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RESUMO 

 

O sucesso da parasitemia por Schistosoma mansoni apresenta uma relação direta com a 

adaptação do parasito a diferentes ambientes e hospedeiros durante um ciclo biológico completo. 

Um dos mecanismos que estão envolvidos na adaptação do parasito é a expressão estágio específica 

de um conjunto de genes que são expressos de maneira coordenada, cujo controle pode ser tanto a 

nível transcricional como traducional. Um bom exemplo destes mecanismos de regulação da 

expressão gênica estágio-específico é a transição de cercária a esquistossômulo onde a 

diferenciação e as mudanças morfológicas e bioquímicas acontecem independente de síntese 

protéica. Vaults são ribonucleoproteínas com 13MDa, altamente conservadas entre eucariotos 

inferiores e superiores e compostas por um conjunto de três proteínas: Major Vault Protein (MVP), 

Vault (PolyADP-Ribose) Polymerase (VPARP) e Telomerase-associated Protein (TEP1), além de 

um pequeno RNA não traduzido. Em células de mamíferos, o papel biológico de Vaults está 

associado ao fenótipo de resistência a múltiplas drogas, ao transporte núcleo-citoplásmico e a vias 

de transdução de sinal. Até o momento a função exata deste complexo é desconhecida. A análise 

genômica comparada mostrou que organismos modelos como Caenorhabditis elegans e Drosophila 

melanogaster não possuem genes codificadores para os constituintes de Vaults, homólogos ao de 

mamíferos. Entretanto, estas mesmas análises mostraram a existência de genes relacionados à 

Vaults em S. mansoni. Estas observações levantaram várias questões, dentre elas o envolvimento de 

Vaults nos mecanismos de adaptação do parasito no hospedeiro mamífero. Desta forma, o objetivo 

geral desse trabalho foi realizar a caracterização molecular inicial dos constituintes de Vaults em S. 

mansoni. Através de ferramentas de bioinformática, os possíveis componentes protéicos de Vaults 

foram recuperados do banco de dados e utilizados na identificação, por homologia, de suas 

ortólogas em organismos superiores e inferiores, seguida pela análise dos dados recuperados. Os 

resultados sugerem que os componentes SmMVP e SmTEP-1 são conservados e que a SmVPARP e 

os vRNAs de S. mansoni permanecem por serem identificados. Os níveis de expressão dos 

componentes de Vaults foram quantificados utilizando PCR convencional e confirmados por qRT-

PCR utilizando RNA total de verme adulto, ovos, cercária e esquistossômulos mecanicamente 

transformados (EMT) com 3,5 horas, 1, 2, 3, 5 e 7 dias de cultivo in vitro. Os resultados sugerem 

uma expressão equivalente em todos os estágios evolutivos analisados. Para avaliar se os níveis 

equivalentes dos transcritos para a SmMVP iriam refletir nos níveis protéicos, foram realizados 

experimentos de western blot. Os resultados sugerem níveis equivalentes da MVP corroborando 

com os resultados da analise da expressão gênica ao nível da transcrição. Em conjunto, os 

resultados sugerem que o complexo Vault pode estar envolvido na regulação de processos celulares 



 xv

relacionados ao sucesso do parasitismo tanto durante a rota de peregrinação como na manutenção 

da infecção no hospedeiro mamífero. 
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ABSTRACT  

 

The success of parasitemia by Schistosoma mansoni has a direct relation to the parasite 

adaptation to different environments and hosts during a complete life cycle. One of the mechanisms 

that are involved in the adaptation of the parasite is a stage-specific expression of a set of genes that 

are expressed in a coordinated manner, which can be controlled both the transcriptional and 

translational levels. A good example of mechanisms for stage-specific gene expression control is 

the cercariae-schistosomula transition in where the differentiation and morphological and 

biochemical changes occur independent of protein synthesis. Vaults are a 13MDa 

ribonucleoproteins, highly conserved between lower and higher eukaryotes and consist of a set of 

three proteins: Major Vault Protein (MVP), Vault (PolyADP ribose) polymerase (VPARP) and 

Telomerase-associated protein (TEP1), and a small untranslated RNA. In mammalian cell, the 

biological role of Vaults is associated with the phenotype of multidrug resistance, nuclear-

cytoplasmic transport and signal transduction pathways. To date, the exact function of this complex 

is unknown. The comparative genomic analysis showed that model organisms like Caenorhabditis 

elegans and Drosophila melanogaster does not possess genes coding for Vaults constituents, 

homologues to the mammalian. However, the same analysis showed the existence of related Vaults 

genes in S. mansoni. These observations raised several questions, among them the involvement of 

Vaults in the mechanisms of parasite adaptation in its mammalian host. Thus, the general objective 

of this work was the initial molecular characterization of the Vaults constituents in S. mansoni. 

Through bioinformatics tools, the putative Vaults protein components were recovered from 

database and used by search to identification of this orthologues in higher and lower organisms, 

followed by analysis of data retrieved. The results suggest that Vaults components SmMVP and 

SmTEP-1 are conserved and, for another hand SmVPARP and S. mansoni vRNA remain to be 

identified. The expression levels of the Vaults components were quantified using PCR and 

confirmed by qRT-PCR using total RNA from adult worms, eggs, cercariae and mechanically 

transformed schistosomula (MTS) at 3.5 hours, 1, 2, 3, 5 and 7 days of in vitro cultivation. The 

results suggest an equivalent expression in all developmental stages analyzed. To analyze whether 

equivalent levels of transcripts from SmMVP can be reflect on the protein levels, we performed 

western blot experiments. The results suggest equivalent levels of MVP corroborating the results of 

gene expression at transcriptional levels. Taken together, the results suggest that the Vault complex 

may be involved in cellular processes that are related to the success of parasitism during both 

peregrination as a maintenance of the infection in the vertebrate host. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. A Esquistossomose humana 

A Esquistossomose humana, uma importante doença parasitária, é a segunda moléstia 

tropical de maior prevalência mundial, sendo considerada como grande problema de saúde pública 

pela Organização Mundial de Saúde (World health Organization - WHO). A esquistossomose afeta 

mais de 200 milhões de indivíduos distribuídos em 76 países tropicais e subtropicais em 

desenvolvimento (figura 1), causando severa morbidade e mortalidade em comunidades pobres sem 

água potável e instalações sanitárias adequadas. Estima-se ainda que 700 milhões de pessoas 

estejam em risco de infecção pela esquistossomose, cuja cronificação reduz a capacidade de 

trabalho das pessoas infectadas e em alguns casos pode levar a óbito. (WHO, 2010). 

 

 

 

Figura 1: Esquistossomose mansônica e sua distribuição mundial. 
http://www.path.cam.ac.uk/~schisto/schistosoma/map.mansoni.gif. 

 

 

Os relatos de ovos de Schistosoma Sp em vísceras de múmias egípcias datadas de 1.250 a.C. 

exemplificam a importância epidemiológica milenar desta parasitose (Amaral & Porto, 1994). 

Devido a estes relatos, acredita-se que a esquistossomose tenha originado nas bacias dos rios Nilo 

na África e Yangtze na Ásia, e daí disseminado para varias partes do planeta (FUNASA, 1999).  

Três espécies estão envolvidas na epidemiologia da esquistossomose humana: Schistosoma 

mansoni, que habitam principalmente nas vênulas que drenam o intestino grosso; S. japonicum, 

encontrado principalmente nas vênulas do intestino delgado e S. haematobium, que habitam nas 

vênulas da bexiga urinária. Outras espécies como S. intercalatum, S. mekongi e S. malayensis 

também podem infectar humanos (Hickman e Cols., 2004). A distinção entre as diferentes espécies 

de Schistosoma pode ser feita através da observação do formato dos ovos, do número de lobos 

testiculares dos vermes adultos machos, e do comprimento relativo do útero e dos vitelógenos nas 

fêmeas. 
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Dos vários tipos de esquistossomoses conhecidas, aquele que mais se disseminou foi a 

mansônica, que se espalhou por vasta área seguindo o curso dos grandes rios, atingindo o 

Continente Americano, através de escravos originários da costa da Guiné, Angola e antigo Congo, 

na África Ocidental e de Moçambique, na parte oriental do Continente Africano, que se 

estabeleceram inicialmente nas áreas de produção canavieira do Nordeste brasileiro. Acredita-se 

que estas regiões apresentaram condições bioecológicas favoráveis para a instalação do ciclo 

biológico do parasita (Chieffi & Waldman, 1988).  

De acordo com a Organização Mundial de Saúde, a esquistosomose encontra-se entre um 

grupo de outras enfermidades consideradas Doenças Tropicais Negligenciadas (DTNs), contra as 

quais existem planos de ação com metas a serem cumpridas visando sua erradicação (WHO, 2009). 

Cerca de 20.000 mortes/ano no mundo estão associadas com as várias e severas conseqüências da 

infecção por esquistosomas, tais como certos tipos de câncer, colapso renal, fibrose hepática e 

hipertensão portal, febre tifóide, hepatite B (além de um decréscimo na resposta à vacina contra 

hepatite B) e febre Rift Valley (WHO, 2009; Mott, 2006). 

Atualmente, há ferramentas efetivas para o combate das DTNs, mas sua cobertura 

geográfica frequentemente é limitada pela complexidade dos diagnósticos e dos protocolos de 

tratamento e pelas características sócio-culturais da maioria das pessoas afetadas. Portanto, há uma 

necessidade urgente de simplificar os métodos de controle de doenças como a esquistosomose de 

modo que os serviços locais de saúde não necessitem de grandes adequações para seu 

desenvolvimento (WHO, 2009). 

O S. mansoni é o agente etiológico da esquistossomose no Brasil, doença localmente 

conhecida como barriga d’água - ou como bilharziose em diversos países do mundo, uma 

homenagem ao patologista Theodor Bilharz que observou a presença destes parasitos no sistema 

venoso porta intra-hepático humano ao realizar uma autópsia em 1852. 

No Brasil, a esquistosomose é reconhecida como um problema de saúde pública grave, que 

está diretamente relacionado com o desenvolvimento econômico, recebendo atenção e esforços 

concentrados que tem feito decrescer índices de morbidade. (Chieffi & Waldman, 1988). Neste 

sentido, a quimioterapia realizada através da utilização do praziquantel tem tido papel central, com 

custos expressivamente decrescentes nos últimos 20 anos. (WHO, 2009). Entretanto, reações 

adversas a este tratamento, que incluem náuseas/vômitos e dores abdominais, levam a uma 

significativa taxa de não-adesão ao tratamento. Além disso, conta-se com o possível potencial de 

emergência de parasitos resistentes ao praziquantel, que não oferece proteção contra reinfecções em 

áreas endêmicas (Hoffman & Dunne, 2003). Apesar dos muitos casos de resistência do parasito a 

esta droga, os mecanismos de escape utilizados pelas cepas resistentes ainda não estão bem 

esclarecidos (Stelma e cols., 1995; Ismail e cols., 1999). 
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1.1.1. O ciclo biológico do parasito 

O S. mansoni é um trematódeo digenético (Trematoda, Digenea) pertencente à família 

Schistosomatidae, que apresenta claro dimorfismo sexual entre os seus vermes na fase adulta, 

sendo capaz de parasitar não somente o homem, mas também outros mamíferos. 

No hospedeiro vertebrado parasitado pelo S. mansoni, observa-se a presença de casais de 

vermes adultos em seu sistema porta intra-hepático. A fêmea de S. mansoni permanece alojada no 

canal ginecóforo do macho e este acasalamento desencadeia uma cascata de eventos que promove 

um bom desenvolvimento do ovário e das glândulas vitelogênicas nas fêmeas de forma a garantir a 

manutenção do ciclo de vida do parasito, ilustrado pela figura 2 (Fitzpatrick e cols., 2006). 

Os ovos de S. mansoni são excretados nas fezes de portadores da esquistossomose e em 

contato com a água e através de estímulos como luz, temperatura e oxigenação liberam uma larva 

ciliada chamada miracídio contida em seu interior, que procura pelo hospedeiro intermediário do 

parasito, o molusco de água doce do gênero Biomphalaria. As larvas, que têm sexo definido, 

penetram ativamente a hemocele do caramujo, multiplicam assexuadamente tornando-se 

esporocistos mães e posteriormente, numa segunda geração, esporocistos filhos. O hepatopâncreas 

do caramujo fica repleto de esporocistos filhos, que se diferenciam por expansão clonal dando 

origem à terceira geração, as larvas agora denominadas cercárias (Cunha, 1970). 

Através de estímulos como luz e calor, as cercárias deixam o caramujo entre a quarta e sexta 

semana após a infecção, permanecendo no meio aquático até encontrarem seu hospedeiro 

definitivo. Respondendo a sinais químicos, as cercárias penetram ativamente na pele humana 

através de ações mecânica e enzimática, perdendo suas caudas bifurcadas, passando a serem 

denominadas esquistossômulos. A passagem destas larvas pela epiderme e derme do hospedeiro 

pode durar de 24 a 72 horas aproximadamente (Cunha, 1970). 

Após atingirem o sistema sanguíneo ou linfático os esquistossômulos migram em direção 

aos pulmões, sofrendo apenas um elongamento aumentando assim seu volume corporal, não 

havendo sinais de divisão celular durante esta fase (Clegg, 1965). 
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Figura 2: Ciclo de vida do S. mansoni apresentado em diagrama esquemático - O parasito 
coexiste em três ambientes distintos: o interior do hospedeiro vertebrado, o ambiente aquático e o interior do 
hospedeiro invertebrado (moluscos do gênero Biomphalaria). No homem, formas larvais (esquistossômulos 
A) dão origem a parasitos sexualmente maduros (verme adulto B), os quais se acasalam e produzem ovos 
(C) que são liberados no ambiente aquático. Os ovos eclodem (D) liberando os miracídios infectantes (E) 
que penetram no caramujo dando origem a numerosos esporocistos (F). Os esporocistos geram cercárias (G) 
que saem do caramujo e nadam ativamente na água a procura do hospedeiro vertebrado. Adaptado de: 
Introdução à Parasitologia. Wilson, R. A, 1979. pp13. 

