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RESUMO 
 

A aplicação de marcadores moleculares tem sido útil na investigação genética de 

parasitos de importância médica e seus hospedeiros. A correlação de tipos genéticos com 

dados clínicos tem sido realizada com o uso de marcadores moleculares polimórficos. 

Marcadores tipo SNPs (polimorfismos de base única) são o tipo mais comum de variação de 

seqüência encontrados em eucariotas. Sabe-se que os SNPs são marcadores dialélicos 

altamente estáveis, cuja estimativa de freqüência pode ser realizada com relativa facilidade. 

Não obstante, até o presente trabalho, SNPs não foram descritos em larga escala no parasito 

Schistosoma mansoni. Nesse contexto, nosso principal objetivo foi identificar polimorfismos 

de base única em etiquetas de seqüências expressas (ESTs) de S. mansoni. As 61.002 ESTs 

utilizadas na detecção de SNPs foram geradas pela Rede Genoma de Minas Gerais, através da 

técnica de seqüenciamento parcial de cDNAs. As seqüências foram processadas por um 

sistema automatizado que foi desenvolvido a partir do uso de programas públicos 

(PHRED/CROSS_MATCH/PHRAP/CONSED) e um novo programa de busca por SNPs, 

cSNPer. O cSNPer foi escrito na linguagem C pelo nosso grupo e identifica polimorfismos em 

arquivos do tipo .ace gerados por programas de agrupamento, como o Phrap, e analisa a 

conseqüência da mutação para a proteína codificada. Foram identificados 2.303 possíveis 

SNPs em 863 agrupamentos, sendo utilizado o valor de qualidade nas ESTs de Phred ≥ 20, na 

seqüência consenso de Phred ≥ 40 e nas bases vizinhas de Phred ≥ 15. Foi analisada a 

presença de SNPs em genes candidatos à vacina, nas quais Sm14, Sm23, catepsina B e GST 

apresentaram-se polimórficos. Em seguida, foi realizada a validação da presença de SNPs no 

gene da catepsina B. A catepsina B é responsável por degradar hemoglobina presente no 

sangue do hospedeiro humano, que é a principal fonte de nutrição do Schistosoma. Foi 

identificada a presença de 16 SNPs na seqüência da catepsina B, sendo que 6 resultaram na 

mudança do aminoácido codificado. Com o propósito de verificar se a presença dessas 

mutações não-sinônimas poderiam estar modificando a estrutura da proteína e, possivelmente, 

alterando a sua função, foi realizada a modelagem por homologia da catepsina B do parasito, 

utilizando o programa Modeller. As análises dos aminoácidos na estrutura modelo e na 

estrutura mutante foram realizadas utilizando o programa STING. Foi observado que as 

mudanças de aminoácido encontradas, provavelmente, não alteram a estrutura da proteína e, 

conseqüentemente, a sua função. 
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ABSTRACT 
 
 

Molecular markers have shown to be useful in genetic investigations on parasites of 

medical importance and their hosts. A correlation between genetic types and clinical data has 

been established by using polymorphic molecular markers. Single nucleotide polymorphisms 

(SNPs) molecular markers are the most common kind of sequence change found in 

eucaryotes. It is well known that SNPs are highly stable diallelic markers, whose frequency 

estimate may be easily made. Nevertheless, up to the present investigation, such molecular 

markers have not been studied in Schistosoma mansoni. Within this context, we aimed at 

identifying single nucleotide polymorphism in expressed sequence tags (ESTs) of S. mansoni. 

A total of 61.002 ESTs were generated by the Schistosoma mansoni Genome Project of the 

State of Minas Gerais by partially sequencing cDNAs using the ESTs classic strategy used for 

detecting SNPs. The sequences were processed by an automated system developed using 

PHRED/CROSS_MATCH/PHRAP/CONSED and a new program of search for SNPs, 

cSNPer. cSNPer was written in C language by our group to identify polymorphisms in ace 

files generated by clusters tools such as Phrap, and also the consequence of the mutantion on 

the codificate protein . A total of 2.303 possible SNPs were identified in 863 clusters using a 

quality value of Phred ≥ 20 for ESTs, Phred ≥ 40 for the consensus sequence and Phred ≥ 15 

for neighbouring bases (NQS). The presence of SNPs was analyzed in vaccine candidate 

genes, which are polymorphic: Sm14, Sm23; catepsin B and GST. We validated the SNPs in 

the catepsin B gene. This enzyme is responsible for degrading hemoglobin in human host’s 

blood, which is the main nutrition source for Schistosoma. A total of 16 SNPs were identified 

in catepsin B, 6 which resulted in non-synonym aminoacid change. Aimed at verifying 

whether the presence of  such non-synonym mutations could be modifying the protein 

structure, and, consequently, its function, a model based on homology of the parasite catepsin 

B was produced using the software Modeller. Structure analysis was carried out with the 

software STING. The results obtained indicate that the aminoacid sequence changes probably 

did not alter the protein structure, and consenquently its function. 
 



 
Introdução 

 
 

 1

 

 

 

 

 

 

 

I - INTRODUÇÃO 



 
Introdução 

 
 

 2

1.1 - Aspectos gerais da esquistossomose 

 

A esquistossomose é uma doença parasitária, crônica, debilitante e em alguns casos 

fatal, que afeta principalmente indivíduos em áreas rurais, sendo endêmica em países tropicais 

e subtropicais (WHO 2001). A esquistossomose é hoje endêmica em, aproximadamente, 76 

países subdesenvolvidos (Engels et al., 2002). A doença foi introduzida no Brasil, no período 

colonial, com a vinda de escravos africanos (Files 1951). Apesar dos esforços para controlar 

essa endemia, a esquistossomose permanece ainda como uma grande causa de morbidade, 

afetando aproximadamente 200 milhões de pessoas em todo o mundo, sendo 85% dos casos 

na África (Chitsulo et al., 2000). De acordo com a Organização Mundial de Saúde, o 

crescimento da doença calculado pelo DALYS é 1.760.000 vezes maior que doenças como 

Tripanossomíase Africana (1.598.000), Dengue (653.000), Chagas (649.000) e Lepra 

(177.000) (http://www.who.int/tdrdisease/default.htm). No Brasil, estima-se que existam 8 

milhões de pessoas infectadas atingindo quase todos os estados brasileiros, principalmente nas 

regiões Nordeste, Sudeste e Centro-oeste (Oliveira et al., 2004).  

Várias espécies do gênero Schistosoma são importantes parasitos humanos: S. 

mansoni, S. japonicum, S. haematobium, S. intercalatum, S. mekongi, S. mattheei e S. 

malayensis, sendo as três primeiras as mais relevantes. Em geral, as espécies que infectam o 

homem são facilmente identificadas através do tamanho e morfologia do ovo, a origem 

geográfica do isolado e a especificidade pelo hospedeiro intermediário (McManus & Hope 

1993). Os ovos de S. mansoni possuem uma espinha lateral, os ovos das espécies S. 

haematobium e S. intercalatum possuem espinha terminal, enquanto a espécie S. japonicum 

possue ovos sem espinha (Figura 1). Das várias espécies conhecidas de Schistosoma, sabe-se 

que S. mansoni é a espécie com maior distribuição global e a única espécie causadora da 

esquistossomose no Brasil (Bergquist 2002). Os principais sintomas da doença são febre, dor 

de cabeça, apatia por hepatoesplenomegalia, podendo até causar a morte (Van der Werf et al., 

2003). 

Os parasitos do gênero Schistosoma, pertencem ao Filo Platelminto e Classe 

Trematódea. São digenéticos, apresentam dimorfismo sexual na fase adulta e possuem o 

corpo achatado dorso-ventralmente. A fêmea mede cerca de 1,5 cm e possui o tegumento liso. 

O macho mede cerca de 1cm, tem o tegumento coberto por tubérculos e espinhas, e um canal 

ginecóforo para albergar a fêmea e fecundá-la. A fêmea não é capaz de completar a sua 

maturação sem o acasalamento com do parasito macho. O macho possui um mecanismo 
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desconhecido que é capaz de regular a expressão de genes na fêmea (Kunz 2001). Foi visto 

que a fêmea necessita do macho não só no processo de fertilização, mas também na 

estimulação de fatores imprescindíveis para o seu crescimento e desenvolvimento (Grevelding 

et al., 1997; Kunz 2001). 

A transmissão da doença ocorre pelo contato do homem com águas onde existam 

moluscos infectados. O ciclo biológico de Schistosoma mansoni apresenta uma alternância de 

gerações entre o hospedeiro intermediário, moluscos do gênero Biomphalaria spp., e os 

hospedeiros definitivos vertebrados, dentre eles o homem. O ciclo de vida de S. mansoni 

inicia-se quando as fezes de indivíduos contaminados, contendo ovos do parasito, entram em 

contato com a água doce. Os ovos, em contato com a água, eclodem, liberando miracídios, 

que são a forma infectante do hospedeiro invertebrado. Os miracídios infectam novos 

caramujos e cada miracídio se transforma em esporocisto I. Cada esporocisto I, por 

poliembrionia, origina 150 a 200 esporocistos II, que migram para as glândulas digestivas e 

ovoteste do caramujo, originando as cercárias que serão liberadas na água. A cercária, forma 

infectante do hospedeiro vertebrado, infecta o homem por penetração ativa na pele. Ao 

penetrar na pele, as cercárias perdem a cauda, transformando-se em esquistossômulos. Os 

esquistossômulos migram para os pulmões cerca de 7 dias após a penetração e, 

posteriormente, para o sistema porta hepático. Após a maturação, aproximadamente 45 dias 

após a infecção, os vermes adultos se alojam no plexo mesentérico e vivem por vários anos, 

podendo viver até 20 anos, no hospedeiro definitivo (Coelho 1970). O ciclo se completa com 

a postura de ovos pela fêmea (Figura 2), aproximadamente 300 ovos por dia (Pellegrino & 

Coelho 1978; Valadares et al., 1981).  A grande parte dos ovos é eliminada junto às fezes. 

Contudo, alguns ainda ficam retidos na mucosa intestinal e nos capilares do sistema porta do 

hospedeiro, onde desencadeiam uma reação inflamatória granulomatosa. A reação 

granulomatosa que se forma ao redor dos ovos é a principal causa da patogenia da 

esquistossomose. A reação granulomatosa resulta em fibrose do tecido. A fibrose dos órgãos e 

a obstrução do plexo venoso podem levar à hipertensão portal, hepatomegalia, 

esplenomegalia, ascite (aumento do volume abdominal) e formação de varizes esofágicas.  
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Figura 1 – Ovos das diferentes espécies de Schistosoma. O tamanho e a morfologia do ovo 

variam de acordo com cada espécie. 
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Figura 2 – Ciclo de vida de Schistosoma. O ciclo biológico de Schistosoma mansoni 

apresenta uma alternância de gerações entre o hospedeiro intermediário, moluscos do gênero 

Biomphalaria spp., e os hospedeiros definitivos vertebrados, dentre eles o homem (WHO 

2001). 
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Oxaminiquine e Praziquantel são as drogas mais utilizadas no tratamento da 

esquistossomose mansoni. O Oxaminiquine aumenta a mobilidade do parasito (Hillman & 

Senft 1975) e inibe a síntese de ácido nucléico (Pica-Mattoccia et al., 1989). A droga é mais 

efetiva em parasitos machos do que em parasitos fêmeas. Contudo, apesar de ter apresentado 

96% de cura parasitológica, quando realizada biópsia retal o tratamento apresentou apenas 

38,3% de cura (Cunha 1982). Atualmente, o medicamento mais efetivo contra o verme é o 

Praziquantel, que tem contribuído para a diminuição da morbidade em áreas endêmicas 

(Chitsulo et al., 2000; Kheir et al., 2000; Ferrari et al., 2003). O Praziquantel é menos tóxico 

e afeta principalmente parasitos fêmeas, causando uma alteração no seu tegumento (Redman 

et al., 1996) e uma redução no nível de concentração de glutationa (Ribeiro et al., 1998). Um 

dos possíveis alvos do Praziquantel é um canal de cálcio existente nas células da superfície do 

parasito, gerando um descontrole no fluxo de íons para dentro e para fora delas (Cioli & Pica-

Mattocia 2003), levando à morte do parasito. Apesar da disponibilidade de drogas de ação 

rápida, administradas em dose única por via oral, a situação da esquistossomose ainda se 

apresenta bastante grave (Katz et al., 1989). A prevalência da doença permanece inalterada 

em muitas regiões endêmicas, devido, na maioria dos casos, aos altos níveis de reinfecção de 

indivíduos já tratados, seguido do possível aparecimento de populações de parasitos 

naturalmente resistentes ao tratamento (Bennett et al., 1997). O desenvolvimento de uma 

vacina contra o parasito seria de grande importância no controle da endemia. 

Na tentativa de encontrar possíveis candidatos à vacina, genes foram selecionados e 

estudados como a glutationa-S-transferase (GST) (Rao et al., 2003), paramiosina (Al-

Sherbiny et al., 2003), IrV-5 (miosina) (Nascimento et al., 2002), a triose fosfato isomerase 

(TPI) (Reynolds et al., 1994), o antígeno de membrana 23 kDa (Sm23/MAP3) (Da'dara et al., 

2002), o antígeno de membrana 14 kDa (Sm14) (Fonseca et al., 2005) e a enzima catepsina B 

(Noya et al., 2001). Não obstante, apesar de grandes avanços, nenhum resultado efetivo foi 

ainda alcançado. Assim, desde 1993, a Organização Mundial de Saúde (WHO) induziu o 

estudo da genômica como uma nova abordagem para o desenvolvimento de novas 

ferramentas de controle do parasito. O estudo da genômica do parasito gera expectativa para 

um melhor entendimento da biologia, do metabolismo destes organismos e também na busca 

de novos candidatos para diagnóstico, produção de vacinas e, principalmente, novos alvos de 

drogas (Degrave et al., 2001). 
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1.2 - Genoma de Schistosoma mansoni  

 

S. mansoni é um organismo diplóide que possui oito pares de cromossomos (Short & 

Menzel 1960, Short et al., 1979), sendo 7 pares autossômicos e 1 par sexual. Telômeros 

típicos foram identificados pela técnica de FISH nestes cromossomos (Hirai & LoVerde 

1996). O sexo heterogamético é a fêmea (ZW), enquanto o macho é homogamético (ZZ) 

(Short & Grossman 1981). O tamanho do genoma haplóide compreende 270 Mb, constituído 

de um conteúdo A+T bastante elevado (~66%) (Hiller 1974; Simpson et al., 1982; Marx et 

al., 2000). A presença da metilação não foi observada no DNA do parasito (Fantappie et al., 

2001). Com base no tamanho do seu genoma e posição evolutiva, estima-se que S. mansoni 

possua cerca de 15 a 20 mil genes (Simpson et al., 1982). O genoma é constituído 4% a 8% 

de seqüências de DNA altamente repetitivas (>1000 cópias), 35% a 40% de seqüências de 

DNA de média repetitividade (~100 cópias) e aproximadamente 60% representam famílias de 

genes ou regiões de cópia única (Simpson et al., 1982). 

A primeira região de DNA repetitivo descrita em S. mansoni consistiu do complexo 

gênico que codifica o RNA ribossomal (rDNA) (Simpson et al., 1984; Van Keulen et al., 

1985). Este complexo é constituído de unidades repetitivas em tandem, presentes em torno de 

100 unidades por genoma haplóide. Cada unidade contém aproximadamente 10 Kb que 

codificam três espécies altamente conservadas de rRNA em eucariotas: 5,8S, 18S, e 28S, 

cujas regiões codificadoras são separadas por uma região menos conservada, não transcrita 

denominada DNA espaçador (Simpson et al., 1984; Van Keulen et al., 1985). Várias 

seqüências de DNA repetitivo descritas em S. mansoni (Hamburger et al., 1991), distribuídas 

de maneira dispersa ou em arranjos pelo genoma, foram encontradas em transcritos de mRNA 

do parasito, similares a regiões hipervariáveis no genoma humano (Spotila et al., 1991). Um 

exemplo é o clone de cDNA SM750, contendo elemento repetitivo polimórfico (PRE) de 62 

pb, que foi encontrado em diferentes tamanhos de transcritos e seqüências. Seqüências 

repetitivas também apresentaram utilidade em ensaios de hibridização na determinação do 

sexo do parasito (Spotila et al., 1987). Algumas, ultrapassando 500 cópias, foram encontradas 

somente no cromossomo W das fêmeas (Spotila et al., 1989; Oliveira & Bahia 2004).  

Os avanços genômicos foram seguidos da descoberta e caracterização dos MGEs 

(elementos genéticos movéis) em helmintos, incluindo a identificação de retrotranposons em 

S. mansoni. Elementos SINE-like, como as famílias smα-like, representam, aproximadamente, 

100 cópias por genoma haplóide. O elemento SR1 foi o primeiro retrotransposon identificado 
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em Platelmintos, apresentando mais de 200 cópias por genoma (Drew & Brindley 1997). Os 

MGEs têm sido utilizados em outros sistemas para estudos epidemiológicos e clínicos, 

associados a fatores de virulência (Hide & Tilley 2001), análises filogenéticas e em estudos de 

evolução gênica (Brindley et al., 2003).  

