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Resumo

A espécie invasora de origem asiatica Limnoperna fortunei, conhecida como
mexilh&o dourado, foi identificada pela primeira vez no Brasil em 1998 no Rio Grande
do Sul e, deste entdo, vem provocando grandes danos econémicos e ambientais, tais como
paradas de turbinas em hidrelétricas, entupimento de tubulacGes, morte de peixes, etc,
principalmente por sua capacidade de fixacdo e proliferagdo. Neste contexto, o
desenvolvimento de métodos capazes de propiciar sua caracterizacdo com vistas ao
controle das formas larvais e adultas é de grande interesse econdmico, cientifico e
tecnoldgico. Desde 2014 iniciativas como a elucidacdo do transcriptoma, genoma
mitocondrial e mais recentemente da disponibilidade de dados genémicos dessa espécie
tem permitido a aplicacdo de ferramentas moleculares que permitem estabelecer relagdes
de expressdo génica diferencial frente a exposi¢do a condi¢cbes ambientais ou agentes
diversos. Nesse trabalho, nos reportamos a identificacdo de 3.233 proteinas de L. fortunei
via anélise em larga escala (shotgun) empregando-se a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS/MS). Proteinas de interesse tais como aquelas
relacionadas a processos secretorios do parasito bem como varios receptores de
membrana representam novos alvos passiveis de intervencdo para o controle da espécie.
Atencao particular foi dada as subunidades do proteassoma identificadas nesse trabalho.
Esse complexo proteolitico é o principal responsavel por degradacdo intracelular de
proteinas em eucariotos e constitui alvo interessante para acao de drogas que modulam
sua atividade. Neste contexto, o proteassoma 20S de L. fortunei foi obtido em grau
satisfatorio de homogeneidade e suas atividades peptidasicas avaliadas por meio de
peptideos fluorogénicos. Analises de LC-MS/MS permitiram a identificacdo de 13 das 14
subunidades que compdem a porcao catalitica do proteassoma 20S. Ademais, 0os dados
de protedmica permitiram confirmar a expressdo dos principais representantes do sistema
proteolitico de degradacéo intracelular dependente de ubiquitina e proteassoma 26S em
L. fortunei. A Gltima abordagem desse trabalho consistiu no bioensaio com a exposicao
do molusco a diferentes concentragdes do moluscicida niclosamida (0,25 a 8,0 mg.L™?)
para avaliacdo das alteracGes protedmicas induzidas. Ao todo, 46 proteinas
diferencialmente expressas entre os individuos dos grupos controle e teste foram

apontadas. Os resultados obtidos com esta abordagem constituem o primeiro inventario



do proteoma expresso da espécie invasora L. fortunei e podem contribuir com a
proposi¢do racional de novos alvos moleculares para programas de controle e
monitoramento desse bioinvasor.

Palavras chave: Limnoperna fortunei, analise protedbmica, LC-MS/MS,
niclosamida, proteassoma.



Abstract

The Asian invasive species Limnoperna fortunei, known as the golden mussel,
was first identified in Brazil in 1998 in Rio Grande do Sul and, since then, has been
causing great economic and environmental damage mainly due to its capacity to fixation
and proliferation. In this context, the development of methods aimed at their
characterization for the control of larval and adult forms is of great economic, scientific
and technological interest. Since 2014 initiatives such as the elucidation of its
transcriptome, mitochondrial genome and more recently the availability of genomic data
have allowed the application of molecular tools for validation of its predicted genes and
evaluation of differential gene expression upon its exposure to environmental conditions
or various agents. In this work, we report the identification of 3233 L. fortunei proteins
via large-scale analysis (shotgun) using liquid chromatography coupled to mass
spectrometry (LC-MS/MS). Proteins of interest such as those related to secretory
processes in addition to various membrane receptors represent novel targets for
intervention and control of the species. Particular attention was given to the proteasome
subunits identified in this work. This proteolytic complex is the main responsible for
intracellular degradation of proteins in eukaryotes and the modulation of its activity by
drugs has proven beneficial under various conditions. Here, the 20S proteasome of L.
fortunei was obtained to a satisfactory degree of homogeneity and its peptidase activities
evaluated by means of fluorogenic peptides. LC-MS / MS analyses allowed the
identification of 13 out of 14 subunits that make up the catalytic portion of the 20S
proteasome. In addition, the shotgun proteomic data allowed to confirm the expression of
the main components of the ubiquitin-proteasome system in L. fortunei. The last approach
consisted in exposing the mollusk to different concentrations of the molluscicide
niclosamide (0.25 to 8.0 mg.L-1) to evaluate the induced proteomic alterations. In all, 46
differentially expressed proteins between the individuals were pointed out. The results
obtained with this approach constitute the first inventory of the expressed proteome of
the invasive species L. fortunei. It has the potential to contribute with the rational

proposition of new molecular targets for the control and monitoring of this bioinvasor.

Key words: Limnoperna fortunei, proteomic analysis, LC-MS/MS, niclosamide,

proteasome.
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Capitulo 1

Limnoperna fortunei, o mexilhdo dourado



1. Introducéao

1.1.  Espécies exoticas invasoras

Desde o inicio dos processos cultivo e criagdo de animais muitas espécies foram
transportadas do seu local de origem, tanto propositalmente quanto acidentalmente. Deste
modo, muitas espécies de plantas, insetos e animais foram inseridos em novos habitats.
Seja para uso comercial, ornamental ou ndo intensional, o transporte das espécies exoticas
invasoras (EEI) vem se intensificando, principalmente devido ao grande fluxo de
embarcacOes, aeronaves e veiculos terrestres. Ainda que ndo estejam em seu habitat
natural, as EEI sdo capazes de se adaptarem as novas condi¢des sem o auxilio humano, e
se dispersarem para além do local de introducdo. Adicionado ao seu fator de
adaptabilidade, a auséncia de predadores naturais no novo ambiente favorece sua

prospeccdo [1,2].

As EEI causam impactos aos ambientes invadidos, as espécies nativas e até
mesmo para as atividades humanas. Este processo é conhecido como invasdo bioldgica e
decorre da vantagem competitiva e dominancia da espécie invasora em relacdo as
espécies locais. Diversas caracteristicas dos ecossistemas parecem influenciar a
susceptibilidade destes a invasfes biologicas. De forma geral, a variacdo espacial e
temporal na dispinibilidade de recursos é o pardmetro que melhor explica a
vulnerabilidade de um ambiente [3].

As EEI sdo capazes de causar muitos impactos nas espécies e ecossistemas que
invadem, como a predacdo da fauna e flora, competicdo por recursos, alteracdes de
habitats no ambiente fisico e dos processos ecossistémicos (regimes de queima, ciclo de
agua e nutrientes), disseminacdo de doencas, etc. Espécies que alteram processos
ecossistémicos ou a estrutura do ambiente invadido sdo chamadas de espécies

engenheiras e geram grandes impactos nos ambientes invadidos [3].

Praticamente todas as regides do mundo sofrem com as EEI introduzidas por

diferentes meios, cinco importantes EEI s&o [4]:

(1) Caranguejo verde europeu (Carcinus maenas): se estabeleceu nas costas norte
da América, sul da América do Sul, Australia, Africa do Sul e Jap&o. Afeta a

industria e comércio de mariscos.
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(2) Alga assassina (Caulerpa taxifolia): nativa da india e Oceano Pacifico,
escapou de aquarios privados na California, Japdo, Australia e Mdnaco.
Invade o habitat das espécies de plantas nativas, privando a vida marinha de

alimento e habitat.

(3) Noz do mar (Mnemiopsis leidyi): nativa da costa leste das Américas do Norte
e Sul. Transportada por agua de lastro de navio, foi encontrada no Mar Negro
e se espalhou para o Mar Céaspio, Mediterraneo e Baltico. Desenvolveu
enorme populacdo que consome grande parte do zooplancton afetando a vida

marinha local.

(4) Rapana venosa (Rapana venosa): nativa do noroeste do Pacifico a Hong Kong.
Foi encontrada no Mar Negro, se espalhou pelo Mar Mediterraneo, Baia de
Chesapeake (EUA), costa européia desde a Noruega até a Espanha e, no

Estuério do Rio de la Plata (América do Sul). Predador de bivalves.

(5) Molusco Zebra (Dreissena polymorpha): nativo do Mar Céspio e de seus rios
afluentes. Se espalhou pelos canais europeus, alcancando o Mar Baltico e
muitos estuarios europeus. Também foi encontrado nos Grandes Lagos (EUA)
e em muitos lagos e rios das regides leste e centra da América do Norte. Este
molusco entope plantas de energia, estacdes de tratamento de agua, navios.
Sua grande populacdo devora plancton e reduz o alimento disponivel para os

peixes nativos.

Como pode-se observar, um dos meios principais para transporte das EEI é a 4gua,
e a agua de lastro de navio € um importante instrumento deste evento. Estima-se que nos
Estados Unidos da Améria, na regido dos Grandes Lagos, cerca de 56 espécies foram

introduzidas apenas por agua de lastro de navio [2].

No Brasil, existe um grande nimero de espécies invasoras ja estabelecidas, sendo
que algumas delas foram introduzidas no inicio da colonizagéo no século XVI [3]. O
esforgo em listar o numero de EEI no pais iniciou-se com o Informe Nacional sobre
Espeécies Exdticas Invasoras, em 2005. Atualmente, uma lista nacional compilada pelo
Instituto Horus de Desenvolvimento e Conservagdo Ambiental traz 453 registros de EEI

em territério nacional [5]. A divisdo em unidades taxondmicas destes EEI esta
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representada na Figura 1.1. Dentre todas estas EEI, a classe com maior nimero de
representantes é a Actinopterygii, seguida da Magnoliopsida, com 117 e 111 espécies,
respectivamente. A classe Bivalvia conta com 9 representantes: Corbicula fluminea,
Corbicula largillierti, Crassostrea gigas, Isognomon bicolor, Limnoperna fortunei,

Lithophaga aristata, Myoforceps aristatus, Mytilopsis leucophaeta e Perna perna.

Figura 1. 1. Distribuicdo das Espécies Exoticas Invasoras (EEI) de acordo com sua classificacao
por unidades taxonémicas. Fonte: Instituto Horus (3).
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1.2.  Limnoperna fortunei (Dunker, 1857), o mexilh&o dourado

O Limnoperna fortunei (Dunker, 1857), também conhecido como mexilhdo
dourado, € um molusco bivalve como observado na Figura 1.2, que vive em média trés
anos e atinge entre 3 e 4 cm quando adulto, tendo crescimento estimado em 15 mm/ano
[5,6].

A reproducdo de L. fortunei é externa. Os machos liberam espermatozdides na
agua enquanto as fémeas liberam os Ovulos. Estes animais apresentam concha com
coloragdo marrom-escura na porcao superior e amarela na porcédo inferior. O mexilh&o
dourado é uma especie de agua doce, preferindo areas oxigenadas e necessita de algum
substrato de fixacdo, tolera salinidade de até 3 ppt, o que facilita sua adaptacdo em
diversos habitats. Outras caracteristicas importantes para a dispersdo geografica do
L. fortunei sdo sua capacidade de agregacéo, alimentacao por filtracdo, maturidade sexual
precoce, elevada fecundidade e por sua forma de vida livre, uma larva planctonica [5,6].
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Figura 1. 2. Anatomia do mexilhdo dourado. Seccdo transversal na regido do coracdo de um
individuo adulto intacto de Limnoperna fortunei, com identificacdo dos principais érgaos.
Adaptado de: Limnoperna fortunei: The Ecology, Distribution and Control of a Swiftly
Spreading Invasive Fouling Mussel [7].
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O mexilhdo dourado possui uma fase larval livre (planktotrophic larvae) o que
constitui uma vantagem em relagdo a sua capacidade de dispersdo. Os estagios larvais do
L. fortunei sdo divididos em duas etapas: (i) da fertilizacdo até a formacdo da larva
trochophore — fase sem concha e, (ii) da larva veliger até a plantigrade — fase de
desenvolvimento da concha, Figura 1.3. No final da segunda etapa a larva ja é capaz de
se fixar ao substrato. A velocidade de desenvolvimento das fases larvais é diretamente
influenciado pela temperatura do ambiente, p. ex.: em temperaturas de 28 °C a larva
plantigrade é formada em ~12 dias ap0s a fertilizacdo, ja a 20 °C demora ~20 dias para

0 mesmo processo de maturagdo [8].

O mexilhdo dourado adulto é capaz de atingir a densidade populacional de
150.000/m?, sendo que a densidade média estacionaria é de 40.000/m2 [9].

Os bivalves sdo organismos filtrantes que possuem alta taxa de filtrag&o. Estudos
indicam uma taxa de filtragdo maxima de 567 mL/h/ind para a Corbicula sp.,
375 mL/n/ind para a Dreissena polymorpha e de 725 mL/h/ind para o Limnoperna
fortunei. Além da elevada taxa de filtracdo, Pestana e seus colaboradores também
constataram que a taxa de filtracdo ndo sofre alteragéo significativa da temperatura do

habitat, ou seja, ela se mantem praticamente constante durante todo o ano. Bem como
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sofre pouca influéncia em relacdo ao tamanho do individuo adulto. Porém, a filtracdo é
modulada pelo tamanho da particula, dando-se preferéncia pelas menores. Portanto, a
atividade filtrante do mexilhdo dourado é capaz de provocar consideravel impacto no
ecosistema que ele invade, considerando sua elevada taxa de filtracdo, elevada populagéo

e sua acdo como poderoso biofiltro [10-12].