 

 

A migração dos esquistossômulos continua de forma assincrônica, passando pelo coração 

até chegar ao fígado onde o seu desenvolvimento se completa. A partir do oitavo dia já são 

encontrados esquistossômulos na veia porta-hepática, fase em que o parasito inicia a alimentação 

por sangue do hospedeiro e a divisão celular (Clegg, 1965; Cunha, 1970). Os esquistossômulos se 

acumulam lentamente nos vasos hepáticos, onde indivíduos jovens são encontrados ao lado de 

indivíduos adultos durante vários dias. A partir da terceira semana inicia-se a migração dos 

esquistossômulos para as veias mesentéricas, onde os parasitos já na fase adulta atingem a 

maturidade. Macho e fêmea se acasalam e as fêmeas realizam a postura de seus ovos completando 

assim o ciclo evolutivo (Cunha, 1970). 
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A figura 3 ilustra a passagem do parasito pelas fases de cercária a verme adulto durante seu 

ciclo de vida. 

A longevidade de um esquistosoma adulto é em torno de 3 a 5 anos podendo se estender por 

mais de 30 anos. Os casais de vermes adultos podem produzir cerca de 300 a 1.000 ovos por dia 

(Gryseels e cols., 2006). 

 

 

 

Figura 3: Estágios de desenvolvimento de S. mansoni. Esquema ilustrativo do desenvolvimento do 
parasito em camundongos dividido em 7 estágios: Estágio 0 – penetração das cercárias no hospedeiro com 
perda da cauda, seguida de migração dos esquistossômulos em direção aos pulmões. Estágio 1 – após 7 dias, 
presença da forma pulmonar dos esquistossômulos que sofrem um elongamento durante este período. 
Estágio 2 – passados 15 dias esquistossômulos são encontrados na veia porta-hepática, havendo um aumento 
em volume do intestino. Estágio 3 - organogênese na qual os machos iniciam o desenvolvimento das 
extensões laterais do corpo e das testes; um estreito útero pode ser visto nas fêmeas nesta fase. Estágio 4 – 
ocorre a gametogênese na qual os machos desenvolvem 8 testes e iniciam a produção de espermatozóides, as 
fêmeas apresentam um pequeno ovário e ocorre o acasalamento. Estágio 5 – síntese das proteínas da casca 
do ovo. Estágio 6 – migração dos vermes adultos para as veias mesentéricas onde ocorre a ovoposição. 
Figura adaptada de Clegg, 1965. 
 

 

1.1.2. A Patologia e o controle da esquistossomose 

Os sintomas da esquistossomose em sua fase aguda compreendem pequenas urticárias na 

região de penetração das cercárias, onde linfócitos e macrófagos são reunidos como resposta imune 

à invasão do parasito. Dependendo do número de parasitos e da sensibilidade do hospedeiro 

vertebrado, este pode desenvolver a forma toxêmica da doença, que é um processo de 

hipersensibilidade sistêmica contra a migração dos esquistossômulos, caracterizada por febre, 
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fadiga, mialgia, linfadenopatia, tosse não produtiva,  eosinofilia, entre outros sintomas que podem 

desaparecer em poucas semanas (Gryseels e cols., 2006). 

As principais lesões na infecção crônica não são devidas aos vermes adultos, mas sim aos 

seus ovos. Cerca de 50% dos ovos liberados pela fêmea são eliminados nas fezes; o restante 

permanece retido nas paredes do intestino e no parênquima hepático do hospedeiro, onde secretam 

enzimas proteolíticas que provocam reações inflamatórias eosinofílica e granulatomatosa. (Warren, 

1967). Na fase crônica pode ocorrer perda de peso, diarréia, dispnéia, dor abdominal difusa, 

hipertensão portal e hepatoesplenomegalia. A severidade dos sintomas está relacionada com a 

intensidade da infecção, a carga parasitária, a linhagem do parasito, o estado nutricional, a idade, e 

a resposta imune do indivíduo (Gryseels e cols., 2006). 

A estratégia de controle da esquistossomose tem como objetivo reduzir a morbidade, através 

de a medidas sanitárias de prevenção e controle associadas ao tratamento regular com praziquantel, 

única droga disponível atualmente. (WHO, 2009) 

O praziquantel, um anti-helmíntico antiparasitário de amplo espectro, com poder de ação 

contra numerosas espécies de cestódeos e trematódeos provoca alteração na permeabilidade celular 

do parasito, resultando na alteração do fluxo de íons cálcio nas células do parasita, levando-o a uma 

contração muscular espástica e, consequentemente, diminuindo sua capacidade de se contrair e 

relaxar, fazendo com que ele se desprenda do sistema vascular do hospedeiro vertebrado e seja 

então expelido pelo organismo. Embora seja seguro, efetivo e vastamente utilizado no combate a 

esquistossomose, o praziquantel não oferece proteção contra reinfecções em áreas endêmicas 

(Hoffmann & Dunne, 2003). Muitas cepas de S. mansoni apresentam resistência ao tratamento com 

este fármaco, porém os mecanismos utilizados pelo parasito neste processo ainda não estão bem 

esclarecidos (Ismail e cols., 1999). 

Entre as medidas de saúde pública utilizadas no controle de doenças parasitárias destacam-

se o melhoramento de moradias, higiene sanitária e controle dos vetores. No entanto, estas 

abordagens para o controle da esquistossomose têm se mostrado insuficientes ou pouco efetivas em 

muitos casos, sendo assim de grande importância o desenvolvimento de vacinas e novos 

quimioterápicos. (Who, 2009). 

 

 

1.1.3. Expressão Gênica em S. mansoni 

O desenvolvimento do S. mansoni ocorre como resultado da expressão coordenada de um 

conjunto de genes distintos, necessários para as alterações bioquímicas e adaptações morfológicas 

observadas durante seu ciclo de vida. A análise funcional do genoma do S. mansoni permitirá uma 

melhor compreensão de como o parasito está programado para viver em ambientes tão distintos. 



 - 7 - 

Desta forma, abordagens moleculares vêm sendo implementadas a fim de permitir novos modelos 

de investigação de moléculas importantes que servirão de base para a estruturação de novas drogas 

quimioterápicas e de futuras vacinas, que pudessem resultar numa ação de desencadeamento da 

resposta imune protetora, ou num bloqueio do desenvolvimento do parasito no hospedeiro 

vertebrado. 

O S. mansoni apresenta um genoma nuclear composto por 363 megabases que codifica para 

11.809 genes putativos com tamanho médio de 4,7kpb distribuídos em oito pares de cromossomos, 

sendo sete pares autossômicos e um par de cromossomos sexuais com conteúdo CG de 34%. Trata-

se de um genoma que apresenta famílias de genes de micro-exons que freqüentemente sofrem 

splicing alternativo, além de uma distribuição não usual de introns, com tamanhos bastante 

variados, especialmente entre aqueles encontrados na região 3’com relação aos posicionados na 

região 5’. Estudos de genômica comparada sugerem que esta arquitetura gênica é específica de S. 

mansoni. (Tanaka e cols., 1995; Berriman e cols., 2009). 

Interessantemente, metade dos fatores transcricionais identificados no parasito também estão 

presentes em eucariotos superiores, como nos vertebrados, sugerindo que a regulação da expressão 

gênica ao nível transcricional envolve mecanismos conservados durante a evolução, e que, padrões 

de expressão estágios-específicos devem estar envolvidos na adaptação do parasito aos diferentes 

meios e hospedeiros. Exemplos de genes diferencialmente expressos estágio e sexo específicos 

foram apresentados por Han e colaboradores em trabalho de revisão publicado em 2009. 

A análise do transcriptoma do S. mansoni vem permitindo a identificação de novos genes no 

parasito, bem como a identificação de mecanismos de maturação dependentes do hospedeiro, 

evasão imune, desenvolvimento, sinalização e dimorfismo sexual, além de sítios de splicing e 

variantes da iniciação da transcrição, dentre outros (Oliveira, 2007). 

Um grande número de elementos repetitivos, que somam aproximadamente 40% do genoma do 

S. mansoni, foi encontrado no genoma deste parasito e dificultou seu fechamento, de forma que os 

dados encontram-se fragmentados em 5745 scaffolds contendo mais de 2000 pares de bases cada 

um (Berriman e cols., 2009). 

A análise do transcriptoma através da classificação funcional do Gene Ontology (GO) confirma 

a presença no genoma do S. mansoni de genes associados a eucariotos e a processos específicos de 

metazoários tais como diferenciação do eixo antero posterior, processos neurais, motilidade, 

diferenciação sexual, além de outros envolvidos no controle da expressão gênica e diferenciação, 

sugerindo mecanismos de silenciamento gênico. (Verjovsky e cols., 2003) 

Além disso, uma grande variedade de novos estudos de proteômica sobre diversos aspectos da 

organização e desenvolvimento deste parasito, comparando o repertório encontrado em diferentes 

estágios do seu ciclo de vida, vem permitindo uma abordagem mais racional na proposição de alvos 
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para drogas e vacinas, como proteínas localizadas na superfície do parasito ou relacionadas à evasão 

imune. (Knudsen e cols., 2005; DeMarco & Almeida-Verjovsky, 2009). 

 

 

1.2. O complexo Vault – uma ribonucleoproteína 

O complexo Vault, uma ribonucleoproteína composta por três componentes protéicos e um 

pequeno RNA não traduzido de composição não usual, foi inicialmente isolado de fígado de ratos e 

descrito por Kedersha & Rome em 1986. 

As Vaults são ribonucleoproteínas em forma de nanocápsulas ocas e longas formadas de 

múltiplas subunidades protéicas livres que se reúnem em forma de um barril dimérico de simetria 

octogonal, cujo peso total é de treze milhões de Daltons sendo que cada uma das metades idênticas 

de Vaults é composta por três proteínas distintas e um pequeno RNA não traduzido: noventa e seis 

subunidades de Major Vault Protein (MVP) formam a espinha dorsal da Vaults, contando mais de 

70% do total de suas moléculas e apresentam atividade enzimática; entre quatro e dezesseis 

moléculas de Vault (Poly-ADP-ribose) Polimerase (VPARP), que corresponde a um membro 

funcional da família PARP encontrada dentro do complexo, interage com a porção amino terminal 

das MVPs através de sua porção carboxi terminal; duas a quatro moléculas da proteína telomerase-

associada 1 (TEP1), ligadora de RNA, (Kedersha & Rome, 1986; Van Zon e cols., 2003). Além 

disso, cerca de seis moléculas de RNA de Vaults (vRNA) de aproximadamente 140pb, constituindo 

aproximadamente 5% da massa total de Vaults, que apresenta papel funcional no complexo. A 

Figura 4 ilustra um complexo Vault montado. 

A estrutura e possíveis funções de Vaults vêm sendo exaustivamente estudadas em diversos 

organismos, o que tem demonstrado haver alta homologia de Vaults em todos os modelos 

experimentais analisados. (Mossink e cols., 2003) 

As Vaults são altamente conservadas entre eucariotos inferiores e superiores, como rato, 

coelho, sapo boi e Dictyostelium discoideum, (Kedersha e cols., 1990), estando presentes também 

em uma larga variedade de tipos celulares em um número superior a 104 partículas por célula 

(Kickhoefer e cols., 1998).  

Apesar de ser mais abundantemente encontrada no citoplasma celular, a colocalização de 

Vaults no complexo poro nuclear é evidente (Chugani e cols., 1993), assim como sua colocalização 

com os microtúbulos, que promovem sua movimentação como um motor molecular. (Slesina e 

cols., 2006) 
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Figura 4: Estrutura externa geral da Vault. À esquerda e no centro, o barril de Vault montado: a 

partícula apresenta dois capacetes salientes, dois rebordos e um corpo com uma cintura invaginada; duas 
meias Vaults estão associadas ao nível da cintura pelo domínio animo terminal da MVP; o tamanho da 
partícula inteira é de ~670 Ǻ do topo à base e seu diâmetro máximo é de ~400 Ǻ; o barril completo é 
composto por 96 MVPs. Na imagem do centro, uma molécula de MVP está em destaque colorida em 
majenta e as outras em azul. À direita, com o barril é visto de cima, são mostrados os diâmetros interno e 
externo do “capacete” em anel; o diâmetro máximo do “capacete” é de ~200 Ǻ. Uma ilustração comparativa 
entre o tamanho da Vault e do ribossomo 70S também é mostrada. Figura adaptada de Tanaka e cols., 2009. 

 

 

Desde suas primeiras purificações em linhagens de células tumorais de diversas origens 

histogenéticas, a Vaults/MVP (também conhecida como LRP - lung resistance-related protein) tem 

sido associada a um fenótipo de resistência a múltiplas drogas de forma direta (Scheper e cols., 

1993) ou indireta (Silva e cols., 2007). Sua participação no transporte núcleo-citoplásmico 

baseando-se em sua associação com o complexo poro nuclear e a membrana nuclear (Eichenmuller 

e cols., 2003) e seu potencial para encapsulamento, transporte e síntese de nanomateriais conferida 

por sua estrutura capsular, semelhante a um barril de dimensões máximas de 72,5nm x 41nm x 

41nm, também têm sido inferidos (Goldsmith e cols. 2007). Seu envolvimento em vias de 

sinalização celular relacionadas com sobrevivência e proliferação, tais como a participação de 

MVP/Vaults na regulação da expressão gênica induzida por IFN-γ e na regulação da via MAPK 

induzida pelo fator de crescimento epidérmico (EGFR), também tem sido demonstrado. (Steiner e 

cols., 2006; Berger e cols., 2008) 

 Muitas outras informações têm sido registradas na literatura sobre diversos aspectos das 

Vaults, tais como identificação dos domínios de ligação entre seus componentes (Kozlov e cols., 

2005), estrutura secundária das proteínas do complexo (Suprenant e cols., 2007); localização 

cromossômica dos genes (Silva e cols., 2007); e funções aparentes ainda incógnitas, tais com ações 

regulatórias no splicing alternativo (Holzmann e cols., 2001) e envolvimento direto na resistência a 

agentes citostáticos (Kim e cols., 2006).  
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2.  OBJETIVOS 

2.2. Objetivo Geral 

O presente trabalho tem como objetivo geral a caracterização molecular inicial dos 

constituintes do complexo Vault em S. mansoni. Para isso foram seguidos os objetivos específicos. 