 

1.3 - Seqüenciamento Genômico de S. mansoni 

 

Para realizar o seqüenciamento da porção expressa do genoma de S. mansoni, foi 

adotada a técnica de geração de etiquetas de seqüências expressas ou ESTs. As ESTs são 

seqüências parciais de genes expressos geradas a partir de bibliotecas de cDNA, através do 

seqüenciamento de uma das suas extremidade 5’ ou 3’. Esta é uma metodologia simples e de 

custo moderado. A técnica permite trabalhar apenas com seqüências expressas e identificar 

rapidamente diferentes genes por comparações com seqüências já depositadas em banco de 

dados. Além disso, as ESTs também são utilizadas na construção de mapas físicos, na 

caracterização de grandes seqüências genômicas e transcritas, na identificação de novos genes 

e análises de expressão gênica diferencial (Zweiger & Scott 1997). Não obstante, as ESTs são 

resultantes de seqüenciamento único, sendo muito comum observar erros de seqüenciamento. 

As seqüências são, geralmente, curtas (aproximadamente 300 pb) e há alta redundância de 

dados (Liang et al., 2000; Wang et al., 2004). Na tentativa de superar esses problemas faz-se 

necessário o agrupamento dessas seqüências, com o objetivo de gerar uma seqüência 

consenso (Oliveira & Johnston 2001). Uma abordagem alternativa as ESTs convencionais é a 

geração de etiquetas do tipo Orestes. Esta técnica tem como característica predominante o uso 

de iniciadores aleatórios. Utilizando a técnica de RT-PCR estes iniciadores, em condições de 

baixa adstringência, se ligam preferencialmente nas porções centrais do mRNA, aumentando 

preferencialmente o número de ESTs correspondentes ao centro do gene. 

O seqüenciamento do genoma humano criou novas oportunidades e iniciativas de 

seqüenciamento do genoma de inúmeros organismos, inclusive de vários parasitos, entre eles 

S. mansoni. Os primeiros esforços para o seqüenciamento do transcriptoma de S. mansoni foi 

financiado pela OMS com o objetivo de descobrir novos genes utilizando a estratégia de 

geração de ESTs (Oliveira 2001). Após seqüenciamento e análise por pesquisas de 

homologia, as primeiras 607 ESTs do parasito foram geradas (Franco et al., 1995). Contudo, a 

primeira grande iniciativa de seqüenciamento do transcriptoma de S. mansoni ocorreu no ano 

de 2001 pelo grupo ONSA de São Paulo (Verjovski-Almeida et al., 2003). A iniciativa 
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recebeu financiamento do programa FAPESP com o objetivo de gerar 120.000 seqüências. 

Estas foram geradas de bibliotecas das diferentes fases do parasito, através da técnica de 

Orestes (Dias-Neto et al., 2000). Foram geradas 124.640 ORESTES, formando 30.988 

agrupamentos. O total de 23% dos nucleotídeos correspondentes a genes conhecidos e 77% a 

genes novos (Verjovski-Almeida et al., 2004).  

Outra grande iniciativa de seqüenciamento do transcriptoma de S. mansoni foi criada 

no ano de 2002 com a união de vários laboratórios do Estado de Minas Gerais, financiados 

pela FAPEMIG e MCT/CNPq (rgmg.cpqrr.fiocruz.br). O principal objetivo foi aumentar o 

número de seqüências disponíveis, possibilitando um conhecimento mais aprofundado dos 

genes expressos e a chance de descoberta de novos genes. Além disso, como foram geradas 

ESTs convencionais, estas seqüências serão indispensáveis em estudos de proteoma e SAGE 

(Oliveira et al., 2004). Como conseqüência, no ano de 2004 foram geradas novas 61.002 

ESTs de bibliotecas enriquecidas das diferentes fases do parasito, ainda não disponibilizadas 

em banco de dados públicos. Em conjunto, espera-se que os projetos transcriptomas gerem 

uma cobertura quase completa dos genes deste organismo. 

Apesar do tamanho e da complexidade do genoma de S. mansoni, uma iniciativa 

internacional para o seqüenciamento genômico do parasito está sendo conduzida pelo TIGR 

em associação com o Wellcome Trust Sanger Institute (WTSI), com financiamento do NIH e 

do Welcome Trust (El-Sayed et al., 2004). O projeto iniciou-se com o seqüênciamento de 

extremidades 5’ e 3’ de BACs (cromossomos artificiais de bactérias) e YACs (cromossomos 

artificiais de leveduras), contendo insertos de 100-140 Kb e 358 Kb, respectivamente, de 

DNA de S. mansoni, que foram obtidos a partir da seleção aleatória de clones. A partir do 

seqüenciamento das extremidades de BACs, 21 Mb de seqüências genômicas descontínuas 

foram geradas. Estas seqüências foram úteis não somente para os projetos de descoberta 

gênica, mas também para prover marcadores para a produção de mapa físico em alta 

resolução (Venter et al., 1996). Em Outubro de 2002, o TIGR e o Sanger iniciaram o 

seqüenciamento pela técnica de Shotgun (digestão do DNA utilizando endonucleases ou por 

um processo físico-químico) e, atualmente, possuem juntos 9 vezes a cobertura do genoma de 

S. mansoni, com a estimativa de 0,5% ainda não seqüenciado. O acesso à seqüência genômica 

será de grande utilidade, pois permitirá a identificação de seqüências reguladoras e, em 

conjunto com os projetos transcriptoma, uma descrição genômica completa do organismo. Os 

genes transcritos descobertos serão essenciais para uma anotação mais precisa do genoma, 
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pois podem ser prontamente localizados na seqüência genômica através do uso de ferramentas 

de bioinformática (Hu et al., 2004). 

 

1.4 - Variabilidade genética de S. mansoni 

 

Fatores tais como a variação na intensidade de infecção de caramujos e de pacientes, a 

resistência a drogas (Katz et al., 1973; Campos et al., 1976; Araújo et al., 1980; Dias et al., 

1982; Coles et al., 1987; Drescher et al., 1993; Bennett et al., 1997), o desenvolvimento do 

parasito no hospedeiro definitivo, produção de ovos e as características da patogenicidade e 

da imunogenicidade induzida pelo Schistosoma são provavelmente, em parte, resultantes da 

expressão da variabilidade genética do parasito (Rollinson et al., 1986a; McManus & Hope 

1993). Desta forma, o conhecimento da biologia molecular e da variabilidade genética intra e 

inter-específica do parasito são de fundamental importância para a compreensão dos 

mecanismos biológicos envolvidos nas interações parasito-hospedeiro, na patogenia e 

epidemiologia da doença. 

A técnica eletroforética de isoenzimas foi a primeira metodologia utilizada em estudos 

de variabilidade genética do S. mansoni. O princípio básico da técnica consiste no uso da 

eletroforese de isoenzimas em gel de amido (Smithies 1955), seguido da visualização do 

produto por métodos histoquímicos (Hunter & Markert 1957). Fletcher e colaboradores 

(1981) foram pioneiros no uso da técnica em Schistosoma. Esses pesquisadores realizaram 

estudos medindo diferenças no nível de infectividade de 22 cepas de S. mansoni. Utilizaram 

14 enzimas diferentes e detectaram apenas 3 loci polimórficos dos 18 testados. Em estudo 

subseqüente, LoVerde e colaboradores (1985) utilizaram 34 enzimas na mesma população, 

observaram outros 3 novos loci polimórficos, contudo não estabeleceram uma clara relação 

entre o nível de infectividade e o polimorfismo isoenzimático encontrado. Posteriormente, 

Navarro e colaboradores (1992), utilizando a mesma técnica, diferenciaram cepas de 

diferentes regiões. Foram encontrados 14 loci em cepas da Venezuela e 13 loci em cepas do 

Brasil. Contudo, quando analisaram vermes individuais de uma mesma cepa, verificaram que 

todos loci eram monomórficos. 

O avanço de métodos de biologia molecular possibilitou o uso de novas ferramentas 

analíticas. Uma variedade de genes e fragmentos provenientes de DNA genômico foram 

clonados e caracterizados, notadamente o RNA ribossomal (rRNA). A utilização da técnica de 

Southern blotting possibilitou as primeiras análises em nível molecular, com sondas de rRNA 
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hibridizadas ao DNA genômico, permitindo estudos filogenéticos e discriminação inter e 

intraespecífica entre as espécies (Ali et al., 1991; Després et al., 1992; McManus & Hope 

1993). 

O DNA mitocondrial (mtDNA) tem sido abordado em estudos de variabilidade 

genética, e mostrou-se polimórfico em diferentes clones em S. mansoni (Pena et al., 1995). O 

tamanho do genoma mitocondrial completo varia de 16.5 a 24.9 kb. Comparando produto de 

PCR de mtDNA de 6 cepas de S. mansoni de diferentes regiões geográficas, foi demonstrada 

uma variedade significativa de tamanho dos genes de mtDNA devido à presença de elementos 

repetitivos que variavam entre 2.000 a 10.000 nucleotídeos (Després et al., 1991). Em 

seguida, através de análises por RFLP de mtDNA foi corroborada a hipótese da 

esquistossomose ter sido introduzida no Brasil por escravos africanos, através da comparação 

de populações da América e da África (Després et al., 1993). Dentre 40 sítios específicos, 5 

mostraram-se polimórfico. Contudo, apesar de existir trabalhos demonstrando que a taxa de 

divergência do mtDNA é maior que a taxa de divergência do DNA genômico (Harrison et al., 

1989), este genoma não expressa diploidia e nem herança do tipo mendeliana, não sendo, 

portanto, aplicável em estudos populacionais ou em estudos de evolução gênica (Jannotti-

Passos et al., 1997). 

Um outro marcador importante utilizado é o microssatélite. Os microssatélites 

consistem de pequenas seqüências de DNA repetidas em tandem, amplamente distribuídos 

nos cromossomos de eucariotos (Chalersworth et al., 1994). Devido ao caráter polimórfico, os 

microssatélites são amplamente usados em análises de variabilidade genética, na 

diferenciação de indivíduos (Hagelberg et al., 1992; Oliveira et al., 2004), estimativa de 

fluxos gênicos (Curtis & Minchella 2000) e em estudos populacionais (Shrivastava et al., 

2005). No primeiro trabalho publicado utilizando marcadores do tipo microssatélite em S. 

mansoni (Durand et al., 2000), foram detectados 33 loci em banco de dados e biblioteca 

genômica, sendo 11 polimórficos. Em seguida, Blair e colaboradores (2001) descrevem mais 

20 marcadores e verificam uma maior diversidade em populações Africanas quando 

comparados com os resultados descritos por Durand et al., (2000) em Guadalupe. Usando 

outros marcadores, Rodrigues e colaboradores (2002) observaram uma maior diversidade em 

cepas brasileiras de campo quando comparadas com cepas mantidas em laboratório, porém 

essa diversidade maior não foi significante quando comparada entre diferentes isolados do 

campo, sugerindo ocorrência de troca genética (fluxo gênico) no campo.  
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Com o advento do seqüenciamento em larga escala, principalmente no estudo dos 

genomas funcionais, grande número de seqüências de DNA para genes expressos foram 

geradas (ESTs) (Picoult-Newberg et al., 1999; Useche et al., 2001; Batley et al., 2003). Esse 

grande avanço aumentou o interesse no seqüenciamento comparativo, na busca de diferenças 

genéticas entre indivíduos e permitiu a descoberta de um novo tipo de marcador, os 

polimorfismos de base única ou SNPs. Os SNPs são hoje descritos como o tipo de variação 

genética mais freqüente no genoma humano (Sachidanandam et al., 2001) e têm recebido 

atenção especial em estudos genéticos devido à sua abundância e estabilidade, comparado aos 

microssatélites (Gray et al., 2000), além de poderem estar diretamente ligados a fenótipos de 

interesse (Broman et al., 2004; Suh & Vijg 2004). 

 

1.5 - Polimorfismos de base única ou SNPs 

 

Polimorfismos de base única ou SNPs representam uma fonte abundante de variação 

genética (Figura 3). SNPs são gerados pela substituição de uma única base nucleotídica ou 

pequenos eventos de inserção ou deleção (INDELS), ocorrendo com uma taxa de mutação 

muito baixa, de aproximadamente 1 x 10-9 a 5 x 10-9 por nucleotídeo/por ano, a maioria em 

posições neutras do genoma humano (Martinez-Arias et al., 2001). A grande vantagem dos 

SNPs em comparação a outros marcadores reside na abundância de polimorfismos entre 

alelos de um determinado gene e ampla distribuição, podendo estar presentes em, 

praticamente, todos os loci gênicos. No genoma humano, por exemplo, estima-se que existam 

aproximadamente 10 milhões de SNPs (Lai 2001), ocorrendo numa freqüência de 1 SNP a 

cada 500-1.000 pb (Collins et al., 1999; Sachidanandam et al., 2001). Já se sabe que os SNPs 

são marcadores dialélicos altamente estáveis (<1% são trialélicos, http://snp.cshl.org/), já que 

a probabilidade de alteração de duas bases independentes, presentes numa mesma posição, é 

pequena. Assim, SNPs são capazes de gerar haplótipos com descendência idêntica, o que 

permite a comparação estatística de haplótipos entre grupos de estudo e controles. Além disso, 

sua identificação é passível de automação em alta capacidade (Heaton et al., 2001). 

SNPs são classificados de acordo com o tipo de variação de nucleotídeo em transições, 

purina-purina (A/G) ou pirimidina-pirimidina (C/T), e transversões, purina-pirimidina ou 

pirimidina-purina (A/C, A/T, G/C, G/T) (Brookes 1999). Apesar do número de possibilidades 

de ocorrer variações do tipo transversões ser o dobro de transições, o contrário tem sido 

observado por vários pesquisadores (Picoult-Newberg et al., 1999; Smith et al., 2001; Cheng 
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et al., 2004). Uma provável explicação, geralmente aceita em DNA de eucariotas, é o 

processo espontâneo de deaminação da 5-metilcitosina (5mC) para timidina (T) (5’ CpG 3’, 

onde p é a ligação fosfodiéster 3’ para 5’ entre nucleotídeos adjacentes), dando origem a um 

maior número de transições de C > T (G > A, na fita reversa) (Cooper & Krawczak 1989; 

Fryxell & Moon 2004). Além disso, a metilação é apontada como a possível responsável pelo 

aumento do processo de deaminação e, conseqüentemente, aumento do número de transições 

nas seqüências CpG (Tomso & Bell 2003). A deaminação de citosinas não metiladas geram 

uracilas, que são normalmente removidas pela enzima uracil glicosilase. Contudo, citosinas 

encontram-se, geralmente, metiladas e a sua deaminação gera timidinas, que não podem ser 

removidas por esta enzima. Como conseqüência, o nível de mutações correspondentes a 5mC 

para T varia entre 10 a 50 vezes mais quando comparado às outras variações. Além disso, 

mais de um terço das mutações que causam doenças genéticas e que, também, somatizam para 

o desenvolvimento do câncer são causadas pela hipermutabilidade das seqüências CpG 

(Fryxell & Moon 2004). 

SNPs podem ser encontrados tanto em regiões codificadoras como em regiões não 

codificadoras do genoma, como introns e regiões intergênicas (Wong et al., 2003). Com isso, 

além de ESTs, seqüências genômicas também podem ser utilizadas para identificação de 

polimorfismos (Bao et al., 2005). A presença de SNPs no genoma pode ter conseqüência para 

o modo como o genoma é expresso, podendo causar edição alternativa do mRNA, alterações 

no padrão de expressão de genes, geração ou supressão de códons de terminação ou 

poliadenilação na molécula de RNA mensageiro e alteração nos códons de iniciação de 

tradução (Guimarães & Costa 2002). Contudo, o grande benefício de detectar SNPs em ESTs 

deve-se ao fato da possibilidade de identificação de mutações que possuam características 

funcionais (Kim et al., 2003). Mutações presentes em regiões codificadoras são classificadas 

em sinônimas ou não-sinônimas. Mutações não-sinônimas resultam em uma substituição de 

aminoácido codificado na seqüência protéica, podendo ser conservativas ou não conservativas 

em função das características dos aminoácidos envolvidos na troca. Nesses casos, a presença 

do polimorfismo pode levar a uma mudança estrutural da proteína codificada e, 

conseqüentemente, a uma possível alteração da sua função (Stitziel et al., 2004). Por outro 

lado, mutações do tipo sinônimas são aquelas nas quais a presença do polimorfismo não causa 

alteração do aminoácido codificado. Embora as mutações sinônimas não alterem a seqüência 

protéica, elas podem modificar a estrutura e a estabilidade do RNA mensageiro e, 

conseqüentemente, afetar a quantidade de proteína produzida.  
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Figura 3 – Representação esquemática da presença de SNPs em 2 alelos diferentes. A cor 

vermelha representa uma região codificadora e na seqüência nucleotídica, também em 

vermelho, a presença do SNP (C/T) no respectivo gene. 
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SNPs vêm sendo utilizados com propósitos forenses (Vallone & Butler 2004), em 

estudos farmacogenômicos (Riley et al., 2000) e detectado nos mais diferentes tipos de 

organismos: mamíferos (Heaton et al., 2001, Zhang & Zhao 2004), aves (Kim et al., 2003; 

Fitzsimmons et al., 2004; Wong et al., 2004), peixes (Hahn et al., 2004), insetos (Berger et 

al., 2001; Wang et al., 2005), plantas (Ching et al., 2002; Grivet et al., 2003; Somers et al., 

2003), fungos (Forche et al., 2005) e outros microrganismos, como vírus (Pavlovic-Lazetic et 

al., 2004). 

