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Resumo




A invasdo da glandula salivar pela forma de esporozoitos do género
Plasmodium é um passo crucial para o ciclo de vida nos mosquitos do género
Anopheles, e um passo obrigatorio para que a transmissdao da malaria ocorra. A
TRAP dominio-A, uma proteina de esporozoitos que é secretada na face anterior do
parasita quando em contato com a glandula salivar, interage com a saglin, proteina
majoritaria da glandula. Esta interacdo é fundamental para que ocorra a invasao.
Este processo ocorre em Anopheles gambiae infectado com Plasmodium berghei ou
Plasmodium falciparum. No Brasil, o Anopheles darlingi é o principal vetor do
parasita da malaria. Aproximadamente 80% dos casos de malaria sdo causados por
Plasmodium vivax, anualmente e aproximadamente 20% por Plasmodium
falciparum. Em um estudo prévio de nosso grupo, foi observado 80% de infeccao
por P. falciparum nos An. darlingi coletados em Rondonia, Porto Velho. Isto pode ser
provavelmente porque o An. darlingi pode se infectar facilmente com P. falciparum,
mas ndo o transmite de uma maneira eficiente. Comparamos a sequéncia da saglin
de An. gambiae com sequéncias de An. darlingi, e SG1 e SG1B foram as sequéncias
mais relacionadas, com 27% de similaridade. Sequenciamos isolados de P.
falciparum brasileiros, e aminoacidos chave no processo de invasdo da glandula se
apresentaram conservados. Caracterizamos, pela primeira vez, a regido da saglin de
An. gambiae, responsavel pela interacao com o dominio-A da TRAP, e observamos
que esta sequéncia nao encontra homologia com sequéncias de An. darlingi.
Anofelinos da espécie An. gambiae e An. darlingi, divergiram ha aproximadamente
79 milhdes de anos, e o processo de especiagdo provocou o surgimento de algumas
barreiras para o desenvolvimento de espécies de Plasmodium, que habitam regioes
geograficas distintas. Parasitas da espécie P. falciparum chegaram no Brasil a
aproximadamente 500 anos, junto com os escravos vindos da Africa, portanto a

adaptacdo aos novos vetores, foi fundamental para a sobrevivéncia destes parasitas.
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Abstract
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Salivary gland invasion by sporozoites of Plasmodium genus is a crucial step
to life cycle in mosquitoes of Anopheles genus, and an obligate step to malaria
transmission occurs. TRAP A domain, a sporozoite protein that is secreted on
anterior tip of parasite upon contact with salivary glands, interacts with saglin, a
major gland protein. This interaction is fundamental to gland invasion. This process
occurs in Anopheles gambiae infected with Plasmodium berghei or Plasmodium
falciparum. In Brazil, Anopheles darlingi is the main vector of malaria parasite. Near
80% of malaria cases are due Plasmodium vivax, annually, and about 20% due to
Plasmodium falciparum. In previous studies of our lab, it was observed 80% of P.
falciparum infection in An. darlingi collected in Rondonia, Porto Velho. This
probably happens because An. darlingi can be easily infected with P. falciparum, but
can not efficiently transmit them. We compare An. gambiae saglin sequence with An.
darlingi sequences, and SG1 and SG1B were the most related sequences, with 27%
of similarity. Brazilian P. falciparum isolated were sequenced, and key amino acids
related to salivary gland invasion, are preserved. We characterize for the first time,
An. gambiae saglin region responsible to interact with A domain of TRAP, and we
observed that these sequences have no homology with An. darling ones. An. gambiae
and An. darling diverged more than 79 million years ago, and speciation process put
some barriers to Plasmodium development, that resides in other geographic regions.
Parasites of P. falciparum species arrived in Brazil about 500 years, with the slaves

from Africa, so the adaptation to new vectors was critical to the parasites survival.
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Introducdo




A maldria é um problema de sadde mundial, que pde em risco metade da
populacdo global (aproximadamente 3.3 bilhdes de pessoas). E transmitida
principalmente em regides subdesenvolvidas de areas tropicais e subtropicais do
mundo (CDC - Centers for Disease Control and Prevention) (Figura 1). De acordo com
a Organizacdo Mundial de Saude (WHO - World Health Organization), houve
aproximadamente 198 milhdes de casos, e 584 000 mortes devido a malaria no ano
de 2013. A maioria das mortes se deu na Africa, mais de 90% dos casos, onde as
principais vitimas foram as criangas. Neste continente, uma crianga morre a cada

minuto devido a malaria [WHO].

Ndo hd transmissio de
maléria

Areas onde ocorre transmissdc de maldria
transmissdo de malaria ccorre em algumas dreas

Figura 1 - Area de Transmissdo de malaria no Mundo (Fonte: CDC - Centers for
Disease Control and Prevention)

Segundo o World Malaria Report do ano de 2014, nas Américas, 120 milhoes de
pessoas correm o risco de contrair maldria. Em todo o continente, apenas trés paises
foram responsaveis pelo registro de 72% dos casos de malaria no ano de 2013: no
Brasil foram reportados 42% dos casos, seguido pela Venezuela com 18% dos casos,
e a Colombia registrou 12% dos casos. Foram 178 546 casos no Brasil e 41 mortes

(metade das mortes registradas no continente) (World Malaria Report 2014). A



maioria dos casos foram registrados na regido da AmazoOnia legal, area que
corresponde a aproximadamente 60% do territério brasileiro e engloba a quase

totalidade dos casos de malaria (Figura 2).

Figura 2 - Area de Transmissao de malaria no Brasil. No Brasil, a regido amazonica
concentra as areas de maior risco de transmissdo da doenga (Fonte: Ministério da
Saude).

O Brasil possui 3 perfis de transmissdo de maldria. O primeiro e mais
importante, é na regido amazonica, onde sao registrados mais de 99% dos casos. O
segundo perfil, corresponde aos casos de malaria importados, que corresponde aos
casos da doenca diagnosticados fora da area onde o individuo mora ou foi
diagnosticado. Neste caso, a infeccdo pelo parasita pode ter sido adquiridas ou em
regides endémicas do Brasil, ou fora do pais, como em paises da América do Sul,

Africa e Asia. No terceiro perfil, a malaria é devida a casos autdctones da Floresta



Atlantica, localizada principalmente ao longo da costa sudeste do Oceano Atlantico
[Pina-Costa e cols., 2014].

Para que a transmissdo da malaria ocorra, o agente etiolégico, Plasmodium sp.,
necessita de um inseto que atue como vetor, o mosquito do género Anopheles, que
picam as pessoas principalmente durante o entardecer e o amanhecer [WHO].
Aproximadamente 60 espécies sdo vetores na transmissao do parasita, em um total
de 450 espécies de Anopheles conhecidas. Encontramos grande espectro no que diz
respeito a importancia epidemioldgica na transmissao do plasmédio. Mesmo dentro
da mesma espécie, algumas populacdes de mosquitos ou individuos podem ter
diferentes impactos sobre a transmissdo [Cohuet e cols., 2010].

O Anopheles darlingi é a principal espécie de anofelino encontrada no Brasil. E
encontrado em 80% do territério, embora a incidéncia de malaria seja concentrada
na regido amazonica (mais de 99% do numero de casos) [Oliveira-Ferreira e cols.,,
2010] (Figura 3). Das espécies que transmitem o parasita da malaria para seres
humanos, Anopheles darlingi é a mais abundante na regido amazonica brasileira

[Sinka e cols., 2010; Morais e cols., 2012; Angélla e cols., 2014; Barbosa e cols., 2014]



Figura 3 - Distribuicdo geografica das espécies de Anopheles no mundo. No
Brasil, o principal vetor de malaria é o Anopheles darlingi, que é encontrado em
praticamente todo o territério nacional (Fonte: MAP - Malaria Atlas Project)

Na transmissdo da malaria humana ha 5 espécies do género Plasmodium - P.
malariae, P. vivax, P. falciparum, P. ovale e P. knowlesi. No Brasil ha predominio de P.
vivax, que é responsavel por aproximadamente 82% dos casos registrados, seguido
pelo P. falciparum, responsavel por cerca de 18% dos casos e o P. malariae,
raramente observado [World Malaria Report, 2014]. A espécie Anopheles darlingi é
responsavel pela transmissao de Plasmodium falciparum, P. vivax e P. malariae em
regides endémicas brasileiras[Oliveira-Ferreira e cols., 2010]. Sua distribuicao na
América é ampla, indo do sul do México ao norte da Argentina [Moreno e cols.,
2010]. O parasita Plasmodium pertence ao Phylum Apicomplexa, formado por
organismos eucariotos unicelulares que parasitam vertebrados e invertebrados, e
fazem parte do reino Protista [Matuschewski e cols., 2002]. Este filo engloba
patdgenos intracelulares como espécies de Toxoplasma, Cryptosporidium, Eimeria,
Babesia, e Theileria. O nome deste Filo é devido ao complexo apical, onde as
vesiculas secretorias - roptrias e micronemas - se encontram. O contetido de ambas
as organelas se relaciona a motilidade dos apicomplexas, adesao, invasdo da célula
hospedeira, e geracao de um vacuolo parasitéforo (PV) onde o parasita reside e se
replica no interior da célula hospedeira. [Matuschewiski e cols., 2002; Kappe e cols.,
2004; Lim e McFadden, 2010]. A motilidade dos parasitas do filo Apicomplexa, é
chamada “glinding motility”, ou motilidade por deslizamento, ou rastejamento, que é
Unica nos membros deste filo. A motilidade por rastejamento, é substrato
dependente, que ndo envolve mudancga no formato da célula [Matuschewski e cols.,
2002].

O ciclo de vida do Plasmodium sp no homem se inicia através do repasto
sanguineo onde esporozoitos sdo injetados na corrente sanguinea e invadem os
hepatocitos. Nos hepatocitos, os estagios iniciais sdo caracterizados por estruturas
circulares uninucleadas. O nucleo sofre divisdes formando uma estrutura

multinucleada, o esquizonte, que dara origem aos merozoitos (estagio invasivo). Os

merozoitos invadem as hemacias, onde os primeiros estagios sdo denominados



trofozoitos que passardo por um novo ciclo de esquizogonia, dando origem aos
merozoitos que serdo liberados na corrente sanguinea. Alguns desses merozoitos
invadirdo novas hemacias e outros sofrerao diferenciacao em gametdcitos [Ferreira
e cols.,, 2003, Ghosh & Jacobs-Lorena, 2009]. A diferenciacdo de merozoitos em
gametdcitos pode ocorrer em resposta a estresse causado por super-populacao de
parasitas, resposta imune do hospedeiro e exposicdo a drogas, mas 0os mecanismos
moleculares ficaram obscuros durante muitos anos. Em 2013, Regev-Rudzki e
colaboradores descreveram que esta diferenciacdo se da pela comunicacao entre
hemacias infectadas por Plasmodium falciparum, utilizando exosome-like vesicles
(ELVs). Os EVLs possuem forte atividade pro-inflamatoria, o que faz com que
possam ser combatidos por macrofagos e neutrofilos, por exemplo, levando a
ativacdo celular e a producdo de citocinas. A atividade proé-inflamatéria pode ser
benéfica ao parasita, por aumentar a expressao de receptores para as células
endoteliais, evitando que as hemacias parasitadas sejam destruidas pelo bago, mas
também podem levar a complicacdes como a malaria cerebral, devido a inflamagao
desregulada. O mesmo grupo descreveu também que a proteina PfPTP2 de P.
falciparum tem um papel chave para uma comunicacdo eficiente entre as
populagdes de parasitas.

Na esporogonia, durante o repasto sanguineo, o0 mosquito ingere as formas
sexuais do Plasmodium, os gametocitos femininos e masculinos. No caso do
Plasmodium falciparum, em aproximadamente 15 minutos (no caso de P.
falciparum), o gametdcito deixa a hemacia e se diferencia em gametas - o gameta
feminino ou macrogameta e o gameta masculino ou microgamenta. O microgamenta
sofre exflagelacdo, na qual o DNA replica para 8N, e em seguida forma 8
microgametas hapldides. Os gametas femininos e masculinos se unem na formagdo
de um zigoto diploide. O DNA deste zigoto sofre replicacdo se tornando tetraplodide e
no estomago dos anofelinos se diferenciam em um estidgio movel e alongado
conhecido como oocineto, que migra através do sangue que se encontra no intestino
médio do mosquito, até reconhecer e penetrar na parede do intestino do mosquito
originando o oocisto, uma forma circular e sem motilidade, entre o epitélio e a

membrana basal (18 a 24 horas ap6s a alimenta¢do sanguinea). Nos préximos 10 a



14 dias, cada oocisto vai crescer em tamanho e passar pelo processo de esporogonia,
para produzir milhares de esporozoitos. Apds a maturagdo do oocisto, ele se rompe
liberando milhares de esporozoitos na hemolinfa do mosquito. Os esporozoitos na
hemolinfa migram e reconhecem apenas as glandulas salivares do mosquito,
ocorrendo entdo a invasdao das mesmas, e em um proximo repasto sanguineo, serdo
transmitidos juntamente com a saliva [Ferreira e cols., 2003; Ghosh e Jacobs-Lorena,
2009; Ghosh e cols., 2009; Smith e cols, 2014] (Figura 4). Todo o caminho
percorrido pelo parasita Plasmodium spp através dos mosquitos, até a glandula
salivar, é um processo complexo que determina o sucesso da transmissdo da malaria

(Vlachou e cols., 2006).
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Figura 4 - Ciclo de vida do Plasmodium sp. O ciclo do Pasmodium sp. envolve dois
hospedeiros, o mosquito do género Anopheles, onde a reproducdo é sexuada
(esporogonia) e o homem onde o ciclo se da de forma assexuada (esquizogonia).
(Fonte: CDC - Centers for Disease Control and Prevention)



Cada mosquito apresenta duas glandulas salivares. A glandula salivar é
formada de dois lobos laterais com trés regides estrutural e funcionalmente
distintas e um lobo central funcionalmente uniforme [Okulate e cols., 2007]. A
invasdo pelos esporozoitos se da nos lobos distais, laterais e no lobo médio da
glandula salivar [Okulate e cols., 2007]. A invasao da glandula salivar é fundamental
para que a transmissdo da malaria ocorra e, para haver esta invasao, o esporozoito
deve reconhecer a glandula através de um receptor. Esta ligacao é especifica [Ghosh
e cols, 2001 e Okulate e cols., 2007] (esporozoitos de Plasmodium knowlesi sao
capazes de invadir a glandula salivar de Anopheles dirus, mas nao sao capazes de
invadir a glandula salivar de Anopheles freeborni) [Rosemberg e cols., 1985].

A invasao da glandula salivar se inicia quando o esporozoito penetra na
lamina basal e posteriormente na membrana plasmatica basal, dos lobos distais das
glandulas salivares (Figura 5 -1, 2, 3) [Ghosh & Jacobs-Lorena, 2009,Gosh e cols.,
2001], fazendo com que o parasita se acumule no interior da célula (Figura 5 - 4).
Ocorre entdo a invasdao da membrana apical e entrada dos esporozoitos na cavidade
secretoria, onde se acumulam (Figura 5 - 5, 6, 7). Para que a transmissao ocorra, 0s
esporozoitos entram no ducto secretério (Figura 5 - 8) [Ghosh e Jacobs-Lorena,
2009] e serdo injetados juntamente com a saliva no hospedeiro (vertebrado)

durante o repasto sanguineo [Rodriguez e Hernandez- Hernandez, 2004].



Figura 5 - Invasdo da Glandula Salivar de Anopheles sp pelos esporozoitos. (Gosh e
Jacobs-Lorena, 2009).

Em 2001, Ghosh e colaboradores descreveram, através da utilizacao da
técnica de phage display, um peptideo, denominado SM1 (salivary gland and midgut
peptide 1), que é capaz de inibir fortemente a invasao da glandula salivar e de inibir
a formacao de oocisto, ndo afetando o nimero de oocinetos, sugerindo que este
peptideo prejudica o desenvolvimento do Plasmodium sp no Anopheles sp,
provavelmente pela competicdao com os ligantes da glandula salivar e do intestino
necessarios ao ciclo do plasmoédio. Em 2000, Brennan e colaboradores estudaram
possiveis receptores para os esporozoitos na glandula salivar do principal vetor de
malaria no continente africano, o Anopheles gambiae. Neste estudo, foi purificado
um anticorpo (“2A3”), que reconheceu uma proteina de 100 KDa encontrada na
glandula salivar de mosquitos fémea, que em ensaios in vivo com Plasmodium yoelii
foi capaz de inibir em ~73% a invasao da glandula salivar. Em 2007 Okulate e
colaboradores expressaram e caracterizaram a proteina anteriormente descrita. A

proteina de glandula salivar de 100 KDa identificada pelo anticorpo 2A3 foi



nomeada de saglin (nimero de acesso no GENBANK AAW31598). Esta proteina de
412 aminoacidos existe como um homodimero de duas subunidades de
aproximadamente 50 KDa, unidas por pontes dissulfeto. Acreditava-se que a saglin
estaria envolvida no processo de invasdo da glandula salivar pelos esporozoitos.

