctagagtattcttccaaaagctgattggatggaatatgtcgggectecttcectggge
ttcttagatcttcctcgacttcacctgtggaccatcctcacagaattatttctaatgatagtcaatcaagcataggta
acttgttgtctatgtttattccattatttaaattatgattagattaaagaagatctaaaagtacagggatttcttcca
agaaaggagcggttacttagttgttactaggtatcagtgttgatgtgeccatggttgatgagactaggcaatcatcatt
ttagaaaccaattcattatccattaagttagttaatcacattaacctccagataattcaagcattatgacaaatttaa
acttttacaatgaaagtgttttagtaccaattgaataaataactagcaaatcaacaaagacattaagattccagttag
tttaaatgataaagtttgaactggacaaaacatctgtaccgtatctcgctactagtcactatcaaatatttgtataat
attttgaaacaaaactggtcatgaaataaggatattcagtcagaagaaaagatggatggtggctggcagtggaatcta
ggactcacgtttcgtcccatttaggactcttcagetggatgtatctacatccaagagttgatatccaatctaggacte
gaacctagtaccgttcacttagaacgccatcgcattatccacttaactactgagtectggtagecacctgecatgtgea
atggggtgaagtttaaattcacttggtactttttacttgaatcttcccattgatgtttacaactgcaattgatcagte
tattattggcacatgtgcatatgccaatgacagattgatcaattgcagtcctaaacatcaatgtgaagattcaagtaa
acaatacctagtgacatcagaagaaagttattgagaaactgttataacgtgtgcgtgcccagttattatatgaacgtt
atgagaccgccaatcggagagcagtgattttatcgaccagatccaatgatacacaaaactgtatgcgcagtcttgagt
actcgtcagtcctgctttctgectagecccaaccagttaagaccagaacaccaataaaagectctgaaatatgaaacat
tattcacaaacatactgggtcagataccaaacaaacagaccacatcgtaccataaaatagaaaataacatttgtacaa
gatttggccaaatgtggctgtgaatagggagaacagtaatcaatagactgaggataactcaagaatggtaattcegtat
aataatagttcataggtcaaaataaagcttaggataagagaaaaatgaatatgaatagtaagcaaagatggatagtgg
ctaggagtggaatccaggacgcgcecgtttcgtectatttgggactggtcaactggatgtacctgcatctcagagttgat
gttcgctctgggactcaaacccactaactttcgecttcaaacgeccatecgegttateccactecggectactgagteccatett
tgcttatcatgcttgtgaattaaggctatatcgaggcaatacgcacagtatgcacatacgccaattagagaccagttg
tagtcctaacacatcgatgggaagattcaaacaaacaatactaaatgaatatgaacagtttagttacttagcaattat
acaataggaaacatacatatcatattggtccataaatagtcctcaacagttaccattcataaatctccacgggatata
acagaaacgttttattctttgaatgttttttttttatttattttttgtattttcatagGTTTAATTAATAATCGTAAA
ATTATTGACAGTCTAATGAATAATTTAGAATATTCTACTAAAAAATTGCATTTATTACATAATGAATATTGTTTGGCA
TTGATCACTGCTAATCATTATCAACAATGGTTATATACACATTTACGACCATGTTTACTGAAAGGTGTTGAACGTACT
ATGCAATTAGCATCGGAAGTTGTgtaagttgttgttttgatgttttgtcagtattttgttttctcaactgatcgatgt
tgattactttaaatgttttgaagtactcgattttcaactaaggaatagccggtttcagtataactccatttgecttga
tttgggcgaacagatcgtattattagcccaaaagtatactgatgtgacctgaagtttattatataatacctgegettg
taacatgagttatgttagcatttcaactctactgtgactttgttaacatttcatgatttagtctggtccataagactt
tggaattattcacgtcaacgtctgtaatcaagaatcgaactttatgtttgaggcaaaagtctcactagtaatactaag
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aatgtaggattttaacttatggttatgaaccattgactatcgtgtcgacctcagectcttaatcaaaaattttgtcta
caatttgaggtaataatattcacctagaaattatctggggttttatactaagatcactcgcgtaattatgttagacca
tatcatgcttatcttcaaggctttcgtcaatatgctattaataacaataatgagtaagtcaattatctttattatcta
tggcatgtttgatcacttactatgcttgtttcaaacaccggatcgaccgatcctttcaaagttagaagacaaaaatac
atccaaaatcctcatccttgagctacaaagatatcctcgatcattttaagegaattttctcectttcaataacattatgt
gtaagtggctgagatgtactttctttcttacttgaccegctatctacttaaagecttgtcatgtacgtgtacatagga
acttattatgagtccatgaagttatcaacagttggcttgggggatgtaaactacctgctgaggttcagcatgacaact
atgattagtgattagagacgttggatgacttagctcagaatcggtcacaattacgcaggtgettttactecttatatt
tccatcgatcttgagattcaataatccttcatacccatcttaacgtetttccaaaacattttettttattttecettt
taactctgacactacgttatttagatcttctcaattcatctcatcatgttattgtattggtaacacgggaaaatgcac
atttgtgctaccctttacattgattatgaatgacaggaacttttatggtgtaggagtaggttggaagaaagctagtgg
cagccagaccaaaacatggcaaaaatccatgaagtcagtgacaagtggactgageccatgttggtaggtgtagactace
tggttgggatctgcgagataatagcaatcgatggtaagagaccttgaatgacatggctcaaaatcgtttgcaatggceg
aaggtgcgtccactctttgtgttctcccaaattctaatcttctgaattcttcatgtececctttectttttectettteca
aatttacttcattgtattatactccttcaataacatcttcaaatcttactgcttatactcttactacattaccactat
gggatttgaattgacaactgcatctctgtgtgaatgtagtacggcaactcgaactgatgtacgtacgtacgaagttct
acgttgtgactgactgactgacaggagctttgtegtttttctttatacatatagecttgtgaatggttaaataatcgac
aaataatttgatactttctataaaacagatcattttcatacttaataaggcttactaaggtatttttatatataagta
gtgtcatggtaacgttagaaataatttccttaattttatgegttagttttggettegttgaaaaagttacttgtaagt
tagcggtattaaaagtctttttaatggatctgettatttgacatgttagaatctcactegttatatcacctctgaaat
caagttgtaggtatagagttttctttacacctgaggaagtttgcatcttgtttttaggttgagttatgtatttcttta
tgaaattactagaacatccatcttgtagtagcctcatccttagaagaatgattagataacctnnnnnnnnnntagtca
atatcatacggaatacctatcgtttatggaggacaactcaccgactcattcgaggtaaagaccggtgttaggcaaggt
tgcttactctcaccctttctetttectcatggtgatcgactggatcatgaagacgtcaacatctggaggaatgcacgga
atagagtgggcagctaggatgcagctggacaatttagacttcgcagacgatctggetettctatcacacacgcaacaa
caaatgcagaagagggtgaccagtgtagcagtagectcagcagcagtaagtctcaacctacacaaagagaaaaggcag
actcttcgatacaatacagcatgcactaatggaattacacttgacggaaaagctttggaggatgtgaagacctttaca
tatctgggcagcatcgtcaatgaacacggtggatctgatgcagatatgaaggcgcggatcgtcaaagcgaaaacagca
tatttacaaatgaagaacatctggaactcaaaacaattgtaaatcaacaccaagatcagaattttcaatacaaatgtg
aagacagttctattgtatgtggcggagacgtggagaactacgaaagccattattcagaagatacaagtgtttatcaac
agctgtctacgcaagatacttcggatccgatggccagacactatcagcaacaagttactgtgggagacaacaaaccag
attccagcgaaggaagaaataaggaagaagcgctggaagtggataggacacacattgaggaaatcacccaactgegte
acaaagcaagtactcacatggaatcctgaaggtcaaaggagaagaggaagatcaaagaacacattacgccgagaaaca
gagacagacatgagaagaatgaacaaaaattggatagaactagaaaggaaagcctaggacagagtggattggagaatg
ctggtcggtggcctatgcectccattgggggtaacaggcttaagtaagtaaaaactgaaatcaatttatgacaaacatga
cctnnnnnnnnNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNANNNNANNNNANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNNN
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nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnNnnNnNnnNnnNnnnNnnNnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnNnnnNnnNnnnnnNnnnnnnnnnnnnnnnnn
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNNN
nnnnnnnnnnnnnnnnnNnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnncgtagtcgagtagtaagaaatcaggcatagctagettca
aatggactcagatttcaaccatagagttcgttatgactcaataatttttataataacataaattaaatgactatctta
tttattcatctatgatctttatatgccgagatatgaaaaatcacttatatcttgaatatactactagcatagaaataa
atatctttgaataagtggtagttatcgtaactcagtaccctgaaacataatactggagcatttgaagtaatggetgte
ctctatgcacaactttgcagtgtagttcatcatatgaatttcggatgatgttaacgattttctcaggtacattgtagt
gtcaaagaagtttccataatgttctcctatccacattgtcgattgetttctcatggtcaaggaagttaatatatagtyg
acgagtacagacatgatagtaatcataataatacaaagaaacagacgaattgttactgtttgaataacactgtctgtt
aaaaaggttaatgaaagggctcgaccgtaatcaaaatttatcataggagagttgctgtattgaaacttctcataaaat
tcaattcaaagtagttcactagttgaaatgtgatttccatttagttcaaagatcattgtacaggcaagtgtgtcattt
ttgtttctcatttctctttagtttccaatagttctttagaaaggatatcacttcaagatgaaattcgtcttcaaagta
tacataaaccctccctaattaaggctaatttatgattagtattcttttttttggcaacagtctttgttatatctecta
gttgttatgatcttcgtaatggttgttgttatccttttttctctetgcgaactatccatcttattttttcattttate
taaagctccaacccge
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cgttgtggaagttttgatagattcttttttcagctaaaggtttgtttatctectattecttatgatcttegttgtt
gttgttgttatccttttttctctctgcgaactatttatcttatttttttcatttttatctatatagAGTAAAATTT
CCTGGACCTGTATATCATACCTTCAATCAAGCACTAAATAATAATACAACATTAGGTGGAAATCTTTCTCCTGGTT
CCTTAATTGTCAATGATTTAACTGGACAATCATTGATTGAGTTgtaagtgtttattttctattttggatgttaaca
ttactgaattgactatttactgtctttggtttcagcatctatccaccaaatgataaatgaaatgatcttcaaacag
gtatcattattaggtgatttcatgtcacttggtgatgcaaattgatcaacaacaaaagaaacctaaattagcacgt
aaaaaaacagtcgtcgccaacgtaggtttcaggtcgaatatctatcaatgcaaactatcacttgttatatcggtac
atataaagtgaaaattaagataaggagtaacaaattgaaggcaattgtcatagtgacataaatctggtaaattcga
ctcaaaagacacgggtgagattgcagaactaacagttggtacagacactaaactctttaaaataattagtcaagag
tagatgttacctttgatgcggtagtcagagttagttgtcataatgatttggttgacttatattatttggaaaatat
ttcctttaggcgaacgataagaatataggcaacaaactcatagttcgatggtgaagtcgtattgaggtgcaacggt
agtaagttctcaagcaataagcatccgcagcgatgctgtcttttcacaatggaaaaagggtttggaaaggtaggtyg
ctaaaaacgtcacacctcacctaaccccatggattttcgecttctgaagtacagagctaatacaggaagtctaagt
gtgaccagactaaagtagttgtccttcggactaagtgataacactcccaagttactaagaccatcacagactcagt
tttctttccacgtccatcggaaaaaattccttcacctgcatggacageccagcaageggtacttcactcataatgta
gcaccgaacttaaggatagagagagatatcattggacatggaaaccccctaaatcgactcaacgatgtacgcaaat
cgaccatatttccatcagccgtecgtcgaaggggectgatataagacttacaatcattcattcacatgtttaaacte
tgatcatattacagttcaaaaatgtgcttgtttacgatctactgaaaatagaaaagtaacagcaagaagacattgt
agattctaacaaaatgatgaaaaggccaaaagtatatttcagcagcaactagagaagcagttactcaatcatcaaa
gtgatgttcacctctacgtaggttgatatggtatccagacagttgtgagaacagcactgatatctttgactatcta
taatcagaaggttaagaaaagtcagtagattttagtagcgtctactgaatttacagatgctcggaactcacatcgg
tatcgtaacaacacaataaatgaagatcagcgtagggttacaaaatttctacttaatggttgtaagcagtggtggg
tagttaaagcaaagccaaggaaggacaatgataataggaaacaatgtacaacttttcaaacttatcgaagaaatgg
gtattaaaaatatgagagtttgtgtaactgttcctataaaatgtgggacaataatccattttcaacacaagaaact
taagcgaagtgtagaacgattgcaaggagagtttaactgctctccatttagecttcagttgecttacttttaccaac
aacctggatgagatgtcaagatatggcctccgactcttaagtagaaaaagactaacgaacatctttgtcaagttct
atgttgatgatgattgagcgatctacataagtaatgtgttcatattattttactggtttaactcatttttacttcce
tttttaacagRACACAATTGCATAARAAATAAGGAATTATTGCATAGAGAAACGGTTAATCAACTGACTAARAGAATG
TTTACAATGGGAAGAGGCGCTATCTCAATGGCGTGCTGTGTTTGCTAAT CCAGGTCCTAATCCATGGTCATCARAAT
TTATTCAATATACATTCATCTGGTGTTTCACCAATAGT CAATACTCCACAAGATAATAATTCAAATGGATTTCATC
ATGTAGATAATTCAAGTCATCTAGCGTTGCCTGATATCCAAGATCTTTGGCATGATGATCGAGCTCGACCTGTTAA
gtaagttatattttttttgttaatcagttgtttaaataattcatttcatactgactagtcaatgaactgtaactat
tgatatatttgtctacgtctttactgattatcgaattccgtcgacatagttgecattcacctgectatgacaggact
atcgaagcgcattctaatgttactgtaactgacagtc
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gtagtgatcaattttatgtttatctagtcattatttgtgattctattccatgaataagttgcgaagcggtcattagtt
tatttaatgtaactaagctcgtcgtgtgtgatcctggececcttctatagattgattccaatcactatactttectgtttt
ctaatttcctattctgatttcacaaaagaaggcttcatttctaatgctataatatgtaactttggcgaagcaaggatce
acatttttacaattgaaggacatatgggactcaaaacaactgtcagccaatatcaaaatcagaatcttcaatacgaac
gtcaagacagtcctactgtgcggagctgagacttggagaaccactacatccatcctcaagaaggtacaagtatttata
aacagctgtctacgcaaaatactcaacatccattgaccggataccatcagcagcagectactgtgaaagaggacaaac
cagcttccagttgaagaggaaatcaggaaaagacgttggaaatggataggacatacattgaggaaatcaccgcactge
attacatggatgaacagcatcatcaaaccgcattacgaggcatgccctaacttggaatcctgaaggaaagaggaaaag
acgaaggtcaaagaacgcactacgcagagaaatagaaggaattattaaaaggatgaataacaacttgaaaggattgec
caggcagggttgaatggagaatgctaatgggtgtcttatgctcctccaagaagggtaacaagegtaagtatatgtgac
ttaaacctatatgtagtctgtactaaaagaagcaagagtgacgatagatgtctcaataacatgtcagccatcacattt
aatgtatcatggtatttttatatacatattgtatcacactacatttttagagaagcacatgcaatcatttcttgttac
cgtgcctgcgaattttgtattcatgaccaatatcgagaggattcacaatgatttggtcaaatatgatttgectaaatt
gaagggggttgagtatcagggcaagtaatttccgagttgttaccatcttatcaaattacccatatttattctgttcta
aagtgatcgtgctcaaaggaaagaatgtttgtatgaaacatcagcacggtattcaacgtaaagttgtcgtccaaaaca
tgagggctcacaaataaaacacaaatcttacaaatgtacataacatcttataaagactaaagaaacaggagagtaaaa
taaatggataggttaaatacttttaaaaaatggaacgccactgtaaatccatcaaataattcgcaagtgaacctgaga
aactaagcatattcttcgaaagagcagagatgttggaaactgccaataattcctaggaaaattctectaacgtttgtg
tctcttegtgattgattagttaccaattatgttactaattttcecgtttgattctaaaagettetttagaatgagtttta
cacgtaaacctataaatttatctatattctgtacctaaactaaccttgaaagtgaggactcttttcatgttacccttg
tagcgaacaaaacatgggcggggacaatcgaatttatttaagcacaaattacaaactatcttactaagatctgttaac
catacagaaaacagttaatttgtaaaatagcaatcaatcgtctcaatcttgaccgttctttcttcaaatatcagtcca
ttttctctaattctattgttcatgcattttcctaccaattgegettcatttcagttettteccttattggtettctgec
aaaatacatcctatatctgactatcactatatactacttatgaggatataagtagaccataccacacccttatttttg
tgttctgtttgaggtttaaatgtaggggatttctgagaaatgagaaaacagttaaaaagttgatgttaatcattcaac