Existem dois métodos principais para detectar estes polimorfismos: in silico e 

experimentalmente. O método in silico envolve o uso de ferramentas de bioinformática. Com 

o número crescente de informações, faz-se necessário o desenvolvimento e implementação de 

novos algoritmos de análise, com o objetivo de facilitar o acesso, uso e gerenciamento de 

vários tipos de informações. As ferramentas de bioinformática são utilizadas em várias etapas 

do estudo de polimorfismos, desde a identificação das variações até a predição do efeito delas. 

Outra aplicação importante é na construção e manutenção de bancos de dados e de 

ferramentas que podem ser acessadas pela internet. Esses bancos atuam como sedes de 

referência para a deposição de SNPs, como o National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) (dbSNP, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP), onde já estão depositados mais de 4,1 

milhões de SNPs humanos e um número considerável de polimorfismos de outras espécies. 

Outro exemplo é o ToxoDB, banco de dados contendo informações relativas sobre o genoma 

do parasito Toxoplasma gondii (Kissinger et al., 2003), como ESTs, QTLs, SNPs, 

microarranjos, proteoma e ferramentas para análises e anotação genômica. Apesar da 

indiscutível contribuição da bioinformática na identificação de SNPs, a necessidade de 

validação experimental dos dados é indispensável para se avaliar o potencial informativo de 

cada polimorfismo. Dessa forma, o surgimento e a evolução de métodos de validação e de 

genotipagem de amostras para SNPs confirmados também merecem reconhecimento. Hoje, é 

possível genotipar um grande número de SNPs em várias amostras em um mesmo tubo de 

reação por chips de DNA, ou microarranjos, cromatografia líquida de alta pressão 

desnaturante (DHPLC), espectrometria de massa, PCR em tempo real e mini-seqüenciamento 

(Vignal et al., 2002). Entretanto, em análises de menor escala, métodos como seqüenciamento 

e digestão por enzimas de restrição RFLP são rotineiramente empregados (Mullikin et al., 

2000).  

Após estudos confirmatórios, SNPs podem ser usados para identificar genes que estão 

associados à severidade de doenças, resistência a drogas, na identificação de fenótipos de 



 
Introdução 

 
 

 16

interesse e por desequilíbrio de ligação (Sachidanandam et al., 2001, Bader 2001). Além 

disso, também SNPs são úteis na construção de mapas genéticos de alta resolução, 

diagnóstico genético, análises filogenéticas (Rafalski 2002) ou em estudos de história e 

genética de populações (Halushka et al., 1999, Weiss 1998; Evans & Relling 1999; Stephens 

et al., 2001). A possibilidade de se identificar haplótipos adiciona ainda mais valor aos SNPs 

identificados (Escary et al., 2000), contribuindo no mapeamento de genes susceptíveis a 

doenças e em estudos de associação (Zhang et al., 2002). 

SNPs tornaram-se muito populares em estudos de genética humana sendo usados em 

pesquisas de doenças complexas, como desordem bipolar (Fridman et al., 2003), câncer 

(Brentani et al., 2003; Koed et al., 2005), mal de Alzheimer, entre outras (Fridman et al., 

2003). Meyer e colaboradores em 2003 detectaram 6 SNPs e 2 haplótipos do gene BRAF 

significantemente associados ao melanoma (câncer de pele), o que também foi comprovado 

em outros tipos de câncer, como adenocarcinoma (Naoki et al., 2002) e câncer da tireóide 

(Kimura et al., 2003). Com o projeto de anatomia do genoma do câncer (CGAP), mais de 

10.000 SNPs (Clifford et al., 2000) foram identificados em ESTs humanas e depositados em 

banco de dados públicos. 

Já foram descritos na literatura vários exemplos de identificação de SNPs associados a 

genes, cSNPs, com o uso de etiquetas de seqüências expressas, ESTs, utilizando ferramentas 

de bioinformática (Picoult-Newberg et al. 1999; Clifford et al., 2000). Essa metodologia 

utiliza ESTs redundantes existentes em bancos de dados. A comparação de ESTs obtidas de 

indivíduos diferentes gera resultados similares à busca de polimorfismos em estudo de 

populações (Gu et al. 1998). Com isso, as ESTs tornaram-se, nos últimos tempos, a fonte 

mais rica para detecção de polimorfismos, devido à redundância de seqüências de genes, a 

representação de diferentes genótipos depositados em banco de dados e por permitir a 

associação de SNPs com genes expressos (Barker et al., 2003). 

No campo da parasitologia, a presença de SNPs tem sido descrita em alguns parasitos. 

Podemos citar a identificação de SNPs em diferentes espécies do gênero Plasmodium (Feng et 

al., 2003), com especial referência à espécie Plasmodium falciparum, parasito causador da 

malária em humanos (Purfield et al., 2004; Myrick et al., 2005) e também do seu vetor 

Anopheles gambiae (Morlais et al., 2004), em Toxoplasma gondii, parasito intracelular do 

Filo Apicomplexa, causador da Toxoplasmose em humanos (Su et al., 2004; Peyron et al., 

2004) e em Trypanosoma cruzi, parasito causador da doença de Chagas (Augusto-Pinto et al., 

2003). No campo da parasitologia animal, podemos citar a identificação de SNPs em 
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Haemonchus contortus, parasito gastrointestinal de ovinos e caprinos (Ruiz et al., 2004). 

Apesar da identificação de SNPs no genoma de diferentes parasitos, ainda sabe-se muito 

pouco sobre a real influência desses marcadores e sua conseqüência fenotípica. Acredita-se 

que esses marcadores possam ser úteis no estudo de virulência, resistência a drogas e 

severidade da doença. Até o momento apenas seqüências comumente utilizadas para estudos 

filogenéticos como COI, DNA ribossomal e mitocondrial foram usados para a verificação de 

polimorfismos em Schistosoma. Entretanto, nos últimos anos, devido às iniciativas de 

seqüenciamento do genoma de S. mansoni, um número relativamente grande de ESTs tornou-

se disponível em bancos de dados públicos (Oliveira et al., 2004). Contudo, até o presente 

trabalho, essa informação não havia sido utilizada para identificação de SNPs em grande 

escala, apesar do seu potencial uso ser reconhecido. Portanto, existe uma necessidade de 

produzir este tipo de marcador molecular para Schistosoma mansoni e de demonstrar sua 

utilidade para estudos da esquistossomose. 
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2.1 – Justificativa 

No Brasil, a esquistossomose é uma importante endemia parasitária. Estima-se que 

existam, cerca de 6,3 milhões de portadores da doença (Katz & Peixoto 2000). Focos de 

esquistossomose já foram descritos em vários estados brasileiros. Contudo, vem se 

observando o surgimento de novos focos em áreas antes consideradas indenes, como os focos 

encontrados, recentemente, no Rio Grande do Sul (Graeff-Teixeira et al., 2004). Uma 

estratégia completa que combine a avaliação simultânea da genética dos organismos e a 

influência de fatores ambientais será um importante meio para o entendimento dos aspectos 

biológicos da doença, do parasito e, conseqüentemente, para o desenvolvimento de métodos 

de controle. 

Estudos focalizando a compreensão da biologia do parasito e do tratamento da doença 

mostram diferenças marcantes entre diferentes populações de parasitos de uma mesma espécie 

em relação a fatores tais como: tratamento, resistência a drogas, preferência por hospedeiros, 

patogenicidade e desenvolvimento do parasito no seu hospedeiro definitivo (Drescher et al., 

1993, Bennett et al., 1997). Nos parasitos do gênero Schistosoma, alguns destes fatores já 

foram citados como conseqüência da variabilidade genética (Rollinson et al., 1986b; 

McManus & Hope 1993), e desde então, a aplicação de marcadores moleculares tem sido útil 

na investigação genética do parasito e da sua relação os com hospedeiros.  

As iniciativas de seqüenciamento genômico e o conseqüente aumento do número de 

seqüências disponíveis em bancos de dados públicos viabilizaram o uso e desenvolvimento de 

novas ferramentas de análises genéticas. Dentre as possibilidades está o desenvolvimento de 

novos marcadores baseados em seqüências de genes, em especial os polimorfismos de base 

única ou SNPs. O uso de SNPs pode ser extremamente útil na identificação de genes 

responsáveis por fenótipos de interesse (Bader 2001; Fernandez-Mestre et al., 2004). Além 

disso, SNPs podem ser utilizados para identificar genes associados à severidade da doença ou 

resistência a drogas, em trabalhos de farmacogenômica, ou em estudos de história e genética 

de populações (Kleyn & Vesell 1998; Evans & Relling 1999; Lee & Koh 2001). 

Não obstante, até o presente momento essa informação não havia sido utilizada para 

identificação de SNPs em grande escala em S. mansoni, apesar do seu potencial uso ser 

reconhecido. Apenas seqüências comumente utilizadas para estudos filogenéticos foram 

usadas para a verificação de polimorfismos em Schistosoma (Littlewood & Johnston 1995; 

Barker 1996). Nesse contexto, nos propomos a identificar in silico potenciais marcadores 

moleculares do tipo SNPs para S. mansoni e verificar alguns experimentalmente, 
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disponibilizando informações para futuros estudos de caracterização genética do parasito e o 

seu uso no desenvolvimento de novos candidatos à vacina e novos alvos de drogas.  

 

 

2.2 – Objetivo geral 

 

Identificar polimorfismos de base única (SNPs) em etiquetas de seqüências expressas 

(ESTs) de Schistosoma mansoni. 

 

 

2.3 – Objetivos específicos 

 

1 Desenhar uma estratégia de bioinformática para identificar SNPs in silico em ESTs de S. 

mansoni. 

 

2 Validar o novo programa de busca de polimorfismo, o cSNPer. 

 

3 Classificar os possíveis SNPs encontrados em transição/transversão e sinônimos/não- 

sinônimos. 

 

4 Analisar o grau de polimorfismo de genes candidatos à vacina para esquistossomose. 

 

5 Determinar e validar a presença de SNPs no gene codificante para a catepsina B. 

 

6 Realizar a modelagem por homologia da proteína catepsina B modelo e variantes. 

 

7 Analisar o possível efeito das mutações do tipo não-sinônimas na estrutura tridimensional 

da catepsina B de S. mansoni. 
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3.1 –Detecção de SNPs in silico 

 

As 61.002 ESTs utilizadas para detecção de SNPs foram geradas pela Rede Genoma 

de Minas Gerais pela técnica de seqüenciamento parcial de cDNAs, utilizando a estratégia de 

ESTs. Estas seqüências foram processadas por um sistema automatizado que foi desenvolvido 

a partir do uso de programas públicos (PHRED/CROSS_MATCH/PHRAP/CONSED) e um 

novo programa para identificação de SNPs em ESTs foi desenvolvido pelo nosso grupo, o 

cSNPer. 

Primeiramente, as seqüências foram processadas utilizando o programa de 

identificação de bases Phred (Ewing & Green 1998; Ewing et al., 1998), que é responsável 

pela leitura binária dos cromatogramas gerados pelo seqüenciador, convertendo-os em 

formato texto. Ou seja, Phred atribui uma base nucleotídica referente a cada pico de 

fluorescência identificado, com uma taxa de erro menor que aquela atribuída pelo programa 

de identificação de base padrão. O programa usa métodos para examinar os sinais das quatro 

diferentes fluorescências, na região em volta de cada ponto do conjunto de dados de sinais em 

função do tempo gerado pelo seqüenciador. Em seguida, ele atribue valores de qualidade as 

bases (valor de Phred = q = - 10 x log10 (p), onde q é valor de qualidade e p probabilidade 

estimada de erro de uma base), baseando-se na estimativa da taxa de erro e resolução do pico 

que foi calculado para cada base individualmente. A linha de comando utilizada para a 

execução do programa foi: phred –id . –as RGMG.fasta –qa RGMG.fasta.qual –pd 

RGMG.phd. O programa Phred gerou os arquivos de saída contendo as seqüências, os valores 

de qualidade das seqüências no formato FASTA e um arquivo PHD, utilizado, 

posteriormente, para visualização dos arquivos. 

Em seguida, as seqüências foram mascaradas contra uma biblioteca específica 

contendo seqüências de vetores. Para isso utilizamos o programa Cross_Match através da 

linha de comando: cross_match RGMG.fasta maskfile.lib -minmatch 10 -minscore 20 –screen, 

que utiliza a implementação do algoritmo de Smith-Waterman-Gotoh (Smith & Waterman 

1981; Gotoh 1982), substituindo a base original por um x. Foi criado um arquivo com a 

extensão .fasta.screen contendo as seqüências mascaradas e o arquivo de qualidade foi 

renomeado para .fasta.screen.qual. 

O próximo passo foi realizado o agrupamento das ESTs através do programa Phrap 

(http://www.phrap.org), utilizando a linha de comando: phrap RGMG.fasta.screen -minmatch 

20 -qual_show 20 –view. O arquivo de entrada utilizado foi o arquivo contendo as seqüências 
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mascaradas pelo Cross_Match e o arquivo de qualidade das seqüências gerado pelo Phred. Foi 

considerado para o agrupamento das seqüências o valor de qualidade de phred ≥ 20 (-

qual_show 20). O programa Phrap comparou as seqüências entre si (minmatch 20, ou seja, no 

mínimo 20 pb alinhadas) de forma a encontrar quais delas eram similares ou continham 

regiões similares o bastante para serem agrupadas. Assim, o programa gerou um arquivo de 

saída contendo um arquivo multifasta das seqüências consensos ou contigs. As ESTs que não 

apresentaram homologia com nenhuma outra foram reunidas em um outro arquivo e 

designadas como seqüências únicas ou singlets. Além disso, o Phrap gerou um arquivo no 

formato ACE contendo os contigs e suas respectivas qualidades e as ESTs correspondentes a 

cada contig. Este arquivo serviu como entrada para o programa de detecção de polimorfismos.  

A detecção dos polimorfismos foi realizada utilizando um novo programa de busca de 

SNPs em ESTs, que foi escrito pelo aluno de iniciação cientifica Kleider Torres do nosso 

grupo de Bioinformática, o cSNPer. Ele foi projetado para identificação de SNPs baseando no 

parâmetro de Neighbourdhood Quality Standard/NQS proposto por Altshuler e colaboradores 

(2000). O programa foi desenvolvido através da linguagem de programação C apresentando 6 

módulos, cada um com uma função específica. O módulo cSNPer.c contém as funções de 

execussões do programa, o módulo cSNPer.h contém as estruturas de registro e as inclusões 

de bibliotecas, o módulo archive.c mantém a estrutura da função de leitura, o módulo 

archive.h apresenta a definição dos parâmetros de leitura e escrita, o módulo main.c contém a 

função principal do programa e o módulo main.h as definições de input (entrada). O programa 

foi estruturado através de alocação dinâmica de memória, permitindo ao programador alocar 

memória para variáveis enquanto o programa está sendo executado. O programa utilizou 

como entrada o arquivo gerado pelo programa de agrupamento Phrap, no formato ACE, e o 

arquivo contendo os valores de qualidade das bases das ESTs. Para a identificação dos 

polimorfismos o programa levou em consideração o valor de qualidade da base polimórfica e 

das bases vizinhas a ela (NQS). O valor de qualidade das bases considerado foi o valor 

atribuído pelo programa Phred. Foram utilizados como parâmetros, na detecção de SNPs, os 

seguintes valores de qualidade: Phred ≥ 20 nas ESTs, Phred ≥ 40 na seqüência consenso e um 

alinhamento das bases vizinhas ao SNP, de pelo menos 10 pb a esquerda e a direita da base 

em questão, apresentando Phred ≥ 15 (Figura 4).  
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                                          10 bases alinhadas = Phred ≥ 15  
 

TGCGATGGCT  A GTGCCTGGAT (EST 1) 
                             |  |  |  |  |  |  |  |  |  |   |   |  |  |  |  |  |  |  |  |  | 

TGCGATGGCT  C GTGCCTGGAT (EST 2) 
 

 
Phred ≥ 20 

       

      TGCGATGGCT  C  GTGCCTGGAT (Consenso) 

 
Phred ≥ 40 

        
Figura 4 – Parâmetros de qualidade utilizados pelo novo programa, cSNPer, na identificação 

dos SNPs.  
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Como arquivos de saída (output), o programa gerou: um arquivo “resultados.txt” 

contendo a análise detalhada de SNPs por contig, como o número de SNPs detectados e a 

posição do polimorfismo na EST e na seqüência consenso (Figura 5), um arquivo 

“r_de_qualidade1.csv.” contendo a qualidade da base do SNP detectado e a qualidade das 

bases vizinhas (Figura 6), um arquivo “saida.csv” da análise geral de toda a busca com o total 

de SNPs detectados, o número de pares de bases analisados, média de SNPs por pb, número 

de contigs com SNPs, o total de cada mudança de nucleotídeo, número de mutações 

sinônimas e não-sinônimas e o número de mutações em cada posição do códon (Figura 7). Em 

seguida, o programa foi implementado de forma a determinar a possível janela de leitura 

(ORFs) de cada contig e, conseqüentemente, o efeito dos polimorfismos identificados quanto 

à mudança de aminoácido em mutações sinônimas e não-sinônimas. Durante este processo as 

seqüências consensos foram sendo traduzidas em aminoácidos de acordo com as seis janelas 

de tradução (– 1, -2, -3, +1, +2, +3) e foi gerado o arquivo de saída “frame.csv.” (Figura 8). A 

variável Frame determinou a janela de tradução de acordo com o tamanho estipulado, que 

pode ser variado, e a direção da tradução (5´->3´ ou 3´->5´). No presente trabalho, a janela de 

leitura dos contigs foi determinada em ORFs contendo, no mínimo, 60 aminoácidos. No caso 

de detecção de mais de uma janela com este tamanho, foi considerada aquela na qual havia a 

presença do SNP ou ambas as janelas. Inserções e deleções não foram incluídas no algoritmo 

de busca. Para visualização de alguns dos SNPs identificados nos contigs foi utilizado o 

programa de edição, o Consed (Gordon et al., 1998). 
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Figura 5 – Exemplo do arquivo de saida “resultados.txt” do programa cSNPer. Em vermelho, 

o número de identificação do contig (ID). Em azul, os SNPs identificados e as suas 

respectivas posições, na seqüência consenso e na EST (em rosa). A variável Numcontigs (em 

amarelo), contabiliza a quantidade de agrupamentos que foram processados e a variável 

N_snp (em verde), o número de SNPs identificados em cada agrupamento.  
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Figura 6 – Exemplo do arquivo de saída “r_de_qualidade1.csv.” do programa cSNPer. Este 

arquivo contém o valor de qualidade da base dos SNPs identificados (em vermelho) e o valor 

de qualidade das bases vizinhas ao SNP (em azul). 
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Figura 7 – Exemplo do arquivo de saída “saida.csv” contendo a análise geral dos SNPs 

identificados. Este arquivo contém o total de SNPs detectados (em vermelho), o número de 

pares de bases analisados (em verde), média de SNPs por pb (em amarelo), número de contigs 

com SNPs (em azul), a soma de cada tipo de mudança nucleotídica (em lilás), número de 

mutações sinônimas e não-sinônimas e o número de mutações em cada posição do códon (em 

cinza). 