Os esporozoitos apresentam uma proteina de superficie, denominada TRAP
(thrombospondin-related anonymous protein) que é relacionada a locomoc¢do desta
forma infectante pertencente ao género Plasmodium [Kappe e cols., 1999] e também
a invasao da glandula salivar do mosquito [Sultan e cols., 1997]. A proteina TRAP é
expressa nos esporozoitos e é conservada nas espécies do género Plasmodium
[Sultan e cols., 1997]. Esta proteina possui 2 dominios extracelulares conservados, o
dominio A (von Willebrand factor-A domain) [Girma e cols., 1987] e o TSR
(thrombospondin type I repeat) [Lawler & Hynes, 1986]. No ano de 2009, Ghosh e
colaboradores mostraram que o peptideo SM1 descrito em 2001 se liga a saglin, e
que a ligacdo SM1-saglin ocorre da mesma forma que ocorre a ligacao do dominio-A
da proteina TRAP a saglin, sendo estas ligacoes de alta afinidade, e que ha
competicdo do peptideo SM1 e do dominio-A da proteina TRAP na ligagdo com a
saglin. Ainda mostraram que uma muta¢do no dominio-A da proteina TRAP, é
relacionada a perda da capacidade do esporozoito de bloquear em 80% a glandula
salivar dos anofelinos, apesar de nao alterar sua motilidade, sendo, portanto a
ligacdo do dominio-A da proteina TRAP, essencial para a invasao da glandula salivar.
O processo acima descrito, da interacdo da TRAP com a saglin, ocorre para as
espécies P. falciparum e P. berghei [Gosh e cols.,, 2009]. Em relacdo as demais
espécies de plasmddio, nao ha relatos na literatura. A relacao da ligacdo entre TRAP,

saglin e SM1, esta esquematizada na Figura 6.
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Figura 6 - Representacao esquematica de como se da a interacao entre a TRAP,
proteina do esporozoito, e a saglin, proteina da glandula salivar. (A) ligagdoo TRAP
com a saglin, resultando na invasdo da glandula salivar. (B) o peptideo SM1 se liga a
saglin, ocupando os sitios da ligacao da TRAP, impedindo a invasdo da glandula. (C)
Mutacdo no dominio A da TRAP altera sua conformacgao, e impede a ligagdo com a
saglin e a invasdao da glandula. (D) RNAi da saglin diminui a quantidade de
receptores da TRAP, diminuindo a invasao pelos esporozoitos.

Uma vez que a interacdo entre a saglin de Anopheles gambiae e TRAP de
Plasmodium berghei e Plasmodium falciparum é bem descrita, o objetivo deste
trabalho foi a caracterizacao da regido da saglin que interage com a TRAP, para que
se possa comecar a entender como ocorre a invasdao da glandula salivar do
Anopheles darlingi, por Plasodium falciparum e P. vivax, e por que o primeiro seria
menos eficiente em invadir a glandula salivar do principal vetor de malaria no
Brasil. Fizemos também o sequenciamento da proteina SG1 de Anopheles darlingi, e
da TRAP, dominios A e TSR, de isolados de Plasmodium falciparum proveniente de
regido endémica brasileira, para que pudéssemos estabelecer se os vetores e
parasitas brasileiros tém alguma peculiaridade na sequéncia, que possa nos dar

indicios do funcionamento da interacgdo entre essas proteinas no Brasil.
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Objetivos Gerais
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O objetivo deste trabalho, foi avaliar a variabilidade do gene que codifica a
proteina saglin intraespecifica em Anopheles darlingi em regides endémicas
brasileiras; analisar o dominio-A e TSR da proteina TRAP de isolados de Plasmodium
falciparum no Brasil e avaliar qual a regido da proteina saglin que interage com o

dominio-A da proteina TRAP.
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Material e Métodos
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1.

Peptideos

Dezenove peptideos foram aleatoriamente desenhados ao longo da sequéncia da

proteina saglin (Figura 7) para a avaliacao de qual a regido desta proteina interage

com o dominio-A da TRAP. Os peptideos foram sintetizados pela empresa GeneMed

Synthesis, Inc (Texas, EUA).

A)

MSRLPTVLLLLASAAVLAAGGQEATEDPFADETDQCQISVSAETM KSLHGGSMQPD
GTCDNLWESFLSQFHQVRENLTACQERAAAGPAPDPSSOFCOOLLDD

AATLE : E QLOALTDSENALYIDLLLANIAIGE
TKQALSYYNLMPASMPIDKLHEQIVRFVYRVTIYQDQRLLNLMRFVR RSL
YQLAQREVQKRPSQRDGYVAAVYALSVREDLPVYQANROLYDDLVRQSETR

QLOTSLATIELKHWRKFDR LE

VLRVLLSQIGDREKKTSHKYLVKAARQFDICEQFIGRGKVDO.AVKKQLEELRGKFATF
AKGKNYOQHYLSESRKSSG

B)
1 86-94 ENLTACQER
2 105-115  SQFCQQLLDD
3 116-126  AQRMEQEHRQY
4 132-142 EQLHAAQQETQQE
5 144-154 EQEMKKALQKQL
6 154-162 QLDALTDSR
7 209-216 VTIYQDQR
8 226-233 DIPSVEER

O

235-242 SLYQLAQR

10 265-274 EDLPVYQANR

11 275-282 QLYDDLVR

12 288-298 LKEQVANGNFK
13 299-306 QAAELAAR

14 307-312 QPQHFR

15 313-324 QLQTSLATIELK
16 332-345 FVPYANALPQPAQR
17 351-361 VLLSQIGDREK
18 394-399 QLEELR

19 410-419 NYQHYLSERS

Figura 7 - 19 peptideos aleatoriamente desenhados ao longo da sequéncia da
saglin. A) Sequéncia completa de amino acidos da proteina saglin, e em colorido,
como os 19 aminoacidos se distribuem. B) Posi¢des dos aminoacidos na proteina, e a
sequéncia de cada aminoacido.
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2. Saglin Recombinante

Para a expressao da saglin de An. gambiae, o gene correspondente a esta
proteina foi clonado no vetor pBAD (Figura 8). Este vetor contém o gene (-
lactamase (bla) que confere resisténcia aos antibidticos ampicilina ou carbenicilina,
como um marcador seletivo, e tem uma cauda de 6x histidina (His tag), que aparece
fusionada a proteina apds a expressao, e utilizada para a purificagdo em colunas de
afinidade a Niquel. O plasmideo pBAD é controlado pelo promotor ara.

A transformacdo foi feita em bactérias Escherichia coli (E. coli) competentes
Nico21 (DE3) (New England BiolLabs). E. coli Nico21 (DE3) quimicamente
competentes, sdo derivadas de bactérias E. coli BI21 (DE3), que foram modificadas
para minimizar a contaminacdo de proteinas com afinidade a metais em
cromatografia, que comumente co-purificam em fracoes de Cromatografia de

afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC) em quantidades significativas.

Pme |
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B) Anopheles gambiae SAGLIN gene, complete cds

GenBank: AY846632.1

GenPept Graphics
>gi|56809866|gb|AY846632.1| Anopheles gambiae SAGLIN gene,
complete cds
caccATGTCACGTTTGCCCACTGTACTGTTGCTCTTAGCGAGCGCCGCAGTC
CTCGCGGCTGGCGGCCAGGAAGCAACCGAAGACCCGTTCGCGGACGAAACC
GACCAGTGCCAGATCAGCGTTAGTGCCGAGACGATGAAATCCCTCCACGGC
GGGTCGATGCAGCCCGACGGCACGTGCGACAACCTGTGGGAAAGCTTTCTA
TCTCAGTTTCACCAAGTCAGGGAAAACCTGACCGCGTGCCAGGAGCGGGCA
GCCGCCGGACCAGCGCCCGATCCTTCCAGCCAGTTCTGTCAGCAGCTGCTGG
ACGATGCGCAGCGGCAGATGGAGCAGGAGCATCGCCAGTACGCCGCCACCC
TGGAGGAGCAGCTGCACGCAGCGCAGCAGGAAACCCAGCAGGAGCAGGAGA
TGAAGAAGGCGCTGCAGAAGCAGCTCGACGCGCTCACCGACTCCCGCAACG
CGCTGTACATCGATCTGCTGCTAGCGAACATTGCGATCGGCGAAACGAAGC
AAGCCCTCTCGTACTACAACCTGATGCCGGCCAGCATGCCCATCGACAAGC
TGCACGAGCAGATCGTGCGCTTCGTCTACCGGGTGACGATCTACCAGGACC
AGCGGCTGCTCAACCTGATGCGGTTCGTGCGCGACATTCCCAGCGTCGAGG
AGCGGCGCTCGCTGTACCAGCTGGCGCAGCGCGAAGTGCAGAAGCGCCCGA
GCCAGCGGGACGGGTACGTGGCGGCCGTGTATGCGCTGAGCGTGCGCGAAG
ATCTGCCCGTCTACCAGGCAAACCGGCAGCTGTACGACGACCTTGTCCGGC
AGTCCGAGACCCGCCTCAAGGAGCAGGTGGCGAACGGTAACTTCAAGCAGG
CGGCCGAGTTGGCCGCCCGCCAGCCGCAGCACTTCCGGCAGCTGCAAACCA
GCCTCGCCACGATCGAGCTGAAGCACTGGCGCAAGTTCGACCGGTTCGTAC
CGTACGCTAACGCGCTGCCCCAGCCAGCCCAGCGGCTGGAGGTGCTGCGTG
TGCTGCTGAGCCAGATCGGCGACCGGGAGAAGAAGACTTCCCACAAATATC
TGGTAAAGGCGGCACGGCAGTTTGACATTTGCGAGCAGTTTATCGGCCGGG
GCAAGGTGGACCAGGCGGTCAAGAAGCAGCTGGAGGAACTGCGCGGGAAG
TTTGCAACGTTTGCGAAGGGCAAGAACTACCAGCACTATCTGAGCGAGTCG
CGCAAGTCGTCCGGCTAG

Figura 8 - Proteina saglin recombinante. (A) Figura esquematica do plasmideo
pBAD/D-TOPO utilizado para a clonagem do gene saglin. (B) Sequéncia do gene
saglin de Anopheles gambiae, mostrando destacado em vermelho, a regiao onde os
primers foram desenhados. Em letras minusculas na sequencia em vermelho,
encontra-se uma pequena cauda adicionada ao primer , para que fosse adicionada a
sequencia da saglin durante a amplificacdo por PCR, um fragmento complementar a
extremidade coesiva do plasmideo (G TCC - no plasmideo; e C TCC no primer).

A proteina fusdo resultante deste plasmideo, possui entdo 3 KDa de V-5 C-
terminal , 6 x His e uma cauda N-terminal de thioredoxin. Somado ao tamanho da

saglin (50 KDa) a proteina fusao total possui 66 KDa.

17



3. TRAP Dominio-A Recombinante

O Dominio-A da proteina TRAP (TRAP-A) de Plasmodium berghei foi clonado no
plasmideo pGEX 4T-1 e transformado em bactérias competentes E. coli da linhagem
BI21 (DE3) (New England BioLabs), como mostra a Figura 9. O plasmideo tem o gene
que confere resisténcia ao antibiotico ampicilina, como marcador seletivo, e uma

cauda GST, que é fusionada a proteina TRAP-A ap0s a expressao.
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A)

pGEX-4T-1
lhromben

Leu val Pro Arg¥Gly Ser I—‘"; Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp

CIGGTT CCG CGT GGA TOC CCG GAA TTC CCG GGT \’_'(_-'.ﬁ.‘(_"f_ GAG CGG CCG CAT CGT GAC TGA
- e b= R 3 o S pinatans
BamH EcoR smal 2ol Xho NOt Stop codons
‘ »

/ ‘ pGEX 7

B)

>gi|68070930|ref|XM_672287.1| Plasmodium berghei strain ANKA
sporozoite surface protein 2, (PB000374.03.0) partial mRNA
ATGAAGCTCTTAGGAAATAGTAAATATTTTTTTGTTGTGCTTTTATTATGC
ATAGTGTGTTTCTTAATcgcGGCTCAGGAAATTCTTGACGAAATAAAGTATAG
TGAAGAAGTATGTAACGAACAAATCGACCTTCATATATTATTGGATGGCTC
AGGAAGTATTGGTCATAGCAATTGGATTAGTCATGTTATTCCAATGCTCACT
ACTTTGGTTGATAACTTAAATATTTCAAGAGATGAAATTAATATATCTATGA
CACTTTTTTCAACATATGCACGTGAATTAGTCAGACTTAAAAGATATGGAT
CGACTAGTAAAGCCTCGCTACGTTTTATAATTGCACAACTTCAAAATAATTA
TTCACCACATGGTACTACAAATTTAACGAGTGCATTATTGAATGTTGATAAT
TTAATTCAAAAAAAAATGAATCGGCCCAATGCAATACAATTAGTTATTATA
TTAACAGATGGTATCCCAAATAATTTAAAGAAATCTACTACGGTTGTAAATC
AATTAAAAAAAAAAGATGTAAACGTTGCAATCATAGGCGTTGGTGCAGGTG
TTAATAATATGTTTAATAGAATTTTAGTTGGATGTGGTAAACTCGGACCATG
TCCATACTACTCTTATGGTAGTTGGGATCAAGCCCAAACTATGATAAAACCT
TTTCTTTCTAAAGTTTGTCAGGAAGTAGAAAAAGTTGCTCTTTGTGGAAA
ATGGGAAGAATGGAGTGAATGTTCTACTACATGTGACAATGGAACAAAAAT
TAGAAAAAGAAAAGTATTACATCCTAATTGTGCTGGAGAGATGACTGCCCC
ATGTAAGGTTCGTGATTGCCCACCAAAACCGGTAGCTCCTCCTGTCATTCCT
ATTAAAGTTCCAGATGTGCCAGTAAAACCTGTAGAACCTATAGAACCAGCA
GAACCAGCAGAACCAGCAGAACCAGCAGAACCAGCAGAACCAGCAGAACC
AGCAGAACCAGCAGAACCAGCAGAACCAGCAGAACCAGCAGAACCAGCAG
AACCAGCAGAACCAGCAGAACCAGCAGAACCAGCAGAACCAGCAGAGCCA
GCAGAACCAGCAGAACCAGCAAAACCAGCAGAACCAGCAGAACCAGCAGA
ACCAGCAGAGCCAGCAGAACCAGTCAACCCAGATAATCCAATTTTACCAAT
AAAACCAGAAGAGCCATCAGGGGGTGCAGAACCATTAAATCCAGAAGTTG
AAAATCCATTTATAATACCAGATGAACCTATAGAACCC




Figura 9 - Proteina TRAP-A recombinante. (A) Ilustracdo esquematica do
plasmideo pGEX utilizado para clonar a sequéncia da TRAP-A. (B) Sequéncia do gene
da TRAP-A de Plasmodium berghei, mostrando em vermelho onde os primers foram
desenhados.

A proteina fusao resultante deste plasmideo, possui 27,90 KDa de cauda GST,

mais 22,44 KDA da TRAP-A, resultando em um peso total de 50,34 KDa.

4. Transformacao - Saglin

A TRAP-A ja estava previamente clonada em pGEX 4T-1 e o plasmideo
transformado em E. coli Bl21 (DE3), em estoque de permanente a -80°C (Ghosh e
cols., 2009).

A Saglin que ja estava clonada no vetor pBAD, estava transformada em One

Shot® TOP10 E. coli (Life Technologies), que é uma cepa ideal para a propagacdo de

plasmideo, mas ndo para a expressdo de proteinas. Portanto, foi feita mini-
preparacdao do plasmideo pBAD + saglin com o kit Genejet Plasmid Mini-Prep Kit
(Thermo Scientific), de acordo com as recomendac¢des do fabricante. Apds a mini-
preparacao, foi feita a transformacdo em E. coli Nico21 (DE3).
Para a transformacao, as células competentes foram descongeladas em gelo.
2 ul de plasmideos provenientes da mini-preparacao foram adicionados as bactérias
e mantidas em gelo durante 20 minutos. Seguiu-se um choque térmico a 42°C por 30
minutos e, em seguida, as bactérias foram deixadas em gelo durante 1 minuto. 300
ul de meio SOC foi adicionado e as células cresceram sob agitacdao a 37°C por 35
minutos e plaqueadas em meio LB-agar com carbenicilina ou ampicilina
(concentragao final 60 ug/ml).
Colonias isoladas que cresceram desse plaqueamento cresceram em meio LB-
liquido com ampicilina ou carbenicilina (concentragdo final 60 ug/ml) e um volume
de glicerol de 10% em relacdo ao volume final de cultura foi adicionado para se

fazer cultura permanente. Essa cultura foi mantida a -80°C.
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*Carbenicilina: demonstra uma melhor estabilidade sobre a ampicilina, em
meio de cultura. E mais resistente ao calor e a degradacdo induzida por valores mais

baixos de pH.

5. Expressio da Saglin

O plasmideo pBAD + saglin, transformado em E. coli Nico21 (DE3), cresceu
overnight em meio LB (Meio Luria-Bertani) com carbenicilina ou ampicilina
(concentracdo final de 60 ug/ml) a 37°C. Depois disso, parte dessa cultura inicial foi
inoculada em um meio LB novo com antibiotico (1/50 do volume total da cultura).
As bactérias contendo o gene da saglin cresceram até a ODeoo 2.0 (fase estacionaria
de E. coli crescendo em meio LB), quando a expressao da proteina foi induzida com
0,2 % de concentracdo final de l-arabinose (de acordo com as recomendagdes do
fabricante) (pBAD TOPO® TA Expression Kit, Invitrogen, life technologies). A
cultura foi mantida a temperaturas que variaram entre 18-20°C overnight, para a
expressao da proteina, e centrifugadas a 4500 xg. O pellet foi entdo congelado a -

80°C até o momento da purificacgao.