Figura 1. 3. Etapas larvais de L. fortunei (as barras de escala sdo de 25 um, salvo indicagdo em
contrério). Adaptado de: Boltovskoy, 2016 [8].
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A érea de distribuicio natural do mexilh&o dourado é a China e Sudeste da Asia,
mais especificamente, a cabeceira do rio do Leste, um tributario do rio das Pérolas,

localizado no sul e fluindo para o mar da China entre Hong Kong e Macau [5].
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1.2.1. Ainvasao a América do Sul

Os primeiros registros da invasdo do L. fortunei foram no Japdo e Taiwan nos
anos 1990. Ja na Ameérica foi em 1991, ao longo da praia Bagliardi, na Argentina, ao sul
do Rio de la Plata [6]. Em 2006, o mexilhdo dourado havia expandido sua area ao longo
de duas bacias hidrogréficas, Parana-Uruguai e Guaiba, e incorporando cinco paises:
Argentina, Uruguai, Paraguai, Bolivia e Brasil. Atualmente, este molusco extendeu sua
area, atingindo o norte, até o Pantanal (ao longo do rio Paraguai), 0 estado de S&o Paulo
e Minas Gerais, atingindo uma distancia de 3.000 km do seu ponto inicial de entrada,
Figura 1.4. Devido a esta ampla invasdo, a América do Sul se tornou a regido em que o

Limnoperna fortunei encontra-se mais disseminado [13].
Figura 1. 4. Rota de invasao sul-americana do Limnoperna fortunei. Detec¢do do molusco na

América do Sul em 1991, primeira detec¢do no Brasil em 1998; fim da Forca Tarefa Nacional
em 2007. Fonte: Base colaborativa de dados sobre invas@es biolédgicas (http://base.cbeih.org/).
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Com a incursdo do mexilhdo dourado pelo territorio sul-americano, ele ja foi
detectado na bacia Uberaba, no rio Cuiabd, no rio Paranaiba, na divisa dos estados de
Minas Gerais e Goias, na bacia do rio Tiete, regido do Pantanal Matogrossense na cidade
de Caceres, e no rio Sdo Francisco [14](Cbeih, 2015; Maranh&o e Stori, 2015).

Considerando que a introducgéo inicial do mexilhdo dourado ocorreu em uma
regido industrializada e com comércio fluvial intenso, a associacdo com a atividade
humana é inevitavel [9]. Darrigran e Pastorino (1995) sugeriram que a introdu¢do ndo
intensional desta espécie foi via dgua de lastro de navios, assim como tantas outras EEI

[15]. Enquanto que, atividades como agricultura, aquacultura, recreagdo, transporte,
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construcdo de canais e outras atividades aquaticas, promovem a transposi¢do de barreiras

naturais pelos mexilhdes [9,16].

Para entender a transposicdo de barreiras geograficas dentro do pais, Borges,
Ludwing e Boeger avaliaram a diversidade genética da populacao de L. fortunei na regiao
do rio Parand. Eles determinaram que a propagacdao dessa espécie estd associada as
atividades humanas, assim como Zhan et al. ja havia relacionada a dispersdao em “pulo”

do mexilh&o dourado a pequenas embarcacdes [16,17].

Dessa maneira, o controle da dispersdo do mexilh&o dourado é de dificil controle

e muito tem-se empenhado na tentativa de frear o seu avango na América Latina.

1.2.2.  Impactos provocados pelo mexilhdo dourado

O Limnoperna fortunei pertence a mesma familia dos mexilhées marinhos que
possuem uma glandula no pé, cuja secrecdo endurece e forma numerosos filamentos
cérneos, constituindo o bisso, capaz de lhes proporcionar fixacdo em praticamente
qualquer tipo de substrato, como troncos de arvores, rochas, macrofitas aquaticas, outros
organismos, sedimento de areia compactado, piers, filtros, tubos e paredes [18,19].
Considerando a sua elevada taxa de reproducdo e densidade populacional, rapidamente
atingem niveis capazes de provocar danos a economia [20]

Esta fixacdo pode ocorrer em substratos a qualquer altura da coluna d’agua,
facilitando o escape de predadores e de condicdes adversas. A incrustacao deste molusco
é facilitada pois suas larvas que se fixam em substratos duros incluindo a superficie
interna de canos, peneiras, aquecedores e condensadores, alcancando altas densidades de
individuos, o que obstrui o fluxo da agua [18,19].

O mexilhdo dourado possui uma tolerancia significativa a uma variedade de
condicdes fisico-quimicas e diferentes caracteristicas de habitat e, por ser uma espécie
engenheira, é capaz de provocar impactos na estrutura do ecossistema, biomineralizacéo,
oxigenacdo e na estrutura da comunidade dos planctonica. Ainda alteram a composigédo

da fauna, a dieta dos predadores, condigdes fisicas do solo e da coluna d’agua [19,21].

Além disso, as comunidades de peixes estdo sendo afetadas pela invasdo dos

mexilhdes. Por um lado, hd um acréscimo na abundancia de alimentos (larvas dos
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mexilhdes) para 0s peixes, que com isso reduzem o seu gasto energético na busca por
alimentos, aumentando sua populagdo ultrapassando os limites de seus predadores,
alterando o equilibrio das populag6es aquaticas [21]. Por outro lado, muitos peixes estdo
morrendo devido ao bloqueio do seu sistema digestivo devido ao acimulo de conchas dos
mexilhdes que foram consumidos ja adultos. Além da introducdo de novos parasitas e
doencas que afetam as espécies locais [22].

Como o Limnoperna fortunei € um organismo que se alimenta por meio da
filtracdo, a atividade filtrante sobre os animais planctonicos, protozoarios e algas, pode
modificar a estrutura e densidade do plancton. Assim como pode transferir energia e
material da coluna d’agua para os componentes do ecossistema do fundo (sedimento) e

controlar a qualidade do material em suspensdo no meio aquatico [19,22].

Figura 1. 5. Alteragdes no sistema aquatico com a inser¢do do Limnoperna fortunei. (A)
concentracdo média de nitrogénio total, aménia e fosfato livre no reservatério Embalse de Rio
Tercero antes da invasdo do mexilhdo dourado (1996-2000) e ap6s a invasao (2002-2007).
Fonte: Boltovskoy et al. 2009. (B) Alteragdes na densidade de algas no Rio de la Plata e
Embalse de Rio Tercero, antes e ap6s invasdo do mexilhdo dourado. Fonte: Cataldo et al. 2005.
Imagens retiradas de: Invading Nature - Springer Series in Invasion Ecology, 2016 [8].
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A regido de Embalse de Rio Tercero sofreu a invasdo do mexilhdo dourado em
1998 e, em 2006 atingiu a densidade média populacional de adultos de 960 ind./m2.
Levando-se em consideracdo a taxa de filtracdo de cada individuo, esta col6nia de
L. fortunei formada era capaz de filtrar o volume equivalente a todo corpo d’agua a cada

2-8 dias [8].

Além das consequéncias ambientais decorrentes das alteracdes que o mexilhdo

dourado é capaz de proporcionar ao ambiente, muitos impactos econdmicos tambem estdo
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ocorrendo. Dentre eles pode-se citar: reducdo ou blogueio do didmetro das tubulagdes,
filtros, trocadores de calor e fluxo d’agua, assim como a oclusdo por acumulagdo de
conchas vazias, poluicdo da &gua devido a mortalidade dos mexilhGes, aumento da

corrosdo do aco e de tubulacées de ferro fundido [13,19].

Consequentemente, o Limnoperna fortunei se tornou rapidamente a maior praga
para industrias e estacfes de forca, que utilizam a agua bruta de rios e lagos para seus
processos. O mexilhdo dourado possui uma elevada taxa de reproducédo, sdo altamente
resistentes a alteracdes no ambiente, assim como as drogas utilizadas para seu controle.
A preocupagéo gerada com esta bioinvaséo foi tamanha que houve a criagdo de uma forga
tarefa nacional (FTN) pelo Ministério do Meio Ambiente em 2003. A esta FTN uniram-
se representantes de sete ministérios e de treze empresas relacionadas aos setores de
geracdo de energia, abastecimento e meio ambiente, com o intuito de diagnosticar os
danos causados pelo Limnoperna fortunei e propor métodos de controle [23]. Porém, a
FTN foi desativada em 2007 e a proliferacdo e distribuicdo do mexilhdo dourado no

territorio brasileiro aumentou consideravelmente, como pode ser visto na Figura 1.4 [14].

Os impactos econémicos da infestacdo do mexilhdo dourado se devem a paradas
do maquinario das industrias para retirar as camadas de conchas incrustadas, reduzindo a

vida util dos equipamentos [24].

A partir deste cenario, pode-se perceber que o controle do bioinvasor
Limnoperna fortunei € complexo e dispende um elevado custo para as industrias. Segundo
os autores Maranhdo e Stori uma estimativa, ndo confirmada, € de que a despesa com a
manutencdo de usinas ultrapasse os R$ 300.000,00, além do investimento de
R$ 800.000,00 para controle do mexilhdo e redugdo de novas incrustacfes [14,24,25].
Estes estimativa de gasto é compativel com o que as usinas hidrelétricas nos Estados
Unidos gastaram no combate ao mexilhdo zebra, US$ 3,1 bilhGes, no periodo de 1993-
1999 [24].

Recentemente, Kramer et al. publicaram uma predicdo da invasdo global do
mexilhdo dourado utilizando o algoritmo Range Bagging, Figura 1.6. Este algoritmo se
baseia nos limites encontrados na literatura de tolerancia ambiental das espécies. Porém,

0s autores concluem que para o L. fortunei a predicdo ndo é muito precisa devido a sua
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grande capacidade adaptativa, no entanto observamos que a area global a qual o mexilhdo

seria capaz de se instalar € vasta [26].

Figura 1. 6. Nicho global do mexilhdo dourado. Mapa de valores de centralidade de nicho com
valores mais altos indicando condi¢des climaticas que se enquadram no nicho modelado. Fonte:
Kramer et al. 2017 [26].
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1.2.3. Controle do Limnoperna fortunei empregando moluscicida

Os moluscicidas séo substancias empregadas para eliminacdo dos moluscos. Para
que um produto seja usado como moluscicida, este precisa reunir algumas propriedades
indispensaveis, a exemplo do que ocorre com outros defensivos: a) deve ser eficaz contra
0s moluscos, mesmo quando empregado em baixas concentragcfes; b) deve ter baixo
custo; ¢) ndo pode ser tdxico ao homem, aos animais aquaticos ou as plantas; d) ndo pode
ter efeitos acumulativos nos tecidos do homem e dos animais aquaticos; €) deve ser de

facil manipulagéo [27].

Dentre os diversos produtos com propriedades moluscicidas ja testados e
utilizados em campo, apenas um produto permanece disponivel comercialmente sendo
aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) para uso em programas

de controle: a niclosamida (Ministério Da Saude, 2008).
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2. Justificativa e Objetivo Geral

2.1.  Justificativa

O Limnoperna fortunei é o protagonista de inumeros impactos ambientais e
econémicos, e poucas informacdes acerca de seus processo bioldgicos sdo conhecidas.
Iniciativa como a da Universidade Federal do Rio de Janeiro em colaboragdo com
institucOes internacionais que realizaram o sequenciamento do genoma do L. fortunei,
possibilitaram e a geracdo de dados para a constru¢cdo de um conhecimento a nivel
molecular mais aprofundado deste organismo. Em paralelo, 0 emprego de técnicas
protebmicas aplicadas ao entendimento molecular de qualquer organismo é capaz de
validar o sequenciamento de genes preditos, estabelecer relacées de abundancia entre as
proteinas e mensurar variacdes na expressdo génica quando 0 mesmo €é exposto a
determinadas substancias e/ou condi¢cdes ambientais. Todas essas potencialidades sdo de
grande interesse em estudos aplicados ao L. fortunei.A obtengdo deste conhecimento a
nivel molecular esta inserido na proposta da Rede REALf (Rede de Estudos Avancados
em Limnoperna fortunei), com financiamento via parceria Fapemig, Fapesp, Fapespa e
Vale.

2.2.  Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral a caracterizacdo do proteoma soltvel
de Limnoperna fortunei por meio de sequenciamento tipo shotgun e assim prospectar
possiveis alvos para 0 desenvolvimento de possiveis métodos de controle deste organismo

invasor.
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Capitulo 2

Analise protedmica shotgun de Limnoperna fortunei
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1. Introducéao

1.1.  Sequenciamento em larga escala de moluscos de interesse ambiental

Os moluscos, particularmente os bivalves, sdo importantes modelos para estudos
de biomonitoramento, devido sua elevada capacidade de adaptacéo, resisténcia a diversos
poluentes e alta taxa de filtracdo. Neste contexto os bivalves sdo fonte de estudo acerca
das condicdes dos diferentes ambientes os quais eles habitam, em relagdo aos processos
de bioacumulacdo de metais, poluentes organicos, e seus efeitos sobre as alteracdes na
expressao génica, metabolismo, morfologia e comportamento [28,29]. Para agregar
conhecimento molecular sobre os organismos bivalves e possibilitar uma melhor
compreensdo da influéncia do ambiente sobre eles, tornam-se relevantes abordagens que

possibilitem o sequenciamento em larga escala desses moluscos.