 

 

 

 

 



 
Materiais & Métodos 

 
 

 29

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 8 – Exemplo do arquivo de saída “frame.csv.” do programa cSNPer. Este arquivo 

contém informação relacionada à seqüência de aminoácido e o efeito do SNP identificado, 

como o SNP e a respectiva janela de tradução (ORF) (em amarelo), o códon e o aminoácido 

codificado na presença do SNP (em azul), classifição dos SNPs em sinônimos e não-

sinônimos (em rosa) e a posição do polimorfismo no códon (em verde). A seta vermelha 

indica a posição do aminoácido variante. 
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Pelo fato do cSNPer ser um programa novo, foram realizados experimentos 

controlados com seqüências modelo para verificar a performance do programa de acordo com 

os parâmetros exigidos. Para isso, foi selecionado um contig modelo e zerada as qualidades 

das bases. O programa detectou vários SNPs quando o valor de qualidade não foi 

considerado. Em seguida, manipularam-se os valores de qualidade. Os polimorfismos foram 

corretamente detectados de acordo com a alteração manual dos parâmetros, quanto às suas 

características (vide apêndice).  

Após a detecção dos SNPs nas ESTs, foi calculado pelo programa SPSS (versão 11) 

a correlação entre a profundidade dos contigs (número de pares de base/número de ESTs) e a 

quantidade de SNPs. O programa calculou todos os desvios pelo comando compute e analisou 

a correlação através do comando correlate. 

Foi analisada a presença de polimorfismos em genes candidatos à vacina contra S. 

mansoni. Foram selecionados 7 genes: glutationa-S-transferase (GST) (McNair et al., 1993), 

paramiosina (Laclette et al., 1991), triose fosfato isomerase (TPI) (Shoemaker et al., 1992), o 

antígeno de membrana 23 kDa (Sm23) (Wright et al., 1990), o antígeno de membrana 14 kDa 

(Sm14) (Moser et al., 1991), IrV-5 (miosina) (Weston et al., 1993) e catepsina B (Klinkert et 

al., 1989). As seqüências foram obtidas do GenBank no formato FASTA para cada gene. As 

seqüências foram, em seguida, formatadas para Blast com o uso do programa formatdb (linha 

de comando: formatdb -i RGMG.fasta.screen.contigs -p F -o T) para a realização do Blast, 

Basic Local Alignment Search Tool (Altschul et al., 1990). Foi rodado o programa blastall 

através da linha de comando: blastall -p blastn -i vaccinecandidates.fasta -d 

RGMG.fasta.screen.contigs -a 3 -b 0 -o blast.out, utilizando o programa blastn, responsável 

por comparar seqüências de nucleotídeo contra banco de dados de nucleotídeos. Os contigs 

correspondentes às seqüências de interesse foram determinados pelo valor máximo do score 

(medido pela similaridade das bases e menor número de gaps), apresentando o e-value igual a 

zero.  

 

3.2 - Validação Experimental  

 

A validação experimental foi realizada em possíveis SNPs identificados manualmente, 

pois o desenvolvimento do programa cSNPer foi finalizado recentemente. Foram utilizadas as 

seqüências públicas disponíveis no ano de 2002 no GenBank. As seqüências foram agrupadas 
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e aquelas que tinham 10 ou mais ESTs por agrupamento foram analisadas. Os critérios 

utilizados para determinar os possíveis SNPs foram:  

 Deveriam se localizar, pelo menos, a 30 pb do início ou do fim das seqüências;  

 Deveriam estar presentes no mínimo em duas ESTs; 

 Não deveriam estar localizados em regiões repetitivas. 

O tamanho total de agrupamentos analisados foi de 40.966 pb, nos quais foram 

identificados 200 possíveis SNPs em 40 agrupamentos diferentes. Dentre os diferentes genes 

correspondentes aos agrupamentos analisados, o agrupamento 200 correspondente ao gene da 

catepsina B de S. mansoni foi escolhido para verificação experimental dos SNPs detectados.  
 

3.2.1- Amostra biológica e extração de RNA 

 

Foram utilizados dois grupos representantes de pool de verme adulto de S. mansoni 

para realização da extração de RNA. O primeiro grupo foi proveniente da cepa Porto Rico, 

mantida em laboratório. O segundo grupo foi proveniente do campo, de área endêmica. As 

amostras do campo foram coletadas na comunidade de Caju no Vale do Jequitinhonha e 

coletadas por Regina Coeli do Laboratório de Parasitologia Celular e Molecular/CPqRR. 

Vermes adultos foram homogeneizados em solução de guanidina (4M Tiocinato de 

Guanidina, 1mM EDTA pH=7,4, 25mM Acetato de Sódio pH=5,5, 5% mercaptoetanol, 2% 

lauril sarcosinado) e centrifugados a 6.000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi 

cuidadosamente transferido para outro tubo contendo solução de CsCl (densidade de 1,77) e 

posteriormente centrifugado a 28.000 rpm por 20 horas (Ultracentrífuga Beckman L80, 

USA/SW55ti) a 18°C. Foi desprezado o sobrenadante, as paredes do tubo foram lavadas e o 

sedimento ressuspendido em água autoclavada, estéril e livre de RNAse. O produto foi tratado 

com solução de DNAse e livre de RNAse (Invitrogen, CA, USA). Para síntese de cDNA foi 

utilizado o Kit Thermoscript (Invitrogen), seguindo as instruções do fabricante. A 

concentração do material foi determinada por espectrofotometria (aparelho Bio Photometer – 

AG 22331 Hamburg – Eppendorf) a 260nm, sendo o grau de pureza das amostras 

determinado pela relação da absorbância: A 260/280nm. O cDNA foi armazenado a -70 oC 
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3.2.2 - Amplificação do gene da Catepsina B de S. mansoni 

 

Utilizando o programa OLIGO® versão 3.3 (Molecular Biology Insights – Cascade, 

USA), dois pares de iniciadores foram desenhados flanqueando as regiões polimórficas 

(Invitrogen, São Paulo). O fragmento de 536 pb, correspondente a porção 5’do gene (1pb – 

536pb), foi amplificado através da reação de cadeia em polimerase (PCR). A reação foi 

realizada utilizando 1ng de cDNA (obtido como descrito acima) de verme adulto em um 

volume final de 10 µl, contendo 5 pmoles dos iniciadores Sm31-X5 e Sm31-X6 (Tabela I), 

200 µM deoxinucleotídeos trifosfato (dNTPs) (Invitrogen, São Paulo), 2,5 U da enzima Taq 

DNA polymerase (Invitrogen, São Paulo) e tampão da enzima fornecido pelo fabricante 

(MgCl2 1,5 mM, Tris-HCl 10 mM pH=8,0, KCl 50 mM). As amostras foram amplificadas em 

termociclador Thermo Hybaid - PCR Express, aquecendo, primeiramente, a 950C por 2 min, 

seguidos de 40 ciclos a 940C por 1 min, temperatura de anelamento de 580C por 1 min e 720C 

por 1 min e uma incubação final a 720C por mais 10 min. O segundo, foi o fragmento de 210 

pb, correspondente a porção 3’ do gene (912pb - 1121pb). O fragmento foi amplificado por 

PCR utilizando 1 ng de cDNA em um volume final de 20 µl, contendo 5 pmoles dos 

iniciadores Sm31-X7 e Sm31-X8 (Tabela I), 200 µM deoxinucleotídeos trifosfatos (dNTPs) 

(Invitrogen, São Paulo), 2,5 U da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen, São Paulo) e 

tampão da enzima fornecido pelo fabricante (MgCl2 1,5 mM, Tris-HCl 10 mM pH=8,0, KCl 

50 mM). As amostras foram amplificadas, como descrito anteriormente, mas com a 

temperatura de anelamento de 590C. Cada reação foi acompanhada de um controle negativo, 

que consistiu na inclusão de todos os reagentes necessários à amplificação com exceção do 

DNA modelo. 

 

Tabela I – Iniciadores utilizados na reação de PCR no gene da catepsina B de S. 

mansoni (Número de acesso do GenBank #M21309).  

Iniciador Posição no Gene Seqüência do Iniciador 

Sm31-X5    1 pb – 23 pb 5’ ATTCAAGAGTTATTTGGACATGC 3’ 

Sm31-X6    512 pb – 536 pb 5’ CCTGCTTGGGATTACTGGGTGAAGG 3’ 

Sm31-X7    912 pb – 930 pb 5’ ATAAAAGCTTACAAGACTCCTTATTGGTT 3’ 

Sm31-X8    1103 pb – 1121 pb 5’ AATAAAGCTTTTTGAAGTATTCAGTATACA 3’ 
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3.2.3- Eletroforese 

 
Para visualização do DNA amplificado, 5 µl da reação diluída em volume igual de 

tampão de amostra 2X (azul de bromofenol 0,25%; xilenocianol 0,25% e 30% glicerol) foram 

aplicados em gel de poliacrilamida 6%, contendo 20 ml de Bis-Acrilamida 30% (29:1) – (Bio-

Rad, EUA), 20 ml de TBE 5X [54 g de Tris base (Pharmacia Biotech, Comunidade Européia), 

27,5 g de ácido bórico (Gibco, Brasil), 20 ml de EDTA 0,5 M (Pharmacia Biotech) pH=8,0 e 

H2O q.s.p. 1 L] e 60 ml de H2O, em tampão TBE 1X. A eletroforese foi realizada no aparelho 

Mini-Protean II (Bio-Rad, Hercules, CA, Estados Unidos) a 50 Volts (~15mA/gel) até a 

separação dos corantes, aumentando-se a tensão para 100 Volts até o final da corrida. O gel 

foi corado com 0,5 µg/ml de brometo de etídio (Sigma, EUA) e fotografado com aparelho 

Eagle Eye II (Stratagene, La Jolla, CA, Estados Unidos). A presença do amplicon foi 

determinada pelo peso molecular da banda esperada. 

 

3.2.4 - Clonagem e Seqüenciamento 

 

Os fragmentos amplificados foram clonados em vetor TOPO utilizando o Kit TA-

TOPO cloning 2.1 (Invitrogen - Life - Tecnologies, Europa), seguindo as instruções do 

fabricante. Em seguida, foi realizada transformação química utilizando células TOPO 10 F’ 

competentes. A 100 µl de células competentes acondicionados em microtubos de 1,5 ml, 

foram adicionados 6 µl do produto de ligação. Essa mistura foi incubada 30 minutos no gelo, 

submetida a choque térmico por incubação a 42oC por 50 segundos e, imediatamente, 

transferida para o gelo. Em ambiente asséptico, foram adicionados 200 µl de meio SOC a 

cada tudo [1% de triptona (Difco, Brasil); 0,5% de extrato de levedura (Biobrás, Brasil) 

pH=6.8-7.2); 8,5% de NaCl (Quimex, Brasil – PM=58.44); 2,5 mM de KCl (Synth, São 

Paulo); 0,01 mM MgCl2 (Invitrogen, São Paulo); 0,02 mM glicose, água q.s.p 1000 ml]. A 

mistura foi incubada a 37oC por 45 minutos, sob agitação orbital de 300 rpm. Em seguida, as 

células foram centrifugadas a 13.000 g (Eppendorf Mini Spin, Alemanha) por 1 minuto e, 

ressuspendidas, com o auxilio de pipeta. Aproximadamente, 150 µl dessa suspensão foram 

distribuídos em placas de Petri contendo meio LB sólido, adicionado de 100 µg/ml ampicilina 

(Invitrogen, USA), 40 µg de X-gal (5-bromo-4cloro-3indolil-β-D-galactopiranosida) 

(Invitrogen, USA) e 0,1 mM IPTG (isopropil-β-D-tiogalactopiranosida) (Ge Healthcare – 

Amersham, Europa). As placas de Petri foram incubadas a 37oC por 12-14 horas. Para 

extração do DNA plasmidial, as colônias recombinantes foram transferidas para tubos de 50 
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ml contendo 5ml de meio LB líquido acrescido de 100 µg/ml de ampicilina e cultivadas sob 

agitação orbital a 220 rpm por 16 horas a 37oC. A extração foi realizada utilizando o Kit 

QIAprep Spin Miniprep (Qiagen, São Paulo), seguindo as instruções do fabricante e 

armazenadas a -20oC. Foi realizada reação de PCR, utilizando os iniciadores específicos 

descritos, confirmando a presença do inserto. A visualização e a quantificação das amostras 

foram resolvidas em gel de Agarose 1% (Promega). A agarose foi fundida, aquecendo-a em 

microondas, em tampão de corrida TBE 1X e aplicada à cama de transferência até sua 

solidificação. A corrida foi realizada com tampão de transferência TBE 1X a 70Volts em cuba 

de eletroforese BRL Horizontal Gel Eletrophoresis Horizon 11.14 (Gibco - Life 

Technologies). O gel foi corado em brometo de etídeo (0,5 µg/ml) (Sigma) e a imagem 

digitalizada pelo aparelho Eagle Eye II (Stratagene). 

O seqüenciamento dos insertos dos clones foi realizado pelo método Sanger (1997) 

com o kit DYEnamic ET dye terminator (Amersham Pharmacia Biotech, Madison - USA). 

Foram utilizados, aproximadamente, 200 ng de DNA e 3,3 pmoles do iniciador universal 

M13, com volume final de 10 µl. As amostras foram submetidas às seguintes condições de 

amplificação em termociclador (Mastercycler, Eppendorf): 25 ciclos, 95oC por 20 segundos, 

50oC por 15 segundos e 60oC por 1 minuto. Os produtos amplificados foram purificados por 

precipitação em placas de 96 poços. Na realização do processo de precipitação foram 

adicionados, primeiramente, 1 µl de acetato de amônio (Amersham Biosciences-UK limited, 

England) e 30 ml de etanol 96% (Merck, Brasil) em cada poço. A mistura foi, rapidamente, 

vortexada e incubada por 20 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi 

centrifugada (Mastercycler, Eppendorf) a 4.000 rpm por 45 minutos a 7oC, o conteúdo 

descartado e foram adicionados 100 ml de etanol 70% gelado, lentamente, pela parede do 

poço. A placa foi centrifugada a 4.000 rpm por 10 minutos a 7oC. Em seguida, o liquído foi 

descartado e a placa, invertida sobre papel absorvente, foi centrifugada por 1 segundo a 900 

rpm. Após a precipitação, as amostras foram suspensas em 10 µl de tampão de amostra 

(Amersham Biosciences-UK limited, England) adicionados com pipeta multicanal e agitada 

no vortex por, no mínimo, 2 minutos. O seqüenciamento das amostras foi realizado pelo 

seqüenciador automático MEGABACE 500 DNA Analysis System (Amersham Pharmacia 

Biotech).  

As seqüências de nucleotídeo dos clones foram alinhadas utilizando o programa 

GeneTool (http://www.biotools.com). As seqüências de baixa qualidade foram eliminadas. 

Discrepâncias entre as seqüências foram averiguadas por inspeções visuais dos 
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cromatogramas e editadas manualmente, quando necessário. A comparação das seqüências 

permitiu a identificação dos possíveis SNPs (Figura 9). Cada SNP foi categorizado de acordo 

com a sua característica específica quanto à mudança de nucleotideo em transição ou 

transversão, a troca ou não do aminoácido codificado em sinônimo ou não-sinônimo e a 

respectiva posição no códon. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Estratégia utilizada na detecção de SNPs experimentamente. Após a síntese de 

cDNA, a partir da extração de RNA de verme adulto, foi realizada a reação de PCR e, 

posteriormente, os produtos foram clonados e seqüenciados. As seqüências foram alinhadas 

utilizando o programa GeneTool e os SNPs identificados. 