6. Expressao da TRAP-A
O plasmideo pGEX 4T-1 + TRAP-A, transformado em E. coli Bl21 (DE3), cresceu

overnight em meio LB (Meio Luria-Bertani) com carbenicilina ou ampicilina
(concentracdo final de 60 ug/ml) a 37°C. Depois disso, parte dessa cultura inicial foi
inoculada em um novo meio LB com antibiotico (1/50 do volume total da cultura).
As bactérias contendo o plasmideo com o gene da TRAP-A cresceram até a ODsoo
0.6-0.8 (fase logaritmica de crescimento de E. coli crescendo em meio LB), quando
foram induzidas a expressar proteina com IPTG em uma concentracao final de 1mM.
A cultura foi mantida a temperaturas que variaram entre 18-20°C overnight, para a
expressao da proteina, e centrifugadas a 4500 xg. O pellet foi entdo congelado a -

80°C até o momento da purificac¢ao.
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7. Expressao da cauda de Histidina

Para a expressdo da cauda de histidina, foi utilizado o plasmideo pET, ligado ao
gene GFP e a uma cauda de histidina (Figura 10). O plasmideo contém o gene que
confere resisténcia a ampicilina, e foi transformado em bactérias E.coli BI21 (DE3).
Esta bactéria foi semeada em meio LB, contendo ampicilina ou carbenicilina
(concentracao final de 60ug/ml), a 37°C, overnight. Depois disso, parte dessa cultura
inicial foi inoculada em um novo meio LB com antibidtico (1/50 do volume total da
cultura). As bactérias contendo o gene da cauda de histidina ligada ao gene da
proteina GFP cresceram até a ODeoo 0.6-0.8 (fase logaritmica de crescimento de E.
coli crescendo em meio LB), quando foram induzidas a expressar proteina com
IPTG, em uma concentragdo final de 1mM. A as cultura foi mantidas a temperaturas
que variaram entre 18-20°C overnight, para a expressao da proteina, e centrifugadas

a 4500 xg. O pellet foi entao congelado a -80°C até o momento da purificagdo.

Figura 10 - Mapa do plasmideo pET-EGFP6xH utilizado na expressao do controle

de histidina.

8. Expressao da Cauda GST

O plasmideo pGEX 4T-1 contendo a sequéncia da cauda GST, mesma cauda
utilizada na expressao da proteina recombinante TRAP dominio-A, transformado
em E. coli Bl21 (DE3), cresceu overnight em meio LB (Meio Luria-Bertani) com
ampicilina (concentracdo final de 60 ug/ml) a 37°C. Parte desta cultura foi
transferida para um erlenmyer contendo antibiético (1/50 do volume total da

cultura). As bactérias cresceram até a ODeoo 0,6 a 0,8 (assim como no caso da
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expressao da TRAP-A), quando a expressao da proteina foi induzida com 1 mM de
IPTG. A cultura foi mantida a temperatura que variou entre 18-20°C, overnight, e foi
centrifugada a 4500 xg. O pellet foi entdo congelado a -80°C para posterior

purificacao.

9, Purificacao da Saglin, da TRAP-A, da cauda GST e da cauda de histidina

- Rompimento das Células Bacterianas com BugBuster Protein Extraction
Reagent (Novagen)

Apébs a expressao, 1 ml de cultura induzida foi centrifugada e o sobrenadante
descartado. O precipitado foi ressuspenso em 250 ul de BugBuster Protein
Extraction Reagent (Novagen) e 1 ul of Benzonase® Nuclease foi adicionado. A
suspensao foi mantida em agitacdo leve a temperatura ambiente por 10 minutos, e
entdo foi centrifugada a 16000 g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante “contendo” a
proteina foi transferido para um novo tubo e preparado com Laemmli Buffer
(concentracgdo final de 1x) (tubo marcado como “fracdo soluvel”). Para o precipitado,
250 ul de agua foi adicionada e a amostra foi entdo ressuspensa e preparada com

Laemmli Buffer, como anteriormente descrito. (Tubo marcado como “Pellet”)

- Rompimento das Células Bacterianas com Quebra Mecanica (Sonica¢do)

Para cada 1 g de pellet gerado ap6s a expressao de cada proteina, 1 ml de Affinity
Buffer foi utilizado. 0,01 KU de Benzonase® Nuclease (Sigma Aldrich) foi adicionada
para cada 1 ml de precipitado / affinity loading buffer. Também foi utilizado
inibidor de protease 1x (Sigma Fast Protease Inhibitor Cocktail tablets - Sigma-
Aldrich) e Tris (2-Carboxyethyl) Phosphine (TCEP - Sigma-Aldrich). Todo o restante
do procedimento foi desenvolvido no gelo. Img/ml de lisozima (concentragao final)
foi adicionada a suspensao e agitada suavemente a 4°C for 10 minutes. as amostras
foram entdo sonicadas e a confirmacdo da ruptura das paredes bacterianas foi feita
por microscopia. As amostras foram posteriormente centrifugadas a 25 000 g em
uma centrifuga Sorvall™ RC 6 Plus.

O lisado celular foi combinado com 1 ml da resina apropriada Ni-NTA

Agarose (Qiagen), para cada litro de cultura crescida, para a purificacdo da saglin e
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da cauda de histidina, ou Glutathione-Superflow resin (ClonTech) para a purificacao
da TRAP-A e da cauda GST), para cada 100 ml de cultura que foi induzida por 1-(+)-
arabinose (Sigma) ou IPTG (Invitrogen). O lisado foi entao colocado em colunas de
purificacdo (Poly-Prep Chromatography Columns - BioRad), contendo a resina
apropriada, para que a ligacao das proteinas com a resina fosse possivel. 3 lavagens
se sucederam com tampao de lavagem (His-Fusion wash buffer, ou GST-fusion wash
buffer (Anexo 6). A eluicao foi feita com excesso de imidazol (saglin e cauda de
histidina - His-fusion elution buffer) ou de glutationa reduzida (TRAP-A e cauda GST
- GST-fusion elution buffer) (Anexo 6).

* Todos os tampdes usados neste experimento estdo descritos no Anexo 6 deste

trabalho.

10.Amostras utilizadas como controle em cada etapa de expressio /

purificacao

Algumas amostras foram preparadas com 1x laemmli buffer e submetidas a uma
temperatura de 100°C por 5 minuto, seguida por 5 minutos de choque térmico em
gelo. Estas amostras foram utilizadas em gel SDS-PAGE corado com Comassie e em
experimentos de Western-Blot como controles experimentais para checar a
eficiéncia na purificacdo e a especificidade da proteina purificada, com anticorpos
especificos.

Os controles utilizados foram:
- Cultura ndo induzida: cultura de bactérias antes de serem induzidas com I-

arabinose (saglin e cauda de His) ou IPTG (TRAP-A e cauda de GST);

- Cultura Induzida: cultura de bactérias induzidas com l-arabinose (saglin) ou IPTG

(TRAP-A, cauda GST e cauda His);

- Fracdo Soluvel: apdés a centrifugacdo em centrifuga Sorvall™ RC 6 Plus, o
sobrenadante denominado lisado celular, foi a fragdo utilizada para este controle;

- Pellet (precipitado): ap6s a centrifugacdo em centrifuga Sorvall™ RC 6 Plus, o

precipitado foi utilizado como outro controle;
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- “flow through: apés a incubag¢do overnight com a resina, o sobrenadante foi

coletado;

- Primeira lavagem;

- Segunda lavagem;

- Terceira lavagem: apds o processo de lavagem, o tampdo de lavagem (“Fusion

Wash Buffer) foi checado em 3 etapas (12 lavagem, 22 lavagem e 32 lavagem), para
checar se a proteina ndo estava sendo perdida em cada uma das etapas;

- E1: primeira eluicao da proteina;

- E2: segunda eluicao da proteina;

- E3: terceira elui¢do da proteina;

- resina: ap0s a eluicdo, a resina foi preparada com laemmli buffer para ter certeza

que toda a proteina fusao foi eficientemente eluida da resina.

11.Quantificacdo das proteinas pelo image ]

Apés a purificacdo, as proteinas foram quantificadas. Para a quantificacao,
utilizamos amostras de concentragdes conhecidas de BSA (500, 400, 250, 200 e 125
ug/ml de BSA) para que uma curva padrao fosse construida, por densitometria,
através da utilizacao do Image]. Com base nessa curva padrao, a quantidade de cada

proteina foi estimada.

12.Western-Blot

As amostras foram fracionadas por eletroforese em gel SDS-PAGE a 10% e entao
foram transferidas para uma membrana PVDF (Millipore). Apos a transferéncia, as
membranas foram lavadas 3 vezes com tampdo TBST (Tris Buffered Saline com
Tween 20) (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2 e 0,1% Tween-20, pH 7,5),
bloqueadas com TBST + 4% BSA (Albumina Sérica Bovina), e inoculada com o
anticorpo monoclonal apropriado (anticorpo anti-polyHistidine monoclonal
produzido em camundongo para saglin e anticorpo anti-GST monoclonal produzido
em cabra para TRAP-A) (diluicio de 1:1000). Apds a incubacgao, os blots foram
lavados com TBST e incubados com anticorpos secundarios ambos ligados a

fosfatase alcalina (AP) - IgG anti-camundongo AP-ligado para saglin e IgG anti-
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cabra AP-ligado para TRAP-A) (diluicdo de 1:10 000) em tampao de bloqueio (TBST
+ 4% BSA) por 1 hora. Apos o bloqueio as membranas foram lavadas em TBST 3
vezes e entdo incubadas com substrato - Western Blue® Stabilized Substrate for
Alkaline Phosphatase - (Promega). Apo6s a visualizagdo das bandas, a reacdo foi
interrompida com agua. O blot foi deixado secar e as imagens foram entao feitas em

scanner.

13.ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

A proteina saglin recombinante com cauda de histidina foi diluida a 25 ng em
tampdo carbonato / bicarbonato (0,015 M Na2HCO3; 0,035 M NaHCO3 em agua
destilada e pH 9,5) e incubada overnight em pocos de placa de ELISA (Corning® 96
Well EIA/RIA Clear Flat Bottom Polystyrene High Bind Microplate). Os pogos foram
entdo lavados 3 vezes com tampdo TBST e bloqueados com BSA (1 mg/ml). A TRAP-
A com cauda GST foi diluida na concentracdo de 300 ng em tampao TBST + 4% de
BSA foi adicionada aos pogos. Ap6s 1 hora de incubacgao, os pogos foram lavados
novamente com TBST, e o anticorpo monoclonal Anti-GST produzido em cabra (GE
Healthcare) e diluido em TBST com 4% de BSA foi colocado na placa, na
concentracao final de 1:500. Logo apds, anticorpo policlonal IgG anti-cabra ligado a
fosfatase alcalina (Sigma Aldrich) foi incubado nos pogos por 1 hora. Os pogos foram
entdo lavados novamente 3 vezes com TBST, e o Kit alkaline Phosphatase (Bio-Rad)
baseado no substrato p-nitrophenylphosphate, foi utilizado para o desenvolvimento
da coloracao. Foi feita entdo a leitura da placa em leitor LabSystems Multiskan EX no
comprimento de onda de 415 nm.

Para os ensaios de ELISA que mediram a interferéncia de cada peptideo na
ligacdo da saglin com a TRAP-A, padronizamos a concentracdao de TRAP-A, para um
valor que correspondia a aproximadamente 60% do ponto de saturagdo da proteina
(resultados nao mostrados), para que a sensibilidade do experimento aumentasse. O
experimento foi realizado como descrito acima, porém, os peptideos (na
concentracdo de 100 uM), foram misturados a TRAP-A em tubos eppendorf, e

ficaram a temperatura ambiente durante 1 hora, para que pudessem interagir, se
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fosse o caso, e posteriormente, foram colocados na placa previamente sensibilizada

com saglin, e bloqueada por BSA.

14.Coleta e identificacio dos mosquitos

As coletas de anofelinos foram realizadas nos ramais de Remansinho, estado do
Amazonas, e Granada, estado do Acre, pela nossa equipe, em trés periodos de 2011 -
abril, setembro e novembro. O método de captura realizada foi isca humana, entre

as 18 e as 6 horas (Figura 11).

Figura 11 - Método de captura dos mosquitos nos ramais de Granada e
Remansinho.

Os anofelinos fémeas coletados foram identificado morfologicamente, utilizando

a chave de identificacdo do subgénero Nyssorhynchus.

15.0btencao do DNA

A obtencdo do DNA se deu com a utilizacdo da resina Chelex (BioRad), de acordo
com as recomendacdes do fabricante, com as seguintes modifica¢des: para cada
micro tubo com um unico mosquito, foi colocado 300 uL da solu¢do de Chelex 5%
em tampdo Tris-HCI (pH 8,0). Foi realizada a macera¢dao completa do individuo,

agitacdo em vortex por 10 segundos e centrifugacdo com velocidade de 13.000 rpm,
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por 20 segundos. O tubo foi incubado a 80°C, por 30 min em banho-seco
(Eppendorf). Apds esse periodo, novamente houve agitacdo em vortex por 10

segundos e centrifugacao com velocidade de 13.000 rpm, por 20 segundos. O DNA

estava contido sobrenadante da solugdo final.

Figura 12 - Prepara¢dao do DNA com a resina Chelex.

16.Desenho dos Primers e PCR

Utilizamos pares de primers para a amplificacdo da saglin de Anopheles gambiae
- (5- CACCATGTCACGTTTGCCCACTGTACTGTTGCTC-3) e reverse (5-
AAAGCCGGACGACTTGCGCGACTCGCTCAGATA-3’), amplificando um fragmento de
1,2Kb (em vermelho na Figura 13), descrito por Ghosh e colaboradores (2009), para
a amplificacdo do gene relacionado em An. darlingi. Além desse par de primer,
outros 2 pares foram desenhados utilizando o software Primer3 (Figura 13). Todos
os primers foram comparados ao banco de dados do NCBI para a confirmacgao de sua
especificidade, e analisados no IDT Oligo Analyser quanto a formag¢do de
homodimeros e heterodimeros de primer e hairpin. Ainda em relacdo a Figura 13,
em azul, os primers delimitam uma sequéncia de 401 pb, e em rosa, uma sequéncia

de 593 pb.
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Anopheles gambiae SAGLIN gene, complete cds

GenBank: AY846632.1
>gi|56809866|gb|AY846632.1| Anopheles gambiae SAGLIN gene, complete cds
ACTGTTGCTCTTAGCGAGCGCCGCAGTCCTCGCGGCTGGCGGE
CAGGAAGCAACCGAAGACCCGTTCGCGGACGAAACCGACCAGTGCCAGATCAGCGTTAGTGC
CGAGACGATGAAATCCCTCCACGGCGGGTCGATGCAGCCCGACGGCACGTGCGACAACCTGT
GGGAAAGCTTTCTATCTCAGTITCACCAAGTCAGGGAAAACCTGACCGCGTGCCAGGAGCGG
GCAGCCGCCGGACCAGCGCCCGATEER G JCAGCAGCTGCTGGACGATGC
GCAGCGGCAGATGGAGCAGGAGCATCGCCAGTACGCCGCCACCCTGGAGGAGCAGCTGCAC
GCAGCGCAGCAGGAAACCCAGCAGGAGCAGGAGATGAAGAAGGCGCTGCAGAAGCAGCTC
GACGCGCTCACCGACTCCCGCAACGCGCTGTACATCGATCTGCTGCTAGCGAACATTGCGATC
GGCGAAACGAAGCAAGCCCTCTCGTACTACAACCTGATGCCGGCCAGCATGCCCATCGACAA
GCTGCACGAGCAGATCGTGCGCTTCGTCTACCGGGTGACGATCTACCAGGACCAGCGGCTGC
TCAACCTGATGCGGTTCGTGCGCGACATTCCCAGCGTCGAGGAGCGGCGCTCGCTGTACCAG
CTGGCGCAGCGCGAAGTGCAGAAGCGCCCGAGCCAGCGGGACGGGTACGTGGCGGCCGTGT
ATGCGCTGAGCGTGCGCGAAGATCTGCCCGTCTACCAGGCAAACCGGCAGCTGTACGACGAC
CTTGTCCGGCAGTCCGAGACCCGCCTCAAGGAGCAGGTGGCGAACGGTAACTTICAAGCAG
GGCCGAGTTGGCCGCCCGCCAGCCGCAGCACTTCCGGCAGCTGCAAACCAGCCTCGCCACGA
TCGAGCTGAAGCACTGGCGCAAGTTCGACCGGTTCGTACCGTACGCTAACGCGCTGCCCCAGC
CAGCCCAGCGGCTGGAGGTGCTGCGTGTGCTGCTGAGCCAGATCGGCGACCGGGAGAAGAA
GACTTCCCACAAATATCTGGTAAAGGCGGCACGGCAGTTTGACATTTGCGAGCAGTTTATCGG
CCGGGGCAAGGTGGACCAGGCGGTCAAGAAGCAGCTGGAGGAACTGCGCGGGAAGTTTGCA
ACGTTTGCGAAGGGCAAGAACTHEEAGEACTATEIGABEEAG TCGCGCAAGTCGTCCGGCTA
G

Figura 13 - Sequéncia do gene da saglin de Anopheles gambiae. Destacados estdo as
sequéncias utilizadas para a amplificacdo do gene em Anopheles darlingi.

Nenhum dos primers baseados na sequéncia de Anopheles gambiae amplificaram
a saglin de Anopheles darlingi.

Tomando-se a sequéncia de nucleotideos da saglin de An. gambiae, e analisando
com o banco de dados de proteina no NCB], foi feita uma analise da sequéncia mais
préxima de Anopheles darlingi. Duas sequéncias vieram deste levantamento, SG1B e
SG1 (Figura 5). Foram desenhados primers, com o intuito de amplificar a maior
regido possivel dessas sequéncias. O par F: ATGAACCAAGGAACCA(G)GGAA e R:
TCGGTTTGGTC(T)TTCTGGAAC, em amarelo no Anexo 1, amplificando um fragmento
de 1.332pb, o F: TCGAGCTGAACGGAGAAAAG, que se usado com o reverso anterior,
R: TCGGTTTGGTC(T)TTCTGGAAC, amplifica um fragmento de 921 pb (em rosa no
anexo 1) e o R: GTGCTTCGTACAGCGATTGA (em azul no anexo 1) que se combinado
com o Foward ATGAACCAAGGAACCA(G)GGAA, amplifica um fragmento de 636 pb.