Atualmente, encontra-se publicado a sequéncia do genoma de duas espécies de
ostras, a Pinctada fucata e a Crassostrea gigas, sendo a primeira a espécie produtora de
pérola e a segunda uma espécie muito resistente e estudada devido a sua capacidade de
adaptacdo a ambientes diversos [30,31]. Ainda, Murgarella et al. (2016) publicaram o
sequenciamento do genoma do Mytillus galloprovincialis, uma espécie invasiva

conhecida como mexilhdo do mediterraneo utilizando a plataforma Illumina [32].

Entretanto, muitos autores reportam a dificuldade em caracterizar os genomas de
moluscos, devido ao seu tamanho, podendo superar cerca de 10 vezes o tamanho médio
de genomas da grande maioria dos invertebrados e elevada porcentagem de regides
repetitivas. Estima-se que no caso de C. gigas 30 % do genoma constitui-se de DNA

repetitivo; e polimorfismo genético [30-33].

Em relagdo ao Limnoperna fortunei, até o ano de 2013 o nimero de sequéncias
parciais de proteinas e nucleotideos era extremamente limitado sendo 32 sequéncias
disponiveis no Uniprot, das quais 21 eram relacionadas a subunidades do complexo
citocromo C oxidase, provenientes de 83 sequéncias depositadas no NCBI. Em 2014, o
primeiro trabalho de investigacdo do transcriptoma de L. fortunei foi disponibilizado
Uliano-Silva et al. (2014) resultando em 80.000 unigenes montados dos quais 20.000

apresentaram anotagdo funcional [34]. Sem dulvida, essa iniciativa abriu possibilidade

28



para o inicio dos estudos de caracterizagdo molecular em larga escala, incluindo
protedmica aplicada a L. fortunei. Contudo, a contribui¢cdo mais importante em relacdo a
descoberta de genes codificadores de L. fortunei foi publicada em dezembro do ano
passado, na qual Uliano e colaboradores (2017) reportaram a partir de um estudo
multicéntrico, dados pioneiros sobre o genoma da espécie, entre eles cerca de 60.000

sequéncias de genes preditos.

1.1.1. Sequenciamento gendmico de Limnoperna fortunei

A publicacdo do sequenciamento do genoma de L. fortunei disponibiliza uma
nova e rica fonte de dados para estudos, principalmente em relacdo ao controle deste

organismo.

O tamanho do genoma de L. fortunei foi estimado em 1,6 Gb. Uma das
dificuldades na montagem do genoma de bivalves é a elevada heterozigosidade e a
quantidade de elementos repetitivos. Em relacdo a heterozigosidade, o L. fortunei
apresenta taxa de 2,3 %, valor superior ao de outros bivalves como o Modiolus
philippinarum (2,02 %) e a Crassostrea gigas (1,95 %). J& quanto aos elementos
repetitivos, eles constituem 30 % do genoma e, avaliando essas regides, identificou-se
que 10 % estdo relacionadas a transposons. De todo o genoma sequenciado, 67 % foi

anotado por homologia contra o banco de dados do Uniprot e NCBI nr [35].
1.2.  Analise protebmica

Organismos extremamente adaptados a ambientes diversos como o Limnoperna
fortunei possuem uma capacidade adaptativa digna de ser compreendida de maneira
global. Deste modo, a analise do proteoma se faz muito interessante, uma vez que ela

reflete a expressdo funcional do genoma [36].

O estabelecimento de novas tecnologias possibilitaram o sequenciamento do
genoma de diversos organismos. Assim como a popularizacao e sofisticacao de técnicas
como a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas com
alta sensibilidade (LC-MS/MS), possibilitou o estudo do proteoma em niveis qualitativos

e quantitativos [37].
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Estas analises tem como ponto de partida o preparo de extratos contendo uma
mistura complexa de proteinas que séo digeridas a peptideos com o uso de enzimas, como
a tripsina. Quando digeridas por tripsina, os peptideos tripticos formados serdo obtidos a
partir da clivagem de residuos de arginina ou lisina C-terminal, o que garante a formacao
de peptideos com um residuo bésico C-terminal, além de possuirem massa na faixa

compativel para o sequenciamento por LC-MS/MS [38].

Em seguida, os peptideos formados sdo submetidos a uma separacdo por
cromatografia liquida, normalmente em sistema de fase reversa. Neste sistema, a fase
estaciondria é uma silica hibrida modificada na qual o ligante, usualmente, é uma cadeia
de dezoito carbonos; enquanto a fase mdvel é composta por um sistema binério de dgua
e acetonitrila, com acido formico como modificador de fase e modo de eluicdo em
gradiente. Neste método tem-se inicialmente a eluicdo dos peptideos hidrofilicos e, a
medida que o gradiente aumenta a proporcao de fase organica (acetonitrila), ocorre a
eluicdo dos peptideos hidrofobicos [39].

Acoplado ao final do cromatdgrafo liquido encontra-se um espectrometro de
massas, o qual possui uma fonte de ioniza¢do. Normalmente utiliza-se uma fonte electron
spray (ESI), na qual ocorre a aplicacdo de uma diferenca de potencial na ordem de 2 a
4 kV para a formacdo dos ions. Esta formacdo de ions ocorre na fase gasosa devido a
formagéo de um spray com gotas muito pequenas que séo rapidamente evaporadas. No
final, restam os ions positivos formados (carga positiva devido ao excesso de prétons),

que sao direcionados para o interior do espectrdmetro de massas [40].

Existem diversos tipos e configuraces de equipamentos de espectrometria de
massas, contudo o objetivo final é a obtencdo dos espectros de massas: a) dos peptideos
ionizados no primeiro estagio da analise de massas (MS ou MS1) e; b) do isolamento e
fragmentacdo dos peptideos mais intensos em cada faixa de tempo (MS/MS ou MS2)
[38,41,42].

Ap0s esta anélise, gera-se uma quantidade imensa de dados MS e MS/MS que séo
utilizados juntamente com softwares especificos como o Mascot, Proteome Discoverer,
Peaks e MaxQuant, por exemplo, para que sejam realizadas as identificacdes das

proteinas da amostra inicial. Para tanto, deve-se fornecer ao software um banco de dados

30



contendo as sequéncias de aminoacidos de cada proteina do organismo ao qual a amostra
pertence. O algoritmo entdo realiza uma digestdo in silico considerando as mesmas
variaveis que se empregou no experimento, como enzima para digestdo, possiveis
modificagdes como oxidagdo de residuos de metionina, equipamento utilizado, dentre
outros. Ao final, ocorre a comparacéao entre MS e MS/MS gerados in silico com os obtidos
da analise real para verificar as compatibilidades. De acordo com o grau de
compatibilidade e de confianca dessa analise pode-se afirmar a identificacdo ou nao da
proteina [38,42]. A Figura 2.1 esquematiza o fluxograma de uma analise protedmica por
LC-MS/MS.

Figura 2. 1. Fluxograma tipico da identificacdo e caracterizacdo de proteinas por LC-MS.
Preparo da amostra por digestdo enzimatica, seguida de separacdo cromatografica por fase
reversa em equipamento HPLC, obtenc&o do espectro de massas (MS) dos ions formados na
fonte de ionizacdo (ESI) do Espectrometro de Massas; subsequente fragmentacdo por colisdo
induzida e obtencdo do espectro de massa segunda MS/MS. Ao final toda a informacéao obtida é
processada por algoritmos que utilizam base de dados de proteinas e/ou DNA para identificagdo
das proteinas analisadas. Fonte: Cottrell (2011) [42].
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1.2.1. Quantificacdo Label-free

A quantificacdo Label-free é mais simples de ser realizada por ndo depender de
peptideos marcados ou is6baros e ser amplamente aplicada a diferentes tipos de amostras.
Em métodos de LC-MS/MS o uso do modo data-dependent acquisition (DDA) possibilita
a aquisicdo de um volume consideravel de dados. Neste modo de analise, 0s peptideos
mais abundantes sdo selecionados para a fragmentacao, podendo-se selecionar o niUmero
maximo de peptideos a serem fragmentados em uma faixa de tempo — Top N. Alem disso,
também seleciona-se um tempo de exclusdo, durante o qual o peptideo ja selecionado
para MS/MS ndo é novamente direcionado para a fragmentacdo. Deste modo, garante-se
a reducdo de sobreposicdo de espectros MS/MS do mesmo peptideo [43]. Devido a estas
caracteristicas de analise, 0 sequenciamento tipo shotgun de amostras complexas

utilizando o modo DDA resulta em dados na ordem de milhares de espectros de massa.

Alguns cuidados devem ser tomados para que a relagdo linear entre a quantidade
de proteina/ peptideo e a area do pico possam ser consideradas e as duas que mais
influenciam nesta relacdo sdo: (i) variacdo na area do pico da mesma amostra em
diferentes corridas, devido a erros na preparagdo da amostra e (ii) alteracdo no tempo de
retencdo e m/z significativos, prejudicam a identificacdo e comparacdo dos peptideos
[43,44].

As etapas bésicas para a quantificacdo label-free sdo: detec¢do do pico,
correspondéncia entre 0s picos e analise estatistica [44].

1.3.  Objetivo

O objetivo deste capitulo foi a caracterizacdo do proteoma soltvel de Limnoperna

fortunei por meio de analise protedmica em larga escala tipo shotgun.

1.3.1.  Objetivos especificos

a. otimizar método para sequenciamento em larga escala tipo shotgun

de extrato soltvel de L. fortunei;

b. analise das diferencas na expressdo protéica entre os espécimes de
L. fortunei coletadas na Hidrelétrica de Igarapava e na Usina
Binacioanal de Itaipu.
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2. Materiais e Métodos

2.1.  Obtencdo de espécimes de Limnoperna fortunei

Para a obtensdo de espécimes que j& se encontravam adaptadas ao ambiente,
foram realizadas visitas técnicas a duas hidrelétricas, as quais possuem infestacéo

estabelecida por mexilhdo dourado. As usinas foram:

e Usina Binacional de Itaipu, em Foz do Iguacu, Parana. Localizada no Rio
Parani, com capacidade instalada de 14.000 MW, formada por 20
unidades geradoras. Reservatorio com extensao de 1.350 km2,

e Usinade Igarapava, Igarapava, Sdo Paulo. Localizada no Rio Grande, com
capacidade instalada de 210 MW, formada por 5 unidades geradoras.

Reservatorio com extensdo de 36,5 kmz.

Na ocasido das visitas, ambas em periodo de verdo/ primavera, exemplares adultos
de Limnoperna fortunei foram coletados no reservatdrio das hidrelétricas, congelados e
transportados até a Universidade Federal de Ouro Preto, onde foram mantidos congelados

até o momento da realizacéo dos ensaios.
2.2.  Extrato total de adultos de Limnoperna fortunei

Com o objetivo de investigar o proteoma do mexilhdo dourado visando também
identificar variacdes relacionadas aos individuos, foram selecionados seis individuos com
tamanho médio de 1,5 cm, sendo trés coletados na usina de lgarapava e trés coletados na
usina de Itaipu. Cada individuo foi tratado como amostra individual, sendo disposto na
seguinte identificacdo: (i) provenientes de lgarapava: ind01, ind02 e ind03; (ii)

provenientes de Itaipu: ind04, ind05 e ind06.

Para obtencdo do extrato total de Limnoperna fortunei, exemplares adultos que se
encontravam congelados foram retirados de suas conchas com o auxilio de espatulas de
aco-inox, mantendo-os sob resfriamento em banho de gelo. Em seguida, pesou-se por¢des
de 100 mg para serem processadas. Em cada porcéo adicionou-se 1 mL do tampdo Tris-
HCI 25 mM pH 7,5 (Sigma-Aldrich®), ditiotreitol 1 mM (DTT - (Sigma-Aldrich®),
glicerol 1 % (Synth®) e 10 pL de coquetel inibidor de protease (PIC — 20x, Sigma-
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Aldrich®). Para a homogeneizacéo utilizou-se o equipamento Potter (B. Braum Biotech
International®), até completa homogeneizacio do extrato. Logo apds, o extrato foi
sonicado no equipamento 450-Sonifer Analog Cell Distuptor (Branson Ultrasonics®), em
3 séries de 15 segundos cada (pulsos de 100 ms, output level 5). Tanto a homogeneizagédo
quanto a sonicagédo foram realizados em banho de gelo. O homogenato foi centrifugado a
37627 xg, 4°C, por 60 minutos, para recuperacao do sobrenadante. Foi verificado o perfil
do extrato em 2D SDS-PAGE 12%, no qual a isoeletrofocalizacdo de 200 pg de proteinas
no gel de primeira dimenséo ocorreram em Immobiline DryStrip Gels de 13 cm, pH 3-10
NL (GE Healthcare®), seguindo a metodologia adptada de O'farrell (1975). Essas

amostras foram mantidas a - 80°C até seu uso.
2.3.  Sequenciamento do extrato total de adultos de Limnoperna fortunei

Foram aliquotadas volume de amostra contendo 40 pg de proteinas (quantificada
pelo kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit — Thermo Fisher®) e estas foram submetidas a
digestdo em solucdo. As amostras dos individuos foram digeridas separadamente, em
microtubos LoBind 0,5 mL (Eppendorf®, Corning, USA).