ttccaaagttattagtttaataatacaaattgctctctttaaccttgatacctacgacatatagttagtcccgttatt
gtaaaactaaatgtgtcatttaactctgtagtttgtcttttcaaacttcaattgaaatgtatttgacaatattattaa
attatagtaatatttgttaacactgagtaatcttacttttcggtcgattttgtatggcggtaatatcttgatagtaca
tttcatcgtgtttgaaaaggatacgtcagctgaatactcctgcatcccacgtattgatattcacaatcatatttgaat
gcaatacttgtatcacttcaaaatcagatcattttgcggttgatgtttaagatgttcaaatggtatattttgtcttaa
atatcaataagaaagtactgtaaatgcgtttaagttgtagttgatattttcattttgtgacaattcatttaaaagtca
agtcaagagattaaaatctctcatttaggtctttgtaactagatagaatcacttggaacaaaatggggtaaactactc
tcagttcctttttttaacttaatcggtaatacaaaacgttttctataaagtaggtcgttgatttgaacaccgctctac
atataacagtttaagcagtttgatcgtattactgtccttcacgttaatagtattaacaactggataatataaactcgt
actaatgaacatcatacccattgaggcaggattagttgctatctgagagggactaaactttatggacgagccaatctg
aagctttcgecgggttttcaaggtcacggecgtcaagtttggtacctgatgecttacgtacgatcggettacageggattt
tagagaagacgtgataattcagcgtctacaagagaagtgattataagaagttcctatacttgtgactgtggtactcaa
atgacctttttcgctcaatcacgattaaggttaagaccctaaccctaaaccataccaacataccaacaacattgaagt
tatgtggtccagggtaaaagaattttcgagaccttatcatgtctctagaggtcgactactatggagecatatggatga
gttcctttaccgtatgcactatgattttagaacttctgaacctatatctgaccttgagaagtttttgagtcatgtaaa
aggacagtatccgctttaattttttagttttgtataatatatttttactgtatactaactgecttctgattggctaat
gtttctcagggccatttaagattcgttcaaaggtcgtccataaagtttagtctcgecgetatctgaacactgttecte
agtttgaagtaatcagtattggattcaagtctcagtatagatatcaacactagaatgtaaatggatctagacatcaga
tcccgaataaaatgaaatacacttcttgaatgttgctataatatcacattccatatatattctctaatcttttattte
catttccttttttgtttcactacttttcttaaaatagTCTTTGTGAAGTATCATTTCGTTTAGCAATATGTGAATTTG
AATTATGTTTTGCCAATTGTCTTGCTGATTCAGAAGCTCAATTAGTCAATGTATTAACTGATGCACAATGTCGTCTCA
ATTGGCTTTCATTAAAATTACTTACARATGATTCAACTACAAGTTATCCAAATACTACACCAATTACATTTTCACGTG
ATCCTTGTGATATTACTACCACCACTACTACTATTACTAATGGGAATAGTAACAATAATAATCATGAAGATATAGATA
TACAARATGGGACTGATGATAATTGCAGTCAAGCTTTGAATGGTCATGATAATTCAgtgagtgttttgttttcaatgt
tcaatataccaacgttatgattctgtgtagattcacagtctctttctatcttcctacagaattgacaatgttcttgat
ttatatttcttaataaactgttctagtttcatagtattgtttgtttggatcttctcattgatgttttatttaggactyg
caactggtcagtctctaattggcatatgtgcatactgtgegtattgectcgatatagectaaattcacaagtatggta
agcaaagatggatagtggctagcagtggaatccagtgtgacgecgegtttegttetttttgggactegtcagetggatyg
tatttgcatctcagagttgatgttcactctgagactcgaacccagtacctttcegecttcaaacaccategtgttatcca
ctcagctactgagtcctgatagccacttgcttgtgcaaaaaaaacatcaatggaactccccccee
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cgtgtgtgatgatacccttgtcttgtgectttttcaatctgtaggaggtccececcccacattctaatttaataaaagg
gtcaccccattgcacaagcaagtggctatcaggactcagtggccgagtggataacgcgatggegtttaaagcgaat
ggtattaggttccagtcccagagtgaacatcaactctgagatgcaggtatatctagectgaagagtectgaatggga
cgaaacgcgcctggattctacttctagecactatccatctttgettattctagtttegttaacccgacgaatectt
gtagacagttgtaggaagaaataaaaaaagtctttcgaacaatacgattcaatgattatatatgacaagaaactca
ttgttatacaataatgtcaacattcgatgaatatcttgtctgagtcaattgcaattaaatataaatcatcctaaac
cttgatttcctgttagctggtactcatgaagaagacgtatgtagatgaatccaattcgaactccacggtgtaaatce
agttacgaagaaataaatgactgtatgattgacatcttgatgctcggaaagatgagtatttgcacaggaatttgtt
tcagtcagtcagccagctacaacgtaggaccaggcacatttatgcatcggtccaagttgecatacctegttageac
aacaagatctataagtaattagagcgtattgaaaatttagttaggcttagattatatatatatatatatatatata
tatttaaaagtaagctttcatgcctttaactgtattctcagtgcttgtgaactcctcacggtattcatgatcatea
gacagagaccttagctgacatcagtgaaatggttttatgatgttgtagatgcatttgttctttatcttcttcecata
ccctgagtttcagtattattttatacttcctttatttgacgagtacattacatatctctaattatcattgagactt
attttttcaacttctttgttgtcagttttatgcttctaatttgacatgtgtcaaagtgagtcaacatacatcttca
ccaatgttctacaatggttatatttgactaagtgtttgttcaaatccaagaaattgatcagttttgatatactgat
gcgtagtgttgaggggtgtcatcgaagacgttgttgatcaacctgtaggtgttttctagttcattctttttgacaa
tgatgaatgtgtcgtcaacattacgaacccaaattttcgecttgatetttggtaagattgeggtttctagtectetyg
aattactgcttctgcgataagtcctgatattagtgatcccatcgetgtceecttttgttggttegtaaattttgttyg
ttgaattggaaatatgtttttagtcataaatctatgagttctagtagactttgactttgaagcttegtatattttg
caagattttcgtcgttggtcagaagcaaggataacgtttcttttgectaagettagttcgattgaagtgaatagege
tgttacgtcgaaggatatcatcagctcgtcttcgtaacaaacaaagaagaacacctactgttgaggagtcccatac
tgggacgaaacggtcatccggtgctcgtctaacattgatcgactcgtgatttcaatcaaaaacctaacaatcttca
cgaccccatactgatacttaaaacaaaaatttaactcagttggtatccaattatctattgtactccaatatttcag
tgtttattttgttaactgttaatgttgacagtatcttgacaaccgtttgacagaatttctaaatccattaatatga
actaccccagggatgagatggtaatatacatttaaataaaacttcttttgettacataattacataattatctate
aaatctcatctatatacttgatttcagtattcatatatatcatgaatggtggagaagatttgtggctccggtgggt
aatttcgatgtaggtttgttctctgaactggatagtttggtcgtggagecttctaccagaagtttgtgeccgatgatyg
tcgttcagaaggacgatgaaagctccatgatcaaaccatccagctgagagaatgaacctacatcaaaatatatcat
gaatattgtatctcatctcagtagtatgtttatttggttacaaaatttatctcactttctctgtgtatatatgtat
gtatgtatagtattgattatgaatgctaatcagtgataatgagggtaatgaatgtatttctaattactaagataaa
ggtatgatgattctctttgagtgtgtgtgtgtgtgtttgatgtgattaaatgatttgttacgattggttgattttc
aatcaaaagtggtatagttaatgaatgtttcgttgtaacctatcagtcttatactccagettcaattcaattgtte
atacattacctcttgcttgattgtgtaatgatacgtattattgtgtatgagatgatcttgtattttgccatgttaa
aaccattcagtcgtattgtgtttgttgaactagtatctaattgaattcgttctetttettttttggtattatctta
agATTCCATTGTGTAATCTCAGTGATTCATATTCTACTGATCCTCCTAAATTCATTGAACARATATCAAATTCTCC
ATTTGCATTATCTACATCGAATACATCTGATATGTCATCTAGTATAGAACAACAACTACAACATCAGCAACAACAA
CAACGTCCAGAACGTAATCGTCTTTGGCAAAGTGTACGACAAT CTATGTCAAAATTTCGTTCACATTTTATACGTA
ATAATAATATACGATCATCGACAAGTTCTATACCAAATACACGTACATATCAATGTCGTCTTCGTGAAACTATTAT
TACTACTATACCATTATTAAATACCATAAATGATAATAATAACAATAGTAATAATAATAGTAATAATAAGCCTTTA
CATAATCCAACTATCAATGGACTAAAACAGCAAAACCATTTAGgtaagtatctctattattcttaatggaaacatt
tccattttgttcagataatccttgecttttgagtttatagtttgtctattattggaactaaccctttattttataga
tatttaaaaaatggtgtatatcctgttactaagtaattcatgttatatctgaagcgtttcaaatttactagttaat
gaatggaacaagact