Os primer foram desenhados pelo programa Primer3 Input (version 0.4.0)
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(frodo.wi.mit.edu) e analisados no programa IDT Oligo Analyzer
(http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/), quanto a
formacao de homodimero, heterodimero e hairpin. posteriormente foram
comparados com o banco de dados do BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

para garantir sua especificidade.

Foi possivel a amplificagdo para as sequéncias de An. darlingi, em trés
combinacgdes possiveis com os primers desenhados, portanto, o par de primer capaz
de amplificar a maior sequéncia, foi escolhido para as analises posteriores (F:
ATGAACCAAGGAACCA(G)GGAA e R: TCGGTTTGGTC(T)TTCTGGAAC, em amarelo no
Anexo 1).

Color key for alignment scores Putative salivary
<40 4050 ( protein SG1B [An.

Query darlingi)

200 400 600 800 1000 1200 27% similarity
E value: 1e22

—

/ Putative salivary
-l protein SG1 [An.
S darlingi]
27% similarity
E value: 3e-22

Figura 14 - Comparacdo da sequéncia nucleotidica traduzida do gene da saglin de
An. gambiae, com o banco de proteinas do NCBI.

As reagoes de PCR foram padronizadas utilizando, 1x GoTaq Colorless Mastermix

(Promega), 5 uM de cada um dos primers, e 1ul de DNA.

Para algumas amostras, em que nao foi possivel a amplificacdo com GoTaq
Colorless Master Mix, a reacdo de PCR foi realizada com o kit PlatinumTaq DNA
Polymerase (Life Technologies). A reacao de PCR foi realizada utilizando 1X PCR
Buffer, menos Mg, 0,4 uM de dntp, 1,8 mM de MgCly, 0,5 uM de cada primer, e 4 U de
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Platinum® Taq DNA Polymerase.

A ciclagem utilizada para a amplificacao foram 94°C por 1 minuto, seguido por
um ciclo de 30 repeticdes de 94°C por 1 minuto, 63°C por 1 minuto, 72°C por 1
minuto, e um passo de 72°C por 5 minutos de extensao final foi adicionado a

ciclagem.

Foram sequenciadas amostras dos ramais do Granada e Remansinho, em coletas
realizadas em abril, setembro e novembro de 2011. Os individuos foram nomeados,
de acordo com a data e local da coleta. Por exemplo, mosquitos coletados em abril,
foram denominados Ai1, em setembro, de B11, e em novembro, C11. O nimero 11, é
referéncia ao ano da coleta (2011). Mosquitos coletados no ramal do Granada, foram
denominados de G, e no ramal do Remansinho, de R. Por exemplo, 0 mosquito
denominado A11R001, é um individuo coletado em abril, no ramal do Granada, e foi
o primeiro a ter seu DNA extraido. Da mesma maneira, um individuo denominado
A11GO057, foi o 57° mosquito a ter seu DNA extraido, da coleta de abril, no ramal do

Granada.

Para o sequenciamento do dominio-A da proteina TRAP, foram desenhados
primers especificos com base na sequéncia do isolado BK3-17, proveniente da India,
de Plasmodium falciparum (GenBank A]J581767.1) (Anexo 4), com o auxilio do
software Primer 3 Input (version 0.4.0). Os pares de oligos desenhados foram F:
TGAATCATCTTGGGAATGTTAAA e R: AGACCATTCGTCCCAAACAC (amplicon de 752
pares de bases - pb); F: AATGGTAGAGATGTGCAAAACAA e R
AGACCATTCGTCCCAAACAC (amplicon de 684 pb); F:
AATGGTAGAGATGTGCAAAACAA e R: ATCTTCGGGTTCATGTGGAA (amplicon de 834
pb); F: AATGGTAGAGATGTGCAAAACAA e R: TAATGGTTCCCGTTTTGGAG (amplicon
de 810 pb) e o par F: AATGGTAGAGATGTGCAAAACAA e R
TCTAATGGTTCCCGTTTTGG (812 pb). Todos os pares de primers foram comparados
no banco de dados no BLAST quanto a especificidade dos fragmentos amplificados e
analisados no programa IDT Oligo Analyser quanto a formac¢do de homodimero,

heterodimeros e hairpin. O primer escolhido para as andlises, foi o par F:
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AATGGTAGAGATGTGCAAAACAA e R: ATCTTCGGGTTCATGTGGAA, que é o que

apresenta a melhor cobertura da sequéncia génica da proteina.

Para a amplificacdo a ciclagem utilizada foi de 94°C por 3 minutos, seguido por
um ciclo de 30 repeticdes de 94°C por 1 minuto, 55°C por 30 segundos, 72°C por 1
minuto, e um passo de 72°C por 5 minutos de extensao final foi adicionado a

ciclagem.

Amostras de pacientes infectados por P. falciparum, de regido endémica da
Amazonia brasileira, foram gentilmente cedidas pelo professor Dr. Marcelo Urbano

Ferreira.

Os produtos de PCR de SGs e TRAP, foram purificados com ExoStar (GE
Healthcare), e a quantidade de DNA nas amostras foi estimada pela utilizacao de
Low DNA Mass ladder - Life Technologies), antes de serem enviadas para o

sequenciamento.

17.Sequenciamento

O sequenciamento do gene da proteina saglin foi realizado parte pela empresa
Macrogen Korea, no aparelho Applied Biosystems (ABI) 3730XL DNA Analyzer e
parte no laboratério do Dr. Jodo Pessoa Aratjo Jr, no Sequenciador Automatico ABI
3500 (Applied Biosystems). O sequenciamento da proteina TRAP foi feito pela
Macrogen Korea, no aparelho Applied Biosystems (ABI) 3730XL DNA Analyzer.

As amostras foram sequenciadas em ambas as direcdes (foward e reverse),
posteriormente foram unidas no software EMBOSS GUI
(http://imed.med.ucm.es/EMBOSS/). O alinhamento das amostras foi feito no
Clustal X2 [Larkin e cols., 2007] (Anexo 2).

As sequéncias foram entdo traduzidas (EMBOSS GUI), alinhadas (Clusta X2), e a
construcdo da arvore filogenética foi feita no programa Mega 6 [Tamura e cols.,

2013], pelo método de Neighbor-Joining (Saitou e Nei, 1987), com bootstrap de

32



1000 repeticoes. A visualizacao também foi realizada no software Mega 6.
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Resultados ¢ Discussdo
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Para que a transmissdo da maldaria ocorra, o parasita do género Plasmodium
necessita se desenvolver em mosquitos do género Anopheles. Este desenvolvimento
se inicia com a ingestao das formas sexuais — gametocitos feminino e masculino - e
termina com a invasao das glandulas salivares. Este processo de invasdo ocorre de
forma especifica, através da ligagdo entre a saglin (proteina majoritaria da glandula
salivar de anofelinos) e a TRAP (Thrombospondin Related Anonymous Protein,
proteina do estagio de esporozoito de Plasmodium) (Ghosh e cols., 2009).

Muito se sabe sobre a proteina TRAP, em Plasmodium. Seu papel na
motilidade de esporozoitos, invasdo de hepatdcito, invasdo da glandula salivar, a
estrutura de cristal em alta resolucao do dominio-A ja foi obtida [Matusckewski e
cols., 2002; Ghosh e col., 2009; Pihlajamaa e col.,, 2013]. Sobre a saglin, muito pouco
se sabe. A fim de entender o processo de desenvolvimento do Plasmodium
falciparum em Anopheles darlingi, buscamos pela parte da sequéncia da saglin que é
responsavel pela interacao com o dominio-A da TRAP.

Em parceria com o Dr. Marcelo Jacobs-Lorena (Johns Hopkins Bloomberg
School of Public Health, Baltimore/USA), nosso objetivo foi expressar a saglin de An.
gambiae, expressar a TRAP-A de Plasmodium berghei, repetir o ensaio de interacdo
entre estas proteinas, descrever qual a regido da saglin que interage com a TRAP
dominio-A através da utilizagdo de peptideos sintéticos, baseados na sequéncia da
saglin.

Para isso, primeiramente expressamos e purificamos as proteinas saglin,
TRAP dominio-A (TRAP-A) (Figura 15), e as caudas GST e His. Como se observa na
Figura 15, em A, um gel de poliacrilamida, mostrando a esquerda, a proteina TRAP-A
purificada em 3 eluig¢des, linhas 1, 2 e 3. A direita da mesma figura, estao 3 dilui¢cdes
da proteina saglin, linhas 4, 5 e 6. As setas em laranja especificam os tamanhos
esperados para cada proteina, 50,34 kDa para a TRAP-A, e 66 kDa para a saglin
recombinante. Em B, se observa as membranas de western-blot, relacionadas ao gel
de poliacrilamida, da mesma figura. Apos a expressao e purificacdo das proteinas, foi
feita a quantificacdo das amostras, por densitometria, pelo software Image J, como

descrito na metodologia.
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Figura 15 - Produtos de purificacao das proteinas TRAP-A e saglin.

Para delimitarmos qual a regido da saglin que interage com o dominio-A da
proteina TRAP, utilizamos a técnica de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay).
Em um primeiro momento, mostramos que a ligacdo entre a saglin e a TRAP-A,
ocorre de forma especifica. Na Figura 16, podemos observar que a omissdo em
qualquer uma das etapas do ensaio (as omissdes estao identificadas em cada linha
da figura abaixo), resultam em absorbancias muito baixas, proximas a zero. Com
isso, conseguimos mostrar que a interacdo TRAP x saglin é especifica. Fizemos
também um experimento para verificar se uma proteina ndo estaria interagindo

com a cauda da outra proteina, uma vez que as caudas fusdo nao foram clivadas
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apos a purificagdo das proteinas, e vimos que a interagdo ocorre mesmo entre TRAP
e saglin (Figura 17). Um experimento controle foi incluido neste ensaio, onde a
saglin foi omitida na sensibilizacdo dos pogos, e ao invés da saglin, utilizamos BSA
overnight. O restante do processo seguiu como no experimento completo. Em um
segundo momento, apds a sensibilizacao dos pocos com saglin, a cauda GST nédo
fusionada a saglin foi adicionada ao experimento, e o anticorpo anti-GST foi utilizado
na sequéncia. Nao houve interacdo entre a cauda GST e a saglin (absorbéancia
proxima a zero). Em outro experimento, ao invés da sensibilizacdo dos pogos com
saglin, utilizamos a cauda de histidina ligada a proteina GFP, e o experimento seguiu
com a adicao de TRAP-A, anticorpo anti-GST e IgG anti-cabra ligado a fosfatase
alcalina. Os valores de absorbancia, mais uma vez, foram proximos a zero. Este
experimento todo representado pela Figura 17, mostra a especificidade da interagdo
entre TRAP-A e saglin, onde ndo ha interacdo inespecifica entre a cauda de uma
proteina com outra cauda ou outra proteina.
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Figura 16 - Ensaio ELISA com as proteinas recombinantes TRAP dominio-A e saglin.
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Figura 17 - Ensaio ELISA com as caudas.

O ensaio com os peptideos desenhados aleatoriamente ao longo da sequéncia
da saglin, como especificado na metodologia, foi feito em condicdes de sub-
saturacdo da TRAP-A, aumentando assim a sensibilidade do experimento (dados
ndo mostrados). Alguns peptideos mostraram apresentar um pequeno papel na
interferéncia na ligagdo das proteinas, como os peptideos 2 e 7, por exemplo. Mas o
peptideo que mais interferiu no experimento, foi o 16 (FVPYANALPQPAQR),
mostrando que provavelmente é a regidao da saglin responsavel pela ligacdo com a

TRAP dominio-A (Figura 18).
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Figura 18 - Experimento de ELISA mostrando a interferéncia dos peptideos na
ligacdo da TRAP-A com a saglin, em condig¢do sub-saturante de TRAP.

Apés a caracterizacdo da regido da saglin que interage com o dominio-A da
proteina TRAP, comparamos a sequéncia deste peptideo no banco de dados do
NCBI, para averiguar se o peptideo possui alguma semelhan¢a com as SGs de
Anopheles darlingi. A Unica semelhanca encontrada foi com uma proteina putativa
de Anopheles stephensi, SG1B (GenBank AAO06838.1). Quando a comparacdo ¢ feita
apenas com Anopheles darlingi, nenhuma semelhanca é encontrada.

Os principais vetores de malaria africana (“Velho Mundo”), An. gambiae, An.
funestus, dentre outros, sdo espécies muito distantes das existentes como vetores na
América do Sul (“Novo Mundo”)- An. darlingi, principalemte. Moreno e
colaboradores (2010), mostraram que o tempo estimado de divergéncia entre os
subgéneros Nyssorhynchus - ao qual o Anopheles darlingi pertence - e subgénero
Anopheles, é de aproximadamente 79 milhdes de anos. Também foi estimada a data
de divergéncia entre os subgéneros Anopheles e Cellia em 58 milhdes de anos. Este
tiltimo possui membros que sdo importantes vetores de malaria na Africa, como o

Anopheles gambiae. Este tempo de divergéncia entre as espécies, pode ter criado
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barreiras para que determinadas espécies de Plasmodium completem seu ciclo em
seus vetores.

Em estudos realizados em nosso laboratério, com Anopheles darlingi
coletados aos arredores de Porto Velho, estado de Rondonia, ao longo do rio
Madeira, foram observadas diferencas no gene mitocondrial ND4, entre as
populacdes de anofelinos do final da estacdao chuvosa (Abril) e anofelinos da
segunda metade da estacao seca (Outubro), do ano de 2005 [Angélla e cols., 2007].
Outro estudo de Angélla e cols., 2014, utilizou um total de 10 loci de microssatélites,
em 7 localidades ao longo do Rio Madeira, em Porto Velho, capital do estado de
Rondoénia, para estudar a estruturagdo populacional de Anopheles darlingi, em 2
periodos do ano: final do periodo chuvoso, entre fevereiro e margo, e final da
estacdo de seca na regido, entre outubro e dezembro, nos anos de 2007 e 2008.
Neste estudo, verificou-se a existéncia de 2 subpopulagbes. Uma dessas
subpopulagdes seria mais dependente do regime de chuvas, que podem explorar
ambientes larvais temporarios em dareas florestais, ribeirinhas e inundadas, e a
outra subpopulacdo, que pode ter se derivado da primeira, seria adaptada ao
periodo de seca, com habitats larvais de cardter mais permanente, em regides
urbanas e suburbanas. Ainda neste trabalho de 2014, Angélla e cols., estudaram a
infectividade por Plasmodium falciparum, e mostraram que aproximadamente 4%
dos Anopheles darlingi coletados, estavam infectados por Plasmodium spp. Destas
infeccoes, 87,5% era devido ao Plasmodium falciparum, 6,25% devido ao
Plasmodium vivax, e outros 6,25% apresentavam infeccao mista. Segundo a
Secretaria de Vigilancia em Sadde, do Ministério da Saude (Figura 19), a
porcentagem de casos de malaria devido ao Plasmodium falciparum, no periodo do

estudo de Angélla acima citado, ndo passou de 20,4%.
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Figura 19 - Grafico da porcentagem de casos devido ao P. falciparum na Amazo6nia

entre 1999 e 2008.

Nossa interpretacdo para tais observacdes, € que o mosquito da espécie
Anopheles darlingi pode se infectar com P. falciparum, mas por algum motivo, o
parasita ndo consegue atingir as glandulas salivares e ser transmitido durante o
repasto sanguineo. Como ja apresentado, Ghosh e colaborades (2009), descreveram
a importancia da ligacdo entre as proteinas TRAP e saglin para o sucesso da invasao
da glandula salivar dos mosquitos na transmissao do parasita, entdo, foi feito
também o sequenciamento da proteina TRAP de isolados de Plasmodium falciparum
provenientes da regido endémica do Brasil, para que possamos entender se ha
alguma diferenca na sequéncia desta proteina que possa explicar a diferenca na
proporcao do numero de mosquitos infectados pelo parasita / porcentagem do
numero de casos da doenca causada pelo P. falciparum, em regides endémicas
brasileiras.

Considerando que o principal vetor de malaria no Brasil sdo mosquitos da
espécie Anopheles darlingi, e a interacdo entre a proteina majoritaria da glandula

salivar - saglin - e a proteina do parasita - TRAP - se faz necessaria para que a
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transmissdo ocorra, nosso proximo objetivo foi amplificar o gene homologo a saglin
de Anopheles gambiae em Anopheles darlingi.

Mosquitos coletados na regido amazonica brasileira, no ano de 2011, como
especificado na metodologia, foram sequenciados, quanto ao gene SG1 e SG1B. A
arvore filogenética, resultante desta analise, esta apresentada na Figura 20. Na
arvore, nao foi observado o agrupamento de nenhum individuo, em relacdo ao
periodo do ano em que foi feita a coleta e nem quanto ao local de coleta, portanto, a
sazonalidade e distancia geografica, sao fatores nao correlacionados a variabilidade
das SGs. Foram mostradas 11 sequéncias diferentes, em 34 amostras sequenciadas.
Como a arvore foi construida com base na sequéncia de aminoacidos das SGs de An.

darlingi, cada diferenca é importante, porque pode alterar a funcdo da proteina final.
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Figura 20 - Arvore filogenética construida com base nas sequéncias de aminoacidos
de SG1 de mosquitos fémea da espécie An. darlingi. As amostras foram coletadas em
abril (A11), setembro (B11) e novembro (C11) do ano de 2011, nos ramais do Granada
(Estado do Acre) e Remansinho (Estado do Amazonas).