A primeira etapa é o tamponamento por solucdo 25 mM de AMBIC (bicarbonato
de amdnio — Sigma Aldrich®), seguida de adicdo do detergente acido Iabil RapiGest SF
(Waters®) com concetracéo final de 0,1 % (v/v) e aguecimento a temperatura de 80 °C
por 10 min. Logo apos, € realizada a reducdo das pontes dissulfeto com DTT 3 mM a
60 °C por 10 min, seguido de carbamidometilacdo das cisteinas com iodoacetamida 9

mM por 30 min, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente.

Posteriormente a enzima tripsina (Sequencing grade modified trypsin, Promega®)
foi adicionada na propor¢do de 1:50 (enzima:substrato), e entdo os microtubos foram

incubados a 37 °C por 16 horas para obtencdo dos peptideos tripticos.

A tripsinolise foi interrompida pela acidificagdo da solugdo com &cido
trifluoroacético 0,5 % (TFA, Fluka®) e, os microtubos foram incubados por um periodo
extra de 30-45 minutos para precipitacdo do RapiGest SF. Em seguida, o material
particulado foi removido por centrifugacdo a 13.000 x g a 7°C por 15 minutos. Quando

necessario, repetiu-se a centrifugagéo até sedimentacéo total de particulas visiveis.
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Apos a realizacdo da digestdo e obtencdo dos peptideos tripticos, estes foram
transferidos para vial com insert de 150 pL. Logo ap6s, o volume correspondente a 2 g
de peptideos foram injetados utilizando o sistema nanoUHPLC UltiMate® 3000
(Dionex®) equipado com coluna Nano-Trap Acclaim PepMap100 C18 (100 pm i.d. x
2. cm, 5 um, 100 A; Thermo Scientific®) e coluna capilar Acclaim PepMap100 C18 RSLC
(75 um i.d. x 25 cm, 3 um, 100 A; Thermo Scientific®). Primeiramente os peptideos sdo
retidos no trap utilizando fase mével composta de ACN 2 % com TFA 0,05 % com vazéo
de 7 pL.mint e, apés 3 minutos sdo eluidos pela fase movel e submetidos a separagio
cromatogréfica em coluna C18, utilizando temperatura do forno da coluna de 40 °C. Para
tal, utilzou-se fase mével com vazdo de 0,300 pL.min, sendo composta por: (A)
acido formico 0,1 % e, (B) ACN 80 %, acido formico 0,1 %, sob modo gradiente de 3,8
% B de 1 a 3 min, aumento para 30 % B em 120 min, aumento para 55 % B em 150 min,
aumento para 99 % B em 152 min, mantendo por 10 min, retorno a condicéo inicial em

164 min, mantendo até 185 min.

O sistema nanoUHPLC € acoplado ao instrumento Q-Exactive (Thermo
Scientific®, Bremen, Alemanha) por meio da fonte Nanospray Flex lon (Thermo
Scientific), realizando a andlise por espectrometria de massas dos peptideos eluidos. Esta
fonte, equipada com emitter de aco-inoxidavel nano-bore (150 pum o.d. x 30 pm i.d.,
Proxeon, Thermo Scientific®), operou sob voltagem de 1,9 kV, no modo positivo e
temperatura de 250°C. Realizou-se varredura no modo scan a uma resolucao de 70.000
com tempo méaximo de injecdo de 120 ms e acimulo de fons no valor de 3x10°. Neste
equipamento a fragmentacdo dos ions ocorre na cela de higher-energy collisional
dissociation (HCD) e, neste método selecionou-se 0s 12 ions mais intensos monitorados
na faixa de 300-2.000 m/z, com carga > 2 e <5, os quais foram isolados em uma faixa de
2 m/z antes de serem fragmentados, com energia de colisdo normalizada em 30 V. Os
espectros MS/MS gerados foram adquiridos com resolucdo de 35.000, tempo maximo de
injecdo de 120 ms e acimulo de fons no valor de 2x10° jons. O tempo de exclusdo

utilizado foi de 40 segundos.

2.4. Analise dos dados
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Os dados obtidos foram entdo submetidos a analise utilizando o software PEAKS
Studio 8.5 (Bioinformatic Solutions Inc.), com os pardmetros de busca que incluiram: (i)
enzima: tripsina/P; (ii) numero méaximo de sitio de clivagem perdidos = 2; (iii)
carbamidometilacdo como modificacdo fixa (C); (iv) oxidacdo de metionina como
modificacdo dindmica; (v) tolerancia de massa de 10 ppm para ions parentais e de 0,02 Da
para MS/MS. Apos as buscas, foram consideradas como identificadas apenas as proteinas
que apresentaram no minimo um peptideo de alta confiabilidade, tomando por base um
false discovery rate (FDR) de 1 %.

Como banco de dados foi utilizado o arquivo fasta de proteinas sequenciadas de
L. fortunei: Ifortunei_protein.fasta.gz, disponibilizado em
http://gigadb.org/dataset/100386, contendo 60.717 sequencias [35]. Apdés o

sequenciamento, as sequencias das proteinas identificadas foram entdo submetidas a

busca por similaridade de sequéncia utilizando o algoritmo BLAST implementado no
programa Blast2GO (verséo 5.0.13) [45].

2.4.1. Predicdo de proteinas transmembranas e peptideo sinal

Foi utilizado a ferramenta MHMM Server v. 2.0 Prediction of transmembrane
helices in proteins, disponivel em: http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM)/, para a

predicdo dos dominios transmembranas presentes nas proteinas sequenciadas [46].

Enquanto que, para a predicdo de peptideo sinal nas proteinas sequenciadas, foi
utilizado o programa Signal hsmm desenvolvido em linguagem R, com valor de corte de
p>0,5 para proteinas positivas, disponivel em: https://github.com/michbur/signalhsmm
[47].

3. Resultados e Discussdes

3.1. Extrato solavel de adultos de Limnoperna fortunei

Apds a obtencdo do extrato total em Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, a partir dos
mexilhdes adultos, uma aliquota de 200 pg foi submetida a 2D SDS-PAGE, como pode
ser observado na Figura Suplementar 1. Pode-se perceber pelo perfil eletroforético que a
preparacdo do extrato manteve a integridade das proteinas. Além disso, é expressiva a

maior quantidade de proteinas do citoesqueleto, como actina e tubulinas, indicadas com
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as setas vermelhas na Figura 2.3, sendo (1) actina citoplasmaética, (2) tubulina alfa 1 e (3)

tubulina beta 3.

Cada amostra foi analisada em triplicata técnica, sendo entdo identificadas:

réplicas do individuo 01: ind01_1, Ind01_2 e ind01_3, assim como as demais.
3.2.  Sequenciamento do extrato total de adultos de Limnoperna fortunei

Por meio da analise shotgun do extrato solivel dos mexilhdes adultos (exceto a
concha e bisso), realizado no equipamento LC-MS/MS como descrito no item 2.3 e 2.4,
foi obtida a identificacdo de 3.233 proteinas e de 15.729 peptideos. Na Figura 2.2 pode-
se observar a repetibilidade por meio do cromatograma de ions totais (TIC) das analises
das réplicas do ind03. Nota-se que o nivel normalizado (NL) dos trés cromatogramas
encontram-se na mesma faixa (intervalo de 3,55 a 4.10 x 10%), indicando que n&o houve
carryover entre as analises (carregamento de amostra entre corridas). Observa-se também

que 0 método apresenta resolugdo cromatografica satisfatoria.

Além disso, identifica-se que nos cromatogramas TIC de amostras de individuos
diferentes existem regides com diferentes abundancia de proteinas, porém o perfil
cromatografico se mantem semelhante (Figura 2.3). Também é possivel notar que a
repetibilidade quanto a cromatografia é adequado, ndo apresentando deslocamento

significativo de picos cromatograficos.
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Figura 2. 2. Cromatograma de ions totais (TIC) da triplicata técnica do ind03 (ind03_1, ind03_2 e ind03_3).
Anadlise por LC-MS/MS do extrato Tris-HCI de mexilh@o dourado apos digestdo com tripsina e RapiGest.
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Figura 2. 3. Cromatograma de ions totais (T1C) de amostras de individuos diferentes, ind03)1 e ind06_2.
Anélise por LC-MS/MS do extrato Tris-HCI de mexilh&o dourado apos digestdo com tripsina e RapiGest.
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Figura 2. 4. Relacdo entre o tempo de analise cromatogréafica e Top N realizado.
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A Figura 2.4 complementa a avaliacdo da resolucdo cromatografica do método
desenvolvido. Esta figura relaciona a quantidade de Top N necessario no decorrer da
analise cromatogréfica, isto €, quando é realizado o Top 10 indica que foram identificados
no MS 10 ions diferentes (fora da faixa de exclusdo) e com intensidade suficiente para
relizacdo de MS/MS. Este tipo de andlise é denominada data-dependent acquisition
(DDA), na qual os peptideos de maior abundancia em cada fracdo de tempo sdo
selecionados para fragmentacao [43]. Nota-se que 0 equipamento ndo permanece 0cioso,
pois na maior parte do tempo ele realiza Top 5, ou seja, ha a necessidade de se isolar e
fragmentar pelo menos cinco ions na faixa de tempo de exclusdo utilizada. Além disso,
na faixa de tempo de 35 a 105 min, h4d uma grande quantidade de Top 8, e na faixa de 45

a 95 particularmente Top 12 foram selecionados.

Embora, o equipamento ndo tenha selecionado Top 12 na maior parte do tempo,
a reducdo do Top N poderia acarretar em perda de identidades nas regides onde ha uma

maior complexidade de peptideos eluidos.

Uma tabela consolidada dos dados de identificacdo das proteinas se encontra na

Tabela Suplementar 3.
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Figura 2. 5. Espectro de massas MS/MS do peptideo DLELASVQFEASESNMR, m/z 963,4506,
z=2, tempo de retencdo: 109,58 min, sequenciado na amostra ind03_2.
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Como pode ser observado no espectro de massas MS/MS do peptideo
DLELASVQFEASESNMR na Figura 2.5, ocorre a maior identificacdo dos ions relativos
a fragmentacdo y (em vermelho), no qual a carga permanece na porc¢do carboxi-terminal.
Este processo de fragmentacdo com a quebra preferencial da ligacdo amina, ocorre em

processos de colisdo de baixa energia, como é o caso do HCD [38].

3.2.1. Analise composicional do extrato solavel de L. fortunei

Com o intuito de avaliar o grau de complexidade do extrato soltvel de L. fortunei,
utilizando parametros de espectrometria de massas, foram obtidas relagdes entre os
valores de &rea sobre a curva (ASC - area do pico do ion precursor) e nimero de proteinas,

como podem ser observadas nos graficos A, B, C e D da Figura 2.6.

A Figura 2.6 A demonstra que hd uma distribuicdo ndo homogéna pois um
pequeno ndmero de proteinas contribui com valores elevados de ASC, enquanto que a
maioria esta presente provavelmente encontraem concentra¢fes muito reduzidas. A faixa
dindmica do valor de ASC (ASC/10°) das 3.233 proteinas identificadas variou de 4440 a
0,0241, diferenga de seis ordens de magnitude, atestando para uma boa capacidade do
método de shotgun padronizado na deteccdo e identificacdo de proteinas presentes em

diferentes niveis de expresséo.
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Figura 2. 6. Analises quantitativas das 3.233 proteinas identificadas via shotgun do extrato Tris-
HCI de adultos de L. fortunei. (A) Relagdo do valor de ASC em relacdo ao nimero de proteinas
identificadas (B) Abundéncia acumulativa das proteinas identificadas (C) Frequéncia de
distribuicdo do valor de log2 da ASC do precursor das proteinas identificadas. O teste de
Shapiro-Wilk indica a distribuicdo ndo Gauseana (p < 0.05) (D) Abundancia das proteinas em
relacdo ao nimero de identificadas (log10ASC).
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Apbs a observacdo da elevada diferenca no valor de area do pico das proteinas
identificadas no extrato de individuos adultos de L. fortunei, tracou-se um gréafico
considerando a abundéncia acumulativa das mesmas. Para tanto, realizou-se a soma das
ASC de cada um dos ions precursores, em seguida encontrou-se a porcentagem em
relacdo a soma e a ASC de cada ion precursor. Como pode ser observado na Figura 2.6
B, apenas 48 proteinas contribuem com 50 % da massa total das 3.233 proteinas
identificadas. Essa distribuicdo demonstra a abundancia pronunciada de um namero

reduzido de proteinas, comumente observada em analises do tipo shotgun. Neves et al.