 

 

 

 

 

 

 

Extração RNA Total

cDNA

Clonagem  
Seqüenciamento

ACGTGAATTCACTAG
ACGTGAACTCACTAG
ACGTGAATTCACTAG
ACGTGAACTCACTAG
ACGTGAATTCACTAG

Gel Acrilamida 6%
Eletroforese

Alinhamento das Seqüências e 
Identificação de SNPs



 
Materiais & Métodos 

 
 

 36

3.3 - Modelagem por Homologia 

 

Para realização da modelagem por homologia ou modelagem comparativa foi utilizado 

o programa Modeller versão 7.0 (Marti-Renom et al., 2000). Primeiramente, foi realizada a 

modelagem da proteína sem a presença de mutações e em seguida, alterando a seqüência de 

aminoácido, foi realizada a modelagem da proteína para cada mutação não-sinônima. 

O método de modelagem de proteínas por homologia implica, basicamente, em seguir 

quatro passos sucessivos que estão descritos abaixo. 
 

3.3.1 - Identificação e seleção de proteínas modelo 
 

Nesta primeira etapa foi identificada e selecionada uma proteína de estrutura 

tridimensional conhecida, que serviu como modelo para a determinação da estrutura da 

catepsina B de S. mansoni. Para esta identificação foi realizado blastp 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), utilizando a seqüência de aminoácido da catepsina B 

do parasito, contra estruturas depositadas no banco de dados PDB. Dentre as várias 

seqüências que apresentaram similaridade com a proteína alvo, foi escolhida aquela que 

apresentou o maior valor de score com a melhor resolução. A proteína escolhida foi a 

procatepsina B humana (gi|2982152|pdb|3PBH) com resolução de 2.5 Angstrons. 

 

3.3.2 - Alinhamento das seqüências de resíduos de aminoácidos 
 

Em seguida foi necessário reformatar a seqüência para o formato PIR (arquivo X.ali) 

e, a partir disso, foi realizado o alinhamento da seqüência de aminoácido da catepsina B de S. 

mansoni com a seqüência da proteína modelo. Utilizando o comando mod7v7 Align2d.top, o 

programa Modeller gerou um alinhamento que foi em seguida otimizado manualmente na 

tentativa de eliminar os espaços vazios ou gaps. O alinhamento levou em consideração 

características estruturais comuns, tais como elementos de estrutura secundária e resíduos 

catalíticos. 
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Exemplo dos comandos utilizados pelo programa Modeller para realizar o alinhamento 

da proteína modelo e uma das mutações não-sinônima: 

 

#  Align2d.top file for Modeller 
# CAT - cathepsin - Mariana Simões  
############################################# 
 
# Leitura do arquivo PDB  
READ_MODEL FILE = '3pbh.pdb' 
# Definindo o codigo do PDB 
SEQUENCE_TO_ALI ALIGN_CODES = '3pbh' 
# Definindo local de input do arquivo PDB 
SET ATOM_FILES_DIRECTORY = 'C:\documentsandSettings\Mariana 
Crivellari/MyDocuments\Mestrado\'db\PDB 
# Leitura do arquivo 
READ_ALIGNMENT FILE = 'CATHBSNP6.txt', ALIGN_CODES = ALIGN_CODES 
'CATHBSNP6', ADD_SEQUENCE = ON 
# Alinhamento no formato PIR 
WRITE_ALIGNMENT FILE='CATHBSNP6.ali', ALIGNMENT_FORMAT = 'PIR' 
 

 
 
3.3.3 - Construção do modelo (geração das coordenadas cartesianas) 
 

Após a realização do alinhamento, o programa Modeller calculou o modelo 

tridimensional da seqüência alvo de forma automática através do comando mod7v7 model.top. 

O programa utilizou as coordenadas espaciais da proteína modelo para gerar um conjunto de 

restrições espaciais, que foram aplicadas à seqüência alvo, como por exemplo à distância 

entre resíduos similares na estrutura modelo e na estrutura alvo. Além das restrições espaciais, 

baseadas na similaridade entre as seqüências, o programa, também, utiliza um campo de força 

controlando a estereoquímica mais apropriada, limitando assim o número de configurações 

que o modelo pode assumir. A partir disso, dez possíveis modelos foram calculados para a 

proteína da catepsina B de S. mansoni e gerados no formato PDB. Os modelos foram 

avaliados de acordo com os parâmetros estereoquímicos e foi escolhido aquele que apresentou 

o valor mais baixo da função objetiva do programa Modeller. Após a modelagem comparativa 

da catepsina B de S. mansoni, foi necessário realizar o mesmo processo de modelagem da 

proteína para cada mutação não-sinônima.  
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3.3.4 - Análise dos modelos PDB 

 

Os modelos gerados pelo programa Modeller no formato PDB foram analisados e 

comparados através do programa STING Millennium Suíte – SMS. O SMS é uma suíte de 

programas desenvolvida pelo Núcleo de Bioinformática da Embrapa Informática 

Agropecuária para análise de estruturas de proteínas e a relação com a sua função (Neshich et 

al., 2003). Utilizando a interface gráfica foi possível visualizar a disposição das cadeias 

laterais dos aminoácidos e analisar em detalhe as mudanças de aminoácidos decorrentes das 

mutações não-sinônimas encontradas. Pelo módulo Java Protein Dossier (JPD) (Neshich et 

al., 2004) foi possível analisar e comparar as várias características específicas destes 

aminoácidos, como a posição na seqüência e na estrutura, parâmetros físico-químicos, 

identificação de vizinhança, ângulos e distância entre átomos e pelo leque de contatos a 

relação entre os contatos intra-cadeia, como forças de atração e de repulsão existentes entre 

átomos distintos. O gráfico de Ramachandran possibilitou a análise da estereoquímica dos 

modelos e, conseqüentemente, sua validação. O módulo ConSSeq (Higa et al., 2004) analisou 

a freqüência relativa dos aminoácidos em posições específicas da seqüência, baseando na 

seqüência consenso gerada pelo alinhamento múltiplo de seqüências homológas.  
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4.1 – Detecção de SNPs in silico 
 

Os SNPs detectados foram provenientes de 61.002 ESTs de S. mansoni, geradas pelo 

Projeto Genoma de Minas Gerais. Essas seqüências foram processadas pelo programa de 

chamada de bases Phred. O total de 5.082 contigs foi gerado pelo programa Phrap, com uma 

média de 8,32 ESTs por contig. O programa Phrap também não agrupou 16.196 seqüências 

denominadas singlets, que foram aquelas ESTs que não apresentaram similaridade suficiente 

com outras seqüências para serem agrupadas. Utilizando o novo programa de detecção de 

SNPs, o cSNPer, 2.303 possíveis SNPs foram detectados em 863 agrupamentos. Alguns dos 

SNPs identificados, foram visualizados através do programa de edição de seqüências, Consed 

(Figura 10). Dentre os agrupamentos com SNPs, o número de polimorfismos variou  entre 1 e 

49 (Figura 11). O tamanho total de bases nos agrupamentos analisados foi de 3.702.915 pb, 

com um possíve l SNP a cada 1.607 pb. A Figura 12 mostra a comparação do número de 

SNPs e a profundidade do agrupamento (razão entre o número de ESTs e o tamanho total da 

seqüência consenso). Pode-se observar que o aumento do número de possíveis SNPs não está 

correlacionado com o aumento da profundidade dos agrupamentos. Esta observação enfatiza 

que os possíveis SNPs encontrados são provavelmente reais e não se devem a um acúmulo de 

erros de seqüenciamento, freqüentes em seqüências do tipo ESTs. A forma indicada para 

medir a relação entre a profundidade e o número de SNPs foi a correlação de Spearman. 

Observou-se que os dados não seguem a suposição de normalidade indicando a correlação de 

Spearman, visto que é uma versão não-paramétrica da correlação de Pearson. O coeficiênte de 

correlação foi aproximadamente de 0,015 (valor de p=0,603), indicando que não existe 

associação significativa entre a profundidade e o número de SNPs com nível de significância 

de 0,05. 

Os possíveis SNPs foram analisados de acordo com a variação da base nucleotídica, 

em transição ou transversão. O tipo de substituição mais freqüente foi por transversão A/C 

(19,75%), A/T (12,46%), C/G (6,38%) e G/T (25,74%), seguida da substituição por transição 

A/G (19,19%) e T/C (16,45%) (Figura 13). SNPs também foram classificados considerando o 

seu efeito sobre o aminoácido codificado, em mutações sinônimas ou mutações não-

sinônimas e sua posição no códon. As janelas de leitura (ORFs) dos contigs analisados foram 

selecionadas por apresentarem no mínimo 60 aminoácidos. Foram detectados 30,54%, 

30,32% e 39,13% SNPs na primeira, segunda e terceira base do códon, respectivamente 

(Figura 14). Sendo que desses, 30,32% representam mutações sinônimas e 69,67% mutações 
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não-sinônimas (Figura 15). O restante, 1.429 SNPs (62,04%), não estavam em regiões de 

ORFs. 

O próximo objetivo foi analisar os genes que apresentavam o maior número de 

polimorfismos (Tabela II). É interessante ressaltar que alguns dos genes mais polimórficos 

observados são antígenos conhecidos como: aldolase (Argiro et al., 2000), GAPDH (Argiro et 

al., 2000), catepsina B (Noya et al., 2001), proteína 14-3-3 (Schechtman et al., 2001), 

superoxide dismutase (Cook et al., 2004) e uma proteína do tegumento (Hoffmann & Strand 

1996). Foi verificado que retrotransposons e genes mitocondriais, também, são variáveis, 

sendo que polimorfismos em retrotransposons, provavelmente, signifiquem genes parálogos. 

Em seguida, foram identificados os contigs referentes aos genes candidatos à vacina de S. 

mansoni e verificado a presença de SNPs nesses genes. Foram selecionados 7 genes: 

glutationa-S-transferase (GST), paramiosina, triose fosfato isomerase (TPI), o antígeno de 

membrana 23 kDa (Sm23/MAP3), o antígeno de membrana 14 kDa (Sm14) e catepsina B. Na 

maioria dos genes foram detectados polimorfismos (Tabela III), exceto nos genes da TPI, 

miosina e paramiosina.  
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Figura 10 – Janela de visualização dos agrupamentos pelo Consed. A - Figura da seqüência 

consenso do contig 4743 que possui 85% de identidade com o clone SJCHGC09320 de 

Schistosoma japonicum; B - Contig 4704 possui 81% de identidade com o clone 

SJCHGC06319 de Schistosoma japonicum. A seta vermelha indica a posição dos SNPs. A 

base que varia também está indicada pela cor vermelha. 
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Figura 11 – Gráfico da variação do número de SNPs nos agrupamentos. O número de SNPs 

variou entre 1 e 49 nos agrupamentos, sendo que, apenas, um agrupamento apresentou 49 

polimorfismos, que foi o contig 5054 referente ao gene de Schistosoma mansoni for eggshell 

protein. 
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Figura 12 – Número de SNPs por agrupamento e a profundidade do agrupamento. A - A 

profundidade foi definida pelo número de ESTs no agrupamento divido pelo total de pares de 

bases da seqüência consenso do agrupamento. O valor R2 = 0.2532 calculado demonstrou que 

não existe associação entre a profundidade dos contigs e o número de SNPs (p>0,05); B - 

Aproximação da imagem da figura anterior contendo agrupamentos com mais de 52 ESTs. 
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Figura 13 – Freqüência dos SNPs identificados in silico, de acordo com a mudança da base 

nucleotídica, em transição ou transversão.  
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Figura 14 – Classifição dos SNPs de acordo com a posição no códon. 
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Figura 15 – Classificação dos SNPs em sinônimos e não-sinônimos, dependendo da mudança 

do aminoácido codificado.  
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 Tabela II – Genes que apresentaram o maior número de polimorfismos. O gene 

correspondente ao contig de acordo com o resultado de Blastn e o score obtido são 

mostrados. 
 

Número do 

Contig 

Número 

deSNPs 
Gene Score 

5054 49 S. mansoni mRNA for eggshell protein   1320 

5064 48 S. mansoni mRNA for elongation factor 1-alpha 2531 

5067 28 S. mansoni mitochondrial coding  2607 

4464 26 A retrotransposon of the non-long terminal repeat class 152* 

5076 25 S. mansoni fructose 1,6 bisphosphate aldolase isoenzyma 2464 

4816 24 sem identidade significativa - 

5080 22 S. mansoni Saci-3 LTR retrotransposon mRNA 3538 

5059 21 S. mansoni lactate dehydrogenase mRNA 896 

5055 18 S. mansoni mitochondrial coding region 1223 

5078 17 
S. mansoni glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 

gene -antígeno de superficie 
1233 

4582 15 sem identidade significativa -D5 

5029 14 S.mansoni cathepsin B (Sm31) mRNA, complete cds 2050 

5049 13 S. mansoni 14-3-3 epsilon mRNA - receptors 712 

4670 13 S. mansoni enzyme Cu/Zn superoxide dismutase mRNA 1273 

4807 13 
S. mansoni tegumental protein with similarity to cytoplasmic dynein 

light chains 
811 
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Tabela III – Polimorfismos em genes candidatos à vacina, na seqüência consenso. 

 

Contig Gene Score do Blastn SNP Posição SNP 

4883 GST 1427 A/C 511 

4883 GST 1427 A/C 570 

4883 GST 1427 A/C 572 

4883 GST 1427 A/C 144 

5075 GST 954 G/C 648 

5075 GST 954 A/C 761 

4725 Sm23 2097 C-T 243 

4725 Sm23 2097 A-T 783 

4725 Sm23 2097 C-T 585 

4725 Sm23 2097 A-T 858 

4683 Sm23 2006 T-A 229 

4683 Sm23 2006 T-A 230 

4683 Sm23 2006 G-C 334 

4683 Sm23 2006 G-C 403 

4683 Sm23 2006 G-T 116 

4995 Sm23 839 A-C 285 

4995 Sm23 839 T-G 348 

4995 Sm23 839 T-G 385 

5015 Sm14 1231 C-G 383 

5015 Sm14 1231 A-T 540 

5015 Sm14 1231 C-A 526 

5015 Sm14 1231 A-C 562 

5015 Sm14 1231 T-C 591 

4927 Sm14 700 A-C 110 

4927 Sm14 700 A-C 480 

4927 Sm14 700 A-C 237 

4651 Sm14 664 T-G 468 

4651 Sm14 664 T-G 141 

5029 Catepsina B 2050 T-C 349 

5029 Catepsina B 2050 T-C 523 

5029 Catepsina B 2050 C-T 307 

5029 Catepsina B 2050 A-C 697 

5029 Catepsina B 2050 T-C 460 
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4.2 – Validação de SNPs no gene da Catepsina B de S. mansoni 

 

A catepsina B de S. mansoni (GenBank #M21309) é uma cisteína peptidase, similar à 

de mamíferos, encontrada no estômago do parasito, cuja função é degradar a hemoglobina do 

hospedeiro, permitindo a nutrição e o desenvolvimento do Schistosoma (Sajid et al., 2003). 

Além disso, a enzima possui carácter altamente antigênico, podendo ser utilizada em métodos 

de imunodiagnósticos (Noya et al., 2001). Devido a esta função essencial, ela foi descrita 

como um dos possíveis candidatos à vacina (Loukas et al., 2004). O gene contém 3 exons e 2 

introns. A proteína codificada contém um domínio peptidase C1 (Figura 16). Utilizando-se 

iniciadores específicos que flanqueavam as regiões contendo possíveis SNPs, os fragmentos 

foram amplificados (Figura 17A) e seqüenciados em ambas as direções (Figura 17B). O total 

de 83 seqüências foram clonadas. 

Foram identificados 16 SNPs, sendo 7 transições (44%) e 9 (56%) transversões 

(Figura 18). A distribuição da posição no códon foi 17%, 12% e 71% na primeira, segunda e 

terceira base, respectivamente (Figura 19), sendo 63% mutações sinônimas e 38% não-

sinônimas (Figura 20). As mudanças de aminoácidos encontradas para as mutações não-

sinônimas foram: Val21Ile, Glu27Lys, Lys75Thr, Asp84Glu, Asn92Ser e Gly101Arg, sendo 

que Lys75Thr e Asp84Glu encontram-se em regiões de reconhecimento da molécula. Foi 

identificado o sítio de corte do peptídeo sinal e a maioria dos SNPs foram encontrados após o 

sítio de clivagem, no domínio C1 (Figura 21). 
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Figura 16 – Desenho esquemático representando o gene da Catepsina B de S. mansoni. 
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Figura 17 – Detecção de SNPs no gene da catepsina B de S. mansoni por seqüenciamento. 