 

2.3. Objetivos Específicos 

� Analisar in silico os constituintes de Vaults. 

� Avaliar o padrão de expressão dos genes: MVP, VPARP e TEP1. 

� Avaliar o nível de expressão da proteína MVP. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Análises nos bancos de dados 

As seqüências codificadoras de MVP, TEP1 e dos possíveis membros da família PARP 

foram identificadas no banco de dados do S. mansoni (www.genedb.org/genedb/smansoni/, 

http://bioinfo.iq.usp.br/schisto6/, http://verjo18.iq.usp.br/schisto/) usando o programa BLAST. Para 

os trabalhos com MVP e TEP1 foram utilizados os parâmetros padrão do próprio programa BLAST 

e para os possíveis membros da família PARP o número máximo de sequências alinhadas foi 

alterado para 5000 e o limiar esperado foi alterado para 100. 

Inicialmente as sequências genômicas de MVP (GI: 9961), VPARP (GI: 143) e TEP1 (GI: 

7011) humanas foram recuperadas e nelas foram identificados os seguintes domínios: PF01505 em 

HmMVP; PF00644, PF08487 e PF00092 em HmVPARP; PF05731 em HmTEP1. Em seguida estas 

entradas Pfam foram usadas como “pergunta” que identificou por homologia as entradas 

Smp_006740, Smp_129260/Smp_145810.1/Smp_073130.1-3 e Smp_157980, respectivamente 

relacionadas ao gene SmMVP, à família PARP e ao gene SmTEP1. 

Posteriormente as seqüências recuperadas foram analisadas usando softwares e ferramentas 

disponíveis no NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/; BLASTn, BLASTp e ORF Finder). Os contigs 

recuperados de S. mansoni foram usados para predizer a sequência de aminoácidos usando o 

programa Open Reading Frame Finder (ORF Finder). O alinhamento global das proteínas preditas e 

seus respectivos ortólogos foi realizado no software ClustalW2 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). 

Também foi analisada a estrutura exon/intron destes genes o os dados coletados foram 

utilizados na construção de representações esquemáticas da arquitetura genômica dos prováveis 

componentes protéicos de Vaults em S. mansoni. 

 

3.1.1. Análise Filogenética 

As sequências genômicas codificadoras das proteínas MVP, TEP1 e dos possíveis membros 

da família PARP em S. mansoni foram submetidas a uma análise filogenética usando o software 

MEGA versão 4.0 (Tamura e cols., 2007) . Suas histórias evolutivas foram inferidas usando o 

método Neighbor-Joining (Saitou e cols., 1987) . A árvore consenso (bootstrap) foi inferida a partir 

de 1000 (mil) replicatas que foram tomadas para representar a história evolucionária dos taxons 

analisados. Os ramos correspondentes às partições foram aceitos ao se reproduzirem em pelo menos 

50% (bootstrap) das replicatas, valores são classicamente considerados de relevância em estudos 

com S. mansoni. O percentual de árvores replicatas em que o taxon associado foi aceito junto com o 

teste bootstrap (mil replicatas) foi mostrado junto aos seus respectivos ramos. As árvores 

filogenéticas foram linearizadas assumindo as taxas evolucionárias iguais em todas as linhagens. As 
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árvores foram desenhadas por escala, com o comprimento dos ramos na mesma unidade que 

aquelas das distâncias evolucionárias usadas para inferir a árvore. Todas as posições contendo 

“gaps” foram eliminadas do conjunto de dados (opção “deleção completa”). 

 

3.2. Manutenção do ciclo biológico do S. mansoni 

O ciclo biológico da linhagem LE do S. mansoni é mantido rotineiramente no Laboratório 

de Helmintologia e Malacologia Médica (LHMM) no Centro de Pesquisas René Rachou, utilizando 

moluscos da espécie B. glabrata, como hospedeiros intermediários, e camundongos Swiss e 

BALB/c, como hospedeiros definitivos. A linhagem LE apresenta características que favorecem a 

reprodutibilidade experimental dentre as quais destacamos: susceptibilidade natural a drogas 

esquistomicidas tradicionais como o praziquantel; boa adaptação ao B. glabrata e às condições 

climáticas da região centro-leste do estado de Minas Gerais; e baixa variabilidade genotípica 

intrapopulacional (Melo, 2001). 

Os ovos de S. mansoni, presentes nas fezes de camundongos das linhagens Swiss ou 

BALB/C previamente infectados com o parasito foram recolhidos pelo método de Hoffmann 

(1934) e expostos por aproximadamente uma hora sob luz, para a liberação dos miracídios. Os 

miracídios foram utilizados para infectar o caramujo, que após trinta e oito a quarenta e três dias 

liberaram as cercárias, que são as formas infectantes do parasito que, por sua vez, foram utilizadas 

para infectar o hospedeiro vertebrado. As cercárias (CE) foram inoculadas nos camundongos por 

via subcutânea. 

Os camundongos infectados, após aproximadamente quarenta e cinco dias, foram 

sacrificados e os vermes adultos recuperados do sistema porta hepático por perfusão, como descrito 

por Smithers e Terry (1965). Após a coleta, os parasitos foram mantidos em meio RPMI 

(Invitrogen) a 37ºC, suplementado com 20 µM de tampão HEPES, pH 7.5, sendo em seguida 

congelados a -70ºC até o momento do uso. 

Para a obtenção das cercárias, os caramujos infectados foram induzidos a eliminá-la por 

exposição à luz durante duas horas. As cercárias foram recuperadas por sedimentação em banho de 

gelo e transportadas sob refrigeração até o Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular da 

Universidade Federal de Ouro Preto, onde o material coletado foi depositado em béquer de dois 

litros e passou por processos de lavagens/sedimentação com água declorada para a limpeza dos 

resíduos dos caramujos. O meio de cultura RPMI 1640 (Invitrogen) foi utilizado para a lavagem 

final em tubos de poliestireno (tipo falcon) de 15mL, seguida de sedimentação e distribuição em 

dois tubos de poliestireno: o conteúdo do primeiro tubo foi quantificado (≈ 200.000 cercárias por 

tubo) e centrifugado por dez minutos a 10.000 xg a 4oC; seu precipitado foi aliquotado (≈ 100µL) 

em tubos de poliestireno estéreis (tipo eppendorf) de 1,5mL devidamente identificados e 
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armazenados a -70°C até o momento do uso. O conteúdo do segundo tubo foi deixado em banho de 

gelo para sedimentação e o sobrenadante retirado, restando apenas um volume de 5 mL que foram 

destinados à obtenção dos esquistossômulos cultivados in vitro. 

 

3.2.1. Obtenção dos esquistossômulos in vitro 

Os esquistossômulos foram cultivados segundo Harrop and Wilson (1993). Para a 

transformação mecânica, as cercárias foram vigorosamente agitadas em vórtex (Tecnal TE 089), 

sob velocidade máxima durante noventa segundos, para promover a separação da cauda com o 

corpo cercariano. O volume do tubo foi transferido para uma garrafa de cultura estéril de 50 mL. 

Em seguida, foi acrescentado no frasco 30 mL de meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 

10% de penicilina cristalina G (1000 UI/mL) e 10% de estreptomicina (1000 µg/mL), e incubado 

em estufa de CO2 5% a 37°C por três horas e meia, tempo necessário para completar a 

transformação dos E3,5.  

Os E3,5 foram submetidos a sucessivas lavagens (dez a doze vezes) com meio RPMI, 

seguidas por sedimentação com intervalos de quatro minutos para remoção das caudas 

remanescentes que ficaram suspensas no sobrenadante. Posteriormente, os parasitos foram 

cultivados durante sete dias, utilizando placas de seis poços contendo 8 mL do meio M169 (Tabela 

1) suplementado com 10% de penicilina cristalina G (1000 UI/mL) e 10% de estreptomicina (1000 

µg/mL), e incubado em estufa de CO2 5% a 37°C. A cada vinte e quatro horas, foram coletados 

alíquotas e os esquistossômulos denominados de: E1, E2, E3, E5 e E7. A seguir, os parasitos foram 

coletados, retirado os excessos do meio de cultivo, e armazenados a -70°C até o momento do uso.  

 

 

Tabela 1: Composição do Meio M169. 
Componentes Concentração 

Hidrolisado de lactoalbumina 0,1% 

Glicose 0,1% 

Hipoxantina 5 x 10 -7 M 

Triiodotironina (T3) 2 x 10 -7 M 

Serotonina 1 x 10 -6 M 

Hidrocortisona 1 x 10 -6 M 

Meio mínimo vitamina 0,5% 

Meio Schneider 5% 

HEPES 20 mM 

RPMI q.s.p. 500 mL 
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A Figura 5 mostra uma preparação típica de esquistossômulos obtidos seguindo o protocolo 

descrito anteriormente. 

 

 

 
Figura 5: Esquistossômulos obtidos por cultivo in vitro. Esquistossômulos de dois dias cultivados em 
estufa de CO2 5% a 37ºC em meio 169 e analisados em lupa de aumento.  

 

 

3.3. Análise da expressão gênica 

3.3.1. Extração de RNA total 

Cerca de 100 mg de vermes adultos, 200.000 cercárias, 200.000 esquistossômulos de três 

horas e meia (E3,5), um (E1), dois (E2), três (E3), cinco (E5) e sete (E7) dias foram utilizados para 

extração de RNA total utilizando o kit RNA total (SV total RNA Isolation System - PromegaTM) 

seguindo o protocolo do fabricante.  

A amostra biológica foi homogeneizada em 1mL de TRIzol® Reagent (InvitrogenTM) com 

auxílio de um homogeneizador tipo politron. Depois de cinco minutos de incubação a temperatura 

ambiente para permitir a completa dissociação dos complexos de nucleoproteínas, foram 

adicionados 200 µL de clorofórmio (Sigma - St. Louis, MO, USA) para cada mL de Trizol e a 

mistura foi então homogeneizada vigorosamente com auxílio de um vortex. A seguir, as amostras 

foram centrifugadas a 4oC durante dois minutos a 12.000xg. A fase aquosa foi recuperada, sofreu 

adição de igual volume de etanol 95% v/v (preparado com água livre de RNAses) e suave 

homogeneização por inversão dos tubos três vezes para precipitação do RNA. A mistura foi 

transferida para a coluna de ligação, tipo “spin basket”, que acompanha o kit SV total RNA 

Isolation System e purificada segundo as orientações do fabricante (PromegaTM). A amostra foi 

quantificada, aliquotada e armazenada imediatamente a em temperatura de -80ºC até o momento do 

uso. 
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A quantificação e a pureza do RNA total extraído, foram determinadas por espectrometria, 

utilizando o aparelho NanoVue® (GE) pela absorção a 260 ηm e pelas relações entre os 

comprimentos de onda 260/280 e 260/230. A qualidade das preparações foi avaliada em gel de 

agarose 1,2%/ TBE – formamida. A Figura 6 ilustra uma preparação de RNA total utilizando este 

método. 

 

 

 
Figura 6: Análise da integridade do RNA total. Cerca de 5µg de RNA total obtido utilizando o kit SV40 a 
partir de S. mansoni - vermes adultos (VA), ovos (OV), cercárias (CE), esquistossômulos de 3,5 horas 
(E3,5); esquistossômulos de 1 (um) dia (E1); esquistossômulos de 2 (dois) dias (E2); 
esquistossômulos de 3 (três) dias (E3); esquistossômulos de 5 (cinco) dias (E5); esquistossômulos 
de 7 (sete) dias (E7) - foram analisados em gel de agarose/formaldeído 1% e corados com brometo de 
etídeo. 

 

 

3.3.2. Construção dos oligonucleotídeos iniciadores 

Os oligonucleotídeos específicos (oligos) para os constituintes de Vaults e para os controles 

COP9-S3 e α-tubulina utilizados na reação de RT-PCR e qRT-PCR foram idealizados com base na 

sequência depositadas no banco de dados GeneDB (www.genedb.org/genedb/smansoni/), como 

mostra a Tabela 2. Os oligos foram idealizados utilizado o software GeneRunner 

(http://www.generunner.com), obedecendo a critérios tais como ausência de 

autocomplementariedade e formação de grampos internos 
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Tabela 2: Oligonucleotídeos iniciadores específicos para SmMVP, SmVPARP, SmTEP1, SmCOP9-S3 e 
SmAlpha-tubulina construídos usando o software GeneRunner versão 3.05 e usados para análises por PCR 
semi quantitativa e qRT-PCR. 

Análise Gene Primer Amplicom No  Acesso 

F 5’-CCTCTGAAGCACGTTTAC-3’ 

MVP 

R 5’-AACCAAAGAAACCGAATG-3’ 

1050pb 8346893 

F 5’-TTTCCATTTGGCGGTATG-3’ 

“VPARP” 

R 5’-CACCTTGGCCTTGTATGC-3’ 

356pb 8349179 

F 5’-TGTTACGGCACCCACTAC-3’ 

TEP1 

R 5’-TGTGGGATGAATGTTCTG-3’ 

614pb 8343168 

F 5’-AGTCCTCAGGATTGTTAGATCG-3’ 

COP9-S3 

R 5’-GCGATATCTGTCTAATGGTGTC-3’ 

830pb 8355315 

F 5′-CGTATTCGCAAGTTGGCTGACCA-3′ 

RT-PCR 

semi 

quantitativa 

α-tubulina 

R 5′-CCATCGAAGCGCAGTGATGCA-3′ 

335pb M80214 

F 5’-GAATGGGTGACGAGGAGTAC-3’ 

MVP 

R 5’-AGTCTGAGTGCCGAGTTTGG-3’ 

95pb 8346893 

F 5’-GCGGAGGCTAAAGAAACG-3’ 

“VPARP” 

R 5’-GGCGGTATGTTCCCAATG-3’ 

81pb 8349179 

F 5’-GCAAGGGCTAATCGTTCAAC-3’ 

TEP1 

R 5’-ACGAGGTGAATGTGCCAATC-3’ 

111pb 8343168 

F 5’-CGTATTCGCAAGTTGGCTGACCA-3’ 

qRT-PCR 

α-tubulina 

R 5’-CCATCGAAGCGCAGTGATGCA-3’ 

85pb  M80214 
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3.3.3. RT-PCR e obtenção dos cDNAs  

A primeira fita do cDNA foi sintetizada utilizando 1 µg de RNA total e o Kit High Capacity 

RT-PCR System (Applied Biosystems), seguindo as recomendações do boletim técnico do 

fabricante. 