Em relacdo ao parasita, a proteina descrita como chave para que a invasado da
glandula salivar ocorra, é a TRAP, mais especificamente o dominio-A [Ghosh e cols.,
2009]. A proteina TRAP é parte de uma familia de proteinas, relacionadas a invasao

e motilidade parasitaria, contendo proteinas estruturalmente relacionadas a outros
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estagios do ciclo de vida do Plasmodium, como em estagio de oocinetos, a proteina
CTRP (circumsporozoite protein/TRAP-related protein), em estagio de merozoito a
proteina MTRAP (merozoite TRAP-like protein); e em outros membros do Filo
Apicomplexa, como em Toxoplasma gondii, a proteina TgMIC2 (Toxoplasma gondii
micronemal protein 2), em Neospora caninum a NcMIC2 (Neospora caninum
micronemal protein 2) e em Eimeria tenella, a EtMIC1 (Eimeria tenella micronemal
protein 1) [Pihlajamaa et al.,, 2013]. Esta familia de proteinas é representada por
proteinas integrais de membrana do tipo I, ou seja, proteinas que possuem um
dominio alfa-helice transmembrana, e a porcao C-terminal é citoplasmatica
[Mayanard e cols., 2009].

A porcao extracelular da TRAP apresenta dois dominios adesivos bem
conservados - o von Willebrand factor-A domain (ou “dominio-A”), e o TSR
(Thrombospondin type I repeat) [Ghosh e cols., 2009]. O dominio-A possui estreita
semelhanca com o dominio I das integrinas, sugerindo que provavelmente a TRAP
esta envolvida na ligacdo a superficie celular ou a moléculas da matriz celular
[Ahkouri e cols., 2004]. Alguns residuos de aminoacidos sao conservados ao longo
do dominio-A, como por exemplo na sequéncia Asp-X-Ser-X-Ser (DXSXS), e os
residuos nao contiguos T e D, sendo que T faz parte da sequéncia TNL, e D, da
sequéncia TDG, todos que fazem parte do dominio chamado MIDAS (metal-ion-
dependent adhesion site), que provavelmente desempenha um papel na ligacao de
cations bivalentes (como o Mg?*) e no reconhecimento de receptores [Ahkouri e
cols., 2004 e Canti e cols., 2005]. Matuschewski e colaboradores (2002), mostraram
que mutacdes em residuos especificos no dominio-A da TRAP, substituicdo da
treonina 126 (Thr126) e do aspartato 157 (Asp157) por alanina, diminuiram em até
80% a infectividade por esporozoitos de Plasmodium berghei nas glandulas salivares
de Anopheles stephensi. O grupo mostrou também que muta¢des especificas no
dominio TSR eram responsaveis pela diminuicio no nimero de esporozoitos nas
glandulas salivares em 20%. Juntos, muta¢des nos dominios A e TSR causam 95% de
inibicdo. As mutacdes descritas por Matuschewski e colaboradores sdo
fenotipicamente indistinguiveis, mas causam perda da fun¢do adesiva do dominio-A

da TRAP.
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Amostras de pacientes infectados por P. falciparum, foram analisadas quanto
a sequéncia da TRAP, para analisarmos se os residuos chave na interacao com a
saglin eram mantidos em isolados brasileiros de Plasmodium falciparum.

Analisando o resultado do sequenciamento feito neste estudo, observamos
que os aminoacidos “chave” responsaveis pela manuten¢do da infectividade nas
glandulas salivares dos anofelinos, pelos parasitas, estavam preservados nos
isolados brasileiros (Figura 21 e Anexo 6). Na Figura 21-A, esta representada a
figura esquematica apresentada por Matuschewski e colaboradores (2002)
indicando onde foram feitas as mutagdes, que causam uma diminui¢do no nimero
de esporozoitos nas glandulas salivares em 80% (Dominio-A) e 20% (Dominio TSR).
Em B, resultado gerado pelo alinhamento das sequéncias do presente trabalho, com
delimitacdo pela cor vermelha do Dominio-A, e azul do Dominio TSR, dos
aminodacidos correspondentes aos mutados por Matuschewski e colaboradores

(2002).

Figura 21 - Comparativo dos residuos conservados da TRAP nos isolados de regiao
endémica do Brasil. A) Figura esquematica da proteina TRAP, apontando quais sao
os aminoacidos conservados no dominio-A e TSR (Matuschewski e col., 2002). B)
Sequéncias do Dominio-A da TRAP, de isolados de P. falciparum do Brasil, com
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destaque para as regides conservadas. C) Sequéncias do Dominio TSR da TRAP, de
isolados de P. falciparum do Brasil, com destaque para as regides conservadas.

Buscamos entender também se as demais espécies de Plasmodium possuem
preservados os aminoacidos chave da TRAP. Alinhamos sequéncias disponiveis no
banco de dados do NCBI - P. berghei (GenBank AAB63302.1), P. yoelii (GenBank
ETB62747.1), P. chabaudi (GenBank CDR15931.1), P. vivax (GneBank AIU97065.1),
P. knowlesi (GenBank AAG24613.1), P. cynomolgi (GenBank XP_004223648.1), P.
gallinaceum (GenBank AAC47461.1) (Figura 22), e observamos que os aminoacidos
se mantém conservados, sugerindo que todas as espécies de Plasmodium estudadas

utilizam o mesmo mecanismo na invasao da glandula salivar.

Pvivax YSPYGT AALDDVQK~-HLNDRVNREKAIQLVIL PNSKYTALEVANKLKQRNV
Pcynomolgi YSPYGX SALEEVMM-~-HLKDRVNREKAIQLVIL PNNKVRALELSKELKQKGV
Pknowlesi YEPYGH SALSEVEM-HLKDRVNRPNAIQLVIL PNNKYRALELSRALKERNV
Plasmodium YSPHGT SALLNVDN-LIQKKMNRPNAIQLVII PNNLKKSTTVVNQLKKKDV
Pyoelii YSPNGX SALLVVDT-LINERMYRPDAIQLAIT PNDLPRSTAVVHQLKRKHV
Pchabaudic YSPHG DALVNVAN-LIQONKLVRPDAIQLVIV. PNSLKKAAETVDALKRINV
Pgallinace YSQONGS LALSRVLKNYFLTKGSREDAVQLVII FPDNKESAMKEVNKLKKMKA
* * * % * H : * R * 2 H * ok
Pvivax CGPWOPWTACSVTCGRGTHSRSRPSLHEGCTTHMVSECEEGECP == === == == —m————— v
Pcynomolgi CGPWNPWTPCSVTCGKGTHSRSRPLLHDGCTTHMVNECDEGECP == == === == —————— v
Pknowlesi CGPWODWTPCSVTCGKGTHSRSRPLLHAGCTTHMVKECEMDECP == === == ———————— v
Plasmodium CGKWEEWSECSTTCDNGTKIRKRKVLHPNCAGEMTAPCKVRDCPPKP= === === == ——— v
Pyoelii CGKWEEWSECSTTCDEGEKIRRROILHPGCVSEMTTPCKVRDCPQIP-=========== I
Pchabaudic CGOWEEWAECTTTCGNGTRTRSRIVLHPGCIGOMTGPCNVRDCPPEP - === === == == v
Pgallinace CGBSWEEWSPCSVTCGEGYVRTRRREVLHKGCTDHMTVLCEKPNCPEIVKPNITDVPDVPDE

wekl % | ka e kk |2 ok ok | k% ¥ R * s

Figura 22 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de diferentes
espécies de Plasmodium: P. berghei, P. yoelii, P. chabaudi, P. vivax, P.

cynomolgi, P. knowlesi, P. gallinaceum.

O Plasmodium falciparum, causador da forma mais grave da malaria, teve sua
origem no continente africano. Conway e colaboradores (2000) estudaram a origem
do P. falciparum, através do estudo de polimorfismos de base Unica (SNPs) em
sequéncia de DNA mitocondrial (mtDNA). Compararam a sequéncia completa do
mtDNA de 6 isolados de diferentes localidades, e encontraram 4 SNPs entre estas
sequéncias. Com primers especificos para a amplificacdo de sequéncias que

continham esses SNPs, genotiparam 104 isolados, provenientes do continente
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africano, do sudeste asiatico e da América do Sul. Cinco haplétipos foram
encontrados, sendo 3 na Africa, 1 na Malasia, e 2 no Brasil (um dos haplétipos
encontrados no Brasil, € igual a um africano). O grupo mostrou que existe uma clara
expansio do P. falciparum a partir da Africa, com haplétipos tinicos no sudeste da
Asia e na América do Sul, relacionados aos haplétipos africanos por apenas uma
mudanca de nucleotideo. O resultados indicaram que o P. falciparum teve origem na
Africa, e posteriormente colonizou o sudeste da Asia, e a América do Sul,
separadamente. No ano de 2010, Prugnolle e colaboradores encontraram, em
chipanzés e gorilas selvagens provenientes do oeste africano, uma diversidade de
espécies de Plasmodium. Dentre as espécies, P. gaboni e P. reichenowi, além de
linhagens genéticas desconhecidas até entdo, de Plasmodium em gorilas selvagens,
como a denominada GorA, que é proxima, mas estatisticamente diferente de P.
gaboni, e a linhagem denominada GorB, que é semelhante ao P. falciparum e P.
reichenowi. Esta similaridade grande entre P. falciparum e GorB, quase
geneticamente idénticos, sugere fortemente que o P. falciparum possa ter se
originado de gorilas africanos. Também identificaram P. falciparum em gorilas
selvagens, levantando a hipotese de que gorilas podem ser reservatorio desta
espécie de Plasmodium, que é tao virulenta [Prugnolle e cols., 2010]. Tanabe e
colaboradores (2010 e 2013), mostraram que a diversidade nucleotidica em
isolados de Plasmodium falciparum, é alta em populac¢des africanas, e que diminui
conforme aumenta a distincia geografica em relagdo a Africa, corroborando com a
teoria da origem africana desta espécie de parasita. Yalcidag e colaboradores (2012)
também descreveram a populacio de P. falciparum africana como a mais
geneticamente diversa, seguida pela populacdo asiatica, e por ultimo a populacdo da
Ameérica do Sul.

Na América do Sul, a populagao de P. falciparum é subdividida em pelo menos
2 clusters principais, um ao norte, que inclui a regido da Colémbia, e outro ao Sul,
cobrindo regides da Guiana Francesa, Brasil e Bolivia. A popula¢do da Venezuela e
Peru é representada por uma regido de transicdo entre estes 2 clusters. Estes
clusters foram introduzidos de maneira independente durante o comércio

transatlantico de escravos, onde individuos infectados, deixaram a Africa,
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carregando o Plasmodium falciparum consigo, deixando seus vetores, Anopheles
gambiae, An. funestus dentre outros, para encontrar novos vetores no continente
americano (Yalcindag e cols., 2012).

Considerando que o Plasmodium falciparum teve que se adaptar ao novo
ambiente do continente americano, ha de se considerar fatores de seus 2
hospedeiros, o homem e o mosquito. No caso do homem, a principio, o grande
numero de escravos trazidos, mais de 7 milhdes foram trazidos para o Novo Mundo
entre 1514-1866, deve ter mantido alta a diversidade genética da populagdo do
parasita. Posteriormente, com o uso de drogas no combate a malaria, esta
diversidade deve ter diminuido. Nao ha evidéncias da sele¢do do parasita em
relacdo a diferentes grupos étnicos (Molina-Cruz e Barillas-Mury, 2014).

Em relacdo ao mosquito, como ja foi discutido, o subgénero Nyssorhynchus
divergiu do subgénero que deu origem ao An. gambiae, a aproximadamente 79
milhdes de anos. Alguns dos principais vetores encontrados pelo P. falciparum, de
acordo com a atual distribuicao dos anofelinos na América do Sul, e levando-se em
consideracao os principais locais de desembarque dos negros, vindo como escravos
da Africa, foram An. darlingi, An. aquasalis e An albitarsis, todos pertencentes os
subgénero Nyssorhynchus, [Molina-Cruz e Barillas, 2014]. Logo, deve-se considerar
que a adaptacdo aos novos vetores, foi fundamental para a sobrevivéncia do
parasita.

Todos estes dados vem reforcar nossa teoria de que o Anopheles darlingi
provavelmente se infecta bem por Plasmodium falciparum [Angélla e cols., 2013],
mas sao maus transmissores do parasita, e que esta dificuldade de ser transmitido,
pode ser devido a diferencas em receptores da glandula salivar. Uma vez que a
espécies P. falciparum existe no Brasil a muito pouco tempo, desde a época do
trafico de escravos vindo da Africa entre 1514-1866, o processo de adaptagio por
selecao genética aos novos vetores provavelmente ainda esta em curso.

A susceptibilidade de mosquitos do género Anopheles se infectarem por
Plasmodium, é definida pela habilidade no mosquito em suportar a infeccdo pelo
parasita como um todo, desde a formacao do zigoto, até a producao de esporozoitos

e infeccao das glandulas salivares. Diferentes espécies de anofelinos, e diferentes
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individuos de uma populagdo, possuem susceptibilidade variavel a infeccao,
podendo ser totalmente suscetiveis, totalmente resistentes, ou apresentar
diferentes graus de susceptibilidade [Hume e cols, 2007]. Nesta linha de
pensamento, ha exemplos de selecdo que ocorre naturalmente, em diferentes
espécies de Plasmodium. No caso do Plasmodium vivax, ha sucesso na infeccao,
levando-se em consideragdo a formacao de oocistos e invasao das glandulas
salivares, em An. darlingi e An. deaneorum. Ja em An. triannulatus e An. oswaldoi, a
taxa de infeccao por esporozoitos e o nimero deles nas glandulas salivares, é muito
baixa. Em An. braziliensis e An benarrochi, apesar de haver formacao de oocisto,
nunca se observou esporozoitos em suas glandulas salivares [Klein e cols., 1991]. No
caso de Plasmodium falciparum, isolados de diferentes localidades, possuem
prevaléncia de infeccdo distintas - isolados de Papua Nova Guiné (Oceniania),
produzem zero ou um numero muito limitado de oocistos em An. gambiae e An.
stephensi; isolados da Africa infectam muito bem ambas as espécies, embora a
prevaléncia de infeccdo seja variavel; isolados da Tailandia, sudeste asiatico, sdo
mais eficiente em infectar mosquitos da espécie An. stephensi, do que An. gambiae
[Hume e cols., 2007]. Em populacdes de anofelinos da América Central, mais
especificamente de Belize, susceptibilidades diferentes a infeccao por Plasmodium
falciparum NF54, oferecidos por alimentadores artificiais (“membrane feeders”)
foram observadas por Grieco e colaboradores (2005). Mosquitos da espécie An.
darlingi, apresentaram 41% das glandulas salivares dissecadas, positivas para P.
falciparum. Em An. vestitipennis, apenas 9,3% das glandulas dissecadas eram
positivas para o parasita, e em An. albimanus, nenhum individuo dissecado possuia
esporozoito em suas glandulas salivares, embora aproximadamente 20% dos
individuos possuissem infec¢do no intestino. Uma vez que a selecdo dos parasitas
por seus vetores ocorre na natureza, 0S mecanismos responsaveis por esta
adaptacdo ndo estdao esclarecidos até hoje. Este projeto trouxe uma nova
possibilidade na explicagdo do bottleneck que seleciona tais parasitas, mostrando as
especificidades na interacdo glandula salivar e parasita, através da interacao TRAP x

saglin.
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Além da invasao da glandula salivar, o parasita deve vencer outra barreira
para que consiga estabelecer infeccdo em anofelinos, a barreira do intestino. Assim
como Ghosh e colaboradores (2009) mostraram que a invasdo da glandula salivar é
um processo especifico, que envolve basicamente 2 proteinas, a saglin do Anopheles
e a TRAP do Plasmodium, Vega-Rodriguez e colaboradores (2014), mostraram que a
invasdo do intestino do mosquito pelo estagio de oocineto do Plasmodium, também
ocorre de forma especifica, e que ha o envolvimento de pelo menos 2 receptores.
Neste trabalho, verificou-se que existem cepas de P. berghei que sdo resistentes e
cepas que sdo sensiveis a invasao do intestino de Anopheles gambiae, na presenca de
SM1 (o mesmo peptideo usado por Ghosh e cols, 2009). No intestino, o SM1
mimetiza a enolase, presente na superficie de oocinetos, que se liga a um receptor
de ligacdo a enolase (EBP - enolase binding protein), fazendo com que cepas
sensiveis consigam infectar o anofelino. Outro peptideo, o segundo mais abundante,
descrito em um estudo de phage-display prévio (Ghosh e cols., 2001), denominado
MP2 (Midgut Peptide 2) se mostrou eficiente em inibir fortemente a invasdo das
cepas de P. berghei, que eram resistentes ao bloqueio por SM1, sugerindo que o MP2
se liga separadamente a outro receptor. Para a espécie P. falciparum, a invasdao do
intestino funciona da mesma maneira que para as cepas resistentes de P. berghei.
Ambos os receptores relacionados a invasdo do intestino do mosquito, foram
descritos para o anofelino africano, An. gambiae, que como discutido anteriormente,
se divergiu do subgénero Nyssorhynchus, do qual os vetores brasileiros fazem parte,
ha 79 milhdes de anos. Assim como acontece com as sequéncias de SG1, em An.
darlingi e saglin em An. gambiae, pode ser que essas interagdes no intestino
funcionem como uma barreira ao desenvolvimento do Plasmodium em seu vetor.