 A – Gel de poliacrilamida 6% corado pelo brometo de etídeo, em destaque o produto 

amplificado de verme adulto de S. mansoni pela reação PCR utilizando os iniciadores Sm31-

X5/X6 (536 pb) e Sm31-X7/X8 (210 pb). Canaleta PM, representa o padrão de peso 

molecular e a canaleta c- representa o controle negativo da reação de PCR; B – Exemplo de 

cromatogramas resultantes do seqüenciamento de clones de verme adulto de S. mansoni, 

representando o SNP na base 460 e o SNP na base 439, respectivamente (seta). A linha indica 

a base polimórfica 
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Figura 18 – Freqüência dos SNPs no gene da catepsina B de S. mansoni, experimentalmente 

verificados, de acordo com a mudança da base nucleotídica, em transição ou transversão.  
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Figura 19 – Classificação dos SNPs, experimentalmente verificados, de acordo com a 

posição no códon. 
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Figura 20 – Classificação dos SNPs, experimentalmente verificados, em sinônimos ou não-

sinônimos, dependendo da conservação do aminoácido codificado.  
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Figura 21 – Identificação do sítio de clivagem do peptídeo sinal no gene da catepsina B de S. 

mansoni. Todos os SNPs, representado alguns em amarelo na seqüência parcial, foram 

encontrados após o sítio de clivagem (círculo), no domínio peptidase C1. 
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4.3 – SNPs em cepas de campo de S. mansoni 

 

Após identificação dos SNPs em vermes adultos de S. mansoni  de cepa mantida em 

laboratório (LE), foi analisada a presença de polimorfismos em isolados de S. mansoni 

provenientes da área endêmica da região da vila de Caju no Vale do Jequitinhonha/M.G. 

Foram comparados 50 seqüenciamentos de diferentes isolados. O número de SNPs 

encontrados nos diferentes isolados foi o mesmo. Contudo, em isolados de campo foi 

observado uma freqüência maior dos polimorfismos quando comparado com cepas mantidas 

em laboratório (Tabela IV). 

 

Tabela IV – Frequência de SNPs em cepa de laboratório e isolados de campo. 

 

SNP Não-Sinônimos Posição (pb) LE Isolados 

A-G X 80 49% 76% 

T-A  82 53% 74% 

T-C  97 55% 58% 

G-A X 98 56% 79% 

C-A  109 44% 67% 

G-A  119 64% 71% 

A-C  196 48% 83% 

T-C X 243 69% 76% 

A-T  265 72% 86% 

C-A X 271 35% 63% 

G-C  292 59% 82% 

G-A X 294 82% 79% 

T-C  295 62% 73% 

A-T X 320 41% 79% 

A-T  387 55% 89% 

G-A  459 63% 74% 
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4.4 – Modelagem da catepsina B de S. mansoni 

 

Para realização da modelagem comparativa da catepsina B de S. mansoni, a proteína 

utilizada como modelo foi a procatepsina humana (gi|2982152|pdb|3PBH). Esta proteína 

apresentou identidade de 43,7% (similaridade 60%) sobre os 341 aminoácidos da seqüência 

da catepsina B de S. mansoni. As seqüências foram alinhadas pelo programa Modeller. O 

programa gerou um alinhamento que foi otimizado manualmente eliminando-se os primeiros 

25 aminoácidos e um gap que não apresentaram alinhamento satisfatório (Figura 22). A 

eliminação dos aminoácidos na região amino terminal não comprometeu a modelagem da 

proteína. Não obstante, o primeiro SNP presente nessa região foi excluído. O segundo gap 

presente na seqüência, não foi eliminado do modelo, mas como havia um SNP nesta região 

este, também, não pôde ser modelado. Com isso, das 6 mutações não-sinônimas encontradas 

apenas 4 foram modeladas.  

Segundo o modelo obtido, a estrutura da enzima catepsina B madura de S. mansoni 

contém dois domínios (domínios L e R), um propeptídeo, um sítio ativo localizado entre estes 

domínios, formando uma fenda em ‘V’ e uma alça (loop). A única diferença observada entre a 

estrutura da catepsina B ativa e a estrutura dos domínios enzimáticos na proenzima (inativa) é 

a conformação de uma alça (Ile 105 - Pro 126), responsável pela atividade de exopeptidase da 

enzima, presente acima da região do sitio ativo (Sajid & McKerrow 2002). A alça é flexível 

sendo capaz de adotar duas conformações diferentes. Isso só é possível devido à presença de 

uma ponte de sulfeto interna e dois pares de resíduos de prolina. Quando a enzima está inativa 

esta alça interage com a cadeia do propeptídeo, formando uma barreira no topo da estrutura, 

impossibilitando a entrada de substrato no sítio ativo. Esta conformação inativa da enzima faz 

com que os resíduos Cys 29 e His 199, presentes no sitio ativo, permaneçam próximos (Turk 

et al., 1996). Contudo, o modelo gerado foi baseado na estrutura inativa da enzima (Figura 

23), já que a estrutura da procatepsina B humana, utilizada como modelo, estava nessa 

conformação. A qualidade do modelo foi avaliada pelo gráfico de Ramachandram gerado pelo 

programa Sting, que apresentou 83,64% dos resíduos em regiões consideradas no gráfico 

como favoráveis, 14,5% em regiões aceitáveis e apenas 1,86% dos resíduos em regiões não 

permitidas (His 15, Asp 33, Glu 127, Thr 174, Asn 285) (Figura 24), sendo assim considerado 

um bom modelo. 
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*>P1;3pbh 

MRSR-------------------OSFHPLSDELVNYVNK-------------RNTTWQAGHNFYNVDMS 
YLKRLCGTFLGGPKPPQRVMFTEDLKLPASFDAREQWPQCPTIKEIRDQGSCGSCWAFGAVEAISDRIC

IHTNAHVSVEVSAEDLLTCCGSMCGDGCNGGYPAEAWNFWTRKGLVSGGLYESHVGCRPYSIPPCEHHV

NGSRPPCTGE*GDTPKCSKICEPGYSPTYKQDKHYGYNSYSVSNSEKDIMAEIYKNGPVEGAFSVYSDF

LLYKSGVYQHVTGEMMGGHAIRILGWGVENGTPYWLVANSWNTDWGDNGFFKILRGQDHCGIESEVVAG

IPRTD 

 

*>P1;CATHB 

MLTSILCIASLITFLEAHISVKNEKFEPLSDDIISYINEHPNAGWRAEKSNRFHSLDDARIQMGARREE
PDLRRKRRPTVDHNDWNVEIPSNFDSRKKWPGCKSIATIRDQSRCGSCWSFGAVEAMSDRSCIQSGGKQ

NVELSAVDLLTCCESCGLGCEGGILGPAWDYWVKEGIVTASSKENHTGCEPYPFPKCEHHTKGKYPPCG

SKIYNTPRCKQTCQRKYKTPYTQDKHRGKSSYNVKNDEKAIQKEIMKYGPVEASFTVYEDFLNYKSGIY

KHITGEALGGHAIRIIGWGVENKTPYWLIANSWNEDWGENGYFRIVRGRDECSIESEVIAGRIN 

 

Figura 22 – Alinhamento (formato PIR) gerado pelo programa Modeller da procatepsina B 

humana (ref. >P1;3pbh) e da catepsina B de S. mansoni (ref. >P1;CATHB). Na seqüência da 

procatepsina B humana, tracejado em azul, estão os gaps. O primeiro deles foi eliminado da 

modelagem. Na seqüência da catepsina B de S. mansoni, sublinhado em roxo, estão os 

aminoácidos que foram eliminados da modelagem e em amarelo os aminoácidos analisados. 

O alinhamento final  usado para a modelagem por homologia foi a partir do aminoácido F, em 

vermelho nas seqüências. 
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Figura 23 – Estrutura tridimensional da catepsina B de S. mansoni, na conformação inativa. 

As cores rosa (domínio L) e amarelo (domínio R) representam os domínios da proteína, em 

azul a região da alça e, em verde, o propeptídeo. A seta cinza indica a região do sítio ativo, 

presente entre os domínios 
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Figura 24 – Gráfico gerado pelo módulo Ramachandram do programa Sting. Este gráfico é 

referente à estrutura da catepsina B de S. mansoni, gerado por modelagem comparativa. O 

modelo apresentou 83,64% dos seus resíduos em regiões favoráveis (em vermelho) e apenas 

1,86% dos resíduos em regiões não permitidas (em verde). Abaixo do gráfico está parte do 

arquivo gerado pelo programa. 
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As 4 mutações não-sinônimas detectadas foram analisadas quanto ao seu possível 

efeito sobre a estrutura tridimensional da catepsina B. As estruturas foram comparadas e 

analisadas, quanto à localização da mutação na estrutura, distância entre os aminoácidos e 

indução de novos contatos na presença do aminoácido original e do aminoácido variante.  

O primeiro SNP (SNP 2) resultou na alteração de um ácido glutâmico (Glu 27), que é 

um aminoácido ácido com um grupo carboxílico na sua cadeia lateral, por uma lisina (Lys), 

que é um aminoácido básico que possui radical com o grupo aceno (Figura 25). Essa variação 

está localizada na região externa da estrutura (Figura 26). Apesar da diferença de carga entre 

os aminoácidos envolvidos nesta variação, verificado pelo leque do Graphical Contacts do 

programa Sting, nenhuma indução de novos contatos foi visualizada na presença do 

aminoácido variante, indicando que provavelmente nenhuma mudança possa ter ocorrido na 

estrutura dessa proteína (Figura 27A/B). Contudo, o módulo do programa considera 

interações em um raio de aproximadamente 7Å, que é um número acima do esperado para 

uma interação. Considerando que este é apenas um modelo, uma análise de dinâmica ou a 

determinação experimental faz-se necessária para analisar de fato alterações nos contatos 

intra-moleculares, uma vez que o aminoácido analisado está em contato com outros 

aminoácidos que possuem diferença de carga (Figura 28). Assim, uma pequena alteração na 

sua distância em relação a sua vizinhança pode estar causando interações de atração e/ou 

repulsão, que não puderam ser vistas. 

A outra variação analisada (SNP 4) foi conseqüência da mudança de um ácido 

aspártico (Asp 84) por um ácido glutâmico (Glu) (Figura 29), ambos carregados 

negativamente e também localizados na região externa da estrutura (Figura 30). Pelo leque do 

Graphical Contacts foi observado que no modelo original, o aspartato interage atrativamente 

com outro aminoácido carregado, uma histidina 57. Essa mesma interação foi visualizada com 

o aminoácido substituído, provavelmente devido à posição da cadeia lateral do ácido 

glutâmico (Figura 31). Supõe-se assim que, provavelmente, a presença da mutação não causa 

uma alteração na estrutura da proteína por manter a mesma interação na presença de ambos os 

aminoácidos. Através da figura do módulo ConSSeq (Figura 32), gerado pelo Sting, foi visto 

que através do alinhamento de várias proteínas, a segunda opção encontrada na natureza para 

esse resíduo de aminoácido é um ácido glutâmico, como o que foi encontrado nos resultados. 

Em 35% das seqüências alinhadas foi encontrado o aminoácido Asp  enquanto em 19% dos 

casos o aminoácido Glu foi encontrado. 
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Figura 25 – Superposição da estrutura tridimensional da proteína modelo e da proteína 

contendo o SNP 2 (mudança nucleotídica G-A) que resulta na substituição do aminoácido 

Glu(E)27Lys(K). Em azul está a estrutura original e em vermelho a variante. O círculo em 

cinza indica a posição da variação. 
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Figura 26 – Aproximação da imagem dos aminoácidos presentes na estrutura tridimensional 

da proteína original e da proteína contendo a substituição (SNP 2).  
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Figura 27 – Gráficos gerados pelo módulo Graphical Contacts do programa Sting para o 

SNP 2. A - Este gráfico mostra as interações do aminoácido original Glu 27 (E) com 

aminoácidos localizados a um raio de até, aproximadamente, 7Å. B - Esse gráfico demonstra 

a interação na presença do aminoácido variante, indicando que não houve indução de novos 

contatos. 
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Figura 28 – Interações e a distância do aminoácido Glu 27 (em branco) com os aminoácidos 

da sua vizinhança de acordo com o Graphical Contacts do programa Sting. Pode ser 

observada, uma interação atrativa com a His 29 (em verde) e uma interação repulsiva com 

uma Asp 6 e uma Asp 32.  
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Figura 29 – Superposição da estrutura tridimensional da proteína modelo e da proteína 

contendo o SNP 4 (mudança nucleotídica T-A), que resulta na substituição do aminoácido 

Asp(D)84Glu(E). Em verde está o aminoácido original e em amarelo o variante. O círculo em 

cinza indica a posição da variação. 
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Figura 30 – Aproximação da imagem dos aminoácidos na estrutura tridimensional da 

proteína original e proteína contendo a substituição (SNP 4).  Em verde, o aminoácido 

original Asp 84 interage com a His 57. E em amarelo, o aminoácido variante Glu 84 mantém 

a interação com a His 57. 
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Figura 31 – Gráficos gerados pelo módulo Graphical Contacts do programa Sting para o 

SNP 4. A - Asp 59 faz uma ligação com o aminoácido His 57; B - Após a mudança do 

aminoácido presente na estrutura original pelo aminoácido variante, a interação com a His 57 

é mantida, não havendo indução de novos contatos. 
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Figura 32 – Módulo ConSSeq: conservação do SNP 4. A coluna do meio é respectiva ao 

local do aminoácido Asp 84. Na seta, a numeração aparece como 59 devido à eliminação dos 

25 aminoácidos iniciais. Como verificado na parte esquerda da figura, em 35% das seqüências 

alinhadas foi encontrado o aminoácido Asp, enquanto que,  em 19% dos casos o aminoácido 

foi encontrado o aminoácido Glu (retângulo vermelho). 
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O outro SNP (SNP 5) encontrado resultou na mudança de uma asparagina (Asn 92) 

por uma serina (Ser), ambos os aminoácidos polares neutros que tendem a formar pontes de 

hidrogênio (Figura 33). Como a mutação foi encontrada em uma região N-terminal da folha 

beta da proteína (Figura 34), ela poderia causar uma possível mudança conformacional. 

Contudo, nenhuma ligação de hidrogênio é realizada entre este aminoácido e a fita beta 

vizinha. Além disso, pelo leque do Graphical Contacts nenhuma alteração das interações 

originais foi observada na presença do aminoácido variante (Figura 35). Também foi 

verificado que o aminoácido serina é muito conservado nesta região de acordo com o 

alinhamento múltiplo de seqüências gerado pelo módulo ConSSeq (Figura 36).  

A outra mutação analisada (SNP 6) está localizada em uma alça que liga os dois 

domínios da estrutura entre duas pequenas hélices (ver Figura 19 e 37), sendo decorrente da 

variação de um aminoácido apolar, no caso a glicina (Gly 101) por um aminoácido básico, a 

arginina (Arg) (Figura 38). Para visualizar essa mutação, foi necessário girar o modelo da 

proteína 180 graus no eixo vertical em relação às figuras anteriores. Embora seja uma 

mudança de um aminoácido pequeno, sem cadeia lateral como a glicina, por um aminoácido 

com cadeia lateral grande e carregada, como a arginina, o modelo parece não ter sido alterado, 

já que a cadeia lateral da arginina ficou posicionada para o lado externo da estrutura (Figura 

39). Além disso, segundo mostra o leque obtido com o módulo Graphical Contacts do 

programa Sting, o resíduo glicina 101, que estava no modelo original faz uma ligação de 

Hidrogênio com a cadeia principal do triptofano 74 (Figura 40A). Essa ponte de hidrogênio 

provavelmente é o que garante a alça responsável por causar a mudança na direção da cadeia 

e dá início à formação do segundo domínio da proteína. No entanto, a ligação de hidrogênio 

entre a cadeia principal do aminoácido triptofano foi mantida mesmo após a Glicina ter sido 

substituída pela arginina. Sendo assim, a conformação que depende dessa ligação de 

hidrogênio foi mantida mesmo com a mudança dos resíduos de aminoácido, sugerindo que 

provavelmente a presença dessa mutação também não altera a estrutura tridimensional da 

proteína. Contudo, uma nova interação hidrofóbica  foi observada entre a Arg 101 e a Gly 

111. Embora as ligações hidrofóbicas sejam de fundamental importância para o dobramento 

das proteínas, esta é a ligação que possui menor energia (0,6Kcal) comparada às outras. 