Brevemente, para cada 1 µg de RNA total, foram utilizados 2 µL de oligos randômicos (10x 

RT Random primer), 0,8 µL de dNTPs [25x dNTP Mix (100mM)] 1 µL de transcriptase reversa 

(Multi Scribe Reverse Transcriptase) e água livre de RNAse para um volume final de 10 µL. A 

mistura de reação foi preparada e mantida em banho de gelo até a programação do termociclador 

(Biocycler, versão 3.2). A mistura foi incubada a 25°C por dez minutos, seguidos de 120 minutos a 

37°C e 5 minutos a 85°C. A amostra ficou estocada a -20°C até o momento do uso. 

 

 

 

3.3.4 Reação de RT-PCR semi quantitativa 

Para cada 2 µg de cDNA, foram utilizados 5 ρMoles de oligos específicos, 10µM de dNTPs 

[25x dNTP Mix (100mM)] 2,5 unidade de Platinum® Taq DNA polimerase (Invitrogen, São Paulo, 

Brasil) para cada reação, completando o volume da reação para 50 µL com água livre de RNAse. A 

mistura de reação foi preparada e mantida em banho de gelo até a programação do termociclador 

(Biocycler, versão 3.2). Após terem sido validados os oligos iniciadores e confirmada a temperatura 

de anelamento de 47oC para todos os oligonucleotídeos, a mistura foi submetida a uma 

desnaturação inicial de 2 minutos a 95ºC, seguida de um programa de 18 ciclos com desnaturação a 

95ºC por 1 minuto, anelamento a 47ºC por 1 minuto, extensão por 90 segundos a 72ºC; e uma 

elongação final de 6 minutos a 72ºC e resfriamento de 10 minutos a 4oC.  

Os produtos das PCR’s foram analisados em géis de poliacrilamida 10% corados pela prata. 

Posteriormente, as imagens dos géis foram digitalizadas e analisadas através do programa Quantity 

One®, que avalia a intensidade das bandas no gel e desta forma quantifica a expressão dos mRNAs. 

Os dados gerados formam plotados no software Excel usando a expressão relativa 

SmMVP/COP9-S3, SmTEP1/α-tubulina e Smp_129260/α-tubulina. 

 

 

3.3.5 Análise da expressão gênica por qRT-PCR 

Para a análise da expressão dos genes em estudo também foi utilizada a técnica de PCR em 

tempo real conforme instruções do The MIQE Guidelines (Bustin e cols., 2009). As reações foram 

realizadas pelo kit SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) em placas de 96 poços 

(MicroAmp® Optical 96 Well Reaction Plate – Applied Biosystems) e seladas com adesivo óptico 
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(MicroAmp Optical Adhesive Film – Applied Biosystems) ao final do procedimento. Foram 

pipetados 3 µL dos oligos (na concentração de 2,5 µM) em triplicata técnica e 7 µL de um mix de 

reação contendo 2 µL de cDNA diluído 5x (com água livre de DNAse) e 5 µL de SYBR® Green 

Master Mix, totalizando um volume de reação em cada poço de 10 µL. Os ensaios foram realizados 

em triplicata biológica para todos os genes avaliados, com o controle endógeno presente em todas 

as placas. Os valores de linha de base (ciclos iniciais em que há pequenas alterações na 

fluorescência) foram ajustados para 3-15 ciclos. O limiar, desvio padrão médio do repórter 

normalizado (Rn) para os ciclos iniciais da PCR multiplicado por um fator ajustável, foi ajustado à 

região associada ao crescimento exponencial do produto da PCR e, portanto, fixado em 0,2 para 

todas as amostras, uma vez que se comparou o mesmo gene em diferentes grupos. O Rn refere-se à 

relação entre a intensidade de fluorescência emitida pelo corante repórter pela intensidade de 

fluorescência emitida pelo corante da referência passiva (ROX). 

As análises foram feitas pelo método de quantificação relativa da expressão gênica (CT 

comparativo ou ∆CT), que permite quantificar diferenças no nível de expressão de um alvo 

específico entre as diferentes amostras (Schmittgen, 2008). Os níveis dos genes alvos foram 

normalizados pelos níveis do controle endógeno e uma amostra referência (calibradora) foi utilizada 

como base para resultados de expressão comparativa. O calibrador foi considerado uma amostra 1x 

e todas as outras quantidades foram expressas como uma diferença n-vezes em relação a ele. Os 

resultados foram alcançados por uma fórmula aritmética que considera a quantidade do alvo, 

normalizado para a referência endógena em relação ao calibrador, dada por 2-∆CT (Schmittgen, 

2008). Para utilizar o método do CT comparativo, foi necessário realizar um experimento de 

validação, no qual a eficiência da amplificação do alvo e a eficiência da amplificação do controle 

endógeno deveriam ser aproximadamente iguais.  

A reação de qRT-PCR foi conduzida conforme programação contida no aparelho ABI 7300 

Applied Biosystems. 

 

 

3.3.6. Curva de eficiência dos Oligonucleotídeos  

Para determinar a eficiência relativa da amplificação dos alvos e do controle endógeno 

foram construídas curvas padrão para cada amplicom a partir de uma mesma amostra. O ensaio, 

realizado conforme descrito por Nolan e colaboradores (2006), foi realizado em triplicata e a 

concentração dos oligos foi de 2,5 µM. 

A curva padrão foi representada por um gráfico de regressão linear semi-log do valor de CT 

(eixo Y) em comparação ao log da quantidade inicial do ácido nucléico (eixo X). Foi utilizado o 

cDNA cercárias (grupo controle) em 5 diluições seriadas de 4 vezes. 
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O slope da curva padrão foi usado para estimar a eficiência de amplificação. Uma reação 

100% eficiente produzirá um aumento de dez vezes no amplicon da PCR a cada 3,32 ciclos durante 

a fase exponencial de amplificação (log2 10 = 3, 3219), ou seja, o amplicon dobra em quantidade 

durante a fase geométrica. O cálculo da estimativa da eficiência (E) foi calculado pela fórmula: E= 

(10-1/slope – 1) x 100. Os oligos foram considerados apropriados para avaliar a expressão gênica pelo 

sistema SYBR® Green quando apresentaram eficiência de reação acima de 80% e abaixo de 120%. 

Os valores de baseline foram ajustados para 3-15 ciclos e o limiar fixado em 0,2 para todas as 

amostras. Segue abaixo, como exemplo, os plots da amplificação da curva de eficiência (Figura 7) e 

da curva padrão (Figura 8) referentes ao gene SmMVP, ambos dentro dos parâmetros ideais da 

técnica de qRT-PCR (Nolan e cols., 2006). 

 

 
Figura 7: Plot de amplificação referente à curva de eficiência de mvp utilizando diluição seriada de 4x 
de cDNA de cercárias. Em X está demonstrado o valor dos ciclos de PCR e em Y os valor de ∆Rn.  
 

 

 
Figura 8: Curva padrão referente a mvp utilizando diluição seriada de 4x de cDNA. Em X estão 
demonstrados os valores de Log da concentração de cDNA e em Y os valores de CT correspondes a cada 
diluição. À direita do gráfico estão representados os valores de slope e de coeficiente de linearidade.  
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3.3.7. Curva de dissociação dos amplicons 

Foi realizada a análise da curva de dissociação dos amplicons para identificar a formação de 

produtos inespecíficos no final de cada corrida, possivelmente gerados a partir de excesso de oligos 

ou falha no desenho dos mesmos. 

Automaticamente, ao final dos 40 ciclos da qRT-PCR, a temperatura foi elevada 

gradualmente de 60 à 95ºC, mantendo-se por 15 segundos em cada grau Celsius durante o qual é 

feito a leitura da emissão de fluorescência. Á medida em que os amplicons desnaturam em 

temperaturas específicas dependentes do tamanho e número de bases CGAT, o sinal fluorescente 

emitido pelo SYBR™ Green é reduzido. O gráfico resultante permite verificar se há um ou mais 

produtos de PCR presentes em cada reação devido a diferenças de temperatura de dissociação. Na 

Figura 9 está exemplificado uma curva de dissociação referente ao gene SmMVP dentro dos 

parâmetros ideais da técnica de qRT-PCR. 

 

 

 
Figura 9: Curva de dissociação referente ao amplicon mvp. No eixo x está representado a temperatura de 
dissociação do amplicon gerado pela reação de PCR e no eixo Y a derivada do valor de emissão de 
fluorescência. 
 

 

Para todas as qRT-PCRs realizadas foram adotados os parâmetros mínimos para publicação 

de experimentos de PCR em tempo real, conforme descrito por Bustin e colaboradores em 2009. 

 

 

3.3.8. Análise estatística 

A expressão relativa por RT-PCR e qRT-PCR foi comparada pela análise da variância (ANOVA 

ONE-WAY seguida do pós teste de Tukey, sendo que teste T de Student também foi utilizado 

quando necessário (Godbey e cols., 2008). Foi considerado estatisticamente significante p< 0,05. A 

análise estatística foi realizada pelo programa PRISMA (GraphPad Prism 5). 
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3.4. Análise da expressão da MVP por Western blot 

3.4.1. Obtenção do extrato total 

Inicialmente, os parasitos adultos, cercárias e esquistossômulos foram adicionados de 1 mL 

do tampão A de lise não desnaturante (Tris-HCl 50mM pH 7,5; MgCl2 1,5mM; NaCl 75mM; 

EDTA 2mM; EGTA mM; NP-40 5% (v/v); DTT 100µm; TLCK 10ηM; TPCK 10ηM; PMSF 

10ηM). A seguir, a mistura foi homogeneizada em politron quatro vezes, adotando-se três pulsos de 

1 minuto. Em seguida o extrato foi centrifugado a 3.000xg por 10 minutos e o sobrenadante 

recuperado, obtendo-se a fração insolúvel. Metade deste sobrenadante foi novamente centrifugado a 

10.000xg por 10 minutos, obtendo-se a fração solúvel. A dosagem de proteínas em ambas as 

frações do extrato protéico foi realizada pelo método BCA com o kit QuantiPro Sigma (Sigma 

Aldrich) conforme recomendação do fabricante. Para os experimentos a seguir foram utilizadas as 

frações solúvel e insolúvel do extrato protéico. 

 

 

3.4.2. SDS-PAGE 

As proteínas foram fracionadas em gel de SDS-PAGE 10%, como descrito por Laemmli 

(1970). Alíquotas do extrato total foram diluídas em tampão da amostra de proteína (T.A 4X: 0,16 

M Tris-HCl pH 6.8; SDS 4%; β-mercaptoethanol 10%; Glicerol 24%; azul de bromofenol 0,02%) 

na proporção 4:1 e fervidas por 5 minutos. A seguir, as amostras foram aplicadas no gel vertical de 

poliacrilamida juntamente com o padrão de peso molecular (PageRulerTM Plus Prestained Protein 

Ladder – Fermentas). A amperagem durante a corrida foi de 30 mA.  

Os resultados obtidos após eletroforese foram observados pela coloração do gel pelo método 

de Coomassie blue. Para tanto os géis foram incubados por aproximadamente 2 horas à temperatura 

ambiente neste corante e, a seguir, descorados com solução descorante (Metanol 4%; Ácido Acético 

7,5%) até a visualização das bandas de interesse. 

 

 

3.4.3. Western blot 

Cerca de 50 µg de extrato protéico foram fracionados em gel de SDS-PAGE 12% como 

descrito acima. Após a corrida, o gel foi preparado para a transferência de acordo com o método 

descrito por Towbin e cols, 1979/1992, com modificações no tampão de transferência (Tris-HCl 25 

mM pH 8,3, glicina 192 mM, etanol 18% e SDS 0,02%). Utilizou-se 25V a uma temperatura de 4ºC 

por 2 horas. Após o término da transferência, a membrana foi corada com Ponceau (0,25% em 

ácido acético 1%) por 5 minutos e descorada com água para visualização das proteínas. 

Posteriormente, a membrana foi bloqueada por 16 horas a 4°C com PBS 1X, Tween-20 0,05% e 
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leite desnatado em pó 5%. Após o bloqueio, a membrana de nitrocelulose foi lavada 3 vezes em 

PBS 1X e incubada com anticorpo primário anti MVP humana MAB4141 (Millipore). 

 Posteriormente, o anticorpo foi removido e a membrana lavada 3 vezes rapidamente com 

PBS 1X. Em seguida a membrana foi incubada por 1 hora à temperatura ambiente, com o anticorpo 

secundário anti IgG de camundongo. Após este período, a membrana foi lavada por três vezes 

durante 5 minutos em tampão de revelação (Tris pH 9,5, NaCl 5 M, MgCl2 1 M). Finalmente, foram 

adicionados 10 mL de tampão de revelação contendo NBT/BCIP (Amresco) agitando-se por 15 

minutos ou até a visualização das bandas de interesse. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Análises nos bancos de dados 

4.1.1. MVP 

O gene SmMVP está localizado no supercontig Smp_scaff000010 do genoma do S. mansoni e 

contém 8 (oito) exons e 7 (sete) introns. A Tabela 3 mostra o tamanho dos exons e introns, bem 

como as sequências de junção de “splicing” gt/ag nos sítios 5′-doador e 3′-aceptor. 