41



(2015) reportaram a identificacdo de dezoito proteinas correspondendo a 50 % da massa
total presente na fracdo solivel do extrato da forma adulta do parasito Shistosoma
mansoni. Dentre as proteinas de maior abundancia temos: componentes do citoesqueleto
(tropomiosina, actina, miosina), ligacdo a proteina (ubiquitina, meprin A) e ligagdo a ATP
(argigina quinase, HSP 90, ATP sintase), indicando elevada atividade metabolica dos
mexilhdes. As chaperonas, como a HSP 90 s&o responsaveis pela maturagdo, manutencao
estrutural e regulacdo de proteinas especificas envolvidas no controle do ciclo celular e

transducéo de sinal.

Outra inferéncia em relacéo a distribuicdo das proteinas identificadas foi avaliada
plotando-se o gréfico de distribuicdo do valor de log, da ASC do ion precursor de cada
uma das proteinas identificadas (Figura 2.6 C). Observa-se uma tendéncia na distribuicao,
0 que foi comprovado por meio do teste de normalidade de Shapiro-Wilk, p=0,010
indicando que a distribuicdo ndo é Gaussiana (p<0,05), ou seja, houve uma super
representacdo das proteinas de maior abundancia.

A Figura 2.6 D representa uma segunda versdo da Figura 2.6 A, com
representacdo logaritmica do eixo ASC. Neste caso, torna-se visualmente mais acessivel
a identificacdo de trés regides distintas no grafico. A primeira porcéo, ascendente, indica
as proteinas de maior abundéncia e como pode-se perceber corresponde a uma pequena
parcela das proteinas identificadas. No caso da segunda area do gréafico, porcdo do meio,
pode-se observar que a grande maioria das proteinas se encontra na mesma faixa
quantitativa. Enquanto que na terceira area do grafico, descendente, encontram-se as
proteinas com as menores abundancias, e que, assim como na primeira por¢do, constituem
de um reduzido nimero de identificacGes. Desta maneira, podemos concluir que o método
é eficaz para identificacdo de uma ampla faixa de abundéncia de proteinas presente no
extrato soldvel de mexilhdo dourado. Ademais o método ainda permite identificar

proteinas presentes em niveis bastante reduzidos.

Apds a obtencdo da lista de proteinas identificadas, procedeu-se a anotacao via
software Blast2Go, para andlise de enriquecimento de fungdo molecular, componente
celular e processo bioldgico das protéinas anotadas. Como pode ser observado na Figura
2.7, a maioria das proteinas estdo categorizadas como componentes do citoplasma, o que

ja era esperado, pois o extrato foi confeccionado sem 0 uso de agentes caotropicos e
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detergentes, que poderiam proporcionar aumento da solubilidade de componentes de
membrana [48]
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Figura 2. 7. Classificagdo segundo fungao molecular, componente celular e processo biologico das 3.233 proteinas identificadas, apos analise
similaridade utilizando o software Blast2Go.
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3.2.2.  Classes de proteinas sequenciadas

Neste topico foram selecionadas algumas classes de proteinas identificadas que
merecem destaque para a manutencdo da homeostasia de L. fortunei bem como algumas

potencialmente relevantes do ponto de vista biotecnolégico.
3.2.2.1. Proteinas relacionadas ao estresse e imunidade

A elevada capacidade adaptativa do L. fortunei a ambientes diversos € facilitada
pela expressdo de proteinas que atuam em resposta ao estresse. Na analise shotgun do
mexilh&o dourado foram identifadas 29 heat shock proteins — HSP, dentre elas: HSP90,
HSP70 e HSP20.

Outra classe de proteinas que possibilita a adaptacdo do mexilhdo dourado em
ambientes até mesmo hostis sdo as pertencentes a familia do citocromo P450. Estudos
identificaram a capacidade do mexilh&o dourado em se desenvolver em dgua contaminada
contendo pesticidas, como o glifosato [49]. Isso se deve a alta capacidade de detoxificagéo
deste organismo. Nessa abordagem foram identificadas trés proteinas pertencentes a
familia do citocromo P450: cytochrome P450 20A1-like, cytochrome P450 family 3-like
3 protein e cytochrome P450 4F12-like.

Em relacdo a imunidade de invertebrados nossos resultados revelaram varias
proteinas ligantes e receptores envolvidos em mecanismos de defesa do molusco. Dentre
eles foi confirmada a expressdo de trés Toll-like receptors (TLR) proteinas envolvidas
com reconhecimento de padrbes antigénicos: toll like 2 receptor, toll-interacting protein
isoform X3 e toll-like receptor 2. Sabe-se que receptores desse tipo em invertebrados
constituem familias expandidas de proteinas. Acredita-se que essa expansdo constitua um
mecanismo compensatério em virtude da auséncia de mecanismos mais elaborados de
imunidade adaptativa como ocorre em organismos vertebrados. A recente caracterizacao
gendmica de L. fortunei prediz a existéncia de 170 genes codificadores para TLRs. Cerca
de 56 TLRs foram também recentemente descritos para 0 genoma do molusco

Biomphalaria glabrata [50].
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3.2.2.2. Proteinas reguladoras de processos bioldgicos

Estas proteinas sdo de suma importdncia para 0S 0rganismos pois estdo
relacionadas a sua capacidade de rapidamente reconhecer, responder e se adaptar a sinais
provenientes tanto do meio intra quanto extracelular. Dentre elas se destacam: histone-
lysine N-methyltransferase PRDM9, histone acetyltransferase type B catalytic subunit e
histone deacetylase 11 isoform X2. Enzimas modificadoras de histonas desempenham

papéis chave na regulacéo epigenética da expressao génica [51,52].

A concha é uma importante barreira de protecdo sendo produzida ainda nos
primeiros estagios larvais de L. fortunei. Nessa abordagem foram identificadas trés
proteinas relacionadas a formacdo da concha (shell myostracum nacrein-like protein 1,
shell nacre collagen-like protein 1, insoluble matrix shell protein 5-like). Nossos
resultados demonstram ainda uma expressdo diferencial da proteina nacre entre as

espécimes coletadas em Igarapava e Itaipu.

O processo biolégico com maior numero de proteinas foi o de transporte, dentre
elas destacam-se: (i) aquaporin AQPAN.G — proteina trasnmembrana formadora de canal
de agua; (ii) Monocarboxylate transporter 12 — proteina transmembrana que medeia o
transporte de creatina atraves da membrana plasmatica e (ii) trafficking protein particle
complex subunit 3-like — responsavel pelo transporte vesicular do reticulo endoplasmatico
para o Golgi.

3.2.2.3. Proteinas transmembrana

Embora essa classe de proteinas ndo tenha sido alvo dessa abordagem protedmica,
a utilizacdo do detergente &cido-labil durante a digestdo com tripsina certamente facilitou
uma significativa representatividade de proteinas com hélices transmembrana (Tabela
Suplementar 1). Das proteinas sequenciadas neste trabalho 262 foram preditas como
contendo hélices transmembranas, por meio de analise in silico. Dentre elas, destacam-se
(i) vérios transportadores i6nicos provavelmente relacionados a nutrigdo, metabolismo do
calcio e mecanismos de osmorregulagdo operantes em L. fortunei; (ii) proteinas
relacionadas a resisténcia a multidrogas; (iii) proteinas e enzimas relacionadas a
assimilacdo de substratos para producdo de concha (ex. quitina sintase) e degradacéo de

poluentes (ex. isoforma 3 de lacases).
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3.2.2.4. Proteinas participantes de vias secretorias

Uma analise adicional das proteinas potencialmente codificando para peptideo
sinal na regido N-terminal sugere a existéncia de varias moléculas secretadas/excretadas
pela via classica de secrecdo (). Nesta categoria destacam-se varias proteinas com
atividade enzimatica provavelmente relacionadas a digestdo de L. fortunei (ex. catepsinas,
carboxiesterases, celulases, endonucleases e ribonucleases), proteinas constituintes e
enzimas modificadoras de proteinas do pé e ainda uma série de moléculas potencialmente

envolvidas com mecanismos de glicosilacdo de proteinas.

3.2.3.  Quantificacao label-free

Apbs a realizacdo da quantificacdo label-free pelo software Peaks, os dados foram
filtrados considerando FDR 1 %, tolerancia para alteracao no tempo de retencédo de 3 min,
erro de massa de 10 ppm, qualidade > 1, area média > 107, significancia > 20, fold > 2 e
utilizou-se ANOVA para célculo de significancia. Foi gerado o grafico heat map

demonstrado em parte na Figura 2.8.
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Figura 2. 8. Visualizacdo do heat map das proteinas diferencialmente expressas entre todas as
réplicas dos mexilhGes coletados em Igarapava e Itaipu.
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Percebe-se que as amostras se distinguem em relacdo ao ponto de coleta,
Igarapava e Itaipu, por meio das proteinas diferencialmente expressas. A diferenca entre
a expressao das proteinas entre os individuos dos dois pontos de coleta fica evidenciada
na Figura 2.9 A. Neste grafico de Venn, no qual estdo dispostas todos os grupos de
proteinas identificadas nestas andlises, é possivel perceber que 17 % das identidades para
os individuos coletados em lgarapava séo exclusivas, 0 mesmo ocorre para 0s individuos

de Itaipd, para os quais 14 % sao exclusivas. Ao se avaliar a distribuicdo dos grupos de
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proteinas exclusivas em relacdo a abundancia das proteinas identificadas como Unicas de
cada regido (Figura 2.9 B), constata-se que elas possuem no geral, niveis de abundéncia
equiparavel a maioria das proteinas identificadas na analise shotgun (Figuras 2.6 D).
Dessa maneira, esses resultados sugerem que as proteinas exclusivas podem representar
marcadores de populacdo por regido e assim constituir futuros alvos para o controle local
de infestacdo. Experimentos adicionais serdo necessarios para real validacdo de proteinas
como marcadores geograficos tomando por base as inUmeras variaveis que poderiam

influenciar nessa expressao génica diferencial.

Figura 2. 9. Distribuicdo das proteinas em relacdo a regido de coleta dos individuos. (A) grafico
de Venn, (B) gréfico da distribuicdo em relagéo a abundéncia das proteinas exclusivas.
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A mesma andlise foi realizada entre os individuos coletados na mesma regiao e
obteve-se a porcentagem de proteinas exclusivas de: (i) Igarapava: ind01 (6 %), ind02
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(11 %) e ind03 (6 %), (ii) Itaipu: ind04 (10 %), ind05 (5 %) e ind06 (9 %). Nota-se que
a porcentagem de proteinas exclusivas entre os individuos da mesma regido € menor
quando comparada entre as regides. Esta diferenca entre individuos € justificavel uma vez

que o genoma do L. fortunei possui uma taxa de heterozigosidade elevada [35].

Figura 2. 10. Gréfico volcano do resultado obtido via analise label-free das amostras dos
individuos coletados em Igarapava e Itaipu.
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Destaca-se na Figura 2.10 as proteinas que se encontram acima da linha horizontal
tracejada (limite de significancia) e fora das linhas tracejadas verticais (limite de fold),
estas proteinas sdo as mais distintas. Neste cenario, 83 proteinas foram consideradas com

significativamente diferente entre 0s grupos.

Uma das proteinas diferenciamente expressas € a arginina quinase
(itr6_215 pil.g2677.11), ela representa uma proteina de alta abundancia sendo detectada
apenas nos individuos coletados na Usina de Itaipu. A arginina quinase € um enzima
envolvida com o metabolismo energético das células, pois garante a manutencdo de
niveis adequados de ATP intracelular sendo sua expressdo altamente regulada. Em T.
cruzi foi demonstrado que a arginina quinase: (i) sua atividade € correlacionada a
disponibilidade de nutrientes e a densidade de parasitas, (ii) é regulada pelo transporte de
arginina, estagio do parasita e taxa de divisao celular, (ii) apresenta niveis de expressao

aumentada em condigdes de estresse oxidativo [53].
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Outra proteina identificada com diferenca na expressdo foi a cadeia alfa da
tubulina especifica de testiculo (itr6_2039 pi.g1537.t1), que se encontra aumentada nos
individuos coletados em Itaipu. A tubulina é uma proteina do citoesqueleto que possui
papel fundamental na divisdo celular. Alguns trabalhos relataram o gene da tubulina na
gbnada de moluscos como no M. edulis e sua diferenca de expresséo quando expostos a
horménios [54], e na C. gigas [55]. Além disso, a vitelogenina (itr6_234 pil.g2949.t1),
proteina responsavel por transporte de lipideos, encontrou-se aumentada em todos os

individuos coletados em Igarapava.
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Capitulo 3

Efeito da niclosamida na expressao de proteinas do
Limnoperna fortunei
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1. Introducéao

1.1. Niclosamida

A niclosamida, (5-cloro-N-(2-cloro-4-nitrofenil)-2-hidroxibenz-amida) (CAS
Number: 50-65-7), Figura 3.1, é utilizada como medicamento humano e veterinario, e
moluscicida. Como moluscicida, é capaz de matar uma variedade de caramujos e outros
moluscos [56]. Este composto é rapidamente metabolizado na 4gua e ndo exibe efeito a
longo prazo [57]. No entanto, o mecanismo de agdo deste composto ainda ndo foi
completamente elucidado, estudos indicam que a niclosamida atua sobre na cadeia
respiratoria e no metabolismo de carboidratos dos e, para esta acdo, o grupamento nitro é
fundamental [58].