>333748.c006312244.Contigl

gttgctattcctactgttctttcgattcggtctaaaaatgttatctctttgttctaacgggttatggcaacttgat
ccgatgtacatataccaggttctacgttgtgattgactggctgaccgactgcatactgtctacattgatttcatag
tgtaaacagatttattgacagcttaaaagagttaaaatgtactttagctattcacctcectaactattgagaataag
aaattttgcgaattgtgaataccatttgttatgttctggtagtttgcaaatatatcacgtaatacgattgacaatt
agaacaccgacttattgatgagactaataacgtattaacaagcaagagcagcatgaagtcaaccctgagttcttat
tgatcctttgatatagtagcttctcacctaacccageccggttttgtccagaacaccaatatcagtctcececgetaaat
gaatcctatattctaggcatacgcagtttatatacaaacaaatcagactgcatcataccataaaatataaattatg
aactatacaagatcaagccaaaaaagggctgtgggtgtgtaaaagactgaaattaataaataaggaataactcagg
aatggaaaatcgtataataatagtaaataggtcaaacggaagcttataataacagggatatatatataacgtagtt
acttaatagttatacaataagaacatatataacagtcgataaattgatcctagcagttaccatttacttgttette
gtccggacataacgctatttatttggaacttttctaatgtatagtttattttttegtccatttccctaaaatetta
tacgtttgatatcgcttaatgttgattctttgcattgttccaagattgtcatcattgattgatctaagctaaataa
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ccatttaaaatcagttaaaattgaacagtcatattattttgatttcgtagtatttaatagtgtacatccataattce
cacaaaggaaattgaaagtttggctgcgagaacactgtggtgtgcactactgatgtcgagagatataagtggtatg
tatcatcaatcgaaagtgaaatgtctggaggcagaaagtttagaaaatcgatgaaaagagaacgagaacagagaat
gattggtgtggaaacgaaggaaaaatgaagtctgagacgattgtttgacatttcgtaaaatgacaatcaaatacta
gtaacctacgattgttatctattcttaatagccatgcttcgecatcccaaaagtagaatagagagaatcgctgcetaa
gtaagctcattctttggttgaaagacgggtatcccacctatgeccacaactaacgtaaattaacaaaagacaatcga
gtcttctgaacctgcgeccgaaatttcgtccgacaagagactgtcgggactgatgagattcctaagataagtcgaac
gaacgattattgaacaactttactgcttatcattagttcaggcgctggtacaagccaatcctgaagtaataattta
catctggagggagagaacctcgaaccccgaacatccttgecattgtegtttaaggtggtcagatgagtctgaatttt
gtcagcgtcttcatcaaatagaaatatttactgtatggttcttagattttaaattctattgtcccacacttgtatt
ctcgttcaccacaacactacgttttattcgaatagattgtaatctaataatttatgggggtttttattggtgeact
gtttattctcttcttttatcagGTATGGATACTCCATTTTATCATCAAAATAGAAAATTCAATCATCAAAATCATA
TTCAATCTAATCGAGAATCTCAAGATTCAACATCAATTTTAACTAGTTTTCCTATAgtgagtgaggttagtattat
tactattactactcttattattattagtagtattttctgtgatttataccagtttataaatcctgctgttcatgat
gaaattattgaatcgttccaagaaatacgcgaacgttcatggtgttgttgttcacgatcaattttctactgaatag
agtatcctatctttttagggaacttttaagttcttataaaaatgtgtcagactaatattctatactattaatagat
gaacagtgttttcaacattcagtaatgttgtttgcgattttgaatcagtatatgatcattaagttaaattttgget
accaatctaaacttacgtggagcccatactgaggagtccatataggacaaacggcgtcagtgettccagtttteat
ggggccaaccttaatgatcagaa
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tgtattcgatagattcacttattaaactatatttcagtcctataattcaaccaccttaattactataactatgeat
cgacctgataaaagtgtaatacatccagttattctgataaacgaatggatatttcattttgttcatacattttacg
ggttccactttttctacaattaaaatagaaaagaaaaaaaatcgaatatcatttagtggtacgttacttgactaat
tataaatttgtccacatttcaatgtcattctgattaactctccctctectgtcectttttcgattcteccattggtttgt
ttatgaattgagttgacctgttattttgtttgatcatgtcgtcctcatcatcatatggaatatccaagcaggtatt
cataattgttatatacatctagtgatcgacttcataactggttacaaatcttgatctattgagtaatcttatcaac
aagttaataaattctctattcaattacttaaactgaattcggcectcatataactgtagtctatttgattgaaaatt
cgaatactacttacgatcagtaaactgttgatcttatttaaatctactgtaaacagagatgatcttataagcaaag
atggattccactgctagccactatccatctttgettataatgettgtgaattaaggcaatatcaaggtaatacgea
tagtatgcacatatgtcaataaaaaattgaccagttgcagtcctaaacatcaataagaagcttcaaacaaacaata
ctaagagatcattttgttgtcatattcgtaggaaatactgacaatctggttatttttttgatcaattaaactatat
tattagtccaaatgttattagatttatcaggaagtcgtaaatgaagaaaatcatcatttttcaagecttttctgtat
atggataagttattgaaacagttcgattgtaccttcttccttgattcaccgtcataatgcataaacaatacgette
ctaatgtaattaatgtatttttggaatacaacgattctttttttctaattgecctattttgtagTGTGATATGGATA
TCAATAAGGAACCGTGGTTTCATGGTGTTTTGCCTAGAGCAGAAGTGGAACGgtaagtttatcaaaaaatcgtaaa
gatggtttattcagtaaatagttgaatcaatcttgtaagcttgtgattgatggatagtcactaaccttctgtgtcg
aataaatatttatcatatatggtctacttttatttgcttatgtgttgactcgecttccgagaactacagtggagece
tctagaggccctgatggagcccaagagtttccatccaatcagaacatgatggagecttctagagtatcaatgtgge
atgctactattgaacattaggataatatgtctctatgcggattggtcaaatgataatgttgatttaacaaatgcta
atatctataaatacccatgattttctgtacatttcgattcttaccaagtgaacacttctccagtttttttttetgt
cttctgatttgcggecggtgaacttectagtegtaaactgtattctacgttaatcaagtagecgaacttgacattatyg
atcaactaactgtttaaatgacgacataatgtaaccaatcaatcgaatagtttaacagatgatgacgttcagggag
tgttttcgactaagtggatggatgctggccacgaatattttcacagacgtagaatatcttgaataaggatatggtt
ggtataatttagagttttaaggatctcattttgtgtgtatttcctaaagaacattacctcattaaggtcatacaca
taattgtaaatttgttagataaaacacctcattattaacgtttcattatttttcatagctgaaatcatgaatcaat
tgaagctagagttgctatctcacaacagacgtggttgaactccactcgacactacttcccactagaactccaggac
atgtatcttgaagtcagtcactagtgagcatatgattataataagaaggggtttttgtggagatttcagtattttt
catgaatgaaatgatgcgtcgattgaagcttgaccaccaggaaaaacctggaagcattggatgaccgtttcegtect
attacggaactctttggcagtgcgcatccacgatcccgcacccagaacctactagtcectegeggtagageatttgac
cgatagaccactgagccggcatccaacggtgttaatgtctaactccaaccaatcaaatctccacaaaaaccccttt
ggattgtttcattatttatgttaaataagtcacgtacgatttaattctttgttgttaaggttatttttgtcgttgt
tatttcctttgaataaacttgaagtacagaaaatgtgatctgattttattgatttatcgattattacaagettttce
tttttgtttttccttaattaaaggtatggcttttacttcactatatatgctactacaacaatataagattttgatt
gtttctatgttagatcacttactggtatagttacccatatctatagatttacttatcaatttattgattattagaa
ttataattgtacttgtaatagtacattgacatgtaatgtttgtatgtttgagtaatgaagatcaatactctgtgtyg
gagttgctctcactcactcacttactccctecectcactccactcactcattecttattactactettgttettatt
agtttatatattattcagttatcttgttataacatggtgtcaactgtgtaatattatcacaagtataaacatgact
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atgaccacgaacactctgccttcttcttcactattttctegtttattttacatgttactatgttattctatggagt
actttctttttgtttcacatagaaactaaatttttctggttagttttttttattaaggacacattgtaaattcctt
ttgagaaaaaagtattgggaaccttaaaaactaattgaatttatatatattcattgtacacagatgccctagtacg
gccgagagtagggatagtttgetctecctgtcgaaatgetctcacacggtcacgegecatatagectctaccaggga
agtcctactcactgecttctegtggecattactgttgtttacgaaattgaaaggatgaaaagcaaatgtcecggtget
ttaacccagttggtggacacggtgagtccacctcggggagttggaaaactctcattccaaaccaatggtgcacatyg
ggctgactccagaatcctgaaggaacaaatggcgcatgaatcaatcgttggtcaccgactatcatgggactacgte
tcctcacgattctccactgecttgaggatcagatcttcaggtcaaaggcteccgggtgtggteccecctaagaaaacca
tctgcttcagtttgecgcacctgggcagtatcacagecctcacgcaaatcgaatgaaatttgtgtggegeataaata
tctgttgctececcttgtatcaatatttatgtgttaaaataataataataaattaattgataggtaacaatgaacage
aataaataaataaataaaaattccataataagttatcatctcattggaaattaaatcatctgttataaagagcagt
atggtgtggtctacttatatcctcataagtagtatatggtaatagtcagacatagaatgtattttggcagaagacc