 

 

Tabela 3- Estrutura genômica de MVP de S. mansoni. A tabela mostra o tamanho dos exons e dos 
introns baseado na comparação entre a sequência de cDNAs e as sequências genômicas. Os nucleotídeos não 
variantes (ag/gt) estão destacados em negrito. 

no do  

Exon / Intron 

Tamanho do 

Exon (pb) 

Doador de 

Splice 

Tamanho do 

Intron (pb) 

Aceptor de 

Splice 

I 131 gtgagttcgttc 35 atcatttcttag 

II 317 gtaagtatttta 1584 ttctctctgtag 

III 227 gtacgtgaacta 1617 attcattttcag 

IV 408 gtaagtttctaa 896 ttttgattttag 

V 723 gtaaggtttgta 778 atttttatttag 

VI 212 gtaagcgaactg 327 attgcattttag 

VII 244 gtgaggacgttt 853 caatattttcag 

VII 351  -  

 

 

A figura 10 mostra que este gene consiste de uma ORF de 2613pb se estendendo do primeiro 

código ATG no nucleotídeo 1846 ao código de terminação TGA no nucleotídeo 11600. A proteína 

predita, denominada SmMVP, possui 870 aminoácidos (figura 10) com uma massa molecular 

teórica calculada de 97,26 kDa.   
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Figura 10: Representação esquemática da topologia genômica e proteômica de MVP em S. mansoni: 
em evidência, exons e introns, a primeira metionina e o último aminoácido, além do primeiro e último 
aminoácidos de cada um dos domínios conservados: ilustração do scaffold, gene e proteína SmMVP, com 
destaque para o alinhamento global dos seis domínios Vault conservados em sua estrutura. 

 

 

A análise da proteína SmMVP usando o banco de dados Pfam evidenciou a presença de seis 

domínios VAULT conservados com aproximadamente 54 resíduos de aminoácidos, posicionados 

em “tandem”, sendo que os primeiros cinco domínios estão localizados na porção amino terminal 

da proteína (aminoácidos 28-89, 92-142, 143-195, 196-248 and 249-306) e o sexto domínio, 

localizado na porção carboxi terminal (aminoácido 368-416) (figura 10).  

A Figura 11 mostra um alinhamento global entre os seis domínios Vaults da proteína SmMVP. 

São observadas deleções e inserções, principalmente quando foi comparado o segundo e quinto 

domínio Vault. Vale ressaltar, que segundo e quinto domínio Vault presente na SmMVP 

apresentaram os maiores scores de alinhamento em relação aos demais.  

 

 

 

Figura 11: Comparação dos aminoácidos encontrados nos domínios Vaults da SmMVP. Os domínios 
MVP encontrados na SmMVP foram alinhados utilizando o software ClustalW. O (*) indica aminoácidos 
idênticos na posição, (-) indica deleções e (:) substituição conservativa. 

 

 

A tabela 4 mostra os aminoácidos presentes na vizinhança dos domínios Vault na SmMVP 

comparados com Vaults de outros organismos. Foram observados 73,25% de conservação dos 



 - 25 - 

aminoácidos na vizinhança sugerindo sua importância no dobramento da estrutura secundária desta 

proteína. 

 

 

Tabela 4: Análise dos domínios Vault presentes em SmMVP e seus ortólogos. As colunas 
indicam os aminoácidos encontrados na vizinhança direita e esquerda dos domínios Vault 
encontrados nas ortólogas. 

Organismo 
1ºDomínio 

Vault 

2ºDomínio 

Vault 

3ºDomínio 

Vault 

4ºDomínio 

Vault 

5ºDomínio 

Vault 

6ºDomínio 

Vault 

S. mansoni V E E E E R E E E K D E 

S. japonicum V E E E E R E E E K D Q 

H. sapiens V L E E D E E E E K D T 

T. cruzi V E E E T L E R E C E P 

T. brucei V K E Q E E E Q E C E P 

L. brasiliensis V A E E T K E Q E C S P 

L. major V A E E T K E Q E C S P 

L. infantun V S E E T K E Q E C S P 

D. discoideum V E E E D E E E E L D S 

S. purpuratus V Q E E D E E E E N D T 

X. laevis I K E E D E E E E K D S 

M. musculus V Q E E D E E E E K D T 

R. norgegicus V Q E E D E E E E K D T 

P. infestans V I E E D E E E E A D T 

 

 

A Figura 12 mostra um fragmento do alinhamento global dos domínios Vault encontrados 

na SmMVP com os ortólogos de vários organismos na região dos domínios Vault. Observamos 

grande similaridade e identidade entre a SmMVP e suas ortólogas. A SmMVP apresenta 58% de 

identidade com a MVP de S. purpuratus, 54% de identidade com a MVP de H. sapiens, R. 

norvegicus, M. musculus e D. discoideum. O e-value dos alinhamentos foi igual a 0.0 (zero).  
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O alinhamento completo da SmMVP e suas ortólogas pode ser visto no anexo I. 

 

 

 

 

Figura 12: Alinhamento global da SmMVP e ortólogas. As sequências foram recuperadas dos bancos de dados e alinhadas utilizando o programa CLUSTALW. 
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A Figura 13 mostra a analise filogenética da SmMVP. As proteínas que se mostraram mais 

estreitamente relacionadas à SmMVP foram a proteína predita de Nematostella vectensis 

(XP_001628202.1) e a MVP de Schistosoma japonicum (AAX26375.2). 

 

 

 

Figura 13: Relação evolutiva entre SmMVP e suas ortólogas. História evolutiva inferida usando o método 
Neighbor-Joining; árvore consenso (bootstrap) inferida de 1000 replicatas representativas da história 
evolutiva dos taxa analisados. Ramos correspondendo a porções reproduzidas em menos de 50% das 
replicatas foram descartados. O percentual de árvores replicatas em que a taxa associada apresentou-se neste 
teste é mostrado próximo ao braço correspondente. A árvore está desenhada com os comprimentos dos 
ramos na mesma unidade que as distâncias evolutivas utilizadas para inferir a árvore filogenética. As 
distâncias evolutivas foram calculadas usando o método baseado na matriz JTT e no número de substituições 
de aminoácidos por sítios. Todas as posições contendo “gaps” foram eliminadas (opção de eliminação 
completa).  
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4.1.2. Família de proteínas PARP em S. mansoni 

Nossas buscas pela possível SmVPARP nos bancos de dados de S. mansoni localizou cinco 

prováveis membros da família PARP neste parasito, sendo que 03 (três) deles são formas 

resultantes de “splincing” alternativo.  

As tabelas 5 e 6 apresentam os resultados desta busca a partir da VPARP humana 

(NP_006428.2) e do seu domínio PARP4 e seus respectivos valores de “e-value”. 

 

 

Tabela 5: Entradas recuperadas do banco de dados GeneDB/S. mansoni utilizando a VPARP humana 
(NP_006428.2) como “query” e seus respectivos valores de e. 
 

Entrada Cobertura Identidade e-Value 

Smp_073130.1 32% 20% 3,4e-30 

Smp_073130.2 32% 20% 7,7e-30 

Smp_073130.3 32% 20% 8,3e-29 

Smp_129260 16% 28% 3,0e-16 

Smp_145810.1 16% 28% 7,3e-16 

 

 

Tabela 6: Entradas recuperadas do banco de dados GeneDB/S. mansoni utilizando apenas o domínio PARP4 
da VPARP humana (NP_006428.2) como “query” e seus respectivos valores de e. 
 

Entrada Cobertura Identidade e-Value 

Smp_129260 78% 28% 4,3e-18 

Smp_145810.1 75% 28% 2,1e-17 

 

 

O primeiro “hit” resultante do alinhamento local realizado a partir de cada uma das cinco 

proteínas identificadas no banco de dados de S. mansoni relacionadas com a família PARP gerou os 

resultados apresentados na Tabela 7. 
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Tabela 7: Alinhamento das proteínas pertencentes à família PARP de S. mansoni com suas ortólogas. 
 

H. sapiens M. musculus R. norvegicus S. purpuratus D. discoideum 

Entrada 

E
-V

al
ue

 

C
ob

er
tu

ra
 (

%
) 

Id
en

tid
ad

e 
(%

) 

E
-V

al
ue

 

C
ob

er
tu

ra
 (

%
) 

Id
en

tid
ad

e 
(%

) 

E
-V

al
ue

 

C
ob

er
tu

ra
 (

%
) 

Id
en

tid
ad

e 
(%

) 

E
-V

al
ue

 

C
ob

er
tu

ra
 (

%
) 

Id
en

tid
ad

e 
(%

) 

E
-V

al
ue

 

C
ob

er
tu

ra
 (

%
) 

Id
en

tid
ad

e 
(%

) 

Smp_129260 
0,0 

(a) 

99 39 0,0 

(b) 

99 39 0,0 

(c) 

99 38 1e-167 

(d) 

98 37 5e-84 

(e) 

77 37 

Smp_145810.1 
9e-99 

(a) 

96 41 9e-150 

(f) 

97 50 7e-100 

(c) 

96 40 2e-92 

(d) 

96 36 4e-92 

(g) 

92 34 

Smp_073130.1 
4e-70 

(h) 

92 30 6e-67 

(i) 

90 30 3e-73 

(j) 

98 30 8e-32 

(k) 

95 23 1e-38 

(l) 

88 26 

Smp_073130.2 
2e-75 

(h) 

92 27 7e-73 

(i) 

94 28 2e-77 

(j) 

97 28 2e-32 

(k) 

78 23 1e-39 

(l) 

69 26 

Smp_073130.3 
4e-112 

(m) 

22 64 4e-112 

(n) 

22 64 2e-112 

(o) 

22 64 3e-32 

(p) 

50 23 2e-89 

(q) 

22 53 

(a) NP_001609.2/PARP1; (b) NP_031441.2/PARP1; (c) NP_037195.1/PARP1;  
(d) XP_001196870.1/PARP1-simile; (e) XP_647821.1/PARP1-A; (f) NP_033762.1/PARP2;  
(g) XP_629373.1/PARP3; (h) NP_055437.2/BCSC1-1; (i) NP_766355.3/vWA5B;  
(j) NP_942050.1/vWA5B; (k) XP_781157.2/PARP4-simile; (l) XP_637950.1/DDB_G0285975-hipotética; 
(m) NP_443107.1/VPS26-B; (n) NP_821170.1/VPS26-B; (o) NP_001100279.1/VPS26-B;  
(p) XP_781157.2/PARP4-simile; (q) XP_646581.1/VPS26. 

 

 

A Tabela 8 mostra os resultados gerados pelo alinhamento local das proteínas da família 

PARP em S. mansoni em relação à PARP4. 
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Tabela 8: Alinhamento das proteínas da família PARP em S. mansoni com seus ortólogos PARP4: 
 

H. sapiens M. musculus R. norvegicus S. purpuratus D. discoideum 
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Smp_129260 5e-17 

(1) 

32 26 3e-17 

(2) 

28 27 2e-17 

(3) 

16 26 8e-08 

(4) 

28 22 1e-62 

(5) 

53 31 

Smp_145810.1 3e-17 

(1) 

57 26 4e-15 

(2) 

55 27 5e-17 

(3) 

16 25 2e-13 

(4) 

50 24 6e-61 

(5) 

90 30 

Smp_073130.1 2e-31 

(1) 

92 22 1e-35 

(2) 

93 24 3e-36 

(3) 

34 25 8e-32 

(4) 

95 23 - - - 

Smp_073130.2 3e-31 

(1) 

72 22 3e-35 

(2) 

73 24 4e-36 

(3) 

34 25 2e-32 

(4) 

78 23 - - - 

Smp_073130.3 4e-31 

(1) 

46 22 7e-35 

(2) 

47 24 7e-36 

(3) 

34 25 3e-32 

(4) 

50 23 - - - 

(1) NP_006428.2; (2) NP_001139450.2; (3) XP_341327.3; (4) XP_781157.2; (5) XP_629945.1. 
 

 

A figura 14 mostra o fragmento de maior relevância obtido pelo alinhamento global das 

sequências de aminoácidos das proteínas pertencentes à família PARP em S. mansoni. Além da 

similaridade significativa entre as sequências Smp_129260 e Smp_145810.1, especialmente na 

região relativa ao domínio PARP, observou-se que as isoformas Smp_073130.1–3 apresentam 

vários aminoácidos diferentes na região carboxi terminal. O alinhamento completo pode ser visto 

no anexo I. 

O alinhamento de cada uma das proteínas pertencentes à família PARP de S. mansoni com 

suas respectivas ortólogas também foi realizado e pode ser visto no anexo I. 

A topologia estrutural e a filogenia das entradas Smp_129260 e Smp_073139.1 foi 

determinada a título ilustrativo e é apresentada no anexo I. 
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Figura 14: Alinhamento global entre os membros da família PARP de proteínas em S. mansoni. As sequências recuperadas de www.genebd/schisto foram 
alinhadas utilizando o programa CLUSTALW.  

 

 

A figura 15 mostra a árvore filogenética construída a partir das sequências das cinco prováveis proteínas da família PARP de S. mansoni e das 

ortólogas recuperadas a partir do alinhamento local das entradas Smp_129260 e Smp_145810.1 (contendo o domínio PARP característico). A árvore 

resultante pressupõe conservação evolutiva. 
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Figura 15: Relação evolutiva entre os membros da família PARP de S. mansoni e seus ortólogos. 
História evolutiva inferida usando o método Neighbor-Joining; árvore consenso (bootstrap) inferida de 1000 
replicatas representativas da história evolutiva dos taxa analisados. Ramos correspondendo a porções 
reproduzidas em menos de 50% das replicatas foram descartados. O percentual de árvores replicatas em que 
a taxa associada apresentou-se neste teste é mostrado próximo ao braço correspondente. A árvore está 
desenhada com os comprimentos dos ramos na mesma unidade que as distâncias evolutivas utilizadas para 
inferir a árvore filogenética. As distâncias evolutivas foram calculadas usando o método baseado na matriz 
JTT e no número de substituições de aminoácidos por sítios. Todas as posições contendo “gaps” foram 
eliminadas (opção de eliminação completa). As entradas das sequências utilizadas estão impressas nos 
alinhamentos mostrados no “Anexo I”. 
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4.1.3. TEP1 

O gene SmTEP1 está localizado no supercontig Smp_scaff000206 do genoma do S. mansoni 

sendo composto por 18 exons e 17 introns. A figura 16 mostra que este gene, contém uma ORF de 

3741pb estendendo do primeiro códon ATG no nucleotídeo 01 a um códon de terminação TAA no 

nucleotídeo 26437. A proteína SmTEP1 possui 1246 aminoácidos e uma massa molecular teórica 

calculada de 120,9 kDa. A SmTEP1 contém um domínio TROVE (de ligação proteína a proteína) 

conservado formado por 370 aminoácidos, localizados na porção amino terminal da proteína 

(aminoácidos 179-549).  