Outro fator do vetor deve ser considerado para o desenvolvimento do
parasita, é o sistema imune, para o qual o parasita da malaria teve de desenvolver
mecanismos de evasao, para poder se adaptar ao seu vetor. Quando as células do
epitélio do intestino do mosquito sdo invadidas pelo parasita, reacoes de nitracao
sdo ativadas, diminuindo a sobrevivéncia do parasita. Isto ocorre porque ha
modificacdo no parasita, levando a lise pela proteina thioester-containing protein 1

(TEP1), proteina esta que faz parte do sistema complemento do mosquito [Molina-
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Cruz e cols., 2013]. Anofelinos da espécie An. quadrimaculatus, pertencentes ao
complexo An. gambiae, nunca foram observados naturalmente infectados por
parasitas na maldria humana. O oocineto é frequentemente eliminado por lise ou
melanizacdo, processo controlado pelo sistema imune dos mosquitos. Quando ha
silenciamento de genes induzidas em resposta a infec¢do por Plasmodium, como o
TEP1, LRIM1 e LRIM2, ocorre o aumento significativo na densidade de oocistos, e a
completa inibicdo da melanizacdo dos oocinetos [Habtewold e cols., 2008]. Na
populacdo de P. falciparum, diferentes linhagens diferem quanto a habilidade em
infectar os anofelinos, por exemplo, uma linhagem brasileira de P. falciparum,
isolado 7G8, é melanizada quando entra em contado com a linhagem Anopheles
gambiae L3-5 refractory (R), mas isso nao acontece com as linhagens africanas 3D7,
NF54, e GB4. Porém quando proteinas do sistema imune sdo silenciadas, TEP1,
LRIM1 e APL1, a melaniza¢do na linhagem brasileira é prevenida, e nenhum efeito é
observado em infeccdo com NF54, sugerindo que o ultimo é capaz de evadir a lise
mediada por TEP1 [Molina-Cruz e cols., 2012]. Molina-Cruz e colaboradores (2013),
identificaram o gene capaz de promover a infec¢do, através da modulagdo do
sistema imune do hospedeiro, o Pfs47. Este gene é expresso em gametocitos
femininos e esta presente na superficie de oocinetos. Quando este gene sofre
knockout, parasitas da linhagem NF54, que se desenvolvem e infectam mosquitos da
espécie An. gambiae, se desenvolvem e atravessam a parede do intestino, mas logo
depois sao eliminados por mosquitos resistentes (ocorre melanizagdo em 99% dos
parasitas). Este gene, Psf47, previne a nitracdo do Plasmodium, apés a invasdo das
células do epitélio intestinal, prevenindo a morte do parasita da lise por TEP-1
[Molina-Cruz e cols., 2013]. O Pfs47 é altamente polimorfico, com estruturacdao em
populagdes de campo, sugerindo que esta estruturagdo ocorre para que os parasitas
se adaptem aos seus vetores em regides fora da Africa, um importante fator a se
considerar na transmissao da malaria.

O intestino médio de insetos vetores de doencas humanas contém nao
apenas os agentes patogénicos prejudiciais para a saide humana, mas também uma
microbiota diversificada. Gendrin e colaboradores (2014), demonstraram a

importancia da microbiota em relacao ao fitness de mosquitos e a susceptibilidade a
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infeccdo por Plasmodium. Apdés a alimentacdo sanguinea, ha uma proliferacao
massiva de bactérias no intestino dos mosquitos. Se a alimentacdo for feita com
sangue contendo doses terapéuticas de penicilina e estreptomicina, essa
proliferacao cai em 70%, 24 horas ap0s a alimentagdo, e a composi¢do bacteriana é
completamente alterada. A presenca de antibiotico ainda foi capaz de aumentar a
prevaléncia , ou o nimero de mosquitos com presenca de oocistos em An. gambiae
infectados por P. berghei ou P. falciparum, assim como o numero de occistos por
mosquito infectado também aumentou. O tratamento com antibidtico também
influencia fatores relacionados a competéncia vetorial de anofelinos, uma vez que
aumentou o numero de fémeas ovipondo, e o nimero de ovos por fémea, ou seja, a
fecundidade foi aumentada. A taxa de sobrevivéncia dos mosquitos também foi
aumentada apds a alimentagdo sanguinea com presenca de antibidtico, aumentando
as chances de transmissdo do parasita a novos hospedeiros. Todos estes resultados,
mostram a importidncia da microbiota na susceptibilidade a infec¢do por
Plasmodium, e a capacidade em transmiti-lo. Cirimotich e colaboradores (2011),
também mostraram um importante papel da microbiota no estabelecimento de
infeccdo pelo Plasmodium. Identificaram uma espécie de bactéria, a Enterobacter
bacterium, de isolados de populacdes de mosquitos da Zambia, que tornou os
mosquitos quase completamente resistentes a infeccao por Plasmodium falciparum,
interferindo no desenvolvimento do parasita, antes que pudesse atravessar a parede
do intestino. Esta capacidade de tornar o mosquito refratario a infecgdo, é
independente da interacdo do mosquito com o parasita da malaria. Outros estudos
tem sido publicados mostrando o papel da microbiota no estabelecimento de
infeccdo por Plasmodium em vetores anofelinos, mostrando uma relacdo negativa
entre a microbiota e o desenvolvimento do P. vivax e P. falciparum em mosquitos
[Smith e cols., 2014].

Todos esses mecanismos envolvidos no desenvolvimento do parasita em seu
hospedeiro, se mostram complexos, e podem ser determinantes no
desenvolvimento ou adaptacdo do parasita em seus vetores, e consequentemente,
na transmissao da malaria. O parasita deve vencer muitas barreiras antes de ser

transmitido por seu vetor. Neste trabalho, mostramos as diferencas em receptores
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de glandulas salivares, existentes entre o competente vetor africano An. gambiae, e o

principal vetor de malaria no Brasil, o An. darlingi.
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Conclusées
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Observamos que as sequéncias mais proximamente relacionadas a saglin de
Anopheles gambiae, em Anopheles darlingi, possuem apenas 27% de similaridade
(SG1 e SG1B) com a saglin. Esta baixa similaridade pode ser por causa do grande
tempo de divergéncia entre estas duas espécies, que é de aproximadamente 79

milhoes de anos.

As sequéncia traduzida dos genes SG1 e SG1B em Anopheles darlingi, possuem

algumas alteracdes nao sindnimas, que podem levar a alteracao final da proteina.

O sequenciamento da TRAP de isolados brasileiros de Plasmodium falciparum,
mostrou que os aminoacidos considerados chave na interacdo desta proteina com a

saglin, se mantem conservados em isolados brasileiros.

Uma vez que a interagdo entre TRAP e saglin é descrita como fundamental na
invasdo das glandulas salivares de Anopheles gambiae por Plasmodium falciarum,
nossa hipotese de que o principal vetor de malaria no Brasil, o An. darlingi, se infecta
bem por Plasmodium falciparum mas nao consegue transmiti-lo, pde seu foco na
grande diferenca existente entre as glandulas salivares de An. gambiae e An. darlingi.
Teoria também confirmada ap6s termos descrito, pela primeira vez, qual a regido da
saglin que participa da interacdo com a TRAP. Mostramos que a sequéncia de An.
gambiae, ndo encontra nenhuma similaridade com sequéncias de aminoacidos de

An. darlingi, quando foram comparada ao banco de proteina no NCBI.
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Anexo 1

>gi|208657776|gb|EU934407.1| TSA: Anopheles darlingi AD-86 putative salivary
protein SG1 mRNA, complete cds

ATGAACCAAGGAACCAGGAAAGCTCTGCTGTTACTACTACTGCTGGTGGTGGTGGACGG
TGCATGGTCCCACCCGGCTGAATCCGATCCGTTTACCGCGGATGACGGTCCGGTGTGTAC
GCTGCAGGTTGGCAACGGGCTACTGCAGCAACTCGGCACTCGGCTAACCCTCGCATCGTC
CTCCTCCTCCTCGGCGCTCGAATGCTCTACCGCCTGGACAACGCTACTGCTTCGGTTCCAC
GAGACGCGCAAAAACCTCACCGACTGTGTGGAACGTGAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAA
ACCTCCGCCACCGACTTCTGTGAGCTGCTGCTCGATGACGTGCGACGTCAGATGCGCCAG
GAACGGCAGCGCCTAACCAGCGAATCCGACCAGCGTCTCCAGGCCATCCAGCHEGAGETE
RACGEAGAARAGGCCCGCTCGGTACAGCTGACGGCCGATGTCGGTGCCGTACAGCAGGAG
CTAACCCGGCTGTACCGGGAGCTCGTCCTCACCAACGTCGGCATCGGTGATACGAAGCAA
GCGCACCGGTACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAGCAGAAGGTGCAGCAAGAGAAGTCG
CAGCAGAAAGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCACTGATCGCGACCGTCTACCGGAAG
GCGGCACACGCACAGGAACGGGTAGGGTATCTGCTCGATTTCGTGCGCCATCTCGGACCG
GACGCACCGGACCAGAAGCTGACGCTCTACCGGTTGCTGAAGGTGGAGCTGGATAAGCGC
AAGCCCGCCACACAACCCCAAACGCTCGTCATGGCGTTCGATGCGCTGAATGGGACGGCA
CCGGACGCGTCGACGGCCGATAGTCCACTGCACAAGCTTTACCTCGACACGTCCGGACCG
ATCGTGCGTGCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGGCGAGTGGCGCACGGTCCGGGACTTT
GCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTGCTACCGGATGCTGCTGACCGTCGATGCG
ACCGTCTGGCGGAAGCTCGACTTTAGCAAGTACATCCTAGTGGTCAACACACTGCCCCGG
TCAACCTTCCGGATGGAAGCGTTCGAGTTGGTGTTTGGATTGATGCGCCGGTACGAACGG
CAGGATGCCGTACCGCTCGACCGGCTCAAGGTCCTCGCCGCGCACACCGAAATCTTCGAA
ACGTTCATCAAGAAGAAGGGCCTCGGGCAGGACGCCCAGGACCGGCTGGCGAAGGTGAA
GGAGCTGTTCAAGGGCTTCAAACCGAACACCGACTACGGTTACTATCTGAAGGAGTTCCA
GAAGACCAAACCGAAGACGGGCTAA

Amarelo
F: ATGAACCAAGGAACCAGGAA
R: TCGGTTTGGTCTTCTGGAAC

Amplicon: 1.332pb

Rosa (forward para o reverse do amarelo)
F: TCGAGCTGAACGGAGAAAAG
Amplicon: 921 pb

Azul (reverse para o forward do amarelo)
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R: GTGCTTCGTACAGCGATTGA

Amplicon: 636 pb

>gi|208657766|gb|EU934402.1| TSA: Anopheles darlingi AD-85 putative salivary
protein SG1B mRNA, complete cds

ATGAACCAAGGAACCGGGAAAGCTCTGCTGTTACTACTACTGCTGGTGGTGGTGGACGGT
GCATGGTCCTACCCGGCTGAATCCGATCCGTTTACCGCGGATGACGGTCCGGTGTGTACG
CTGCAGGTTGGCAACGGGCTACTGCAGCAACTCGGCACTCGGCTAACCCTCGCATCGTCC
TCCTCCTCCTCCTCGGCGCTCGAATGCTCTACCGCCTGGACAACGCTACTGCTTCGGTTCC
ACGAGACGCGCAAAAACCTCACCGACTGTGTGGAACGTGAGGAGCGCGCCCGGACCGATC
AAACCTCCGCCACCGACTTCTGCGAGCTGCTGCTCGATGACGTACGGCGTCAGATGCGCC
AGGAACGGCAGCGCCTAACCAGCGAATCCGACCAGCGTCTCCAGGCCATCCAGCHEGAGE
TCAACGEAGAARAGGCCCGCTCGGTACAGCTGACGGCCGATGTCGGTGCCGTACAGCAGG
AGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCTCGTCCTCACCAACGTCGGCATCGGTGATACGAAGC
AAGCGCACCGGTACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAGCAGAAGGAGCAGCAGTCCCAGG
AGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCACTGATCGCGACCGTCTACCGGA
AGGCGGCACACGCGCAGCAACGGGTAGGGTATCTGCTCGATTTCGTGCGCCATCTCGGAC
CGGACGCATCGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTACTGAAGGTGGAGCTGGATAAGC
GCACGCCCGCCTCACAACCCCAAACGCTCGTTATGGCGTTCGATGCGCTGAATGGGACGG
CACCGGACGCGTCGACGGCCGATAGTCCACTGCACAAGCTTTACCTCGACACGTCCGGAC
CGATCGTGCGCGCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGGCGAGTGGCGCACGGTGCGGGACT
TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTGCTACCGGATGCTGCTGACCGTCGATG
CGACCGTCTGGCGGAAGCTCGACTTTAGCAAGTACATCCTAGTGGTTAACACGCTGCCCC
GGTCAACCTTCCGGATGGAAGCGTTCGAGTTGGTGTTTGGATTGATGCGCCGGTACGAAC
GGCAGGATGCCGTACCGCTCGACCGGCTCAAGGTGCTCGCCGCGCACACCGAAATCTTCG
AAACGTTCATCAAGAAGAAGGGTCTCGGGCAGGACGCACAGGACCGGCTGGCGAAGGTG
AAGGAGCTGTTCAAGGGCTTCAAACCGAACACCGACTACGGTTACTACCTGAAGGAGTTC
CAGAAAACCAAACCGAAGACGGGCTAA

Amarelo
F: ATGAACCAAGGAACCGGGAA
R: TCGGTTTGGTTTTCTGGAAC

Amplicon: 1.336 pb
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Anexo 2

Alinhamento das sequencias de nucleotideos geradas pelo sequenciamento
das sequéncias de SG1 e SG1B de An. darlingi coletados de abril a novembro de

2011.

Al1Q041
A11R105
C11R008
Al11006R
C11R007
C11R006
C11R003
B11R010
B11R009
B11R004
B11R002
B11R001
A11R109
A11R106
A11Q3058
Al11Q057
A11Q053
A11Q052
Al11Q(051
A11Q045
A11Q043
A113003
Al113001
A113002
A11G005
A11QR055
B11R007
Al11Q046
B11R008
A11R107
B11R003
A11R102F
Al1R101
B11R005

Al1Q041
A11R105
C11R008
A11006R
C11R007
C11R006
C11R003
B11R010
B11R009
B11R004
B11R002
B11R001
A11R109
A11R106
A11QG058
Al11Q057
A11QG053
A11Q052
Al11Q(051
A11Q045
A11Q043

GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACTTCTGT GAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGACCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGACCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGGT CCCGEGCCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGT CCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGGACCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT
GAGGAGCGGT CCCGEGCCGATCAAACCT CCAGCACGGACT TCTGCGAGCTACTGCTCGAT
GAGGAGCGCGCCCGEGCCGATCAAACCT CCGCCACCGACT TCTGCGAGCTGCTGCTCGAT

kkkkkkk*k kkkkk *kkhkkk *kkhkkkhkkkkx kkk kkhkkkhkkhkkhk khkkhkkk kkhkkkkhkkkhkk*k

GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGT GCGACGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCTAACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCTAACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
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GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCTAACCAGCGAAT CCGATCAGCGC
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCTAACCAGCGAAT CCGATCAGCCC
GACGT GCGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGT GCGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGT
GACGT GCGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGC
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCTAACCAGCGAAT CCGATCAGCGC
GACGTACGGCGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCCC
GACGT GCGACGT CAGAT GCGCCAGGAACGGCAGCGCCT AACCAGCGAAT CCGACCAGCGC

kkkhkkk *k khkkhkkhkkhkkhkdkhkdhkhkhhkhkhhdrhkdhrhrhdrdrkhrdkhrhkdhrdrhrxdx *xk*x%x

CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGGCCGEC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGGCCGEC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCT GGCGEGT
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGACGGCC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCT CGCTCGGTACAGCTGACGECC
CTTCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGGCGAGC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGGCGAGC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGGCGEEC
CTCCAGGCCAT CCAGCT CGAGCT GAACGGAGAAAAGGCCCGCT CGGTACAGCTGGCGGEEC

kk khkkhkkkhkkhkhkkhkhkkhkkkhkhkhkkhhkhhkhkkhhkhkhhkdhkhkhhkhkhhkdkx *hkkhkkhkkhhkdkhkkrkxk*x*x *x

GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCT GTACCGGGAGCT CGT CCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCT GTACCGGGAGCT CGT CCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCT CGT CCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCT CGT CCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCT CGT CCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCT CGT CCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCT CGT CCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCT CGT CCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGECTGTACCGGGAGCT CGT CCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCT CGT CCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCT CGT CCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCT GTACCGGGAGCT CGT CCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCT CGT CCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCT CGT CCTCACCAAC
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GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCT GTACCGGGAGCTCGTCCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGECTGTACCGGGAGCTCGTCCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGECTGTACCGGGAGCTCGTCCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCTCGTCCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCTCGTCCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCTCGTCCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCTCGTCCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCTCGTCCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGECTGTACCGGGAGCTCGT CCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCTCGTCCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCTCGTCCTCACCAAC
GATGT CGGT GCGGTACAGCAAGAGCTAACCCGGECT GTACCGGGAGCTCGTCCTCACGAAC
GATGT CGGT GCGGTACAGCAAGAGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCTCGT CCTCACGAAC
GATGTAGGT GCGGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCTCATCCTCACGAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCTGTACCGGGAGCTCGT CCTCACCAAC
GATGTCGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCT GTACCGGGAGCTCGT CCTCACCAAC
GATGT CGGT GCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGCT GTACCGGGAACT CGTCCTCACCAAC
GATGT CGGT GCGGTACAGCAAGAGCTAACCCGGECTGTACCGGGAGCT CGTCCTCACGAAC
GATGTCGCTGCCGTACAGCAGGAGCTAACCCGGECTGTACCGGGAGCTCGT CCTCACCAAC
GATGTCGCTGCCGTACAGCAAGAGCTAACCCGGCTCTACCGGGAGCTCGT CCTCACCAAC

kkkhkk Kk Kkhkk kkhkkkhkkhkkhkk hhkkhkkhkkhkhkkdkhkhkkhkkhkk Fhkhkkhkhkhkkhkk kkk khkhkkhkkkk Kkkk

GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACAAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACAAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG
GTI'CGGCATCGGT GATACGAAGCAAGCGCACCGGT ACTACCAACGCTACAACGAGCAGCAG