Assim, normalmente existe uma rede de interações hidrofóbicas e apenas uma mudança é 

considerada uma energia muito baixa para de fato mudar a conformação local (Figura 40B). 
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Figura 33 – Alinhamento do modelo da catepsina B mostrando, também, a estrutura 

secundária do modelo. As partes em vermelho são regiões de alfa-hélice e, em amarelo, estão 

as regiões de fita beta. Na cor verde claro, está o aminoácido Asn 92 original e, na cor rosa, 

está o aminoácido variante Ser. O círculo cinza indica a posição da variação do SNP 5 

(mudança nucleotídica A-G). 
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Figura 34 – Aproximação da imagem contendo a substituição Asn(N)92Ser(S). Em verde 

claro, está a estrutura original e, em rosa, a variante.  
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A  B 
 
Figura 35 – Gráficos gerados pelo módulo Graphical Contacts do programa Sting para o 

SNP 5. A – Esse gráfico mostra que existe uma interação hidrofóbica entre o aminoácido 

original Asn 92 com dois outros 2 aminoácidos, a Gly 270 e o Trp 269; B – As mesma 

ligações foram mantidas na presença do aminoácido variante Ser. 
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Figura 36 – Módulo ConSSeq: conservação do SNP 5. A coluna do meio é respectiva ao 

local do aminoácido Asn 92.  Na seta, a numeração aparece como 67 devido à eliminação dos 

25 aminoácidos iniciais. Como verificado na parte esquerda da figura, o aminoácido serina é 

muito conservado nessa posição, sendo encontrado em 49% das seqüências alinhadas, 

enquanto que o aminoácido Asn foi encontrado em somente 7% dos casos (retângulo 

vermelho). 
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Figura 37 – Superposição da estrutura tridimensional da proteína original e da proteína 

contendo o SNP 6 (mudança nucleotídica G-C), que resulta na substituição do aminoácido  

Gly(G)101Arg(R).  Em verde está o aminoácido original e, em vermelho, o variante. O 

círculo cinza  indica a posição da variação. 
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Figura 38 – Aproximação da imagem contendo os aminoácidos na estrutura tridimensional da 

proteína original e na proteína contendo a substituição. Em verde está a Gly 101 e, em 

vermelho, a Arg.  
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Figura 39 – Ligação da glicina 101 com o triptofano 74. Na figura, o resíduo glicina (em 

verde), presente no modelo original, faz uma ligação de hidrogênio (3,16Å) com a cadeia 

principal do triptofano 74 (em amarelo).  
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A   B 
 
Figura 40 – Figuras geradas pelo módulo Graphical Contacts do programa Sting para o SNP 

6. A - Este gráfico mostra que existe uma ligação de hidrogênio entre a cadeia principal da 

glicina 101 com a cadeia principal do triptofano 74, que segundo a tabela de contatos essa 

ligação ocorre entre os átomos N da glicina e O do triptofano; B - Mesmo após a mutação, a 

ligação de hidrogênio é mantida entre o aminoácido variante Arg 101 e cadeia principal do 

triptofano 74.  
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A crescente disponibilização de seqüências de genomas completos permitiu o advento 

da genômica comparativa. Desde o seqüenciamento completo do primeiro organismo 

procarionte (bactéria Haemophiluz influenzae, com aproximadamente 1.830.103 pb), em 1995 

(Fleischmann et al., 1995), o número de organismos cujos genomas estão totalmente 

seqüenciados já alcança algumas centenas e vários outros projetos de seqüenciamento 

encontram-se atualmente em andamento. Com tamanha fonte de informação e dificuldade na 

manipulação de grande quantidade de dados, um conjunto adequado de ferramentas foi 

desenvolvido com o uso de técnicas estatísticas e computacionais sofisticadas que permitiram 

a análise e entedimento biológico dos dados produzidos. A integração de diferentes áreas, a 

biologia molecular, a estatística e a computação, permitiu o surgimento de um novo campo de 

estudo na última década, a bioinformática (Kanehisa & Bork 2003). 

A princípio só era possível gerar um pequeno número de seqüências de DNA. 

Contudo, o desenvolvimento de métodos mais avançados permitiu o seqüenciamento em larga 

escala, conseqüentemente, a necessidade de processamento computacional. Em S. mansoni 

existe, atualmente, uma iniciativa internacional para o seqüenciamento genômico do parasito 

através da técnica de Shotgun e duas grandes iniciativas de seqüenciamento do transcriptoma. 

A primeira iniciativa do transcriptoma do parasito, correspondente ao grupo ONSA, gerou 

124.640 ESTs, sendo que 23% corresponderam a genes conhecidos e 77% a genes novos. A 

outra iniciativa, organizada pela rede Minas que gerou aproximadamente 60.000 novas ESTs, 

ainda não disponíveis em banco de dados. Nesse contexto, nosso principal objetivo foi 

descrever uma metodologia automatizada de identificação de SNPs em larga escala. SNPs são 

marcadores que ainda não haviam sido amplamente estudados em S. mansoni. No presente 

trabalho, as ESTs utilizadas para a detecção de SNPs foram geradas pelo Projeto Genoma de 

Minas Gerais. Vários grupos descreveram com sucesso a utilização de ESTs na identificação 

de SNPs (Picoult-Newberg et al., 1999; Gu et al., 1998; Halushka et al., 1999; Evans & 

Relling 1999; Useche et al., 2001). Contudo, o maior problema de se usar ESTs é a baixa 

qualidade das seqüências, especialmente quando os cromatogramas dessas seqüências não 

estão disponíveis para avaliação (Picoult-Newberg et al., 1999). Erros em ESTs são, 

normalmente, conseqüência da baixa qualidade do seqüenciamento ou causados pela pela 

enzima transcriptase reversa, durante a construção de bibliotecas de cDNA. Não obstante, a 

grande vantagem do uso de ESTs na identificação de SNPs é a eliminação da necessidade de 

ter que gerar seqüências completas de DNA e uma associação imediata com genes expressos 

(Risch 2000, Jalving et al., 2004). Além disso, a confirmação do SNP agrega maior valor nas 
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informações contidas nas ESTs (Smith et al., 2001), uma vez que os SNPs são marcadores 

polimórficos de grande utilidade (Qiu et al., 2004; Halldorsson et al., 2004).  

Na primeira etapa do presente trabalho foi necessário selecionar uma ferramenta para 

agrupar as EST de S. mansoni. Todas as ferramentas de montagem recebem como entrada um 

arquivo contendo seqüências em formato FASTA e, em muitos casos, um arquivo com 

informações sobre a qualidade das seqüências e ao final da execução é gerado um arquivo de 

saída contendo os contigs, que são resultantes do agrupamento de fragmentos de seqüências 

de DNA similares que, idealmente, correspondem a um único gene. Contudo, apesar dessas 

ferramentas seguirem basicamente os mesmos princípios, elas possuem algoritmos diferentes 

que as fazem abordar características distintas, gerando montagens com diferenças. Devido a 

isso, o processo de montagem foi uma etapa complexa e mais de uma ferramenta foi testada, 

com o objetivo de se obter o melhor resultado para os nossos dados. O programa escolhido 

para a montagem das 61.002 ESTs de S. mansoni foi o Phrap (http://www.phrap.org). Este 

programa é um dos mais utilizados atualmente e foi utilizado na montagem de ESTs em 

vários trabalhos publicados (Useche et al., 2001; Kim et al., 2003; Dantec et al., 2004). O 

Phrap utiliza informações relacionadas à qualidade dos dados de entrada, permitindo assim 

calcular a probabilidade das bases terem sido erroneamente identificadas, possibilitando uma 

seqüência consenso mais próxima da seqüência original. A utilização de uma ferramenta com 

esta característica foi uma grande vantagem para o nosso trabalho, já que aumentou a 

confiabilidade dos polimorfismos encontrados serem reais e não erros de seqüenciamento, 

uma vez que não foram utilizadas seqüências públicas sem informação sobre a qualidade das 

bases identificadas. Além disso, o Phrap utiliza o fragmento por inteiro na montagem, ao 

contrário de outras ferramentas que mascaram os fragmentos de entrada com o intuito de 

eliminar seqüências de baixa qualidade. Este processo tende a excluir uma quantidade 

significativa de dados da montagem inicial, exigindo mais tarde um esforço manual para a 

montagem completa dos grupos. O Phrap também determina os pares de fragmentos cujas 

sobreposições não são relevantes e detecta a presença de fragmentos quimeras (junções de 

dois ou mais fragmentos provenientes de regiões completamente distintas daquela molécula), 

evitando assim erros de montagens no final do processo (Ewing & Green 1998). Apesar do 

satisfatório desempenho desta ferramenta de montagem, um dos fatores limitantes na 

utilização da técnica é a necessidade de memória disponível (> 2 Gb) e um número limitado 

de ESTs na realização dos agrupamentos (até no máximo 64.000 ESTs). 



 
Discussão 

 
 

 83

Algumas ferramentas públicas de busca de SNPs foram testadas. Contudo, a maior 

dificuldade encontrada na execução desses programas foi a otimização dos parâmetros de 

busca e análise dos arquivos gerados, devido à escassez de documentação sobre a 

metodologia exata para a determinação do SNP (Useche et al., 2001). Por este motivo, um 

novo programa de busca de polimorfismos foi escrito pelo nosso grupo, chamado cSNPer, 

permitindo um conhecimento claro dos critérios de indentificação e otimização dos 

parâmetros. O programa levou em consideração o valor de qualidade das bases polimórficas 

na EST (Phred ≥ 20), na seqüência consenso (Phred ≥ 40) e um alinhamento de 10 pb das 

bases vizinhas, com Phred ≥ 15. Estes valores são manipuláveis e podem ser adaptados de 

acordo com cada objetivo. O valor de Phred estima a probabilidade do número de bases 

incorretas, sendo para Phred 20, a probabilidade de encontrar uma base incorreta a cada 100 

pb e para phred 40, uma base incorreta a cada 10.000 pb (Ewing et al., 1998). Com isso, não 

só a qualidade da base foi analisada como, também, da região em que ela se encontrava. Além 

disso, através de experimentos controlados (vide apêndice), o programa foi testado para cada 

parâmetro e validado.  

Os SNPs detectados foram classificados como transição e transversão dependendo da 

variação do nucleotídeo. Ao contrário do que é mencionado na literatura, foi detectado, no 

presente trabalho, um valor maior de variações do tipo trasversão. Uma explicação provável 

para esta observação é que transições em grande número deve-se a um elevado conteúdo de 

G+C no genoma e ao processo de deaminação da 5-metilcitosina em timidina (Fryxell & 

Moon 2004). Não obstante, o genoma de S. mansoni possue um índice baixo de conteúdo 

G+C (~30%) (Marx et al., 2000) e o seu genoma não é metilado (Fantappie et al., 2001).  

SNPs também são classificados de acordo com a mudança do aminoácido codificado 

em mutações sinônimas ou não-sinônimas. Alguns trabalhos descrevem uma freqüência maior 

de mutações sinônimas comparada às mutações não-sinônimas (Kim et al., 2003; 

Fitzsimmons et al., 2004). Uma explicação para esta observação é o maior conteúdo G+C no 

genoma de diferentes organismos e o maior número de transições (Sachidanandam et al., 

2001). Por exemplo, o parasito Plasmodium vivax possui 55% do seu genoma de conteúdo 

A+T e apresentou a razão entre mutações não-sinônimas/sinônimas igual a 1,75 (Feng et al., 

2003). O parasito Plasmodium falciparum possui 80% de seu genoma de conteúdo A+T e a 

razão encontrada foi 2,34 (Feng et al., 2003). Já no genoma humano, que apresenta o índice 

de conteúdo G+C elevado, a razão encontrada foi 0,89 (Cargill et al., 1999). S. mansoni 

possui, aproximadamente, 66% do seu genoma de conteúdo A+T e foi verificado, no presente 
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trabalho, que a razão entre mutações não-sinônimas/sinônimas foi igual a 2. Acreditamos, 

portanto, que as observações feitas neste trabalho encontram-se dentro do esperado. 

Após a detecção geral dos polimorfismos nas ESTs, o próximo objetivo foi analisar o 

perfil polimórfico dos genes candidatos à vacina de S. mansoni. Na maioria dos genes foi 

detectada a presença de SNPs, exceto nos genes codificantes para paramiosina, miosina e TPI. 

É extremamente importante o conhecimento sobre o perfil polimórfico de genes candidatos a 

vacina ou alvos de droga, uma vez que a presença de mutações não-sinônimas podem causar 

uma alteração na estrutura da proteína codificada por este gene e, conseqüentemente, alterar a 

sua função. Entretanto, vale a pena ressaltar que as mutações sinônimas, mesmo que 

raramente, podem de certa forma estar alterando também o processo de transcrição destes 

genes, como por exemplo, causando alteração do sitio de splicing ou redução da solubilidade 

da proteína codificada (Stitziel et al., 2004). 

Apesar da indiscutível contribuição da bioinformática na identificação de SNPs, a 

necessidade de validação experimental dos dados é indispensável para avaliar o potencial 

informativo de cada polimorfismo. A partir disso, escolhemos um gene candidato à vacina e 

comprovamos a presença de SNPs experimentalmente. O gene escolhido para a validação dos 

polimorfismos foi o gene da catepsina B de S. mansoni (GenBank #M21309). Esta enzima foi 

descrita como sendo a mais abundante cisteína protease secretada no lúmen do intestino de 

Schistosoma, presente em células gastrointestinais e tem papel essencial no desenvolvimento 

e na reprodução do parasito. O verme utiliza esta enzima para degradar hemoglobinas que 

estão presentes nas células vermelhas do sangue do hospedeiro, durante sua alimentação 

(Brindley et al., 1997). A digestão de hemoglobinas é considerada a fonte de nutrientes 

principal utilizada por S. mansoni. Foi demonstrado que a interrupção na atividade dessa 

enzima pode limitar a habilidade do parasito durante a alimentação e reprodução (Sajid et al., 

2003). Outros estudos utilizando inibidores específicos de cisteínas proteases demostraram 

uma diminuição significativa no desenvolvimento do verme e uma redução na produção de 

ovos pelas fêmeas em camundongos infectados por S. mansoni (Wasilewski et al., 1996). A 

técnica utilizada para a identificação dos SNPs foi o seqüenciamento. Apesar das inúmeras 

técnicas modernas já descritas para identificação de SNPs como PCR em tempo real e 

microarranjos, entre outras, o seqüenciamento foi escolhido por ser uma técnica já empregada 

em nosso laboratório, eficiente na detecção de polimorfismos e que não necessitava da 

compra de novos equipamentos. No presente trabalho, utilizamos inicialmente amostras 

extraídas de DNA genômico de verme adulto para realização da PCR. Contudo, o produto 
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amplificado utilizando os iniciadores Sm31-X5/X6, não apresentavam o tamanho de banda 

esperado. A banda amplificada deveria apresentar 536 pb, porém o tamanho que estava sendo 

observado apresentava aproximadamente 1.700 pb. As hipóteses levantadas para a obtenção 

deste perfil foi a amplificação de isoformas ou a presença de introns. A primeira hipótese foi 

descartada, uma vez que os iniciadores foram desenhados em regiões específicas da enzima 

Sm31, impossibilitando a amplificação de um outro produto. Para a segunda hipótese foi 

preciso analisar a seqüência genômica do gene. A seqüência da enzima depositada no banco 

de dados (NCBI) por Klinkert e colaboradores em 1989 foi definida a partir de clones de 

cDNA, logo não continha informações sobre regiões intergênicas ou seqüências de introns. 

Através da montagem e comparação dos fragmentos da seqüência, por blastn, contra 

seqüências genômicas depositadas em bancos de dados (TIGR- http://www.tigr.org/), foi 

possível detectar a presença de duas regiões de introns na seqüência do gene da catepsina B 

de S. mansoni. Como esperado, um intron estava presente na região amplificada pelo iniciador 

Sm31-X5/X6, e o outro intron em uma região não polimórfica (Figura 12). Desta forma, 

foram utilizados amostras de cDNA para amplificação das amostras e obtenção da banda de 

peso molecular esperado. 

Uma vez comprovada a presença de SNPs em cepas de laboratório foi verificada a 

presença de polimorfismos em cepas provenientes do campo (Caju-Vale do Jequitinhonha). 

Trabalhos utilizando marcadores microssatélites já demonstraram uma diversidade genética e 

heterozigose maior em populações de cepas de campo quando comparadas com cepas de 

laboratório de S. mansoni (Rodrigues et al., 2002). Um claro exemplo de perda alélica foi 

demonstrado por Norris e colaboradores (2001). O grupo utilizou marcadores do tipo 

microssatélites e demonstraram que a diversidade dos alelos em amostras de campo do 

mosquito Anopheles gambiae, agente causador da malária em humanos, diminuiu em 50% 

após 15 gerações mantidas em laboratório. Esse resultado de perda de uma proporção 

significativa de alelos ocorre principalmente com aqueles alelos raros presentes em população 

de cepa selvagem (Norris et al., 2001; Stohler et al., 2004). Neste estudo, detectamos o 

mesmo perfil de SNPs em cepas de laboratório e isolados do campo. Nossas observações 

estão de acordo com estudos de variabilidade intra-especifica usando seqüências de DNA 

ribossomal, nos quais observaram muito poucas mudanças nucleotídicas entre cepas 

americanas e africanas (Després et al., 1993). Foi, em seguida, analisada a frequência das 

variações nucleotidicas. Observamos que na maioria dos casos a freqüência das bases 

polimórficas foi maior em cepas de campo. Uma possível explicação é um maior 
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endocruzamento entre cepas de laboratório, com uma respectiva queda da diversidade alélica, 

ou o efeito fundador. Isso evidencia a importância de estar relacionando e analisando o perfil 

polimórfico de diferentes cepas e o desenvolvimento das vacinas de DNA (Quinlivan et al., 

2005), uma vez que a presença destas variações, em especial as mutações não-sinônimas, 

podem causar uma mudança na estrutura da proteína codificada e, conseqüentemente, uma 

alteração da sua função. 