 

 

 
Figura 16: Representação esquemática da topologia genômica da TEP1 em S. mansoni. Estrutura 
evidenciando exons e introns, a primeira metionina e o último aminoácido da proteína, além do primeiro e 
último aminoácidos do domínio conservado TROVE: ilustração do scaffold, gene e proteína SmTEP1. 

 

 

A tabela 9 mostra o tamanho dos exons e introns, bem como as sequências de junção de 

“splicing” gt/ ag nos sítios 5′-doador e 3′-aceptor. 
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Tabela 9: Estrutura genômica de tep1 de S. mansoni. Sumário do tamanho dos exons e dos introns do 
gene TEP1 baseado na comparação entre os cDNA e a sequência genômica. Os nucleotídeos não variantes 
(ag/gt) estão destacados em negrito. 

no do  

Exon / Intron 

Tamanho do  

Exon (pb) 

Doador de 

Splice 

Tamanho do  

Intron (pb) 

Aceptor de 

Splice 

I 453 gtatgtgactat 40 tcaaacttacag 

II 123 gtactttataca 35 gttagattttag 

III 289 gtaagatgagtt 38 taattttaacag 

IV 50 gtaatttgttgt 36 gatcttccttag 

V 322 gtaagtttcata 1105 taattatcatag 

VI 110 gtaagtgttttc 1809 taatgcctacag 

VII 112 gtaagtaatggt 1895 ctgttctcacag 

VIII 91 gtaagatttcag 1492 tgctgtaaaaag 

IX 169 gtaagtatatat 4274 ttttcttaatag 

X 246 gtgagtttcgaa 674 tttctttaccag 

XI 60 gtacgtacatct 1542 tttttgtttcag 

XII 68 gtacattggacc 912 gtttttttaaag 

XIII 228 gtaagtattttt 2144 gttataatttag 

XIV 246 gtaatactatca 1056 tttcttttccag 

XV 237 gtaagttctagt 1448 ccctatttttag 

XVI 114 gtaagtcaatct 2323 ttctcgatttag 

XVII 136 gtaagtttctgt 941 ttttttttccag 

XVIII 244 gtaatacttttc 932 atttgtttcaag 

XIX 443  -  

 



 - 35 - 

A figura 17 mostra o alinhamento global entre o domínio TROVE encontrado na SmTEP1 com suas ortólogas, evidenciando a região do domínio. 

Observou-se uma grande similaridade e identidade entre a SmTEP1 e suas ortólogas. O alinhamento completo pode ser visto no anexo I. 

 

 
Figura 17: Alinhamento global da SmTEP1 e suas ortólogas. As sequências recuperadas dos bancos de dados foram alinhadas utilizando o programa CLUSTALW.
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A figura 18 mostra a árvore filogenética de SmTEP1. Observou-se que a proteína de Ciona 

intestinalis (XP_002124132.1) é evolutivamente mais próxima de SmTEP1.  

 

 
Figura 18: Relação evolutiva entre SmTEP e suas ortólogas. História evolutiva inferida usando o método 
Neighbor-Joining; árvore consenso (bootstrap) inferida de 1000 replicatas representativas da história 
evolutiva dos taxa analisados. Ramos correspondendo a porções reproduzidas em menos de 50% das 
replicatas foram descartados. O percentual de árvores replicatas em que a taxa associada apresentou-se neste 
teste é mostrado próximo ao braço correspondente. A árvore está desenhada com os comprimentos dos 
ramos na mesma unidade que as distâncias evolutivas utilizadas para inferir a árvore filogenética. As 
distâncias evolutivas foram calculadas usando o método baseado na matriz JTT e no número de substituições 
de aminoácidos por sítios. Todas as posições contendo “gaps” foram eliminadas (opção de eliminação 
completa). 
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4.2. Expressão dos constituintes de Vaults de S. mansoni 

4.2.1.Análise da expressão gênica por RT-PCR semi quantitativa 

O padrão de expressão dos genes SmMVP e SmTEP1 foi analisado utilizando a metodologia de 

RT-PCR semi-quantitativa e RNA total de ovos, vermes adultos, cercárias e esquistosômulos com 

3,5h, 1-3 dias de cultivo in vitro, conforme descrito em Material e Métodos. Em adição, o padrão de 

expressão do gene Smp_129260 também foi determinado. Os amplicons obtidos na reação de RT-

PCR para SmMVP, SmTEP1, Smp_129260, SmCOP9-S3 e SmAlpha-tubulina estão apresentados 

nas figuras 19A,19B, 19C, 19D e19E respectivamente.  

 

 

 

Figura 19: Padrão de expressão dos componentes protéicos de Vault. Amplificação dos genes (A) 
SmMVP, (B) SmTEP1, (C) Smp_129260, (D) SmCOP9-S3 e (E) SmAlpha-tubulina nos estágios de verme 
adulto (VA), ovos (OV), cercarias (CE) e esquistossômulos com 3,5h de cultivo in vitro (E3,5), 1 dia (E1), 
dois dias (E2) e três dias (E3). Cinco µL da reação de RT-PCR foram analisados em gel de poliacrilamida 
10%, corado pelo método da prata, conforme descrito em Materiais e Métodos. 

 

 

As figuras 20A, 20B e 20C mostram os níveis de mRNA para SmMVP e SmTEP1 normalizados 

com o os genes SmCOP9-S3 e Smα-tubulina assim escolhidos dado o tamanho dos amplicons dos 

genes a serem normalizados. Em ambos os casos, os experimentos foram realizados em triplicata 

técnica e biológica. O perfil de expressão determinado pela RT-PCR semi quantitativa mostrou 

níveis similares de expressão para SmMVP, SmTEP1 e Smp_129260 nos estágios evolutivos 
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analisados. Também foi observado que os níveis de SmMVP são em média 40% maiores quando 

comparados aos de SmTEP1 e Smp_129260. 

 

 

        

 

 
 

4.2.2. Análise da expressão gênica por qRT-PCR 

Para confirmar se o padrão de expressão dos constituintes de Vaults eram equivalentes em 

vermes adultos, cercárias e esquistossômulos jovens, os níveis de mRNA para os genes SmMVP, 

Smp_129260 e SmTEP1 foram avaliados por qRT-PCR. Estes experimentos foram realizados em 

triplicata técnica e biológica utilizando o gene Sm_α-tubulina como normalizador.  

Os resultados apresentados na Figura 21A mostram que SmMVP é expresso em níveis 

equivalentes em vermes adultos, ovos e cercárias, entretanto, menos abundante que nos 

esquistossômulos cultivados em todos os tempos estudados. Também foi possível observar que 

SmMVP é expresso em níveis similares nos esquistossômulos E3,5 a E7.  

Figura 20: Níveis de expressão relativa 
dos constituintes protéicos de Vaults 
de S. mansoni. Em (A) SmMVP; (B) 
SmTEP1; (C) SmP_129260, nos estágios 
de verme adulto (VA), ovos (OV), 
cercarias (CE) e esquistossômulos com 
3,5h de cultivo in vitro (E3,5), 1 dia (E1), 
dois dias (E2) e três dias (E3). As 
imagens foram digitalizadas utilizando o 
software Quantity One conforme descrito 
em Materiais e Métodos. 
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Os resultados apresentados na Figura 21B mostram que SmTEP1 é expresso em níveis 

equivalentes em ovos e cercárias e um pouco mais abundante em vermes adultos, entretanto, este 

gene é expresso em níveis similares nos esquistossômulos E3,5 a E2 e em E3 a E5. Também foram 

observadas diferenças entre estes dois estágios de desenvolvimento de esquistossômulos.  

Os resultados apresentados na figura 21C mostram que Smp_129260 é expresso em níveis 

similares em vermes adultos e ovos, sendo um pouco menos abundante em cercarias. Durante o 

desenvolvimento dos esquistossômulos, Smp_129260 mostrou níveis de expressão equivalentes em 

todos os tempos de cultivo. 

 

 

 

 

 

 

4.2.3. Análise da expressão de SmMVP por western blot 

Para avaliar se a não variação nos níveis de mRNA se refletia nos níveis protéicos, foram 

realizados experimentos de western blot, utilizando como anticorpo primário, anti MVP humana, 

conforme descrito em Materiais e Métodos.  

A figura 22 mostra o padrão de bandas em duas frações distintas, solúvel e insolúvel, dos 

vários estágios evolutivos do S. mansoni utilizados neste trabalho. 

Figura 21- Expressão dos mRNAs endógenos 
de (A) mvp; (B) tep1; (C) Smp_129260 em 
verme adulto (VA), ovos (OV), cercarias (CE) e 
esquistossômulos com 3,5h de cultivo in vitro 
(E3,5), 1 dia (E1), dois dias (E2), três dias (E3), 
cindo dias (E5) e sete dias (E7). O gene da α-
tubulin foi utilizado como normalizador. As 
análises estatísticas foram realizadas usando o 
software GraphPad Prism version 5.0 (Irvine, 
CA, USA). O símbolo * representa a amostra 
diferencialmente expressa.. 
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Figura 22: Análise do extrato protéico total de S. mansoni. 15µg de extratos de verme adulto (VA), ovos 
(OV), cercarias (CE) e esquistossômulos com 3,5h de cultivo in vitro (E3,5), 1 dia (E1), dois dias (E2) e três 
dias (E3) foram analisados em SDS/PAGE 10% e corados com Coomasie Blue, conforme descrito em 
Materiais e Métodos. Em (A) fração solúvel do extrato protéico total e (B) fração insolúvel do extrato 
protéico total. 

 

 

Na figura 23 é mostrado o padrão de bandas reconhecidas pelo anticorpo anti-MVP humana 

MAB4141 (Millipore) nas frações solúveis e insolúveis. Pode ser observado o reconhecimento de 

uma única banda, com cerca de 103kDA.  

 

 

 

Figura 23: Detecção da SmMVP por Western blot. 15µg de extratos de verme adulto (VA), ovos (OV), 
cercarias (CE) e esquistossômulos com 3,5h de cultivo in vitro (E3,5), 1 dia (E1), dois dias (E2) e três dias 
(E3) foram separados em SDS/PAGE10% e transferidos para membranas do tipo Nitrocelulose e a seguir 
incubadas com antiMVP humana na diluição de 1:500. Posteriormente, as membranas foram incubadas com 
antiIgG de camundongo conjugado a fosfatase alcalina, na diluição 1:2500 e os blottings revelados pela 
adição de BPT e BCIP, conforme descrito em Materiais e Métodos. Em (A) fração solúvel do extrato 
protéico total e (B) fração insolúvel do extrato protéico total. 
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5. Discussão:  

 Vaults são complexos de ribonucleoproteínas bem conservados em eucariotos, incluindo 

vários deuterostômios. Entretanto, e de forma curiosa, organismos modelo como Drosophila 

melanogaster, Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thaliana e Saccharomyces cerevisiae não 

possuem os genes codificadores dos componentes deste complexo (Berger e cols., 2008). 

Recentemente, as Vaults têm recebido uma considerável atenção, especialmente pelo seu tamanho, 

que é cerca de três vezes maior do que um ribossomo, com um peso molecular de 13 MDa, 

possuindo uma composição molecular relativamente simples, formado pela associação da MVP, 

VPARP e TEP1, além de um RNA não codificador, caracterizando-se desta forma como uma 

suposta organela. 

 Apesar de vários relatos sobre a expressão das proteínas de Vaults, a função desses 

complexos é ainda pouco compreendida. Devido a sua localização subcelular no citoplasma, bem 

como em associação com a membrana nuclear e o complexo poro nuclear, acredita-se que uma das 

funções de Vaults seja o transporte núcleo citoplasma (Mossink e cols., 2003) 

 Neste contexto é interessante ressaltar que a MVP está relacionada à resistência bacteriana a 

ânions (Suprenant e cols., 2007). Além disso, a MVP é frequentemente associada ao fenótipo de 

resistência a drogas em células cancerosas (Van Zon e cols., 2003). De fato, há evidências de que as 

Vaults podem seqüestrar drogas usuais no tratamento de alguns tipos de câncer (Kitazono e cols., 

1999; Kitazono e cols., 2001). Entretanto outros estudos utilizando modelos de nocaute ou 

silenciamento mediado por siRNA não confirmou esse papel (van Zon e cols., 2001; van Zon e 

cols., 2003). 

 Outro aspecto interessante é que cerca de 5% do peso das Vaults consistem de RNAs não 

codificadores denominados de vRNAs. Estes vRNAs são transcritos pela RNA polimerase III, e 

apresentam um comprimento que varia de 80 e 150 nt. Outra característica interessante é que os 

genes para vRNA de mamíferos compartilham elementos de regulação da transcrição que parecem 

ser uma versão dos promotores e elementos regulatórios de snRNA (Kickhoefer e cols., 2003). 

 O interesse do nosso laboratório em entender a função das Vaults iniciou-se em 2006, 

quando constituintes dessa partícula foram seqüenciados por Cabral durante suas análises da enzima 

SUMO E3 ligase, RanPB2, que faz parte do complexo do poro nuclear (Cabral, 2007). Vaults 

também foi seqüenciada por Oliveira (2007) durante a determinação do padrão de expressão das 

subunidades do tipo beta do proteassoma 20S de Trypanosoma cruzi. Assim como relatado por 

kederhsa e Rome (1986) a contaminação era recorrente e esta partícula é ausente em organismos 

modelo (Berger e cols, 2008), foi levantada a hipótese de que Vaults poderia regular processos 

celulares ainda desconhecidos em S. mansoni (Stewart e cols., 2005). 
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 Inicialmente, utilizamos os dados do genoma do S. mansoni disponível em 

http://www.genedb.org/Homepage/Smansoni para identificar, por homologia, sequências ortólogas 

de rato, camundongo e humanas aos três constituintes protéicos da Vaults, ou seja, MVP, VPARP e 

TEP1. 