gataaagaaagaactgaaatgaagcgcaattggtaggaaaatgcatgaacaatgaaatcagagaagatggaatgat
atttgcagaagaaacggtcaagattgaaacgattgattgttattttgcaaattaactgttgactgtatggttatca
gatcttagtaagatagtttgtaatttgtgcttaaatacattcgattgtctccaactagtgttcttgatcactacaa
tagtacactaataggttaactattaaactttctaatggattcaagtatcactaaacttgtattttgtgtagcattyg
taacctttttctttacttgaatctacaaaagacaataataattagcttaactatttataaagtgttcaatagacaa
tcacattatggtgggtgctactgatgtcgacagatataagtagcatatatcatcaatagaaagtgaaatgtctggt
gtgcagaaaattagtaagtttgaagcaaagagaacgaaaacagagaatgattggtatgggaacgaagaaacaatga
agtctgagatgattgactgatattttgcaaatgacgtgtttttttttactgtatggtgctcagattttactaagag
attctgtaattgtgtgttcaaatacatccagctgtcecctgectgtgtcecctetttcactacagecattacatacggta
cgtttatttattctaaagtgagatctgtgttgagtgtatagaagagaaagcgacttcataatttgatagcaaatat
ctttcaaatggtttagttgggataataaccgtttcecttgtcaacttttttgaacatgaagattgaaatcacaagt
ttaatcgtaccgcatttttttttcttacttatacagTCTTTTACAGAATCAAGGCGATTTCCTTGTTCGACAAACA
AGTAAACGTTCCAGTGGTCGTGATACCATAGGT CATTGGAATGGAACTAATGGTGATTTAATCAATGGTAATCATA
ATGAAACAATATTAAATAAAGATCATAATATGGATGGAACTGT TTTACGTATGGTTTTATCTGTCTTTTGGCATGG
TCATAGACATTTCATTCTATATGGTGGACCAGAGACAGGTGAAGGTTGGCATTTAGAAGACGgtcatttctctaca
ataaggtaagtagtagtcacttttctagtctaatgtttttttgaacaccatgtataaacgaacaatattgttttca
ttgtcgaaatcatgagtcaaatgaagctagattaccatggagaacctgaaggtactggaaggccgtttegtcecccat
tatgggattcttcagcagtgcgcatccacgatcccgecactecgecgagattcgaacccaggacctaccagtecgegege
cggaacacttaaccgatagaccactgagccggcatctgaatctccacaaaacccecttctgaaatattgttttegat
tagatcctcatcaggctttactctaatatacagtaatatttatatgaatatacaaaattattaaaccaaccaaggce
agtttatgagtcaattataccagtggaatagattacataattaaacataataagtgtacagtacaaattgggtagt
gtgatgacaagtgtacttgttgtgctatgaataacagaggcttgaattaatgttacataatgagaaataggttatt
gattagaaaaaatatagacactgaaataacattcataaaagccataagattacgtaataagaaggaagtgttcaga
taattggacggtgaaacgtatacttgagaaaaaacaaaatgataggagggggtgaagagaacaaacgtagaaacag
tatggagaataataatgaataaaatcatttattaagacctagggagagattagggttttacacaattctgatgtac
acaaaagacttgaattgttgactcgaattcctatagettctgectatttgtaagaggcgagatagaaccccataaga
aaaactagtaggaatacgatactacatgaccgctatcgatcatctgttattgaaccgagectgegtattgecttgac
agtacctttttctaactatgaagggaaatgttcactaactatttggttcatttatctggtagtacgctcagtatag
tttatagtgaacataaaactttgctgattagcgaaaatatatctggcactaaactgttagtgtttcccagtcgtac
attttggtaaattatgacacgttttctttcgaaacctttgtttctattggtattgttatcgacaacctctgaggaa
tgtgaccgtagttagcagctgttaccttactgcacaactaagttgtttattaggtttttgcatccagttgtataaa
actcatatagaaaatggagacaaaaacttttgtcataatcggtttccaaccagatatcatacctggctgetttttt
taaaattttaagtacgagatggatatgtgaacaactgtagtatgcaatctgagttacggaatgttcttactggttyg
catcctaaatgaaaaacacgtaaatattaaccaattgttcaccaagttttgacatcttttcacctagttcgactat
tactttctggttcaatacacgtaatttcacccgtattttctgtttaagaatagtgtcatatctcatagacaaatag
tacagtaatatgttttctagtactaagttttatcaagacaatatgggtttcataattaatatcataatcgcatata
acccatgctaccggctaccaactagcacaacataaatattttcagtttagttctaggtactacttgtgagtagett
agtattttctccgaaatatcatccgtggtttgagtccgataatagtgggtccatttattgttcatacacaaattca
tcgaaaaacatttcaatcaattgtgtggtattattagtgaacttgtgtttcagagatagatttgatcaactaatta
actgatcttgagcaagtgtgatcaggccttatggtttttacttttgacattcecctgtgtaattgacccaattgegt
cacaagacaaaccctttcatagaatcctgaaggccaaaggaaaagagaagatcaaagaacacattacgccgagaaa
gggaaacagatatgagaaaaatgaacaaaaactggatagaactagaaaggaaggcgcagccaggacagagtgggtt
ggagaatgctggtcagcggcctatgctccatagggagtaacaggcgtaagtaagtgtaattgatgagecattcaate
aatagaaaatctttcgaatattttttcataagtttattatcagctctgaaatttctcttggataatcacgattgte
gtttgcttaataactaaaattgtatagGGAACTGATTGAATAT CACATGAAAACTCAAACTCCCGTGACAGCGARA
TCAGGAGCATGTCTTGTGACACCAATTTCAAGACCTGATTGGGAACTAGACAATCGTGATGTACAACTACTACAAA
AAATTGGTCAGgtatgttttcagacattgtgttttacaaaaataataatcgattttaataatgccattgttatget
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tgttatttcgtaatgcgtgtctcctatgatggaataaactgccaaatcgtccacggaggacaactcaccgactcat
tcaaggtaaagaccggtgttaggcaaggttgcttactctcaccctttctetttecccatggtgatcgactggatcat
gaagacgtaaacatctggaggaaagcacgggataaagtggactggcaagatgcagecttgacgatttaggcttegea
gatgatctggctcctctatcacaaacgcaaaaacaaatgcaggagaagattaccagtgtagcagtagectcageag
cagtaggtctcaacataaacaaagggaaaagcaagactctccgatacaatacaacatgcaccaatggaattacact
tgacggagaagctttggaggatgtggaaacctttacatatctgggcagcatcatcgatgaacacagtggatctgat
gcagatgtgaagacgcggatcggcaaagcgagagcagcatatctacaattgaagaacatctggaactcaaaacaat
tgtcaaccaacaccaaggttagaaatttcaatacaaatgtgaagacagttctactgtatggggcggagacgtggag
aactacgaaagccattattcagaagatacaagtgtttatcaacagttgtctacgaatgatacttcggatctgttgg
gcagacactatcgacaacaatctatcgtaagagagaacaaaccagactccatccggtggatgaagaaataaggaag
aagcactggaagtggatagaacccacattgaggaaagcacccaactgtgtcctgaaggctaaaggggaagaggaag
gccaaagaccacattacgccgcgaaatgtagacggatatgaaaagaatgaagaaaaattggatggaactagaaagg
aaggccgaggccagagtatgtgggttggagaatggtggtcggecggectatgectceccattgggagtaacaggegtaag
taagtgtgtaagttatgtctgtatagtacagaatacttgagaaatgtaacaattgttttggaagtattgcacatat
ttagcagaaacttcaagccagaaacattaactcttgtcctaagttattatgtaacatagccaagtcagtatcagag
tctgaattttcatcgattatagttattggcatatgtctatcctccgtctactgtaacgecgtaatgtctgtgtttta
aacttcgaagcaagatttgtttttttgttggagaactgaattaaacaccagggttctttgttttttccacattace
tcataatggaaaaagagcattcttcaacctaactatggaatttactcatgactttcgaccttgtttgagtagetac
agtcacagatgttaatttttggttgtacttcaacaaaggaaacgcctgattctaatcgettctcaagtacatgeat
gtatggttaccgcagaataattgacagctgtcagtagtttgtagtattcatgtagtagegtgtattatttatttta
tattctgcatctccttetttttacagGGTAATTTTGGTGATGTTTATCGAGGTGTATATAATGGATGTGAAGTTGC
AGTGAAAACTTGTCGTGTTGATATGACTGCATCGGATTTACGTAGGAAATTTCTACAAGGTGARAACAACTGCATTA
AATTTCAATCATCCAAATATTGTCAAATTAGTTGGTATTGCAGTTCAATCTTATCCAATTATGATTGTAATGGAGT
ATGTTCCAGgttggtgaacttttcatgtttttcatgaattctagcatatttcatgttttattcatgttaatttgtt
atttttactacttactagctataagtagttacattttcaaaggataagtgttgtagcatggga
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agGGTAATTTTGGTGATGTTTATCGAGGTGTATATAATGGATGTGAAGTTGCAGTGARAACTTGTCGTGTTGATAT
GACTGCATCGGATTTACGTAGGAAATTTCTACAAGGTGAAACAACTGCATTARAATTTCAATCATCCAAATATTGTC
ARATTAGTTGGTATTGCAGTTCAATCTTATCCARATTATGATTGTAATGGAGTATGTTCCAGgttggtgaacttttc
atgtttttcatgaattctagcatatttcatgttttattcatgttaatttgttatttttactacttactagctataa
gtagttacatttcaaaggataagtgttgtagcatgtggattgacagtaatttgtgactgcacgttaacagtgttgt
actagtacttgaccataaatgtctttagaggattggtctaatattccgtaaccatcggctgagecacgttgaggtt
actcttcaaaaatacagaatggttgatgaagtagatcttcagcaacatgtattatgtatatccaacgaacgtctat
cgtaaacgacgtttactggcctgcaagtaagttggagaaagatggagacgataggttagtagettaacgtcagtee