Rk I R S R R

CAGAAGGT GCAGCAAGAGAAGT CGCAGCAGAAAGCGAACCT TCAATCGCTGTACGAAGCG
CAGAAGGT GCAGCAAGAGAAGT CGCAGCAGAAAGCGAACCT TCAATCGCTGTACGAAGCG
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCT TCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCT TCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCT TCAATCGCTGTACGAAGCA
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CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAG ----- CAGCAGT CCCAGGAGCAACAAAAAGCGAACCT TCAATCGCTGTACGAAGCA
CAG ----- CAGCAGT CCCAGGAGCAACAAAAAGCGAACCT TCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGAAGAAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAAGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCG
CAGAAGGAGCAGCAGT CCCAGGAGCAGCAGAAGGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CAGCAGAAGGAGCAG - - CAGCAGCAGCAGAAAGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAATCG
CAGCAGAAGGAGCAAGAGAAGT CGCAGCAGAAAGCGAACCT TCAATCGCTGTACGAAGCG

CACGC------ AACAAGAGAAGT CGCAGCAGAAAGCGAACCTTCAATCGCTGTACGAAGCA
CACGC------ AACAAGAGAAGT CGCAGCAAAAAGCGAACCT TCAATCCCTGTACGAAGCA
CACGC------ AACAAGAGAAGT CGCAGCAAAAAGCGAACCT TCAATCGCTGTACGAAGCA

* %k k * k% * % kkk k*k K*k khkkhkkhkkhkkkhkkhkkhkkkhkk Fhkhkkhkkkhkkhkk ok

CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGGAACGGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGGAACGGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGGGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGGGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGECACACGCGCAGCAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGGGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGGGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGGGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGECACACGCGCAGCAACGGGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGECACACGCGCAGCAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGECACACGCGCAGCAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGECACACGCGCAGGAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGECACACGCGCAGGAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGGAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCACAGGAACGGGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGCAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCCGCATACGT GCAGGAACGGGT CGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCACAGGAACGEGTAGGGTATCTGCTC
CTGATCGCGACCGT CTACCGGAAGGCGGCACACGCGCAGGAACGGEGT CGGGCATCTGCTC

kkkkhkkkhkhkkhhkkhkhkhkkhkk ik khkkhkk *x*x **k* ***% kkk kkhkkkhkkkk *kk *hkkhkkkkk*k
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GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACGCTCTACCGGTTG
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACGCTCTACCGGTTG
GATTTCGT GCGCCAT CT CGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CT CGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CT CGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTA
GATTTCGT GCGCCACCT CGGACCGGACGCACCGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGTTG
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCACCGGACCAGAAGCTGACGCTCTACCGGTTG
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCACCGGACCAGAAGCTGACGCTCTACCGGTTG
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACGCTCTACCGGT TG
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACGCTCTACCGGT TG
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACGCTCTACCGGT TG
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACCATCTACCGGT TG
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCAT CGGACCAGAAGCTGACGCTCTACCGGT TG
GATTTCGT GCGCCAT CTCGGACCGGACGCACCGGAT CAGAAGCTGACGCTCTACCGGT TG
GATTTCGT GCGCCACCT CGGACCGGACGCACCGGACCAGAAGCTGACGCTCTACCGGTTG

khkkkkkhkkhkkhkhkkhkhkkt *khkhkkhhkhkhkhkhhkhkkhhkd*x *kxk,k*x F*xkhkkrkxhkxhkkhk*k kkkkkkkkkx

CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACCCCGGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACCCCGGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGECG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGECG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGECG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCT CGTCATGGECG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCT CGT CATGGECG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCT CGT CATGGECG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACCCCGGCCT CACAACCCCAAACGCT CGTCATGGECG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACCCCGGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGECG
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CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACCCCGGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT CATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT CATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT CATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT CATGGCG
CTGAAGGT GGAGCT GGATAAGCGCACGCCCGCCT CACAACCCCAAACGCTCGT TATGGCG

khkkhkkhkkhkhkhkhkkhhkhhkhkhkhkdhkhhkhhdd *x% *kdkdkddhkdrhrxdkrhkdrxdrxhkrdx *rxkx*x

TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCAGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCAGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGT CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGT CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCMGATAGT CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGACAGT CCACTCCACAAG
TTCGATGCGT TGAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACAGCAGACAGT CCACTGCACAAG
TTCGATGCGT TGAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACAGCAGACAGT CCACTGCACAAG
TTCGATGCATTGAAT GGGACCGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTCCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCAGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCAGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCGT TGAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACGGCCGACAGT CCACT CCACAAG
TTCGATGCCGCT GAAT GGAACCGCACCGGACGCGT CGACGGCAGATAGI CCACTGCACAAG
TTCGATGCCCT GAAT GGGACGGCACCGGACGCGT CGACAGCAGACAGT CCGCTCCACAAG

kkkkkkk*k kkkhkkkkhk *k khkkhkkkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkkkhkkhk *k *k *kkhkkkk *k K*hkkkk*k

CTGTACCTCGACACGT CCGGACCGATCGT GCGT GCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTGTACCTCGACACGT CCGGACCGATCGT GCGT GCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGATCGT GCGCGCCT GGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGATCGT GCGCGCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGAT CGT GCGCGCCT GGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGATCGT GCGCGCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGAT CGT GCGCGCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGATCGT GCGCGCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGATCGT GCGCGCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGATCGT GCGCGCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGAT CGT GCGCGCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGAT CGT GCGCGCCT GGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGAT CGT GCGCGCCT GGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGAT CGT GCGCGCCT GGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGAT CGT GCGCGCCT GGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGAT CGT GCGCGCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGAT CGT GCGCGCCT GGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGAT CGT GCGCGCCT GGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGAT CGT GCGCGCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGAT CGT GCGCGCCT GGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGAT CGT GCGCGCCT GGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGAT CGT GCGCGCCT GGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
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CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGATCGT GCGCGCCT GGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGATCGT GCGT GCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGATCGT GCGT GCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGATCGT GCGT GCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGATCGT GCGT GCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGATCGT GCGT GCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGATCGT GCGT GCCTGGCAGCAGCAGATCGTCGCCGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGAT CGT GCGCGCCT GGCAGCAGCAGATCGT CGCCGEC
TTCTACCTCGACACGT CCGGACCGAT CGT GCGT GCCT GGCAGCAGCAGATCATCCGCTGGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGATCGT GCGT GCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTTTACCTCGACACGT CCGGACCGATCGT GCGT GCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC
CTGTACCTCGACACGT CCGGACCGATCGT GCGT GCCTGGCAGCAGCAGATCATCGCTGEC

* hkkkhkkhkkhkkkhkhkhkhkhkhkhkhkdhkhkhkhkhkhhkdhkhhhd dhkhkdhkhkdkxhkrhkdrhrxdkx *xk* **x%

GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACT ATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACT ATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACT ATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACT ATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACT ATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACT ATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACT ATCCGGACTACTATCAGCGCTGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACT ATCCGGACTACTATCAGCGCTCGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTGCTAC
GAGT GGCGCACGGT GCGGGACT TTGCCGAGCACTATCCGGACTACTATCAGCGCTGCTAC

R I S O I

CGGATGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
CGGATGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
CGGATGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
CGGATGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
CGGATGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
CGGATGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
CGGATGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
CGGATGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
CGGATGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
CGGATGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
CGGATGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
CGGATGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
CGGATGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
CGGATGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
CGGATGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
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CGGATCGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACTTTAGCAAGTACATC
CGGATCGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACTTTAGCAAGTACATC
CGGATCGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACTTTAGCAAGTACATC
CGGATCGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACTTTAGCAAGTACATC
CGGATCGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACTTTAGCAAGTACATC
CGGATCGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACTTTAGCAAGTACATC
CGGATCGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACTTTAGCAAGTACATC
CGGATCGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACTTTAGCAAGTACATC
CGGATCGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACTTTAGCAAGTACATC
CGGATCGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACTTTAGCAAGTACATC
CGGATCGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
CGGATCGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACTTTAGCAAGTACATC
CGGATCGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
CGGATCGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGECAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
CGGATCGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGECAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
CGGATCGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGECAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
CGGATCGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC
CGGATCGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGECAGCTCGACTTTAGCAAGTACATC
CGGATCGCTGCTGACCGT CGATGCGACCGT CTGGCGGAAGCTCGACT TTAGCAAGTACATC

EE Rk I S S I S S R O O

CTAGTGGTCAACACACTGCCCCGGT CCACGT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTCAACACACTGCCCCGGT CCACGT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCT GCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCT GCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCT GCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCT GCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTCAACACACTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCCGGT CAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTCAACACACTGCCCCGGT CCACGT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTCAACACGCTGCCCCGGT CCACGT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTCAACACACTGCCCCGGT CCACGT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTGCCCTGGT CAACCT TCCGGATGGAGGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTCAACACACTGCCCCGGT CCACGT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
CTAGTGGTTAACACGCTACCCCGCTCAACCT TCCGGATGGAAGCGT TCGAGI TGGT G
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Anexo 3

Alinhamento das sequencias de aminoacidos traduzidas da sequencia de
nucleotideos geradas pelo sequenciamento das sequéncias de SG1 e SG1B de An.
darlingi coletados de abril a novembro de 2011.

Al1(041_1
A11R105_1
Al113001_1
A113002_1
A113003_1
C11R008_1
A11Q006R 1
C11R007_1
C11R006_1
C11R003_1
B11R010_1
B11R009_1
B11R004_1
B11R002_1
B11R001_1
A11R109_1
A11R106_1
A113058_1
Al11Q(057_1
A113(053_1
Al113052_1
Al11G(051_1
Al11QR045_1
Al11G(043_1
A113005_1
B11R008_1
A11QR055_1
B11R0O07_1
Al11G(046_1
Al11R107_1
Al11R101_1
B11R005_1
A11R102F_1
B11R003_1

Al1(041_1
A11R105_1
Al11(001_1
Al113002_1
Al113003_1
C11R008_1
Al11Q006R 1
C11R007_1
C11R006_1
C11R003_1
B11R010_1
B11R009_1
B11R004_1
B11R002_1
B11R001_1
A11R109_1
A11R106_1
Al113058_1
Al1QR057_1
A11GR053_1
Al113052_1
Al11(051_1

EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLAG
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QL ELNGEKARSVQLAG
EERSRADQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLAG
EERARSDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLTA
EERSRADQT SSTDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QLELNGEKARSVQLAG
EERARADQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QL ELNGEKARSVQLAG
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QL ELNGEKARSVQLAS
EERARTDQT SATDFCEL L L DDVRRQVRQERQRL TSESDQRL QAl QL ELNGEKARSVQLAS
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DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKVQQEKSQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKVQQEKSQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVL TNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
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Al11Q045_1
Al11Q(043_1
A113005_1
B11R008_1
A11QR055_1
B11R0O07_1
Al11Q(046_1
Al11R107_1
A11R101_1
B11R005_1
A11R102F_1
B11R003_1

Al1(041_1
A11R105_1
Al11(001_1
A113002_1
A113003_1
C11R008_1
A11Q006R 1
C11R007_1
C11R006_1
C11R003_1
B11R010_1
B11R009_1
B11R004_1
B11R002_1
B11R001_1
A11R109_1
A11R106_1
A113058_1
Al1QR057_1
A11QR053_1
Al11Q3052_1
Al11G(051_1
Al11Q045_1
Al11QR043_1
A113R005_1
B11R008_1
Al11QR055_1
B11R0O07_1
Al11G(046_1
A11R107_1
A11R101_1
B11R005_1
A11R102F_1
B11R003_1

Al1(041_1
A11R105_1
Al11(001_1
Al113002_1
A113003_1
C11R008_1
Al11Q006R 1
C11R007_1
C11R006_1
C11R003_1
B11R010_1
B11R009_1
B11R004_1
B11R002_1
B11R001_1

DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVL TNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKEQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVL TNVG GDTKQAHRYYQRYNKQQQ - QQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVL TNVG GDTKQAHRYYQRYNKQQQ - QQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELI LTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQKKQQSQEQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVL TNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQOKEQQQ- QUKANLQSLYES
DVAAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQQ - QEKSQQKANL QSLYEA
DVAAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQQ - QEKSQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVLTNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQQ - QEKSQQKANL QSLYEA
DVGAVQQEL TRLYRELVL TNVG GDTKQAHRYYQRYNEQQQOKEQEKSQQKANL QSLYEA

** ************* ******************** * k k * . ***********

LI ATVYRKAAHAQERVGYL L DFVRHL GPDASDQKL TL YRL L KVEL DKRTPASQPQTLVNMVA
LI ATVYRKAAHAQERVGYL L DFVRHL GPDASDQKL TL YRL L KVEL DKRTPASQPQTLVMVA
LI ATVYRKAAHAQQRVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVNMA
LI ATVYRKAAHAQQORVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVNMA
LI ATVYRKAAHAQQRVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVMA
LI ATVYRKAAHAQQORVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVNMA
LI ATVYRKAAHAQQRVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVMA
LI ATVYRKAAHAQORVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVNMA
LI ATVYRKAAHAQQRVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVNMA
LI ATVYRKAAHAQQORVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVMA
LI ATVYRKAAHAQQRVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVNMA
LI ATVYRKAAHAQQORVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVMA
LI ATVYRKAAHAQQRVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVMA
LI ATVYRKAAHAQORVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVMA
LI ATVYRKAAHAQQRVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVNMA
LI ATVYRKAAHAQQRVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVMA
LI ATVYRKAAHAQORVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVMA
LI ATVYRKAAHAQORVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVMA
LI ATVYRKAAHAQQORVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVNMA
LI ATVYRKAAHAQORVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVNMA
LI ATVYRKAAHAQORVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVMA
LI ATVYRKAAHAQQRVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVMA
LI ATVYRKAAHAQQRVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVNMA
LI ATVYRKAAHAQQRVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVNMA
LI ATVYRKAAHAQERVGYL L DFVRHL GPDAPDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVNMA
LI ATVYRKAAHAQQRVGYL L DFVRHL GPDASDQKL TL YRL L KVEL DKRTPASQPQTLVMVA
LI ATVYRKAAHAQERVGYL L DFVRHL GPDAPDQKL TL YRL L KVEL DKRTPASQPQTLVNMVA
LI ATVYRKAAHAQERVGYL L DFVRHL GPDAPDQKL TL YRL L KVEL DKRTPASQPQTLVNMVA
LI ATVYRKAAHAQQORVGYL L DFVRHL GPDASDQKL TL YRL L KVEL DKRTPASQPQTLVNMVA
LI ATVYRKAAHAQERVGYL L DFVRHL GPDASDQKL TL YRL L KVEL DKRTPASQPQTLVMVA
LI ATVYRKAAHAQERVGYL L DFVRHL GPDAPDQKL TL YRL L KVEL DKRTPASQPQTLVNVA
LI ATVYRKAAHAQERVGHL L DFVRHL GPDAPDQKL TL YRL L KVEL DKRTPASQPQTLVNMVA
LI ATVYRKAAYVQERVGYL L DFVRHL GPDASDQKL TL YRL LKVEL DKRTPASQPQTLVNMVA
LI ATVYRKAAHAQQORVGYL L DFVRHLGPDASDQKLTI YRLLKVEL DKRTPASQPQTLVNMA

kkkkkkhkkkk- E R S CE S I O Rk U O S O S

FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY

74



A11R109_1
A11R106_1
A113058_1
Al11Q(057_1
A11Q(053_1
Al113052_1
Al11Q(051_1
Al11Q045_1
Al11Q(043_1
A113005_1
B11R008_1
A11QR055_1
B11R0O07_1
Al11Q(046_1
Al11R107_1
Al11R101_1
B11R005_1
A11R102F_1
B11R003_1

Al1(041_1
A11R105_1
Al113001_1
A113002_1
A113003_1
C11R008_1
A11Q006R 1
C11R007_1
C11R006_1
C11R003_1
B11R010_1
B11R009_1
B11R004_1
B11R002_1
B11R001_1
A11R109_1
A11R106_1
A113058_1
Al1QR057_1
Al11GR053_1
Al113052_1
Al11G(051_1
Al11Q045_1
Al11Q(043_1
A113005_1
B11R008_1
Al11QR055_1
B11R007_1
Al1QR046_1
Al11R107_1
Al11R101_1
B11R005_1
A11R102F_1
B11R003_1

FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ VAGEWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ VAGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKLYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
FDALNGTAPDASTADSPLHKFYLDTSGPI VRAWQQQ | AGEVWRTVRDFAEHYPDYYQRCY
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RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVRQLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVRQLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRQLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVWRKLDFSKY! LVVNTLPWSTFRVEAFELV
RMLLTVDATVRQLDFSKY! LVVNTLPRSTFRVEAFELV

R I U S R S O O O S G
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Anexo 4 - Regides onde foram desenhados os primers que amplificaram as
sequéncias da TRAP, dominio-A e TSR de Plasmodium falciparum.