A MVP predita de S. mansoni, por nós denominada de SmMVP, é uma proteína bem 

conservada, apresentando características equivalentes à MVP de outros organismos, como domínios 

conservados e peso molecular equivalente, além de características específicas do parasito, como a 

estrutura e tamanho exon/intron descrita por Berrimann e colaboradores (2009). 

Como mostra a Tabela 3 e Figura 10, a estrutura de SmMVP parece ser bastante complexa. 

Os oito exons preditos na SmMVP são flanqueados por introns de tamanhos bastante variados 

formados por um número de bases não usual, quando comparado a outros genes de S. mansoni. 

Entretanto, esses dados são corroborados pela literatura. Berrimann e cols. (2009) identificaram, nos 

11809 genes preditos de S. mansoni, introns grandes com tamanho médio de  1692pb. Analisando a 

vizinhança exon/intron pudemos observar que o processamento do produto da transcrição segue a 

regra clássica de splicing (Chalmers e cols., 2008). Essas mesmas características também foram 

observadas nos demais genes constituintes de Vaults, conforme resultados apresentados pela Tabela 

9 dos resultados e nas Tabelas B.1 e C.1 dos anexos deste trabalho. 

O peso molecular calculado da SmMVP com 97,26 kDa encontra-se dentro da faixa de peso 

da MVP em diversos organismos. Conforme dados revisados por Kickhoefer e cols. (1996) a MVP 

de Dictyostelium (α e β), de ratos e humana apresentam, respectivamente, 94 e 92kDa (Vasu, 

Kedersha & ROME, 1993), 99kDa (Kickhoefer & Rome, 1994) e 100kDa (Scheffer e cols, 1995). 

A figura 10 ilustrou as seis repetições do domínio Vault na SmMVP, mostrando sua 

disposição em “tandem”. Este arranjo em tandem parece ser comum a todos os organismos que 

tiveram o gene da MVP estudado até o momento. Kozlov e cols. (2005) mostraram que o domínio 

Vault da MVP humana apresenta arranjo em tandem. Tanaka e cols. (2009) também mostraram este 

tipo de arranjo na MVP de rato. 

O alinhamento global das sequências de aminoácidos das seis repetições do domínio Vault 

presente na SmMVP mostrados na figura 11 revelou que estes domínios são formados por 51-62 

aminoácidos, dentre os quais, apenas um conservou-se idêntico em uma dada posição em todos os 

seis domínios. Foram observadas quatro posições nas quais ocorreu substituição conservativa de 

aminoácidos e o sexto domínio é o que apresenta um número maior de deleções em relação aos 

demais.  

Essa variação entre os domínios Vault também foi observada na MVP humana. O principal 

domínio estrutural da MVP humana, domínio Vault, foi caracterizado por kozlov e cols. (2005) que 

encontraram sete repetições deste domínio na estrutura primária da MVP humana. A comparação 
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entre a sequência de aminoácidos das repetições em tandem mostrou uma variação de 48-60 

aminoácidos, sendo também evidenciado deleções e inserções. Resultados semelhantes foram 

descritos para Vaults isolada de fígado de rato, sendo identificados nove domínios Vault, também 

conhecido como domínio MVP, apresentando uma variação de 51-77 aminoácidos (Tanaka e cols., 

2009). 

Como pode ser observado na Tabela 4, o resultado mostra que os aminoácidos da vizinhança 

dos domínios Vault apresentam alta conservação em relação a uma diversidade de organismos 

utilizados em comparação, o que perece ser de grande relevância para o dobramento da estrutura 

secundária da MVP. Neste sentido, Koslov e cols. (2005) demonstraram que a região de associação 

entre o terceiro e quarto domínios de Vaults da MVP em diversos organismos é relativamente curto 

e bem conservado e o módulo estrutural do dobramento da MVP apresentam o tamanho médio das 

sequência dos domínios Vault, apesar de os domínios serem desviados para a sua metade no 

dobramento da proteína. Esses resultados corroboram com os descritos neste trabalho. 

Como mostrado pela figura 12, o alinhamento global dos domínios conservados Vault da 

SmMVP e suas ortólogas revelou um grande número de aminoácidos conservados e substituições 

conservativas em posições relacionadas. A SmMVP apresentou apenas uma deleção no segundo 

domínio Vault e uma inserção de aproximadamente 11 aminoácidos na região compreendida entre o 

quinto e sexto domínios. A alta identidade de SmMVP com relação à MVP de S. purpuratus (58%), 

D. discoideum (MVPa e MVPb), H. sapiens, R. norvegicus e M. musculus (54%) demonstraram 

elevada conservação filogenética. 

A similaridade observada no alinhamento global entre SmMVP e suas ortólogas sugerem 

uma conservação evolutiva. Esses resultados são corroborados pelos valores de “bootstreep” 

encontrado na árvore filogenética, construída a partir da sequência de aminoácidos, como foi 

apresentado pela figura 13.  

Kickhoefer & Rome (1994) demonstraram por comparação entre a sequência primária da 

MVP de ratos e a MVPa de D. discoideum uma identidade de 57%. Scheffer e cols. (1995) também 

afirmaram que a sequência de aminoácidos deduzida da MVP humana apresenta 87,7% de 

identidade com a MVP de ratos.  

Em conjunto, esses resultados sugerem a existência do gene e de seu produto em S. mansoni. 

 A busca por homologia da ortóloga da VPARP em S. mansoni identificou no genoma do S. 

mansoni dois membros da família PARP de proteínas: Smp_129260 e Smp_145810.1. Os 

resultados de alinhamento, busca de domínios e motivos estruturais sugerem que nenhuma das 

entradas apresentam conservação com as ortólogas VPARP humana, de rato, camundongo, ouriço 

púrpura e D. discoideum. 
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 Como apresentado na sessão B do anexo I, dentre os membros da PARP preditos em 

S. mansoni, a proteína predita Smp_129260 possui um peso molecular de 111,5 kDa, contendo 

apenas o domínio PARP. Este arranjo não é usual aos ortólogos descritos como constituintes de 

Vaults (Kickhoefer, 1999). Além disso, como mostrado na figura B.2 da sessão “anexo I”, a 

Smp_129260 é evolutivamente mais próxima a ortólogos de PARP1. 

Kedersha e Rome (1986) isolaram uma proteína com 192kDa como um dos componentes 

das Vaults isoladas de fígado de ratos. A analise estrutural da proteína demonstrou quatro domínios 

estruturais: na região amino terminal, encontra-se o domínio BRCT de ligação proteína a proteína; 

em seguida, há uma região de ~350 aminoácidos com 28% de identidade com o domínio catalítico 

poli (ADP-ribose) polimerase (PARP), o domínio PARP; na porção mais central do peptídeo estão 

localizados dois domínio ITIH entremeados pelo domínio vWA; na porção carboxi terminal 

encontra-se a região de ligação deste peptídeo com a MVP. (Kickhoefer, 1999) 

Os resultados das análises in silico sugerem que a Smp_129260 pode ser incorporada na 

Vaults de S. mansoni, entretanto, para confirmar essa hipótese serão realizados experimentos com o 

objetivo de obter preparações puras de Vaults, para posterior seqüenciamento e identificação dos 

constituintes protéicos.  

 Como mostrado na Figura 16, SmTEP1 é formada por 1246 aminoácidos e apresenta 

peso molecular igual a 120,9kDa, metade daqueles encontrados em suas ortólogas de mamíferos. A 

região do módulo TROVE presente na SmTEP1 apresenta alta similaridade com suas homólogas, 

com grande número de aminoácidos idênticos e substituições conservativas. Analisados em 

conjunto (Figuras 16, 17 e 18), o alinhamento global, arquitetura do domínio TROVE e a filogenia, 

nos permitiu concluir que a entrada Smp157980 codifica a proteína SmTEP1. 

Segundo Baterman & Kickhoefer (2003) o módulo TROVE, que pode consistir de um ou 

mais domínios, é encontrado nas proteínas p80 de Tetrahymera, Ro60 e TEP1 sendo que as duas 

últimas podem estar envolvidas na ligação dos RNAs componentes das Vaults ou da Telomerase. 

Somando-se a esta evidência, Kickhoefer e cols. (1999) demonstraram que Vault e telomerase 

compartilham uma subunidade comum, a TEP1. Por se tratar de uma proteína ligadora de RNA, as 

diferenças de peso molecular e número de aminoácidos observadas na SmTEP1 poderiam ser 

compensadas, uma vez que a região necessária para a ligação de TEP1 tanto aos vRNAs quanto às 

Vaults encontra-se conservada nesse peptídeo. Além disso, Poderycki e cols. (2005) demonstraram 

que a região da TEP1 humana homóloga a p80 de Tetrahymera (aminoácidos 201-911) está 

incluída no módulo TROVE e é suficiente para sua associação com os vRNAs e Vaults. 

Kickhoefer e cols. (1999) identificaram que a proteína de 240 kDa, citada por Kedersha e 

Rome (1986) como um dos componentes de Vaults, é idêntica à TEP1 de mamíferos, um homólogo 
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da p80 de Tetrahymera contendo 2629 aminoácidos (Harrington e cols., 1997) que interage 

especificamente com o RNA e com a subunidade catalítica TERT do complexo Telomerase.  

 Assim como em SmMVP, a estrutura e o tamanho exon/intron de SmTEP1, mostrou-se 

bastante complexa. Foram identificados dezoito exons flanqueados por introns de tamanho bastante 

variado, formados por um número de bases não usual, conforme mostrado na Tabela 9. Esses 

resultados são corroborados pelos descritos por de Berrimann e cols. (2009). 

Durante o desenvolvimento desse projeto, também foram realizadas buscas para identificar 

os candidatos a vRNA, utilizando busca por homologia. Neste sentido, foi escrito um scripts para 

localizar os candidatos a vRNAs no genoma do S. mansoni, baseado na busca exata, ou seja 100% 

de identidade, retornando como resultado o posicionamento de cada vRNA nos diversos scaffolds. 

Esta estratégia foi ineficiente para identificar candidatos a vRNA (dados não apresentados). Esses 

resultados são corroborados pelos descritos por Copeland e cols. (2009), ao realizarem a anotação 

baseada em homologia dos ncRNAs presentes nos genomas de S. mansoni e S. japonicum e também 

não identificaram este tipo de RNA por homologia.  

O próximo objetivo desse trabalho foi determinar o padrão de expressão dos constituintes 

protéicos de Vaults. Neta etapa do projeto foram utilizadas duas abordagens. Inicialmente 

analisamos o perfil de expressão utilizando RT-PCR semi quantitativo e posteriormente, os 

resultados foram confirmados por qRT-PCR.  

Neste trabalho, a determinação do perfil de expressão gênica foi centrada na transição 

cercária a verme adulto, uma vez que ao longo destas fases do ciclo biológico, o S. mansoni passa 

por uma adaptação em resposta ao estresse térmico, osmótico e nutricional presentes no ambiente 

oferecido pelo hospedeiro definitivo. Após a perda da calda, a cercária passa por momentos de 

instabilidade dentro do hospedeiro definitivo onde sofre uma série de remodelamentos para adquirir 

novas características para a sobrevivência no interior do hospedeiro definitivo. Uma característica 

desta fase de transição é a capacidade de sobreviver sem uma transcrição de mRNA e uma tradução 

de proteínas real (Wilson, 1979). Este processo ainda pouco estudado evita que o parasito utilize um 

excesso de energia na produção destas moléculas para canalizar todo esforço para o remodelamento 

de sua estrutura no geral. Vale ressaltar que, o perfil de expressão gênica durante a transição 

cercária-verme adulto é uma linha de investigação que vem sendo desenvolvida há vários anos em 

nosso Laboratório. Nesses estudos foram observados que os genes da maquinaria de silenciamento 

gênico são diferencialmente expressos (Gomes et al., 2008) e que há uma “up-regulation” dos genes 

envolvidos com a modificação pós-traducional de proteínas dependente de sumo (Cabral et al., 

2007, Pereira 2010). 

Os resultados apresentados pelas Figuras 19 e 20 sugerem que os níveis de transcrição dos 

genes SmMVP, SmTEP1 e Smp_129260 são equivalentes quando comparamos cercárias e vermes 
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adultos. Este mesmo perfil foi observado para esquistossômulos jovens. Vale ressaltar que a 

expressão gênica foi considerada com diferença significativa quando foi observada uma diferença 

maior ou igual a 2 vezes entre os estágios estudados. Esses resultados levantaram a hipótese de uma 

expressão constitutiva de Vaults durante a transição cercária-esquistossômulo. Para avaliar essa 

hipótese, a expressão gênica dos constituintes de Vaults foram analisadas por qRT-PCR. Os 

resultados apresentados pelas Figuras 21A, 21B e 21C, mostram o perfil de expressão de SmMVP, 

SmTEP1 e Smp_129260, respectivamente. Observa-se níveis similares de expressão nos vários 

estágios evolutivos avaliados. Até o momento, os constituintes de Vaults são os primeiros exemplos 

de genes com perfil similar de expressão em vermes adultos, cercarias e durante o desenvolvimento 

dos esquistossômulos.  

Huan e cols. (2009) utilizando informações genômicas, transcriptômicas e proteômicas de S. 

mansoni e S. japonicum sugerem níveis de expressão diferencial entre cercária e vermes adultos 

para proteínas do citoesqueleto e motoras (actina, tubulina, e miosina), além de proteínas 

chaperonas (HSPs), enzimas envolvidas em processos redox (SOD / E-SOD), proteínas de 

sinalização de cálcio (CaPB – calpaína, calmodulina), e imunofilinas, genes e proteínas associadas a 

estágios de desenvolvimento e ao sexo do gênero Schistosoma. Além disso, existem poucas 

descrições sobre padrões de expressão gênica utilizando esquistossômulos jovens. Gobert e cols 

(2010) analisaram o padrão de expressão comparativo entre ETM-3,5 horas e ETM-5 dias. Os 

resultados sugerem que genes envolvidos em diversos processos biológicos, incluindo 

principalmente, maturação do tegumento, organização e desenvolvimento celular, adesão celular e 

resposta a estresse são diferencialmente expressos. 