Figura 3. 1 . Estrutura quimica da niclosamida.
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A niclosamida é aplicada comercialmente no manejo de tanques de peixes, para
limpéa-los dos peixes indesejados antes de voltar a encher o tanque. Este composto é
altamente toxico aos peixes, mas devido ao seu curto tempo de meia-vida na agua, a nova
batelada de peixes pode ser adicionada apenas poucos dias ap0s a aplicacdo do pesticida
[57]. Apesar de sua toxicidade aos peixes e outros vertebrados aquaticos, a fauna local é
rapidamente restabelecida com a interrupgao de sua aplicagdo [59].

No entanto, a niclosamida é o moluscicida indicado para o combate ao mexilhdo
dourado pois mesmo que seu manejo necessite de consideravel precaucao, este composto
provou ser mais toxico ao L. fortunei, relativamente mais seletivo, além de apresentar
curto tempo de meia vida (~2,5 dias) e baixo nivel de acumulacdo nos masculos de peixes
[20].
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1.1.1. Demais aplicagdes para a niclosamida

Gies et al. (2010) observaram gue a niclosamida é capaz de reduzir a quantidade
de agregados poli-ubiquitinados quando o complexo proteolitico proteassoma € inibido.
Indicando que na ocorréncia de inibi¢do do proteassoma ha inibi¢do de ubiquitinacéo de
proteinas mediada pela niclosamida [60].

A niclosamida possui baixa toxicidade em mamiferos (LDso > 5.000 mg.kg™,
administracdo oral, em ratos) [58]. Muitos trabalhos investigam os mecanismos de agédo
da niclosamida em diferentes frentes. Em relagdo ao seu uso como adjuvante em
tratamentos quimioterapicos, sabe-se que a niclosamida efetivamente mata as células
tronco com leucemia miel6ide aguda, no entanto possui citotoxicidade minima a células
progenitoras normais na medula 6ssea. Jin et al. (2010) reportou que a agédo antineoplasica
deste composto € em duas frentes independentes: inativacdo da via NF-kB e pela geracao
de espécies reativas de oxigénio (ROS)[58].

Além do uso no tratamento da leucemia miel6ide aguda, trabalhos como o de
Arend et al. (2014) demostram a citotoxicidade da niclosamida em células de outros tipos
de cancer como o de ovario. Para o qual ela apresentou reducéo do crescimento do tumor
com confirmacdo da inibicdo da via Wnt/B-catenina, além da inibicdo da expressao da
proteina AR-V7 por degradacdo por meio de via dependente de proteassoma [61]. A
niclosamida também foi eficaz na inducdo da apoptose de células tumorais no cancer de

mama [62].

Para o tratamento de cancer de préstata, a niclosamida também demonstrou ser

promissora na reducdo de tumores in vivo, via inibicao de receptores androgenos [63].

Tendo em vista a possivel relacdo da niclosamida e o funcionamento do complexo
proteolitico proteassoma, faz-se interessante a caracterizacdo molecular deste complexo
em organismos alvo do moluscicida, como o Limnoperna fortunei. Esta caracterizagdo

possibilitara uma maior compreensao da acao da niclosamida a nivel molecular.

2. Objetivos

O objetivo geral deste capitulo foi a caracterizacao das proteinas diferencialmente

expressas do Limnoperna fortunei quando exposto ao moluscicida niclosamida.
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2.1.  Objetivos especificos

a Realizar ensaio biologico de exposicdo de espécimes de L. fortunei a

diferentes concentracdes e tempo de contato do moluscicida niclosamida;

b Executar sequenciamento tipo shotgun dos grupos controle e grupos
expostos a niclosamida (2,3 mg.L? de niclosamida por 4 horas e
0,23 mg.L™* de niclosamida por 24 horas);

¢ Analisar as diferencas entre as expressdes protéicas dos grupos

submetidos ao sequenciamento tipo shotgun

3. Materiais e Métodos

3.1. Ensaio com niclosamida

Baseado-se no ensaio com o moluscicida niclosamida realizado por Cataldo et al.
[20], realizou-se ensaio semelhante com o objetivo de avaliar as alteracfes na expressao

protéica induzidas por este composto.

Este ensaio foi realizado no Laboratério Ambiental da Usina Hidrelétrica de
Itaipu. Os mexilhdes foram coletados no reservatorio da Usina de Itaipu, no dia anterior
ao ensaio, permaneceram em ambientacdo no laboratorio com agua corrente do proprio
reservatorio e foi realizada a selecdo dos mexilhGes de acordo com o tamanho e

resposividade de fechamento da concha ao toque (Figura 3.2).

Cada grupo foi realizado em triplicata e, para cada replicata foram selecionados
10 mexilhdes adultos e sadios. Neste ensaio foram estabelecidos cinco grupos submetidos
a diferentes concentrag@es de niclosamida (0,25, 1,0, 2,3, 4,3 e 8,0 mg.L %), além do grupo
controle que néo teve contato com o composto. Em cada um dos ensaios os mexilhdes
foram mantidos na agua coletada na represa de Itaiupu, a mesma de onde foram retirados,
além de mantida constante aerac&o utilizando bombas de aquéario, como pode ser visto na
Figura 3.2F.
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Figura 3. 2. Painel de imagens demonstrando o procedimento experimental adotado para a
realizacéo de ensaios biologicos com o Limnoperna fortunei. De A a D local de coleta e a coleta
dos mexilhdes, E local de aclimatizacdo dos mexilhGes coletados, F grupos de experimentos
realizados, G demonstragdo da viabilidade dos mexilhdes; H os espécimes que morreram
durante o experimento.

O tempo total deste experimento foi de 24 horas e foram monitoradas as condigdes
iniciais da dgua como temperatura, pH, turbidez e oxigénio dissolvido por meio de
equipamento multipardmetro (U-50, Horiba®). Essas leituras ndo foram realizadas
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durante o experimento, porém a &gua contendo ou ndo a niclosamida, de cada um dos
grupos, foi trocada ap6s 5, 19 e 24 horas. Neste mesmo intervalo de tempo foi observada

a ocorréncia de animais mortos e, quando houvesse, estes eram retirados do experimento.

Um sexto grupo teste com niclosamida foi inserido contendo 2,3 mg.L™? de
niclosmida, mas foi submetido ao contato por apenas 4 horas, sem troca de agua, visando
verificar as alteracdes na expressdo proteica do mexilhdo dourado quando exposto a um

curto periodo de tempo.

Finalizada as 24 horas, 0s animais que permaneceram vivos foram excisados de
suas conchas, armazenados em microtubo com 5 pL de PIC (20 x) e congelados e
encaminhados a Universidade Federal de Ouro Preto para posterior processamento. Deste
modo, o0s grupos submetidos ao sequenciamento tipo shotgun foram: grupo controle,
grupo exposto a 2,3 mg.L* de niclosamida por 4 horas e grupo exposto a 0,25 mg.L™ de
niclosamida por 24 horas, pois foram o0s grupos em que todos os individuos

permaneceram Vivos ao final do tempo de exposicéo.
3.2.  Extrato solavel de adultos de Limnoperna fortunei

Os mexilhdes foram submetidos as mesmas etapas para o preparo do extrato
soltvel que aquelas indicadas no Capitulo 2. Os grupos foram processados em separado,
porém todos no mesmo dia. Em resumo, a 100 mg do mexilhdo adicionou-se 1 mL do
tampéo Tris-HCI 25 mM pH 7,5, 1 mM DTT, glicerol 1 % e 50 pL de PIC (20 x). A
homogeneizacio foi realizada no equipamento Potter (B. Braum Biotech International®),
e em seguida, o extrato foi sonicado no equipamento 450-Sonifer Analog Cell Distuptor
(Branson Ultrasonics®), em 3 séries de 15 segundos cada (pulsos de 100 ms, output level
5). Tanto a homogeneizacgdo quanto a sonicacdo foram realizados em banho de gelo. O
homogenato foi centrifugado a 37627 xg, 4°C, por 60 minutos, para recuperacdo do

sobrenadante.
3.3.  Sequenciamento do extrato soltvel de adultos de Limnoperna fortunei

O método utilizado no sequenciamento das amostras provenientes do ensaio com

niclosamida foi o mesmo utilizado na andlise shotgun do Capitulo 2. Resumidamente,
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40 pg de proteinas foram submetidas a digestdo em solucdo utilzando detergente I&bil
RapiGest e enzima tripsina, seguida de analise por LC-MS/MS.

A andlise por LC-MS/MS foi realizada no sistema nanoUHPLC UltiMate® 3000
(Dionex®) equipado com coluna Nano-Trap Acclaim PepMap100 C18 (100 pm i.d. x
2. cm, 5 um, 100 A; Thermo Scientific®) e coluna capilar Acclaim PepMap100 C18 RSLC
(75 um i.d. x 25 cm, 3 um, 100 A; Thermo Scientific®). Primeiramente os peptideos sdo
retidos no trap utilizando fase mével composta de ACN 2 % com TFA 0,05 % com vazéo
de 7 pL.mint e, apés 3 minutos sdo eluidos pela fase movel e submetidos a separacio
cromatogréfica em coluna C18, utilizando temperatura do forno da coluna de 40 °C. Pata
tal, utilzou-se fase movel com vazéo de 0,300 puL.min™, sendo composta por: (A) acido
formico 0,1 % e, (B) ACN 80 %, acido férmico 0,1 %, sob modo gradiente de 3,8 % B
de 1 a 3 min, aumento para 30 % B em 120 min, aumento parta 55 % B em 150 min,
aumento para 99 % B em 152 min, mantendo por 10 min, retorna a condicéo inicial em
164 min, mantendo até 185 min.

O sistema nanoUHPLC € acoplado ao instrumento Q-Exactive (Thermo
Scientific®, Bremen, Alemanha) através da fonte Nanospray Flex lon (Thermo
Scientific), realizando a andlise por espectrometria de massas dos peptideos eluidos. Esta
fonte, equipada com emitter de aco-inoxidavel nano-bore (150 pum o.d. x 30 pum i.d.,
Proxeon, Thermo Scientific®), operou sob voltagem de 1,9 kV, no modo positivo e
temperatura de 250°C. Realizou-se varredura no modo scan a uma resolucao de 70.000
com tempo méaximo de injecdo de 120 ms e acimulo de jons no valor de 3x10°. Neste
equipamento a fragmentacdo dos ions ocorre na cela de higher-energy collisional
dissociation (HCD) e, neste método selecionou-se 0s 12 ions mais intensos monitorados
na faixa de 300-2.000 m/z, com carga >2 e <5, que foram isolados em uma faixa de 2 m/z
antes de serem fragmentados, com energia de colisdo normalizada em 30 V. Os espectros
MS/MS gerados foram adquiridos com resolugdo de 35.000, tempo méaximo de injecéo
de 120 ms e actiimulo de ions no valor de 2x10° ions. O tempo de excluséo utilizado foi

de 40 segundos.
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3.4. Analise dos dados

Os dados obtidos foram entdo submetidos a analise utilizando o software PEAKS
Studio 8.5 (Bioinformatic Solutions Inc.), com os parametros de busca que incluiram: (i)
enzima: tripsina/P; (ii) numero méaximo de sitio de clivagem perdidos = 2; (iii)
carbamidometilagdo como modificacdo fixa (C); (iv) oxidagdo de metionina como
modificacdo dindmica; (v) tolerncia de massa de 10 ppm para ions parentais e de 0,02 Da
para MS/MS. Apds as buscas, foram consideradas como identificadas apenas as proteinas
que apresentaram no minimo um peptideo de alta confiabilidade, tomando por base um
false discovery rate (FDR) de 1 %.

Como banco de dados foi utilizado o arquivo fasta de proteinas sequenciadas de
L. fortunei: Ifortunei_protein.fasta.gz, disponibilizado em

http://gigadb.org/dataset/100386 [35]. Apds 0 sequenciamento, as sequencias das

proteinas identificadas foram entdo submetidas a busca por similaridade utilizando o
algoritmo BLAST por meio do software Blast2GO (versdo 5.0.13) [45].

4. Resultados e Discussao

4.1. Ensaio com niclosamida

Este ensaio foi realizado com duracdo de 24 horas utilizando a agua da prépria
lagoa de Itaipu da qual foram retirados os mexilhdes. Desta agua foi realizada uma medida
inicial dos pardmetros constatando que apresentava temperatura de 24,5°C, pH de 6,43,
turbidez de 2,0 NTU e oxigénio dissolvido de 6,28 mg.L™*. Durante este experimento nio
foi realizado o monitoramento desses parametros, porém a agua na qual os mexilhdes
eram mantidos durante as 24 horas (tempo total de exposi¢do) foi trocada trés vezes, além
de manter constante a oxigénacdo por meio de bomba de aquério.