A explosão da genômica, colocando à disposição dos pesquisadores seqüências 

genômicas inteiras, fez aumentar o número de seqüências primárias de proteínas depositadas 

em bancos de dados públicos (Cantor & Little 1998). No entanto, em proporção, o número de 

proteínas contendo sua estrutura tridimensional definida permaneceu com menores mudanças 

(http://www.pdb.org). Este aumento no número de seqüências permitiu que as estruturas 

fossem modeladas, baseando-se nas informações de estruturas já resolvidas (Singh & Singh 

2005). Métodos de análise de estruturas de proteínas estão tornando-se fundamentais para 

entender o funcionamento destas macromoléculas, para a modelagem de novas moléculas e 

para a modelagem de pequenas moléculas complexadas às proteínas. Existe uma total 

correlação entre a estrutura da proteína e a sua atividade. Desta forma, procura-se conhecer as 

mudanças que a proteína pode sofrer de acordo com as suas características estruturais (Falcão 

et al., 2002). Existem dois métodos experimentais para determinação da estrutura 

tridimensional de uma proteína: cristalografia de Raio X (modelo estático) e espectroscopia 

de ressonância nuclear magnética (modelo dinâmico) (Liu & Hsu 2005). Entretanto, estes 

métodos experimentais requerem grande quantidade de material biológico, são demorados e 

têm alto custo. O método alternativo aos métodos experimentais mais bem sucedido de 

predição de estruturas tridimensionais de proteínas é a modelagem por homologia, também 

conhecida como modelagem comparativa (Marti-Renom et al., 2000). Neste trabalho, 

realizamos a modelagem por homologia da estrutura da catepsina B de S. mansoni a partir de 

uma estrutura modelo. O uso de perfis de seqüências para determinar a função das proteínas 

tem se tornado um instrumento essencial (Park et al., 1997). A modelagem de uma proteína 

pelo método da homologia baseia-se no conceito de evolução molecular. Em outras palavras, 

parte do princípio de que a semelhança entre as estruturas primárias desta proteína e de 

proteínas homólogas com estruturas tridimensionais conhecidas implique possivelmente em 

similaridade estrutural entre elas (Teichmann et al., 2001). Se o grau de identidade entre a 

estrutura primária da proteína alvo e da proteína cuja estrutura foi determinada com uma 

resolução igual ou superior a 2 Å, for maior que 25% quando o número de resíduos é acima 
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de 80, existe grande probabilidade de que estas proteínas tenham estruturas tridimensionais 

semelhantes e pode-se construir um modelo para a proteína desejada (Sander & Schneider 

1991). A proteína utilizada como modelo no nosso estudo foi a procatepsina humana (PDB 

3pbh), que apresentou um índice de similaridade de sequência de 60% com a  com a catepsina 

B de S. mansoni. Devido ao limite de tempo e devido ao fato de que a identidade entre as 

entre a seqüência modelo e a seqüência alvo foi relativamente alta, uma modelagem 

minuciosa, das regiões de alça e rotâmeros, não foi realizada.  

As proteínas agrupam-se em um número limitado de famílias tridimensionais. Estima-

se que existam, aproximadamente, 5.000 famílias protéicas (Godzik 2003). 

Conseqüentemente, quando se conhece a estrutura de pelo menos um representante de uma 

família, é geralmente possível modelar, por homologia, os demais membros da família. 

Contudo, a determinação da estrutura terciária de proteínas por este método é um desafio, 

exigindo algoritmos capazes de simular, com precisão, a ação das leis que regem o processo 

de enovelamento ou empacotamento e interações entre resíduos da proteína. Contudo, estas 

leis ainda não são perfeitamente conhecidas, o que torna muito difícil a obtenção de 

conformações simultaneamente estáveis e funcionais a custo computacional razoável (Santos-

Filho & Alencastro 2003). Apesar das limitações, a ampliação do número de trabalhos 

utilizando metodologias capazes de gerar modelos in silico vem aumentando (Contreras-

Moreira et al., 2003; Liko et al., 2004; Droit et al, 2005). O primeiro requisito que uma 

proteína adequadamente modelada deve atender é ter uma estrutura terciária satisfatória 

(Marti-Renom et al., 2000). É importante verificar se existem grandes diferenças 

conformacionais não explicadas (como alças) entre os elementos de estrutura secundária das 

estruturas modelo e da estrutura alvo modelada que possam estar causando distorções de 

enovelamento que são difícieis de avaliar (Santos-Filho & Alencastro 2003). No presente 

trabalho a estrutura tridimensional da proteína modelo e da proteína alvo apresentaram alto 

índice de similaridade de estrutura primária e funcional, sendo portanto consideradas 

homológas, ou seja, derivadas de um ancestral comum. Isso também foi observado quando a 

procatepsina B humana foi comparada com procatepsina de outros organismos (Cygler et al., 

1996). Ambas proteínas, humanas e de S. mansoni, apresentam uma inserção de 

aproximadamente 20 resíduos correspondendo a uma alça responsável pela ativação ou 

inibição da atividade da proteína. Illy e colaboradores (1997) mostraram que uma proteína 

catepsina B mutante, sem a presença dessa alça, perde sua atividade essencial como 

exopeptidase. Além disso, a estrutura da enzima madura possui dois domínios e um sítio ativo 
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interno aos domínios. A cadeia do propetídeo começa no topo da molécula, contorna a 

superfície do domínio direito e termina no sitio ativo. Uma vez modelada a catepsina B de S. 

mansoni, foi analisado o possível efeito das mutações não-sinônimas sobre a estrutura da 

proteína. 

 Mutações não-sinônimas têm sido foco de interesse pelo fato da possível alteração da 

função de proteínas e, conseqüentemente, estarem ligadas a genótipos de interesse (Kim et al., 

2003). Vários estudos já sugeriram distorções em proteinas como conseqüência da variação de 

apenas um aminoácido (Alexandrie et al., 2002). No presente trabalho, provavelmente, as 

mutações não-sinônimas identificadas não causam uma alteração na conformação estrutural 

da catepsina B de S. mansoni. Contudo, as mudanças de aminoácidos se encontram, em sua 

maioria, na superfície da estrutura tridimensional da proteína sendo possível que estejam 

alterando regiões de epitopo e, conseqüentemente, afetando o reconhecimento dos anticorpos. 

Não obstante, a posição dos aminoácidos substituídos requer comprovação experimental. A 

determinação de possíveis alterações em epitopos também pode ser comprovada 

experimentalmente. Além disso, foi observado pelo módulo ConSSeq para os SNPs 4 e 5 que 

o aminoácido codificado na presença do SNP foi encontrado um maior número de vezes que o 

aminoácido original, sugerindo que esses aminoácidos, provavelmente, possam estar sofrendo 

algum tipo de pressão seletiva. 

Em resumo, o presente trabalho fornece evidências de que os SNPs são marcadores 

genéticos amplamente distribuídos pelo genoma de S. mansoni. Além disso, desmonstra a 

eficácia dos métodos computacionais automatizados nas análises em grande escala e, 

conseqüentemente, o fornecimento de um grande número de informações sobre os genes 

expressos no S. mansoni. Como perpesctiva do presente trabalho, os SNPs identificados e 

suas respectivas características serão depositados no SchistoDB. O SchistoDB consiste na 

iniciativa de montar um banco de dado público contendo todas as informações relativas ao 

genoma de Schistosoma. Pesquisadores interessados em um gene poderão obter as 

informações geradas por este trabalho. As observações geradas por este trabalho geram varias 

hipóteses sobre a presença e a conseqüência de SNPs que podem ser confirmadas 

experimentalmente. Isso será extremamente importante, uma vez que as informações sobre o 

genoma do parasito encontram-se fragmentada e, desta forma, todas as informações poderão 

ser depositadas em um lugar comum, o que permitirá buscas simples ou complexas, 

contribuindo para projetos de descoberta de vacinas e de novas formas de tratamento da 

doença. 



 
Conclusões 

 

 89

 

 

 

 

 

 

 

VI - CONCLUSÕES 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Conclusões 

 

 90

 

1. O presente estudo demonstrou a grande colaboração da bioinformática nas análises de 

ESTs e detecção de marcadores moleculares do tipo SNPs a partir do uso de uma 

metodologia automatizada. 

 

2. Foram detectados 2.303 SNPs em 863 contigs, sendo 64,03% transversões e 35,64% 

transições, 30,32% mutações sinônimas e 69,67% mutações não-sinônimas, sendo 

30,05%, 30,03% e 39,01% na primeira, segunda e terceira base do códon respectivamente.  

 

3. O novo programa de busca de SNPs, o cSNPer, escrito pelo nosso grupo foi validado. 

 

4. Os genes que possuem o maior número de mutações são codificam para conhecidos 

antígenos. 

 

5. Genes candidatos à vacina apresentaram, em sua maioria, a presença de SNPs. Dentre os 

genes selecionados: Sm14, catepsina B, Sm23, GST, miosina, TPI e paramiosina, apenas 

os 3 últimos genes não apresentaram polimorfismos. 

 

6. Foi validada a presença de SNPs no gene da catepsina B de S. mansoni. 

 

7. O método de modelagem molecular mostrou-se eficiente para prever a estrutura 

tridimensional da catepsina B de S. mansoni. 

 

8. As mutações não-sinônimas analisadas por modelagem comparativa da catepsina B 

provavelmente não alteram a estrutura secundária da proteína.  
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http://www.who.int/tdrdisease/default.htm - Página da TDR - Doenças Parasitárias 

Endêmicas.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST - Página da ferramenta Blast, utilizada na comparação 

de seqüências de nucleotideoe/ou aminoácidos. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP - Link da página do NCBI, banco de dados de SNPs. 

 

http://www.phrap.org - Página contendo informações sobre as ferramentas 

Phred/Phrap/Consed. 

 

http://www.biotools.com - Página contendo ferramentas de bioinformática para análises de 

seqüências em geral. 

 

http://www.tigr.org – Página do Instituto de Pesquisa Genômica contendo dados sobre o 

genoma de diferentes organismos. 

 

rgmg.cpqrr.fiocruz.br - Página contendo informação sobre o Projeto Transcriptoma de S. 

mansoni coordenado pela equipe de Minas Gerais. 

 

http://snp.cshl.org/ - Página do banco de dados de SNPs: The SNP Consortium Ltda. 

 

http://www.pdb.com.br – Página do banco de dados de estruturas de proteínas. 
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Novo Programa de detecção de SNPs : cSNPer 

 

Experimento Modelo  

 

Para a realização deste experimento nós selecionamos um contig modelo, zeramos todas 

os valores de qualidade das bases, tanto na seqüência consenso quanto nas respectivas ESTs. 

Cada paramêtro foi alterado por vez e o programa executado dentro das metas exigidas. As 

metas foram variando de acordo com cada objetivo na identificação dos SNPs. O mesmo contig 

foi utilizado em todas as etapas. Os resultados foram analisados e as Figuras de cada alteração 

estão representadas a seguir. 
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1 – Detecção de SNPs desconsiderando a qualidade das bases 

 

Qualidade do SNP na seqüência consenso: 0 ;  

Qualidade do SNP na EST: 0; 

Qualidade das bases vizinhas ao SNP na consenso: 0; 

Qualidade das bases vizinhas ao SNP na EST: 0; 

Alinhamento das bases vizinhas ao SNP: 0. 

 

Arquivo de entrada:  

 

Figura 1 - Arquivo mostrando a seqüência consenso usada como modelo no 

experimento modelo. A qualidade das bases foram zeradas na seqüência consenso e nas 

ESTs que compõem esse contig. 
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Arquivo de Saída: 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Arquivo de saída gerado pelo cSNPer, com os valores totais, detectando o 

total de 21 SNPs, desconsiderando os valores de qualidade das bases. 
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Figura 3 – Resultado gerado pelo cSNPer para cada contig, mostrando os SNPs 

detectados e suas respectivas posições, na seqüência consenso e nas ESTs. Nessa 

Figura está presente, somente, os SNPs referentes a Seq57974 e um SNP da Seq 

60429. 
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2 – Detecção de SNPs com Phred ≥ 10 na seqüência consenso 
 
Qualidade do SNP na seqüência consenso: 10 ;  

Qualidade do SNP na EST: 0; 

Qualidade das bases vizinhas ao SNP na consenso: 0; 

Qualidade das bases vizinhas ao SNP na EST: 0; 

Alinhamento das bases vizinhas ao SNP: 0. 

 

 

Arquivo de entrada:  

 

Figura 4 – Arquivo mostrando a seqüência consenso usada como modelo no experimento 

modelo. Nos círculos a qualidade da base de alguns SNPs foi alterado para 10. 
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Arquivo de Saída: 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Arquivo de saída gerado pelo cSNPer, com os valores totais, detectando o 

total de 05 SNPs, com o valor de qualidade 10 na seqüência consenso. Foram realizadas 

apenas 4 alterações (Figura 1), porém existem duas variações na mesma posição para 

diferentes ESTs (182 pb).  
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Figura 6 – Resultado gerado pelo cSNPer, mostrando os 5 SNPs identificados 

apresentando qualidade 10 na seqüência consenso. 
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3 – Detecção de SNPs com Phred ≥ 10 na seqüência consenso e Phred ≥ 20 

na EST 
Qualidade do SNP na seqüência consenso: 10;  

Qualidade do SNP na EST: 20; 

Qualidade das bases vizinhas ao SNP na consenso: 0; 

Qualidade das bases vizinhas ao SNP na EST: 0; 

Alinhamento das bases vizinhas ao SNP: 0. 

 

Arquivo de entrada:  

 

Figura 7 – Arquivo de qualidade, no qual foi alterado a qualidade de algunsSNPs para o 

valor 10. Nesta figura esta representada a seqüência consenso. 
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Figura 8 – Arquivo de qualidade, no qual foi alterado a qualidade de algunsSNPs para o 

valor 20. Nesta figura a alteração foi realizada na EST. 
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Arquivo de Saída: 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Arquivo de saída gerado pelo cSNPer; no círculo o total de 4 SNPs 

identificados nos paramêtros exigidos.  
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Figura 10 – Resultado gerado pelo cSNPer, mostrando detalhadamente os 4 SNPs 

identificados com qualidade 10 na seqüência consenso e qualidade 20 na EST. 
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4 - Detecção de SNPs com Phred ≥ 10 na seqüência consenso e Phred ≥ 20 

na EST e Phred ≥ 15 nas 5 bases vizinhas alinhadas, na seqüência consenso 
Qualidade do SNP na seqüência consenso: 10;  

Qualidade do SNP na EST: 20; 

Qualidade das bases vizinhas ao SNP na consenso: 15; 

Qualidade das bases vizinhas ao SNP na EST: 0; 

Alinhamento das bases vizinhas a 5’e 3’do possível SNP: 5. 

 

Arquivo de entrada: 

 

Figura 11 – Arquivo de entrada, na qual as bases vizinhas do SNP 62 foram alteradas 

para o valor 15, as outras mantiveram-se inalteradas. 
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Arquivo de Saída: 

 

 

 

 

 

Figura 12 – Resultado do cSNPer, apenas um SNP foi identificado na posição 62 com 

qualidade na seqüência consenso 10, qualidade na EST 20, qualidade das bases vizinhas 

na seqüência consenso 15 e alinhamento de pelo menos 5 pb.
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Figura 13 – Resultado mostrando o SNP na posição 62 identificado dentro dos 

parâmetros. 
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5 - Detecção de SNPs com Phred ≥ 10 na seqüência consenso e Phred ≥ 20 

na EST e 5 bases vizinhas alinhadas 

Qualidade do SNP na seqüência consenso: 10;  

Qualidade do SNP na EST: 20; 

Qualidade das bases vizinhas ao SNP na consenso: 15; 

Qualidade das bases vizinhas ao SNP na EST: 0; 

Alinhamento das bases vizinhas ao SNP: 5. 

 

Arquivo de entrada: 

 

Figura 14 – Arquivo de entrada mantendo os mesmos parâmetros, porém aqui mais de 

uma vizinhança foi alterada. Apenas 2 SNPs apresentam bases vizinhas alinhadas com 

valor de qualidade de 15, sublinhadas.
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Arquivo de Saída: 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 – Arquivo de saída geral do cSNPer, total de 2 SNPs identificados. 
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Figura 16 – Resultado mostrando os dois SNPs identificados, suas posições e seqüência 

referência. 
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6 - Detecção de SNPs com Phred ≥ 10 na seqüência consenso e Phred ≥ 20 na 

EST e 5 bases vizinhas alinhadas na seqüência consenso com Phred ≥ 15 e 

na EST com Phred ≥ 30 

Qualidade do SNP na seqüência consenso: 10;  

Qualidade do SNP na EST: 20; 

Qualidade das bases vizinhas ao SNP na consenso: 15; 

Qualidade das bases vizinhas ao SNP na EST: 30; 

Alinhamento das bases vizinhas ao SNP: 5. 

 

 

Arquivo de entrada: 

 

Figura 17 – Arquivo de entrada mostrando a alteração realizada nas qualidades das 

bases na EST. Circulado a base polimórfica com valor de Phred = 20 e sublinhado a 

vizinhança com Phred = 30. 
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Arquivos de saída: 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 18 – Dentro dos parâmetros exigidos apenas 1 SNP foi detectado, como esperado. 
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Figura 19 – Arquivo de saída mostrando o SNP detectado e sua respectiva posição. 
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7) Análise do SNP da posição 182 e sua tradução nas 6 janelas de leitura, aceitando ORF 

com no minimo 30 aminoácidos. 
 

 

 

 

 

 

Figura 20 – Detecção de 3 possíveis ORFs para o SNP 182, contendo no mínimo 30 

aminoácidos. 
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Figura 21 – A seqüência do contig foi traduzida pelo programa Expasy e foi 

analisado manualmente a detecção do programa. A janela +1 detectada pelo 

programa está dentro da ORF mínima exigida. O polimorfismo está circulado. 
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Figura 22 – A janelas com um X não foram selecionados pelo programa e de acordo 

com o programa Espasy, o polimorfismo está presente em um ORF abaixo de 30 

aminoácidos, não sendo assim selecionada.  As demasis janelas de leitura foram 

analisadas da mesma forma. 