Para avaliar se os níveis equivalentes dos transcritos para a SmMVP iriam refletir nos níveis 

protéicos, foram realizados experimentos de western blot. Como mostra a figura 23, os resultados 

sugerem níveis equivalentes da MVP nos diferentes estágios estudados do ciclo de vida do S. 

mansoni. Também foi possível evidenciar a presença da SmMVP tanto na fração solúvel como 

insolúvel. Esses resultados são corroborados pela identificação proteômica de MVP em frações 

enriquecidas de extratos do tegumento de S. mansoni nos mesmos estágios estudados em nosso 

trabalho (Castro-Borges e cols., 2009 - comunicação pessoal) e pelos descritos por Kedersha e cols, 

(1990) que demonstraram uma expressão basal de Vault equivalente em diversos tipos celulares, 

assim como em diferentes estágios do desenvolvimento de D. discoideum. 
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6. Conclusão 

 

Os principais resultados obtidos neste trabalho foram: 

 

• A proteína MVP da Vault de S. mansoni apresenta domínios conservados em relação aos 

ortólogos presentes em camundongo, rato e humano, embora em menor número; 

• A proteína TEP-1 da Vault de S. mansoni apresenta o domínio TROVE conservado em 

relação aos ortólogos presentes em camundongo, rato e humano; 

• Não forram identificados nos bancos de dados do S. mansoni, ortólogos de PARP 4. 

Corroborando esse resultado, foram caracterizados dois membros da família PARP de 

proteínas: PARP1 e PAR2; 

• Os níveis de mRNA para SmMVP e SmTEP-1 são equivalentes entre cercárias e vermes 

adultos. Perfil equivalente foi detectado durante o desenvolvimento dos esquistossômulos. 

• Utilizando anticorpos anti MVP humano, extratos solúveis e insolúveis mostraram 

quantidades equivalentes de SmMVP nos diversos estágios estudados. 

 

 

Em conjunto, esses resultados permitem concluir que a presença do complexo Vault em S. 

mansoni sugere que processos celulares regulados por Vaults podem estar envolvidos no sucesso do 

parasitismo durante a rota de peregrinação do parasito e na manutenção da infecção no hospedeiro 

mamífero. 
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7. Perspectivas futuras 

 

Nossos estudos abrem um leque de perspectivas em relação ao papel desempenhado por 

Vaults e/ou seus componentes de maneira isolada na biologia do S. mansoni. Entre eles, 

destacamos: 

♦ Confirmação da proteína Smp_129260 como VPARP componentes de Vaults por 

purificação do complexo. 

♦ Confirmação dos níveis de expressão da proteína SmMVP e determinação dos níveis de 

expressão de SmVPARP e SmTEP1 utilizando anticorpos monoclonais específicos para S. 

mansoni produzidos a partir de peptídeos sintéticos. 

♦ Identificação do(s) ncRNA(s) por técnicas de bioinformática e sua confirmação por 

purificação do complexo. 

♦ Investigação das possíveis vias metabólicas em que Vaults poderia estar envolvida. 

♦ Investigação do potencial envolvimento de Vaults em processos de resistência a drogas em 

S. mansoni através da comparação dos níveis de expressão dos componentes de Vaults em 

cepas resistentes e susceptíveis deste parasito. 
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9. ANEXO I 

A. Alinhamentos completos 

A figura A.1 mostra o alinhamento global completo dos domínios Vault encontrados na SmMVP com os ortólogos de vários organismos na 

região dos domínios Vault.  
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Figura A.1: Alinhamento global da proteína MVP e seus ortólogos. As sequências foram recuperados por alinhamento local utilizando os domínios Vault 
encontrados na SmMVP como “pergunta”. 
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A figura A.2 mostra o alinhamento global compleo das sequências de aminoácidos das proteínas pertencentes à família PARP em S. mansoni.  
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Figura A.2: Alinhamento global da proteína família de proteínas PARP em S. mnsoni. Sequências recuperadas utilizando a VPARP humana como “pergunta” 
em alinhamento local. 
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As figuras A.3 a A.7 mostram o alinhamento de cada uma das proteínas da família PARP de S. mansoni com suas respectivas ortólogas. 
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Figura A.3: Alinhamento da proteína Smp_129260 pertencente à família PARP de S. mansoni com suas respectivas ortólogas. Sequências recuperadas 
utilizando a entrada Smp_129260 como “pergunta” em alinhamento local. 



 - 74 - 

 



 - 75 - 

 



 - 76 - 

 



 - 77 - 

 



 - 78 - 

 



 - 79 - 

 



 - 80 - 

 



 - 81 - 

 



 - 82 - 

 
Figura A.4: Alinhamento da proteína Smp_145810.1 pertencente à família PARP de S. mansoni com suas respectivas ortólogas. Sequências recuperadas 
utilizando a entrada Smp_145810.1 como “pergunta” em alinhamento local. 
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Figura A.5: Alinhamento da proteína Smp_073130.1 pertencente à família PARP de S. mansoni com suas respectivas ortólogas. Sequências recuperadas 
utilizando a entrada Smp_073130.1 como “pergunta” em alinhamento local. 
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Figura A.6: Alinhamento da proteína Smp_073130.2 pertencente à família PARP de S. mansoni com suas respectivas ortólogas. Sequências recuperadas 
utilizando a entrada Smp_073130.2 como “pergunta” em alinhamento local. 
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Figura A.7: Alinhamento da proteína Smp_073130.3 pertencente à família PARP de S. mansoni com suas respectivas ortólogas. Sequências recuperadas 
utilizando a entrada Smp_073130.3 como “pergunta” em alinhamento local. 
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A figura A.8 mostra o alinhamento global completo entre o domínio TROVE encontrado na 

SmTEP1 com suas ortólogas, evidenciando a região do domínio. 
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Figura A.8: Alinhamento global da proteína TEP1 e seus ortólogos. As sequências foram recuperados 
por alinhamento local utilizando o domínio TROVE encontrado na SmTEP1 como “pergunta”. 
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B. Caracterização da topologia do gene Smp_129260, maior membro da família PARP 

em S. mansoni. 

A Figura B.1 mostra que o gene Smp_129260 possui uma ORF de 2934 pb se estendendo do 

primeiro código ATG no nucleotídeo 01 (um) ao código de terminação TGA no nucleotídeo 38336. 

Sua proteína predita possui 977 aminoacidos e uma massa molecular teórica de 111,5 kDa. 

Também foi possível verificar que a Smp1_29260 contém um domínio conservado PARP composto 

por 352 aminoacidos, posicionado na porção C-terminal da proteína predita (aminoácidos 625-977). 

 

 

 

Figura B1: Representação esquemática da topologia genômica e proteômica de Smp_129260.  Esquema 
evidenciando exons e introns, a primeira metionina e o último aminoácido, além do primeiro e último 
aminoácidos do domínio conservado PARP: ilustração do scaffold, gene e proteína. 
 

 

O gene Smp_129260 está localizado no supercontig Smp_scaff000022 do genoma do S. 

mansoni, contendo 15 (quinze) exons e 14 (quatorze) introns. A tabela B.1 mostra o tamanho dos 

exons e intros, bem como as sequências de junção de “splicing” gt/ ag nos sítios 5′-doador e 3′-

aceptor. 
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Tabela B.1 - Estrutura genômica do gene Smp129260. A tabela mostra o tamanho dos exons e dos introns 
baseado na comparação entre a sequencia de cDNAs e as sequências genômicas. Os nucleotídeos não 
variantes (ag/gt) estão destacados em negrito. 

no  do Exon / Intron 
Tamanho do 

Exon (pb) 
Doador de Splice 

Tamanho do 

Intron (pb) 
Aceptor de Splice 

I 381 gtaagtatttaa 1554 acaatttcacag 

II 98 gtaagtgattaa 5790 tatccattctag 

III 72 gtatgctattta 1670 atatatgtcaag 

IV 82 gttagttagtga 389 attgtatcctag 

V 332 gtaagtttatta 3168 caacttaattag 

VI 178 gtatgcatgttg 2062 ctcataatatag 

VII 228 gtatgtacactt 1146 cttactgaaaag 

VIII 16 gtaaacacatat 858 ttacttatatag 

IX 205 gtaagatatagt 6749 actgtatcgcag 

X 232 gtaagtgaactg 3466 ttcattttacag 

XI 123 gtaagttaattt 2082 gtgtttttttag 

XII 357 gtaagatgaaac 2567 aaaccaacatag 

XIII 215 gtaagcttcttt 1731 cttgatgttcag 

XIV 227 gtaagcaatcca 2170 ctatctatctag 

XV 188  -  

 

 

A figura B.2 mostra a árvore filogenática construída a partir das sequências da maior 

proteínas da família PARP de S. mansoni (Smp_129260) e suas ortólogas, pressupondo 

conservação evolutiva. 
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Figura B.2: Figura 15: Relação evolutiva entre o maior membro da família PARP de S. mansoni 
(Smp_129260) e seus ortólogos. História evolutiva inferida usando o método Neighbor-Joining; árvore 
consenso (bootstrep) inferida de 1000 replicatas representativas da história evolutiva dos taxa analisados. 
Ramos correspondendo a porções reproduzidas em menos de 50% das replicatas foram descartados. O 
percentual de árvores replicatas em que a taxa associada apresentou-se neste teste é mostrado próximo ao 
braço correspondente. A árvore está desenhada com os comprimentos dos ramos na mesma unidade que as 
distâncias evolutivas utilizadas para inferir a árvore filogenética. As distâncias evolutivas foram calculadas 
usando o método baseado na matrix JTT e no número de substituições de aminoácidos por sítios. Todas as 
posições contendo “gaps” foram eliminadas (opção de eliminação completa). 
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C. Caracterização da topologia do gene Smp_073130.1. 

O gene Smp_073130.1 está localizado no supercontig Smp_scaff000251 do genoma do S. 

mansoni e contém 10 (dez) exons e 9(nove) introns. Um resumo dos vários tamanhos dos exons e 

intros e as sequências de junção de “splice” conforme o sinal consenso de “Splice” contendo um 

dinucleotídeo gt e um ag nos sítios 5′-doador e 3′-aceptor, respectivamente, também é mostrado na 

tabela C.1.  

 

 

Tabela C.1 - Estrutura genômica do gene relativo à entrada Smp_073130.1. A tabela mostra o tamanho 
dos exons e dos introns baseado na comparação entre a sequencia de cDNAs e as sequências genômicas. Os 
nucleotídeos não variantes (ag/gt) estão destacados em negrito. 

no  do Exon / Intron 
Tamanho do 

Exon (pb) 

Doador de 

Splice 

Tamanho do 

Intron (bp) 

Aceptor de 

Splice 

I 270 gtaggtagatta 1467 acttcgataaag 

II 250 gtaaattattat 35 ttttcatttcag 

III 173 gtaagcttctgc 1305 tcaatgttttag 

IV 220 gttagtcatttc 589 ttgaatttacag 

V 127 gtaagcagaatg 3481 ccttattattag 

VI 187 gtaggtcttttg 1027 ataaatatttag 

VII 134 gtaagtttttgt 6177 tttttaatttag 

VIII 200 gttagtaaatgt 3554 tttatacaatag 

IX 324 gtaattaatgtg 189 gttctatttcag 

X 74  -  

 

 

A figura 31 mostra que este gene consiste de uma ORF de 1959 pb se estendendo do 

primeiro código ATG no nucleotídeo 01 (um) ao código de terminação TAG no nucleotídeo 19781. 

A proteína predita possui 652 aminoacidos (figura 25) com uma massa molecular calculada de 

97,26 kDa.  A análise da proteína traduzida do gene Smp_073130.1 usando o banco de dados Pfam 

indicou que ela contém dois domínios conservados. O primeiro domínio conservado contém 118 

aminoacidos e está localizado na porção N-terminal do peptídeo analisado (aminoacidos 22-139). 

Trata-se de um domínio VIT, também encontrado nas cadeias pesadas dos inibidores inter-alpha-
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tripsina (ITIHs) e seus precursores. O segundo domínio conservado encontrado neste peptídeo é do 

tipo vWA, contém 166 aminoácidos (aminoácidos 296-461) e está localizado na porção C-terminal 

do peptídeo (figura 31). Este é um domínio presente em várias proteínas plasmáticas e intracelulares 

envolvidas na transcrição, no reparo de danos ao DNA, nos transportes ribosomal, proteasomal e 

transmembrana. 

 

 

 

Figura 31: Representação esquemática da topologia genômica e proteômica de uma proteína predita em S. 
mansoni (Smp_073130.1) evidenciando exons e introns, a primeira metionina e o último aminoácido, além 
do primeiro e último aminoácidos dos domínios conservados ITIH (VIT) e vWA: ilustração do scaffold, 
gene e proteína SmVPARP. 
 

 

O alinhamento global da sequência de aminoácidos dos domínios VIT e vWA de S. mansoni 

indicou que eles guardam alta homologia e graus variados de similaridade com as VPARPs de 

outros organismos, apresentando score de alinhamento de 646413.  (figura 32). 
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Figura 32: Alinhamento global da proteína predita em S. mansoni (Smp_073130.1) e seus ortólogos, 

recuperados utilizando seus respectivos domínios conservados como “pergunta” em alinhamento local. 
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D. Análises adicionais 

 

 

Tabela D.1: Resumo do número de exons encontrados nos genes codificadores das proteínas SmMVP, 
SmTEP1 e em suas respectivas ortólogas: 

Gene Organismo Entrada No de Exons 

Dyctiostelium discoideum XP_646310.1 02 

Homo sapiens NP_059447.2 14 

Rattus norvegucus NP_073206.2 14 

Schistosoma mansoni Smp_006740 08 

MVP 

Strongylocentrotus purpuratus NP_001116989.1 14 

Dyctiostelium discoideum XP_629304.1             02 

Homo sapiens EAW66475.1 58 

Rattus norvegucus EDL88418.1 54 

Schistosoma mansoni Smp_157980 19 

TEP1 

Strongylocentrotus purpuratus XP_789472.2 50 
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