atgaattaattaaaagttattctgagacatattgatagatgcaaactaccgggttacactcctcaaaacgttctea
accaacggttaaaaacattgtgtcatgtttgagaatcggtcaaaagagcgtaaacatatttggtatttgecttact
tcggatcctcaattttgtaatcattttttcacaccttatcaccctaatacattctgtctacagtcacataatctgt
ttctaatcttttttcactatcatggttctaatgtggtgttatattgggtagttttgecattttgtgtaccgaactat
acgttgaatttgtctgggacatcattggaagtggaacaaatatgttttctcagaaaatgaagataggtgacaggaa
aattattgttccaataaggataaaaaaaattttttaattaagtgaatgaactttagaattcgttgtgaacgtcagt
actgcaatacatacaaatcccaccaactggttccaaatgcaacaaagtgegttcattaaattccacttgtagetac
agttcagaactgaattaaaagtatgaaactatgggcaataccgaggtttctgttacatctccacgtatgctatage
tgattgatataatcttgtatatcaataacggggaagtgtgaacgcttttcaagtgaactactgtaaaattcaagtg
aaactactattgtgattagtttgttttcctgttgtttcattctccgggetttcactttctctectggataatattat
cagtacaaatatcaaatagaagtgagttatccagataacaacgccatggtcaccattctttctgteccttatcttte
ttgtgtatatcacatcacactacttaatactactcagtagcggagtatcagtctgtcacttagttcatataggtat
atacaactatacattcatttgattgaaacgatcgttttaactctcttcectttgataagttaataaatcgtattatt
ctaatttattccgtttgtttttgtattcattataaagGTGGTTCTCTGTTAAATCATTTACGTAAATCAAAAAATG
CATTACCTGTTATGAAACTACTTCAAATGAGTTTAGATGCTGCTAATGGAATGATGTATTTAGAAGCGAGAAATTG
TATTCATCGgtatgttttattttatgctcatttaatatcatactttactttcatatgattttatttatttatacac
ataaatattggtacaaggaggtagtaccagatacatatacgccgcacaaatctcattcgatttgtgtgagggctgt
gatactgctcaggtgcccaaactgaagcagatggttttcttaaggggccacacacggagcatttgacctaaaggte
tgatccacaaggcagtgaagcagcgtgaggagatgcagtcccatggtagecggtgatcaacgattggttcatacge
cattcgttcectcaggatactggagtcageccatgtgcaccattggtttggaatgagggttttccaactectetag
gtggactttccgtgtccaccaaccecggttaaagcaccggacattegettttegtececctcactttggtgaacaaca
catccgccacgagaaggcagtgagtaggacttccctgaccgagactgtatacgecgtggeccatgtgagagecatttgg
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agaggaagagtggactctctacactctcggeccgtaccagggcattttgggggcactttcatataaattcatatttyg
ataaattcaatcctgataatggttgtaaacagattgatggtttcttcttatatcaatgtagtgtcttttaatgaca
gttggcaggaatactaatccgtaattcccatagaaggaacgttaccactaatctagtcctggcacgaataacttee
tccttctacctgtagtgagttttccagtatacgttettcaataactttcggagggatagagtcaatatatgtaaat
tgaaatgaactcatctttcataattttgcttaataagtacaaagtaattttagactttatgtaatagtgtgtaget
tcggtcagatttcecttagtaacatttgaatggatggaatattttgttattacactaaacgaaatctgtagtgttyg
gttgttatgttaagcccacatagecttatttgagcttccgaacagaccgatttgttcaatecttctggagecatactt
taactttgaccgttgtgtgcacttcatatcctattcatcacatgtttgtgacttatttttatatgactaaaaatat
tgattcacgcttggcgaaatcgagttggatcacattgtttcctcaccgcacgtcatttegectegetetetteatt
tccccaatagtttgtctggatcaatgattgtatcaaatatacgtattcaaacattcattctegtatttgacttett
taatcccgttactcactaacgcgagttaagtcaataattatataagaaaattggtgacaagtatatttcaataaca
atcattcacatgatctaaatagagcataggccgctcaccagcattctccatccaactetgttctgagectteettt
ccagttgttattcatcctcttcatatctgcttcaatcttagtcactatggaatatagagaagagtgactacttgta
actcgatttgaatattgaaactttattttatagtctatgcgttaatcatcaagttaaaccattttaaccaggatca
gtaataataaattcgactttgttagaataaaacctttacatatctgagcagcatcatcgatgaacacggtggatct
gatgcagatgtgaagacgcggatcggcaaaccaagagcagcatatctacaaatgaagaatataggggattcaaaac
aagtgccaaccaacaccaagttcaaaattttcaatacaaatgtcaagacaattctactgtatggagcgaaacttgg
agaactatgaaagctatcatgcagaagatacaggtgtttatttacagttgtctatgcaagatacttcggatcegtt
ggctagacactatcagcaacaagttactgtgggagagaacaaaccagattccactggaggaagaaatcaggaagaa
gcgttggaagtggatagaacacacattcagaaaatcacccaattgcatcacaaggtgagccatcacttggaatect
aaagaccaaacgggaaggggaaggctaaagaacacattgggccgagaaatggagacagacatgagaagaatgaaca
aaaattggatagaactaggaaggaagatccaggacagagtgagtgtgagaatgctggtcggctacctatgetectt
tgggagcaacaggcgtaagtaagtgagtaagtagaataaaacgataacaaatagtaaatttcgegtattctatatce
tctcattgtatattattcattatatctgtattaaaatagTGATTTAGCAGCAAGAAATTGTTTAATTTCTGATGAT
GGTCAATTAAAAATAGCTGATTTTGGCAGTCAAGAGAAGAACATATATATGAAgtatgttgaagaagtagttttat
atatgtatagaatatcggtgtttaggaacctcattttttatcaaatacatatgtatgtatgcatttattatttatt
taaacacactcaaagaggcaacaaatagatatgctccatatgaatcaaatgatttatgtgagggttgggatactge
cccgacagcccaaactgaagcaggtggtttceccttaggaageccattcececccgaacctttgacctacaagtccaatcca
taaggcagtagatctgttatatcgtgtacgtgcgtgecectgtttaatatataacgtgacgatgtcgectaatcggat
agcagtgaattagcgatcggaccaatacacacaaaatccgtgcgagcagtctagagtactaatctgtccggcetate
tgcctageccagcecagttaagtccagaacactaatctcagectctgeggtataaatcattgttcetcacacacactyg
ggtttatatacaaaacaaactgaccacgtcgtaccatgaagtagagaacaacatttgtacaagctttageccaaatyg
tggctgtgaataggggggacagtaattaatatactgggcataactcaggaatggtaaatcctacagtaatagtcta
tgggtcaaaataaagctcataataaggggaacatgaatatgaatattttagttacttaacaatcatacaataggaa
atatatgtatcatattggtctataaatagttctcaaagttaccaatcataattctcttcaagatataacacctctt
tttttgaaagatccgaagttgatatccggactttaaatttcatgaatttataccccccaacgaaatagtgttggat
tctcatatacccgacatttttctcttattcttataagaaagttcaccaggaacatgtgaatcatcaaagtgatcga
tatctggcaaagcgattgggggatcccgataattaggttaattagaaacttttgtcgecagecatgattagttteatyg
tggtgcaattatcttatttatactgctcgatttattttctgtttctttgtgggecgggegectgcagcaatttcttaa
gcatttagcacgacatcgtctttctatgaactggataattcactgtttctacgttetttttggggataatagaatt
Ccgaaccaacaatagggcatatctctgaagtggacagtactggactactgggctgatcgtgtgtggectgctactget
tcgcataaattactgtttataacggattcatggaggctttcatcggcacatttattcattctgcaatcattttcca
gagctgtgcgcaatttagaaattaattcgctaacttcccatacccccaaagecatgggtgattcggcagetttatgt
ataatttgtcgataaatcccatctgactctttttgaagcaatacgttcatacatcttttgttccctcaggattctyg
gagaccttgttcacagttggtttgaaaccaggattttccgactcacccagatggatcctecgtatccatcaacatyg
gttaaagcgtcgaacattcgettgacgecttttcaacttegtaaacaacagtaatgecggtgagaaggcaatgaata
aaattttcgtgacagtggtgcataagcgtggttatgtgagagcattttttgaggtecgtactaattctcttcacact
tttggccgtgccattgcatctggggcaaagacttgagttctgagagectatgctatattaaagtgaccgaatccact
atcttccattatttttactgaaagattttatatcataaggaactttcgtcatataattcaactactatgaaggagt
ttcacgaaaatatctattaaaggtcaacacatttcttaaacattacggtttttageccgtactgtaatattctaata
acagtgtctttaccgagtttttctttatattccttcatatggcagttgtgattcatcttatctatctatctatceta
tctttttctagTTAAGTGATAAACGAGGTCARATCCCTATCAARATGGACAGCTCCTGAAGCACTTCGTACTGGTCG
TTATACTATTAAATGTGATGTATGGTCTTATGGTGTACTTTTATGGGARATATTTACTTTCGGTGATGTTCCTTAT
CGAAATTGGTCTAATCAACAAACTAGGGATATGATTGAATCAGgtaagttctttaatttctcaaatctgttatgta
agtttctttatgctaaatgaatgaatagaatgaacataaagttttggattcaattagtattgtttatttgaatctt
cccattgatgtctaggactgcaactggtcggtgttttttgacatatgtgcttactgtgecgtattgectcgatatag
cctcaattcacaagcatggtaagtaaagatggatagtggctagcaatggaatgcaggacgegecattttgtectatt
tgggactcgccagcectggatgtacgtgccacatctaaaacttgtagatgttttttcgggcgacttctacccgggaac
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E17