As concentragdes selecionadas para este ensaio foram escolhidas baseando-se
naquelas estudadas por Cataldo et al. (2003), que estudou a taxa de mortalidade deste
moluscicida sob o L. fortunei. A contagem dos espécimes mortos e sua retirada foi
realizada nos tempos de 5, 19 e 24 horas e, nas primeiras 5 horas todos 0s espécimes
mantiveram-se vivos. Porém, apos 19 horas todos os espécimes dos grupos de 2,3, 4,3 e

8,0 mg.L? estavam mortos, assim como 27 dos 30 individuos do grupo de 1,0 mg.L™.
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Apos as 24 horas, apenas dois individuos sobreviveram no grupo de 1,0 mg.L™%, enquanto
que nos grupos de 0,25 mg.L* e no controle todos os 30 individuos mantiveram-se vivos,
como observado na Figura 17.

Figura 3. 3. NUmero de Limnoperna fortunei vivos durante o ensaio com niclosamida.

Exposicéo as concentragdes de 2,3, 4,3 e 8,0 mg.L?, no periodo total de 24 horas (n=30).
Observacao nos tempos de 0, 5, 19 e 24 horas.

NUmeros de individuos vivos

.

t5 t19 t24
Tempo de observacdo

m8,0 4,3 m2,3 1,0 0,25 ticontrole

Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados no trabalho de Cataldo et al.
(2003), em que foram avaliados os efeitos combinados da exposi¢cdo a niclosamida em
concentragdes de 8,0 a 0,25 mg.L™ com a temperatura (15, 20 e 25°C), além do seu efeito
residual. Assim como o encontrado em nosso experimento, o trabalho citado encontrou
taxas superiores a 80 % de mortalidade para as concentragdes > 4,0 mg.L ™, enquanto que

nas concentragdes < 0,5 mg.L! a taxa de mortalidade cai para menos de 20 %[20].

Também foi observado no trabalho de Cataldo et al. (2003) que a 25°C a taxa de
mortalidade e a rapidez com que ela ocorre € maior em relacdo as temperaturas menores.
Nos trabalhamos com temperatura média de 24,5°C, o que explica a rapidez com que as
concentragdes > 1,0 mg.L ! levaram a morte de todos os individuos em menos de 19 horas
de exposicdo. O fato de atingirmos em nosso estudo a taxa de mortalidade de 100 % nas
concentracdes > 1,0 mg.L ! pode ser explicada devido a etapa de reposicdo da dgua com
nova dose de niclosamida a cada troca, ou seja, com 5 e 19 horas. Ao contrario do que foi
realizado por Cataldo et al. (2003), que fez uma Unica aplica¢do da niclosamida no inicio

de seu experimento [20].
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J& 0 sexto grupo, concentragdo de 2,3 mg.L™! com exposi¢io por 4 horas, todos os

30 individuos sobreviveram.

A acdo da niclosamida em céstodes é conhecida, ela atua inibindo a fosforilacéo
oxidativa e estimulando a atividade da adenosina trifosfato na mitocondria, matando o
escolex e os segmentos proximais do verme, o libertando na luz intestinal, possibilitando
a sua digestdo e eliminacdo do organismo. Com isso, a niclosamida é utilizada como
antihelmintico em infeccdes intestinais por Taenia saginata, Diphyllobothrium latum e

Taenia solium [56].
4.2.  Anélise shotgun das amostras do ensaio com niclosamida

Foram submetidos a analise protebmica apenas os individuos que permaneceram
vivos até o final do tempo do ensaio. Deste modo, foram analisadas as triplicatas de trés
grupos: A: mexilhdes expostos a 2,3 mg.L™ por 4 horas (A1, A2 e A3); B: mexilhdes
expostos a 0,23 mg.L™ por 24 horas (B1, B2 e B3) e C: mexilhdes controle ndo expostos
a niclosamida (C1, C2 e C3).

Ao todo foram sequenciadas 2155 proteinas apds andlise shotgun das amostras de
L. fortunei provenientes do ensaio com niclosamida. Destas, 46 protein groups foram
classificados como diferencialmente expressas, como pode ser observado no heat map e
grafico volcano dispostos nas Figuras 3.4 e 3.5, respectivamente.
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Figura 3. 4. Heat map das proteinas diferencialmente expressas entre 0s grupos A (expostos a
2,3 mg.L™ de niclosamida), B (expostos a 0,23 mg.L™ de niclosamida) e C (controle ndo
exposto a niclosamida).
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Figura 3. 5. Gréfico volcano do resultado obtido via analise label-free das amostras dos ensaios
com niclosamida.

Significance

Para analisar a diferenca entre as expressoes das proteinas entre 0s grupos teste e
0 grupo controle, os grupos testes foram agrupados e as proteinas diferencialmente

expressas estdo dispostas nas Tabelas 3.1 e 3.2.
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A andlise global do efeito causado pela niclosamida sobre o proteoma de
L. fortunei sugere aumento de atividade mitocondrial, particularmente no que se refere a
um aumento na demanda de producdo de ATP. Essa observacdo esta respaldada pelo
aumento nos niveis de expressao de proteinas envolvidas no metabolismo oxidativo de
carboidratos, lipideos e proteinas. Em relagdo ao primeiro grupo de biomoléculas
observou-se aumento nos niveis da subunidade E1 do complexo da piruvato
desidrogenase. Esse complexo mitocondrial catalisa uma etapa altamente regulada do
metabolismo de carboidratos - a conversédo de piruvato a acetil-CoA. Esse ultimo, por sua
vez, alimenta o ciclo do acido citrico cujos produtos em ultima instancia fornecerdo poder
redutor para a sintese de ATP. Aumento na atividade do ciclo do &cido citrico também
poderia estar fundamentado pela maior expressdo de transcetolase 2, a qual atua na
conversdo de isocitrato a alfa-cetoglutarato. Ademais, o aumento de expressao de metil-
malonil-CoA mutase sugere geracdo extra de succinil-CoA a partir da oxidacdo de
aminodcidos ou de &cidos graxos contendo nimero impar de carbonos. Niveis
aumentados da proteina ligante de acidos graxos também sugerem mobilizacdo e
transporte de lipideos para garantir suprimento adequado de acetil-CoA a partir de B-

oxidagéo [64].
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Tabela 3. 1. Proteinas encontradas com expressdo aumentada no grupo teste com

niclosamida em relag&o ao grupo controle.

Acesso Controle Teste
itr6_5425 pi.g958.t1
itr6_3064_pi.g1746.t1

itr6_6849_pi.g64.t1

itr6_4777_pi.gL496.t1

itr6_76_pilo.g977.t1

itr6_4896 pi.g482.t1

itr6_17731 p.g44.t1
itr6_2074 pi.g2049.t11
itr6_4902_pi.g523.11.1.57f69240
itr6_6072_pi.g857.t1

itr6_2443_pi.g2010.t1
itr6_2374_pi.gl411.tl
itr6_14975_p.g125.t1
itr6_1839_pi.g2870.t1.2.5716923d

itr6_4174 pi.gl.tl

itr6_439_pil.g1597.11
itr6_4003_pi.g979.t1
itr6_2891 pi.g26.t1
itr6_6086_pi.g888.t1
itr6_973 pil.g99.t1

Funcéo predita

serine cytosolic-like

V-type proton ATPase catalytic
subunit A-like [Orbicella faveolata]

hypothetical protein
LOTGIDRAFT_239234 [Lottia
gigantea]

pyruvate dehydrogenase E1
component subunit mitochondrial

V-type proton ATPase catalytic
subunit A

tubulin-specific chaperone A

fatty acid-binding brain

transketolase 2 isoform X2

Alcohol dehydrogenase class-3

hydroxyacylglutathione mitochondrial
isoform X2

endoplasmic reticulum resident 29-like

transaldolase-like isoform X1

calumenin isoform X1

hypothetical protein CGI_10010851
[Crassostrea gigas]

dnaJ homolog subfamily B member
11-like

arginine N-methyltransferase 1

WD repeat-containing 54-like

proteasome subunit beta type-5-like

Prenylcysteine oxidase

methylmalonyl- mitochondrial-like

Em paralelo, observou se aumento de expressao de pelos menos trés chaperoninas:

DNAJ (membro da familia de Hsp40), ERp29 (chaperona de reticulo endoplasmatico) e

uma chaperona especifica de tubulina. Classicamente, 0o aumento nos niveis de

chaperonas esta relacionado a resposta celular ao estresse pois contribui para amenizar o

gasto de ATP intracelular a partir da manutencdo da estrutura e atividade de proteinas

relacionadas a processos diversos. Outro ponto que merece atencdo é o aumento da

expressdo da enzima arginina metil transferase, cuja atuacao ja foi relacionada ao controle

do ciclo circadiano e regulacdo da expressdo génica [65,66].

A andlise de proteinas diferencialmente expressas em virtude de exposi¢do a

niclosamida também permite inferir que pelo menos dois processos suportam uma maior
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demanda de ATP intracelular. O primeiro, niveis aumentados da subunidade B5 do
proteassoma, responsavel pela atividade quimotripsina-simile do complexo, sugerem
aumento de proteolise dependente de ATP. Neste contexto, € descrito o acumulo de
conjugados ubiquitinados, substratos naturais de degradacéo proteassomal dependente de
ATP, em resposta ao tratamento com niclosamida [60,67]. O segundo, duas sequéncias
codificando para subunidades A de V-ATPase apresentaram maior nivel de expressao.
Este complexo constitui uma bomba de prétons que funciona a custa de hidrolise de ATP,
altamente conservada ao longo da evolucéo. Ele tem sido implicado em varios processos
celulares e teciduais que dependem de diminuicao de pH local, tais como acidificacéo de
lisossomas, do acrossoma na capacitacdo proteolitica de espermatozoides e na reabsorcao
da matriz dssea por osteoclastos [68-70]. De fato, Clelland e Saleuddin (2000)
demonstraram por meio de métodos imunohistoquimico e enzimatico a existéncia de V-
ATPases localizadas no epitélio do 6rgdo perfurador do molusco bivalve Nucella
lamellosa [71]. Embora L. fortunei utilize de maneira altamente eficiente a formagéo de
bisso para fixacdo € possivel que V-ATPases participem do mecanismo molecular
empregado para descalcificacdo de substratos calcareos e, desta forma, auxiliem na

fixac&o e/ou captacédo de célcio extracelular para garantir crescimento da concha.

Por outro lado, achados recentes sobre o mecanismo molecular utilizado pelos
mexilhdes para adeséo e fixacdo demonstram claramente a importancia da geracdo de
uma interface acida entre o 6rgdo secretdrio utilizado no pé do molusco e a superficie de
adesdo nos estagios iniciais de formacdo do bisso [72]. Dada a alta cobertura de
sequéncias para subunidades do complexo V-ATPase registrada nesse trabalho
(Tabela 3.2) em paralelo a discreta identificacdo de outros transportadores de hidrogénio,
esse trabalho é pioneiro em sugerir que essa interface acida seria de responsabilidade de
V-ATPases localizadas nas glandulas secretorias de proteinas do pé. Conforme
demonstrado para o bivalve marinho Mytilus californianus o processo de adesdo a
superficie requer um intricado sinergismo de eventos moleculares altamente regulados.
A criagdo de uma interface acida nos estagios iniciais de deposigéo de proteinas atenderia
aos seguintes propdsitos: impediria a oxidacdo de proteinas do pé, particularmente nos
residuos de triptofano e/ou tirosina hidroxilados e com isso promoveria aumento de

adesdo por maximizagdo de interacdes de hidrogénio com a superficie e garantiria a
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solubilidade das proteinas secretadas, impedindo a agregagdo imediata dessas moléculas
imediatamente apos a secrecdo [73-75].

Tabela 3. 2. Sequenciamento das subunidades da préton V-ATPase de Limnoperna
fortunei.

itr6_1158 pi.g2482.t11 V-type proton ATPase subunit C 1 3.14E-116
itr6_1743 pi.g1598.t1 V-type proton ATPase subunit d 1 isoform  2.57E-61
X2
itr6_1743 pi.g1599.t1 V-type proton ATPase subunit d-like 4.94E-89
itr6_1811 pi.g2501.t11 V-type proton ATPase 116 kDa subunit a 0
isoform 1-like
itr6_2344 pi.g1121.t11 V-type proton ATPase subunit G 3.18E-29
itr6_2737_pi.g1829.11 V-type proton ATPase 116 kDa subunita- 0
like isoform X1
itr6_3064_pi.g1746.t11 V-type proton ATPase catalytic subunit A 1.38E-37
itr6_3567_pi.g282.t1 V-type proton ATPase subunit D 4.84E-27
itr6_692_pil.g677.t1 V-type proton ATPase subunit B 0
itr6_76_pilo.g977.t1 V-type proton ATPase catalytic subunit A 0
itr6_781 pil.g1947.t1 V-type proton ATPase subunit D-like 4.08E-100
a Obtido do banco de dados em Uliano et al. (2017) [24]
b Dado obtido ap6s anélise no software Blast 2 GO

Como pode ser observado na Figura 3.6 e nas identidades obtidas na Tabela 3.2,
foi possivel sequenciar as subunidades V1: A, B, C1, D, G, e as subunidades VO: a e d.

Praticamente toda a porcao citosélica do complexo foi sequenciada.