Plasmodium falciparum partial trap gene, isolate BK3-17
GenBank: A]581767.1

1A TATTTAGTCATTGTGTTTTTGATTTTCTTTGATTTG

61 TTTCTAGTTAATGGTAGAGATGTGCAAAACAATATAGTGGATGAAATAAAATATCGTGAA

121 GAAGTATGTAATGATGAGGTAGATCTTTACCTTCTAATGGATTGTTCTGGAAGTATACGT
181 CGTCATAATTGGGTGAAGCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAAT
241 CTTAATGAAAATGCAATTCACTTATATGTTAATATTTTTTCAAACAATGCAAGGGAAATT
301 ATTAGATTACATAGTGATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGGCTTTATTTATTATAAAGTCA
361 CTCTTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACTTAACTGATGCACTGTTACAAGTA
421 AGAAAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAGTCAATTAGTTGTTATATTA
481 ACAGATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGAT
541 CTTGGTGTTAAAATAGCTGTTTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGA
601 TTTCTTGTAGGTTGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATACTGATTCTGCATGG
661 GAAAATGTAAAAAATGTTATCGGACCCTTTATGAAGGCTGTTTGTGTTGAAGTAGAAAAA
721 ACAGCAAGTTGTG CCATGTAGTGTAACTTGTGGTAAAGGT

781.ACCAGGTCAAGAAAAAGAGAAATCTTACACGAAGGATGTACAAGTGAATTACAAGAACAA

841 TGTGAAGAAGAAAGATGTC GATG
901 GATCAACCTAGACCAAGAGGAGATAATTTTGCTGTCGAAAAACCAAAAGAAAATATA

961 ATAGATAATAATCCACAAGAACCTTCACCAAATC

Sublinhado (PRIMER 1)

primer F: 5-AATGGTAGAGATGTGCAAAACAA-3’ (TRAP-A1345 F)
primer R: 5’-AGACCATTCGTCCCAAACAC-3’ (TRAP-A12 R)
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No mispriming library specified
Using l-based sequence positions

OLIGO start _len tm gck any 3' seq
LEFT PRIMER 70 23 58.69 34.78 4.00 0.00 AATGGTAGAGATGTGCAAAACAA
RIGHT PRIMER 753 20 59.83 50.00 5.00 0.00 AGACCATTCGTCCCAAACAC

SEQUENCE SIZE: 994
INCLUDED REGION SIZE: 994

PRODUCT SIZE: 684, PAIR ANY COMPL: 6.00, PAIR 3' COMPL: 0.00
TARGETS (start, len)*: 160,436

Verde (PRIMER 2)

primer F: 5-TGAATCATCTTGGGAATGTTAAA-3’ (TRAP-A2 F)
primer R: 5’-AGACCATTCGTCCCAAACAC-3’ (TRAP-A12 R)

4 LEFT PRIMER 2 23 58.48 30.43 5.00 3.00 TGAATCATCTTGGGAATGTTAAA
RIGHT PRIMER 753 20 59.83 50.00 5.00 0.00 AGACCATTCGTCCCAAACAC
PRODUCT SIZE: 752, PAIR ANY COMPL: 6.00, PAIR 3' COMPL: 0.00

Laranja (PRIMER 3)

primer f: 5’-AATGGTAGAGATGTGCAAAACAA-3’' (TRAP-A1345 F)
primer r: 5’-ATCTTCGGGTTCATGTGGAA-3’ (TRAP-A3 R)

3 LEFT PRIMER 70 23 58.69 34.78 4.00 0.00 AATGGTAGAGATGTGCAAAACAA
RIGHT PRIMER 903 20 60.32 45.00 4.00 2.00 ATCTTCGGGTTCATGTGGAA
PRODUCT SIZE: 834, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 1.00

Azul (PRIMER 4)

primer f: 5’-AATGGTAGAGATGTGCAAAACAA-3’' (TRAP-A1345 F)
primerr: 5’-TAATGGTTCCCGITTTGGAG 3° (TRAP-AA R

1 LEFT PRIMER 70 23 58.69 34.78 4.00 0.00 AATGGTAGAGATGTGCAAAACARA
RIGHT PRIMER 879 20 59.79 45.00 3.00 0.00 TAATGGTTCCCGTTTTGGAG
PRODUCT SIZE: 810, PAIR ANY COMPL: 6.00, PAIR 3' COMPL: 3.00

(PRIMER 5)

Primer F: 5’-AATGGTAGAGATGTGCAAAACAA-3’ (TRAP-A1345 F)

Primer R: 5’-TCT AAT GGT TCC CGT TTT GG-3’ ENTRE ()

2 LEFT PRIMER 70 23 58.69 34.78 4.00 0.00 AATGGTAGAGATGTGCAAAACAA
RIGHT PRIMER 881 20 59.79 45.00 3.00 0.00 TCTAATGGTTCCCGTTTTGG
PRODUCT SIZE: 812, PAIR ANY COMPL: 6.00, PAIR 3' COMPL: 3.00
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Anexo 5- Alinhamento das sequencias de nucleotideos da proteina TRAP, dominios
A e TSR, em diferentes espécies de Plasmodium.

Pf9- A
Pf 44- A
Pf 84- A
PF87- A
Pf94- A
Pfl1-A
Pf7- A2
Pf99- A
Pf 100- A
Pf 98- A
PF39- A
Pf 38- A
Pf 34- A
Pf17- A2
Pf17-A
Pf13-A
Pf 17V50
Pf 20ERM
Pf51JM
Pf 19VGP
Pf 22VDB
Pf 38CS
Pf90- A
Pf 344

Pf9- A
Pf 44- A
Pf 84- A
PF87- A
Pf94- A
Pf1-A
Pf7- A2
Pf99- A
Pf 100- A
Pf 98- A
PF39- A
Pf 38- A
Pf 34- A
Pf17- A2
Pf17-A
Pf13-A
Pf 17V50
Pf 20ERM
Pf51JM
Pf 19VGP
Pf 22VDB
Pf 38CS
Pf90- A
Pf 344

Pf9- A
Pf 44- A
Pf 84- A
PF87- A
Pf 94- A
Pf1-A
Pf7- A2
Pf99- A

CATAATTGGGT GAACCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAACCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAACCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAACCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAACCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAACCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAACCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAACCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAACCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAACCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAACCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAACCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGTGAACCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAACCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAACCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGTGAACCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAAGCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAAGCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAAGCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAAGCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAAGCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAAGCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAAGCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT
CATAATTGGGT GAAGCATGCAGTACCTCTAGCTATGAAATTGATACAACAATTAAATCTT

LR O R O S O O O R

AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT
AATGAAAATGCAATTCACTTATATGCTAATATTTTTTCAAACAATGCAAAAGAAATTATT

R I O S O O R

AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC

78



Pf 100- A
Pf 98- A
PF39- A
Pf 38- A
Pf 34- A
Pf17- A2
Pf17-A
Pf13-A
Pf 17V50
Pf 20ERM
Pf51JM)
Pf 19VGP
Pf 22VDB
Pf 38CS
Pf90- A
Pf 344

Pf9- A
Pf 44- A
Pf 84- A
PF87- A
Pf94- A
Pf1-A
Pf7- A2
Pf99- A
Pf 100- A
Pf 98- A
PF39- A
Pf 38- A
Pf 34- A
Pf17- A2
Pf17-A
Pf13-A
Pf 17V50
Pf 20ERM
Pf51JM
Pf 19VGP
Pf 22VDB
Pf 38CS
Pf90- A
Pf 344

Pf9- A
Pf 44- A
Pf 84- A
PF87- A
Pf94- A
Pfl1-A
Pf7- A2
Pf99- A
Pf 100- A
Pf 98- A
PF39- A
Pf 38- A
Pf 34- A
Pf17- A2
Pf17-A
Pf13-A
Pf 17V50
Pf 20ERM
Pf51JM
Pf 19VGP
Pf 22VDB

AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC
AGATTACATAGT GATGCATCTAAAAACAAAGAGAAGCCTTTAATTATTATAAAGTCACTC

LR I S O

TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA
TTAAGTACAAATCTTCCATATGGTAGAACAAACT TAAGT GATGCACTGT TACAAGTAAGA

LR I S O I

AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
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Pf 38CS
Pf90- A
Pf 344

Pf9- A
Pf 44- A
Pf 84- A
PF87- A
Pf94- A
Pf1-A
Pf7- A2
Pf99- A
Pf 100- A
Pf 98- A
PF39- A
Pf 38- A
Pf 34- A
Pf17- A2
Pf17-A
Pf13-A
Pf 17V50
Pf 20ERM
Pf51JM)
Pf 19VGP
Pf 22VDB
Pf 38CS
Pf90- A
Pf 344

Pf9- A
Pf 44- A
Pf 84- A
PF87- A
Pf 94- A
Pf1-A
Pf7- A2
Pf99- A
Pf 100- A
Pf 98- A
PF39- A
Pf 38- A
Pf 34- A
Pf17- A2
Pf17-A
Pf13-A
Pf 17V50
Pf 20ERM
Pf51JM)
Pf 19VGP
Pf 22VDB
Pf 38CS
Pf90- A
Pf 344

Pf9- A
Pf 44- A
Pf 84- A
PF87- A
Pf 94- A
Pfl1-A
Pf7- A2
Pf99- A

AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA
AAACATTTAAATGACCGAATCAATAGAGAGAATGCTAATCAATTAGT TGT TATATTAACA

LR I O O R R O I S R O

GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT
GATGGAATTCCAGATAGTATTCAAGATTCATTAAAAGAATCAAGAAAATTAAATGATCGT

R I S S O I

GGTGTTAAAATACCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATAGCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATACCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATACCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATAGCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATAGCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATACCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATAGCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATAGCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATAGCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATAGCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATAGCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATAGCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATAGCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATAGCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATAGCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATAGCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATAGCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATAGCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATAGCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATAGCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATAGCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATAGCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT
GGTGTTAAAATAGCTGI TTTTGGTATTGGACAAGGTATTAATGTAGCTTTCAACAGATTT

Rk S kR

CTTGTAGGTI TGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGTI TGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGI TGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGI TGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGTI TGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGTI TGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGT TGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGTI TGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
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Pf 100- A
Pf 98- A
PF39- A
Pf 38- A
Pf 34- A
Pf17- A2
Pf17-A
Pf13-A
Pf 17V50
Pf 20ERM
Pf51JM)
Pf 19VGP
Pf 22VDB
Pf 38CS
Pf90- A
Pf 344

Pf9- A
Pf 44- A
Pf 84- A
PF87- A
Pf94- A
Pfl1-A
Pf7- A2
Pf99- A
Pf 100- A
Pf 98- A
PF39- A
Pf 38- A
Pf 34- A
Pf17- A2
Pf17-A
Pf13-A
Pf 17V50
Pf 20ERM
Pf51JM
Pf 19VGP
Pf 22VDB
Pf 38CS
Pf90- A
Pf 344

Pf9- A
Pf 44- A
Pf 84- A
PF87- A
Pf 94- A
Pfl1-A
Pf7- A2
Pf99- A
Pf 100- A
Pf 98- A
PF39- A
Pf 38- A
Pf 34- A
Pf17- A2
Pf17-A
Pf13-A
Pf 17V50
Pf 20ERM
Pf51JM
Pf 19VGP
Pf 22VDB

CTTGTAGGTTGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGTTGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGTTGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGTTGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGT TGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGTTGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGTTGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGT TGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGTTGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGTTGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGT TGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGT TGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGT TGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGT TGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGT TGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA
CTTGTAGGT TGTCATCCATCAGATGGTAAATGTAACTTGTATGCTGATTCTGCATGGGAA

LR I S O R S O O

AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGT CTGTTTGT GT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGT CTGTTTGTGT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGT CTGTTTGT GT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGT CTGTTTGT GT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGT CTGTTTGT GT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGGCTGTTTGTGT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGGCTGT TTGTGT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGGCTGTTTGTGT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGGCTGTTTGTGT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGGCTGTTTGTGT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGGCTGTTTGT GT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGGCTGTTTGT GT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGGCTGTTTGT GT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGGCTGTTTGTGT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGGCTGT TTGTGT TGAAGTAGAAAAAAC

AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGGCTGTTTGT GT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGT CTGTTTGT GT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGT CTGTTTGT GT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGT CTGTTTGT GT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGGCTGT TTGT GT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGGCTGTTTGT GT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCTTTATGAAGGCTGT TTGTGT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCT TTATGAAGGCTGT TTGT GT TGAAGTAGAAAAAACA
AATGTAAAAAATGT TATCGGACCCT TTATGAAGGCTGT TTGT GT TGAAGTAGAAAAAACA

R I R S O O O R

GCAAGTI TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
GCAAGTI TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
GCAAGTI TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
GCAAGTI TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
GCAAGTI TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
GCAAGTI TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
GCAAGTI TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
GCAAGTI TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
GCAAGTI TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
GCAAGTI TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
GCAAGT TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
GCAAGTI TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
GCAAGTI TGTGGTGT TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
GCAAGT TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
GCAAGTI TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
GCAAGTI TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
GCAAGTI TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
GCAAGTI TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
GCAAGTI TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
GCAAGTI TGTGGTGT TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
GCAAGTI TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
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Pf 38CS GCAAGTI TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGTGTAACT TGTGGTAAAGGTACC

Pf90- A GCAAGTI TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
Pf 344 GCAAGTI TGTGGTGI TTGGGACGAATGGT CTCCATGTAGT GTAACT TGTGGTAAAGGTACC
LR I O O I R O I O
Pf9- A AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
Pf 44- A AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
Pf 84- A AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
PF87- A AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
Pf94- A AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
Pf1-A AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
Pf7- A2 AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
Pf99- A AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
Pf 100- A AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
Pf 98- A AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
PF39- A AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
Pf 38- A AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
Pf 34- A AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
Pf17- A2 AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
Pf17-A AGGT CAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
Pf13-A AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
Pf 17V50 AGGT CAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
Pf 20ERM AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
Pf51JM AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
Pf 19VGP AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
Pf 22VDB AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
Pf 38CS AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG
Pf90- A AGGTCAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG

Pf 344 AGGT CAAGAAAAAGAGAAAT CTTACACGAAGGATGTACAAG

Rk O S S R O O



Anexo 5 - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina TRAP, dominios
A e TSR, em diferentes espécies de Plasmodium.

PfO9-A 1

Pf 22VDB_1
Pf 38CS_1
Pf90-A 1
Pf344 1

PfO9-A 1

HNW/NHAVPLAMKLT QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/NHAVPLAMKLI QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/NHAVPLAMKLT QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/NHAVPLAMKLIT QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/NHAVPLAMKLT QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/NHAVPLAMKLI QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/NHAVPLAMKLT QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/NHAVPLAMKLI QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/NHAVPLAMKLI QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/NHAVPLAMKLI QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/NHAVPLAMKLI QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/NHAVPLAMKLI QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/NHAVPLAMKLI QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/NHAVPLAMKLI QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/NHAVPLAMKLI QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/NHAVPLAMKLT QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/KHAVPLAMKLI QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/KHAVPLAMKLI QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/KHAVPLAMKLI QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/KHAVPLAMKLI QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/KHAVPLAMKLI QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/KHAVPLAMKLI QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/KHAVPLAMKLI QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL
HNW/KHAVPLAMKLI QQLNLNENAI HLYANI FSNNAKEI | RLHSDASKNKEKALI | | KSL

Sk SRR S O S I O

LSTNLPYGRTNL SDALL QVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALL QVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALLQVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALLQVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALLQVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALLQVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALLQVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALLQVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALLQVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALLQVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALLQVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALLQVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALLQVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALL QVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALLQVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALLQVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALLQVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALL QVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALL QVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALLQVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALLQVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALLQVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALLQVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDG PDSI QDSLKESRKLNDR
LSTNLPYGRTNL SDALLQVRKHLNDRI NRENANQLVVI LTDGE PDSI QDSLKESRKLNDR

Rk R S O O R

GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKSVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKSVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKSVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKSVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKSVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKAVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKAVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKAVCVEVEKT
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Pf100-A 1
Pf98-A 1
PF39-A 1
Pf38-A 1
Pf34-A 1
Pf17-A2_1
Pf17-A 1
Pf13-A 1
Pf 17V50_1
Pf 20ERM 1
Pf51IMI_1
Pf 19VGP_1
Pf 22VDB_1
Pf 38CS_1
Pf90-A 1
Pf344 1

PfO9-A 1

GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKAVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKAVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKAVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKAVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKAVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKAVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKAVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKAVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFVKSVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKSVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKSVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKAVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKAVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKAVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKAVCVEVEKT
GVKI AVFG GQG NVAFNRFLVGCHPSDGKCNL YADSAVENVKNVI GPFMKAVCVEVEKT

LR O S R O TR O

ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX
ASCGVWDEWSPCSVTCGKGTRSRKREI LHEGCTX

Rk I S O O
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Anexo 6

2x Lysis Buffer (pH 8.0)

0.1M
1.0M
10 mM
10% (v/v)
0.5 mM
1x
0.4ul/ml

Affinity Loading Buffer (pH 8.0)
0.05M
0.5M
50 mM
5% (v/v)
0.5 mM

His-Fusion Wash Buffer (pH 8.0)
0.1 M
1.0M
50 mM
5% (v/v)
2% (v/v)
0.5 mM

His-Fusion Elution Buffer (pH 8.0)

0.05M

0.5 M
250 mM
5% (v/v)
0.5 mM

sodium phosphate monobasic
Sodium chloride
Imidazole
glycerol
TCEP
Protease inhibitor

Benzonase nuclease

sodium phosphate monobasic
Sodium Chloride
Imidazole
Glycerol
TCEP

Sodium phosphate monobasic
Sodium Chloride
Imidazole
Glycerol
Triton-X 100
TCEP

Sodium phosphate
Sodium Chloride
Imidazole
Glycerol
TCEP
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GST-Fusion Wash Buffer (pH 8.0)
50 mM
500 mM
5% (v/v)
0.5 mM
1x

GST-Fusion Elution Buffer (pH 8.0)
50 mM
500 mM
5% (v/v)
9 mg/ml
0.5 mM
1x

Tris-HCI
Sodium chloride
Glycerol
TCEP

Protease inhibitor

Tris-HCI
Sodium chloride
Glycerol
L-glutathione
TCEP

Protease inhibitor

Tabela 1 - Tampdes utilizados na purificagdo das proteinas - saglin recombinante e

TRAP-A recombinante.
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