El6

E17

El6

attttcagtctaagacggggttccttgctaattttataatgacacccaaaatcaccccaaacgattacctecttta
gaaaagctcgaaaaaacctcataggcggccagtgggactcattgggatctttaacaactctatttaagacat

>333748.c004513974.Contigl E15 a E17 correto

agTGATTAGCAGCAAGAAATTGTTTAATTTCTGATGATGGTCAATTAAAAATAGCTGATTTTGGCATGT CAAGAGA
AGAACATATATATGAAgtatgttgaagaagtagttttatatatgtatagaatgtcggtgtttaggaacgtcatttt
ttatcaaatacataagtatgtatgcatttattatttatttaaacacactcaaagaggcaacaaatagatatgctcc
atatgaatcaaatgatttatgtgagggttgggatactgccccgacageccaaactgaagcaggtggtttecttagg
aagccattccccgaacctttgacctacaagtccaatccataaggcagtagatatgttatatcgtgtacgtgegtge
cctgtttaatatacaacgtgacgatgtcgctaatcggatagcagtggatcatcgatcggaccattgatacacaata
tccgtgcgagcagtctagagtactaatctgteccggectatctgectageccagecagttaagtccagaacactaatt
tcagcctctgecggtatgaatcattgttctcacacacactgggtttatatacaaaacaaactgaccacgtcgtacca
tgaagtagagaacaacatttgtacaagctttagccaaatgtggctgtgaataggggggacagtaattaatatactyg
ggcataactcaggaatggtaaatcctacagtaatagtctatgggtcaaaataaagctcataataaggggaacatga
atatgaatattttgtcgataaatcccatctgactctttttgaagcaatacgttcatacatcttttgttcectcagg
attctggagaccttgttcacagttggtttgaaaccaggattttccaactcacccagatggatcctccgtatccate
aacatggttaaagcgtcaaacatgcgcttgacgecttttcaacttcgtaaacaacagtaatgcggtgagaagacaa
tgaataaagttttcgtgacagtggctgcataagecgtggttatgtgagaacattttttgaggtcgtactaattctcet
tcacacttttggccgtaccatcgecatctggggcaaagacttgagttctgagagetatgetatattaaagtgaccga
atccactatcttccattattcttactgaaagattttatatcacaaggaactttcgttatataattcaattactatyg
aaggagtttcacgaaaatatctatcaaaggtcaacacatttcttaaacattacggtttttageccgtactgtaatat
tctaataacagtgtctttaccgagtttttectttatatteccttcatatgacagttgtgattcatettatctatetat
ctatctatttttttctagTTAAGTGATAAACGAGGTCAAATCCCAATCAAATGGACAGCTCCTGAAGCACTTCGTA
CTGGTCGTTATACTATCAAATGTGATGTATGGTCTTATGGTGTACTTTTATGGGARATATTTACTTTCGGTGATGT
TCCTTATCGAAATTGGTCTAATCAACAAACTAGGGATATGATTGAATCTGgtaagttatttaatttctcaaatctyg
ttatgtaagtttctttatgctaaatgaatgaatggaattaacggaaagttttggattcacttagtattgtttattt
gaatcttcccattgatgtctaggactgcaactggteggtcttctattgacatatgtgettactgtgegtaatgect
cgatataggctaaactcacaagcatggtaagtaaagatggatagtggctagcaatggaatgcaggacgegecatttt
gtcctatttgggactcgtcagctggatgtacctgeccacatctcagacttgttgatgttcactctgggactcgaacce
cagtacctttcacttcaaacggcatcgecgttatccactcggccactgagtecgtgatageccactttecttgtgcaatg
gggtgaagtttaaatttacttagtattgtttgtttgaatcttccccattaatgtttag

>d000017208.Contigl d000017208.Contigl:1,4942

cttcatttccccaatagtttgtctggatcaatgattgtatcaaatatacgtattcaaacattcattctegtatttgac
ttctttaatcccgttactcactaacgcgagttaagtcaataattatataagaaaattggtgacaagtatatttcaata
acaatcattcacatgatctaaatagagcataggccgctcaccagcattctccatccaactctgttctgagecttectt
tccagttgttattcatcctcttcatatctgecttcaatcttagtcactatggaatatagagaagagtgactacttgtaa
ctcgatttgaatattgaaactttattttatagtctatgcgttaatcatcaagttaaaccattttaaccaggatcagta
ataataaattcgactttgttagaataaaacctttacatatctgagcagcatcatcgatgaacacggtggatctgatge
agatgtgaagacgcggatcggcaaaccaagagcagcatatctacaaatgaagaatataggggattcaaaacaagtgee
aaccaacaccaagttcaaaattttcaatacaaatgtcaagacaattctactgtatggagcgaaacttggagaactatg
aaagctatcatgcagaagatacaggtgtttatttacagttgtctatgcaagatacttcggatccgttggctagacact
atcagcaacaagttactgtgggagagaacaaaccagattccactggaggaagaaatcaggaagaagcgttggaagtgg
atagaacacacattcagaaaacacccaattgcatcacaaggtgagccatcacttggaatcctaaagaccaaacgggaa
ggggaaggctaaagaacacattgggccgagaaatggagacagacatgagaagaatgaacaaaaattggatagaactag
gaaggaagatccaggacagagtgagtgtgagaatgctggtcggctacctatgetectttgggagcaacaggegtaagt
aagtgagtaagtagaataaaacgataacaaatagtaaatttcgcgtattctatatctctcattgtatattattcatta
tatctgtattaaaatagtGATTTAGCAGCAAGAAATTGTTTAATTTCTGATGATGGTCAATTAAAAATAGCTGATTTT
GGCATGTCAAGAGRAGAACATATATATGAagtatgttgaagaagtagttttatatatgtatagaatatcggtgtttag
gaacctcattttttatcaaatacatatgtatgtatgcatttattatttatttaaacacactcaaagaggcaacaaata
gatatgctccatatgaatcaaatgatttatgtgagggttgggatactgcceccgacagecccaaactgaagcaggtggtt
tccttaggaagccattccccgaacctttgacctacaagtccaatccataaggcagtagatctgttatatecgtgtacgt
gcgtgecctgtttaatatataacgtgacgatgtcgetaatcggatagcagtgaattagecgatcggaccaataacacac
aaaatccgtgcgagcagtctagagtactaatctgtecggctatctgectageccagecagttaagtccagaacactaa
tctcagcctctgeggtataaatcattgttctcacacacactgggtttatatacaaaacaaactgaccacgtcgtacca
tgaagtagagaacaacatttgtacaagctttagccaaatgtggctgtgaataggggggacagtaattaatatactggg
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E17

E18

E17

E18

cataactcaggaatggtaaatcctacagtaatagtctatgggtcaaaataaagctcataataaggggaacatgaatat
gaatattttagttacttaacaatcatacaataggaaatatatgtatcatattggtctataaatagttctcaaagttac
caatcataattctcttcaagatataacacctcectttttttgaaagatccgaagttgatatccggactttaaatttcatg
aatttataccccccaacgaaatagtgttggattctcatatacccgacatttttctecttattcttataagaaagttcac
caggaacatgtgaatcatcaaagtgatcgatatctggcaaagcgattgggggatcccgataattaggttaattagaaa
cttttgtcgcagcatgattagtttcatgtggtgcaattatcttatttatactgcoctcgatttattttctgtttctttgt
gggcgggcgctgcagcaatttcttaagecatttagcacgacatcgtctttctatgaactggataattcactgtttctac
gttctttttggggataatagaattcgaaccaacaatagggcatatctctgaagtggacagtactggactactgggctg
atcgtgtgtggctgctactgettcgeataaattactgtttataacggattcatggaggetttcatcggecacatttatt
cattctgcaatcattttccagagctgtgcgecaatttagaaattaattcgectaacttcccatacccccaaagecatgggt
gattcggcagcetttatgtataatttgtcgataaatcccatctgactetttttgaagcaatacgttcatacatettttg
ttcectcaggattctggagaccttgttcacagttggtttgaaaccaggattttccgactcacccagatggatectecg
tatccatcaacatggttaaagcgtcgaacattcgcttgacgecttttcaacttcgtaaacaacagtaatgecggtgaga
aggcaatgaataaaattttcgtgacagtggctgcataagcgtggttatgtgagagcattttttgaggtcgtactaatt
ctcttcacacttttggccgtgceccattgcatctggggcaaagacttgagttctgagagectatgectatattaaagtgace
gaatccactatcttccattatttttactgaaagattttatatcataaggaactttcgtcatataattcaactactatg
aaggagtttcacgaaaatatctattaaaggtcaacacatttcttaaacattacggtttttageccgtactgtaatatte
taataacagtgtctttaccgagtttttctttatattccttcatatggcagttgtgattcatcttatctatctatcetat
ctatctatctatctttttctagTTAAGTGATAAACGAGGTCAAATCCCTATCAAATGGACAGCTCCTGAAGCACTTCG
TACTGGTCGTTATACTATTAAATGTGATGTATGGTCTTATGGTGTACTTTTATGGGARATATTTACTTTCGGTGATGT
TCCTTATCGAAATTGGTCTAATCAACAAACTAGGGATATGATTGAATCAGgtaagttctttaatttctcaaatctgtt
atgtaagtttctttatgctaaatgaatgaatagaatgaacataaagttttggattcaattagtattgtttatttgaat
cttcccattgatgtctaggactgcaactggtcggtgttttttgacatatgtgettactgtgegtattgectecgatata
gcctcaattcacaagcatggtaagtaaagatnnnnnnnnnngttatccacttggccactgagtcgtgatagecacttt
cttgtgcaatggggtgaagtttaaatttacttagtattgtttgtttgaatcttcccattgatgtttttaggactgcaa
catggtactgggttcgagtcccagagtgaacatcaactctaagatgcaggtacatccagectgacgagtcgcaaaattyg
gacaaaacgcgcgtcaaactggattccactgctagccactatccatctatgectagaaagttttggagtttagttcta
tgctaacttacttttatcagtaatatatcgatacaatcatttcttttttttcaatattttctcttgtcagGTTATAGA
TTACCTGCACCAGATTTAATGCCAGTTTGGTTGCGTACATTAATGAATCATTGTTGGCATGATGAACCAATGAATCGG
CCAAGTTTTTCAAAAATTTCTAATGAAATACAAATACCTAATGTCAATTCATTTACACCAAATTTAAATAGATCTATA
GACAATGCTCAATTGAAGAAATCTGCTATTGACAACCTATCAACAACTCCATTACATTTATCCGTTTCTGTTAAAGAT
AGACGAACTAGAGAAGATTAAtatggatctttttttgttactatgccctatacatacatacatatatacatacataca
catacatacaatagatcatagagatctatatacatacatgtaattgtgtatatgtattgcaatcttttttctgttttt
ttttttgcaagcgectttatttccctgttattcactatggcaactaacttacagttccgagtgacaaacctttctatt
tattattatcattaatataattgattcaattcatgatatatggtatacatagttgtactgtaaccatgcatatcatat
aatccactacctatgatcattgtaattgtcattatatcatttcattttaataatttttatgatttcaatttatactac
ttatatacttatttaatccttctttcattgtttcttatctttacttatagactgtgataaaaagtagatttaatttgt
atattctcttcagattacattacatttaccataaacaaaataatacacataaatgaaccattctcaaagagaaaggga
gtatgtgtgtgtgtgtgtgtaagtgttcaatatgacatacattcataatgtaatttatgacatcgattgagtaagtge
ctgcttaccctgttaatacacacatatatatatgacgtgatgatcccectggcaatcagtgaggagttatcattcatt
aatctccatggtatataacatagttcat

>333748.c006012707.Contigl

gttcaaacacatttttttaaccattacggtttttagccggtacgataatatttttataacaagggtctttaccgag
gtttttctttaatattccttcatatgacagttgtgattcatcttatttatctatctatctatctttttcaggTTAA
AGTGATAAATGAGTTCARATCCCTATCAAATGGACAGCTCTTGAAGCACTTCGTACTGGTCGTTATACTATTAARA
GTTGATGTTTGGTCCTTATGGTGTACTTTTATGGGAAATATTCACTTTCGGTGATGTTCCTTATCGAAATTGGTCT
AATCAACAAACTAGGGATATGATTGAATCAGgtaaattatttaatttctcaaatatgttatgtaagtttctttatg
ctaaatgaatgaatggaattaacggaaagttttggattcacttagtattgtttgtttgaatcttccctttgatgtt
tttaggactgcaacatggtattaggtttgagtctcagagtgaacatcaactctgagatgcaggtatatccagetga
cgagtcccaagtgggacgaaacgcgcatcaaactggattccactgctaaccactatccatctatgectagaaagtt
ttggagtttagttctatgctaacttacttttatcagtaatatatcgatacaatcatttcttgtttttcaatatttt
cttttatcagGTTATAGATTACCTGCACCAGATTTAATGCCAGTTTGGTTACGTACATTAATGAATCATTGTTGGC
ATGATGAACCAATGAATCGGCCAAGTTTTTCAAAAATTTCTAATGARATACAAATACCTAATGTCAATTCATTTAC
ACCAAATTTAAATAGATCTATAGACAATGCTCAATTGAAGAAATCTGCTATTGACAATCTATCAACAACTCCATTA
CATTTATCCGTTTCTGTAAAGATAGACGAACTAGAGAAGATTAAtatggatctatttttttgttactatgeccctat
acatacatacacatacatacaatagtttatatagatctatatacatacatgtaattgtgtatatgtattgcaatct
tttttctgtttttttgtttttgcaagcgectttatttcactgttattcactatggcaactaacttacagttccgag
tgacaaacctttctatttattattatcattaatataattgattcaattcatgatatatggtatacatagttgtact
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gtaaccatgtatatcatataatccactacctatgatcattgtaattgtcattatatcatttcattttaataatctt
tgtgatttcaatttatactacttatatacttatttaatccttctttcattgtttcttatectttatttatagactgt
gataaaaagtagatttaatttgtatattctcttcagattacattacatttaccataaacaaaataatacacatcaa
tgaatgattctcaaagagaaagggagtatgtgtgtgtgtgtgtgtaagtgttcaatatgacatacattcataatgt
aatttatgacatcgattgagtaagtgcctgcttaccctgttaatatacttatatatatatatgacgtgatgatcce
cctggcaatcagtgaggagttacaattcattaatctccatggaatataacatagttcatccaatatttcattattyg
aatatagacacttaattacttatgtatacttgaactaacttacctacttacttatacctgttaccccttgtaacct
atacgcacatatacttctgtagttattctcataggatgattctttacataccttaataggaataattgtctcattyg
ttttcttttecttttcttttttatatattccattgtatacttatcaatgtagggggttttgattttgaagggtatta
ggtaattattacaaattgtaacttataacttactttttatagaagtaaataaacaaaattgatacaaagtattagt
agtattggtattattatgtaatgcaactcgaacggatgtatgtacgtacgtacgtacgaagttctacgttgtgatt
gactgtatgtattgatgttgtttgatgttattgttatactctgttgaaattatatttagttgattgtttgttaata
tgactgatcatctcccacce

Anexo 2: Contigs gendmicos formados pelo Instituto Sanger. Em letras maiusculas estio
representados os exons. Em negrito estdo representados os doadores e aceptores de cada intron.
Em italico e sublinhado estdo representados os sitios para enzima EcoR I, apenas sublinhado os
sitio para enzima Hind III, apenas em italico os sitios para enzima BamH I e em italico e negrito
os sitios para a enzima EcoR V. Em negrito e sublinhado estdo representados os iniciadores

utilizados em Southern-blot.
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IX.3 ANEXO III
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08

09 -—- PO
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11 -—- -

12 c. PO
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07 ONLCN- VDKESTVOMNY
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Anexo 3: Alinhamento multiplo de SmFes e de proteinas ortdlogas de outros organismos. O
alinhamento foi realizado com ClustalW. As seqiiéncias usadas e o respectivo namero de acesso
no banco de dados foram: 1- Fes like de Schistosoma mansoni, (AAP68901); 2- FBS de Fujinami
sarcoma virus (NP_955606); 3- Fert2 proteina de Mus musculus, (AAHS58100); 4- Fps/Fes de
Mus musculus (AAN33122); 5- PTK de Ephydatia fluvialis (BAA81721); 6- Fer de Canis
familiaris (AAF00543); 7- Fer de Homo sapiens (NP_005237); 8- Fer de Mus musculus
(AAB18988); 9- c-FES de Homo sapiens (P07332); 10- Fps85D(dFer) de Drosophila
melanogaster (P18106); 11- Fer-frk-1 de Caenorhabditis elegans (NP_501818); 12- Fes/Fps de
Felis catus (TVCTFF); 13- PTK de Sycon raphanus (CAA76605).
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