Figura 3. 6. Representacdao do complexo transportador de préton V-ATPase. Fonte: [70]
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Tabela 3. 3. Proteinas encontradas com expressdo aumentada no grupo controle com
niclosamida em relagdo ao grupo teste.

Acesso Controle Teste Funcéo predita

itr6_2110 pi.g2513.t1

PREDICTED: uncharacterized protein
LOC105323049

itr6_3182_pi.g2726.t1.1.57161333

itr6_7227 pi.gl31.tl

tensin-3-like isoform X8

myoferlin-like isoform X8

itr6_5613 pi.g475.t1

itr6_1341_pi.g711.t1

spectrin beta chain-like isoform X1

itr6_4962_pi.g756.t1

alpha-L-fucosidase-like [Orbicella
faveolata]

Alpha-actinin, sarcomeric

itr6_2014 pi.g1186.t1

itr6_19968_p.g29.t1

Myosin-M heavy chain

annexin A7-like isoform X2

itr6_4746_pi.g1335.11

Tryptophan--tRNA cytoplasmic ligase

itr6_1436_pi.g1941.t1

15-hydroxyprostaglandin
dehydrogenase [NAD(+)]-like

itr6_2999_pi.g1056.t1

tektin Al

itr6_3572_pi.g332.t1

4-deoxy-L-erythro-5-hexoseulose
uronic acid reductase

itr6_4611_pi.g567.t1

heparan sulfate proteoglycan -1

itr6_2256_pi.g113.t1

UDP-glucose 4-epimerase-like

itr6_3094_pi.g2025.t1

Spectrin alpha chain

itr6_1938_pi.g158.t1

septin-2 isoform X2

itr6_4725_pi.g1235.t1

low-density lipo receptor-related 4-
like

itr6_2058_pi.g1764.t1

filamin -1

itré_1774_pi.g2018.t1

Spectrin alpha chain

itr6_4967_pi.g799.t1

lethal(2) giant larvae homolog 1-like
isoform X2

Proteinas reguladas negativamente em virtude da exposicdo & niclosamida
(Tabela 3.3) constituiram um grupo representativo de proteinas do citoesqueleto dentre
elas proteinas homologas a tensina 3, mioferlina, o e B-espectrinas, miosina, filamina e
anexina A7. Esses resultados corroboram com os dados histolégicos (microscopia 6ptica
+ eletronica de transmissdo) obtidos apos exposicdo do molusco Oncomelania hupensis
a niclosamida. Nesse estudo foi claramente demonstrado que os tecidos musculares
apresentaram reduzida densidade eletrénica em relacdo ao grupo controle, o0s
miofilamentos nas células musculares apresentaram-se frouxos e altamente
desorganizados e ainda foi observado reducéo nos granulos de glicogénio. Este efeito foi
cumulativo durante o periodo de 24 h de exposi¢do [76]. Neste contexto, nossos

67



resultados podem contribuir com as bases moleculares associadas a desestruturacdo do
tecido muscular observado para a acdo moluscicida da niclosamida e seus derivados.

Quatro proteinas, das quais trés com atividade enzimatica (a-fucosidase, acido
urdnico redutase e UDP glicose epimerase) mostraram-se com niveis de expressdo
reduzidos nos individuos tratados com niclosamida. O envolvimento dessas proteinas na
biossintese de carboidratos de superficie sugere comprometimento de processos celulares
relacionados a glicosilacdo de proteinas [77]. Tal efeito poderia acarretar em sérios
prejuizos para adesédo celular, reconhecimento e sinalizacdo dependente de glicosilacao

em L. fortunei.

Outro dado revelado pela andlise da expressdo diferencial de proteinas em
resposta a exposicao a niclosamida refere-se aos niveis reduzidos de triptofano t-RNA
ligase. Essa enzima pode estar potencialmente relacionada a sintese de proteinas do bisso
pelo pé. Entre as proteinas identificadas nessa andlise protedbmica, a entrada
itr6_197 pil.g2466.t1 anotada como foot protein 2 exibe um alto contetdo de triptofano.
Além disso, a analise de sua sequencia primaria revela também alto contetdo de tirosina.
Ambos os residuos de aminoacidos sdo descritos como capazes de sofrer oxidacdo de
suas cadeias laterais sendo responsaveis pelas interacdes com a matriz e, num segundo
estagio servirem de substratos para o cross-linking necessario para a solidificacdo das
fibras de adesdo [78]. Esses dados sugerem que a niclosamida provavelmente apresenta
efeito negativo sobre a taxa de traducdo de proteinas do pé, podendo comprometer sua

adesdo a superficies.

Coletivamente os resultados dessa andlise apontaram alvos moleculares de
interesse para o controle da proliferacdo do mexilhdo dourado. Embora a niclosamida
tenha acdo inespecifica, sendo este o principal empecilho para seu uso como moluscicida
em larga escala, as recentes descobertas sobre seu amplo mecanismo de acdo tem
estimulado a sintese de derivados com alta especificidade. Neste contexto, foi
demonstrado recentemente que inibidores benzimidazélicos derivados da niclosamida
foram capazes de bloquear especificamente a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina em
modelo de célula tumoral derivado de cancer coloretal [79]. Tal efeito predominou

significativamente sobre aqueles relacionados & homeostase do ATP intracelular.
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Capitulo 4

Sistema proteolitico dependente de ubiquitina e proteassoma
em Limnoperna fortunei
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1. Introducéo

1.1. O Proteassoma 20 S

O maquinario denominado proteassoma encontra-se presente desde bactérias a
plantas e animais, considerando as diferencas estruturais evolutivas. Este complexo
proteolitico € uma estrutura extremamente conservada entre os eucariotos, sendo co-
responsavel pela manutencgdo da funcionalidade e viabilidade celular, devido a sua funcéo
de reconhecimento e remocao de proteinas anormalmente configuradas, danificadas, ou

gue ndo sdo mais necessarias a célula [80-82].

O proteasoma 20 S (P20 S) consiste de uma estrutura cilindrica composta por
quatro anéis homologos, dois a ¢ dois B, dispostos na sequéncia: a-p-p-o. Cada anel é
composto por sete subunidades distintas (a1-7 € p1-7), apresentando massas moleculares
entre 20 e 30 kDa (Figura 4.1). No interior da estrutura formada os anéis 3 constituem o
centro proteolitico, no qual se encontram os trés sitios ativos. Estes sitios sao compostos
pelas subunidades B1, B2 e B5, que possuem atividades caspase-simile, tripsina-simile e
quimotripsina-simile, respectivamente [81,83]. As subunidades o possuem a fungdo de
manutencdo da estrutura do P20 S, além do reconhecimento e ligacdo do substrato, e,

regulacdo da entrada desse substrato ao interior do P20 S [81].

Figura 4. 1. Estrutura do proteassoma 20S de eucariotos, contendo sete subunidades o e 8
diferentes, arranjadas em dois anéis a e dois anéis B. Fonte: Jung e Grune (2012) (32).
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A unido entre o proteassoma 20S e a particula regulatéria 19 S formam o
proteassoma 26S. As particulas reguladoras modulam a atividade proteasomal e se ligam
por meio das subunidades a dos anéis do P20 S. A 19 S, também conhecida como PA700,
€ um importante regulador dependente de ATP. Esta particula reconhece o substrato
poliubiquitinado e promove seu desenovelamento, desubiquitinagédo e translocacdo ao
interior do P20 S [81,83,84].

A degradacéo de proteinas defeituosas ou de meia vida curta quando dependente
de ubiquitina é principalmente realizada pelo proteassoma 26 S. Para que as proteinas
sejam reconhecidas pelo proteassoma 26 S elas sdo marcadas com moléculas
denominadas ubiquitinas. Este processo ocorre em cascata enzimética na qual estdo
envolvidas as enzimas E1 (ativadora de ubiquitina), E2 (conjugadora de ubiquitina) e E3
(ubiquitina-proteina ligase), que carreiam a ubiquitina livre e a ligam covalentemente a
proteina alvo, como pode ser visto na Figura 4.2. Esta cascata ocorre repetidamente até
que seja formada uma cadeia de poli-ubiquitinas e, desta maneira, seja reconhecida pelo
proteassoma 26 S, rota conhecida como Sistema Ubiquitina Proteasoma (Ubiquitin
Proteasome System — UPS). Apds a degradacdo da proteina a cadeia de ubiquitina é

removida e volta a sua forma livre [81,83].

Figura 4. 2. Desenho esquematico do Sistema Ubiquitina Proteasoma (UPS). A ubiquitina (Ub)
é ativada pela enzima ativadora de ubiquitina (E1) e transferida para a enzima conjugadora de
ubiquitina (E2). A enzima ubiquitina ligase (E3) auxilia na transferéncia da Ub para o substrato.
Madltiplas moléculas de Ub séo transferidas ao substrato para que este seja reconhecido pelo
proteassoma 26 S. O substrato é degradado, gerando peptideos curtos e a Ub liberada pode ser
reutilizada para novas reacGes de ativagdo e conjugacdo. Fonte: Rahimi, (2012) [85].
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A degradacdo de proteinas também pode ocorrer via rota independente de
ubiquitina e, neste caso a premissa é a presenca de regido desestruturada no substrato.
Esta rota € mediada exclusivamente pelo P20 S, ndo sendo mediada pelo 19 S como pode
ser observado na Figura 4.3. O P20 S em relacdo ao P26 S demonstra ser mais resistente
a condicOes de estresse oxidativo, sendo capaz de manter sua atividade catalitica na

degradacdo de proteinas com alteracdes estruturais irreversiveis [84].
Figura 4. 3. Representacdes simplificadas das vias de degradacéo de proteinas (A) dependente

de ubiquitina, via proteassoma 26 S e (B) ubiquitina e ATP independente via proteassoma 20 S.
Fonte: Ben-Nissan e Sharon (2014) [84].
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Muitas moléculas vem sendo estudadas para inibi¢do da via de degradacdo UPS
para serem usadas em diferentes aplicagdes, como nas doencas de Parkinson, Alzheimer
e varios tipos de canceres. Alguns inibidores de proteassoma induzem a apoptose de
células transformadas de rapida divisdo, enquanto que em outras células parecem agir

reduzindo a apoptose [86].

Dentre os inibidores temos os peptideos aldeidos, como 0 MG-132 (Cbz-leu-leu-
leucinal) e MG-115 (Cbz-leu-leu-norvalinal) que inibem preferencialmente a atividade

quimotripsina-simile do proteassoma. Outro peptideo inibidor € o PSI (Cbz-ile-glu(O-t-
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Bu)-ala-leucinal), capaz de bloquear a atividade proteolitica do proteassoma 26 S sem
influenciar nas atividades ATPasicas ou isopeptidasicas [86].

Além dos peptideos, a lactacistina € um inibidor do proteassoma mais especifico.
Ela age como um pseudosubstrato que se liga covalentemente aos grupos hidroxilas do
sitio ativo das subunidades . O mesmo modo de a¢do da lactacistina ¢ exibido pelos
peptideos contendo na por¢do C-terminal um grupo vinil sulfona. Porém, identificou-se
a acdo inibitdrias dessas duas classes sobre outras proteases, a lactacistina tambem inibe
a catepsina A e tripeptidil peptidase Il, enquanto o grupo peptidil vinil sulfona age
inibindo a catepsina S [86,87].

A epoxomicina é um produto natural extraido de cepas de Actinomicetos, ela se
liga covalentemente a subuniades p do proteassoma inibindo seletivamente e em

diferentes taxas as atividades proteoliticas do proteassoma [87].

Uma classe promissora de inibidores sdo os peptideos ligados a grupo boronato,
que agem ligando-se reversivelmente aos sitios ativos do proteassoma. As vantagens
dessa classe é sua potencia elevada e ndo inibicdo de outras proteases celulares [86]. Um
exemplo desta classe é o bortezomib, um dipeptidil &cido boronico muito potente, se liga
reversivelmente ao proteassoma e possui elevada seletividade. Sua atividade foi estudada
tanto in vitro quanto in vivo e demonstrou resultar na apoptose de células cancerosa de
mieloma, pancréas, prostata e ovario [83]. O burtezonib é considerado como a primeira
geracdo de inibidores de proteassoma e a segunda geracdo, desenvolvida a partir dos
resultados obtidos da primeira incluem os inibidores: carfilzomib, ixazomib e oprozomib
[88].

O proteassoma, apesar de ser uma estrutura altamente conservada entre as
espécies, exibe algumas particularidades, inclusive em relacdo a resposta aos inibidores.
Observou-se que a degradacdo de proteinas de longa vida em leveduras ndo é blogueada
pela acéo dos inibidores MG-132 e B-lactona (derivado da lactacistina) [86]. Assim como
0 GNF6702 foi capaz de inibir o proteasoma de T. cruzi, T. brucei e Leishmania spp.,

porém ndo mostrou inibicdo de proteasoma de mamiferos [89]
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Conforme exposto, existem muitas vantagens em se explorar a via de degradagéo
do proteassoma 20 S, sua modulagdo pode constituir uma interessante estratégia para o

controle da invasdo de organismos como o mexilhdo dourado.

1.1.1. Relevancia de estudos moleculares associados ao sistema proteolitico
dependente de ubiqutina e proteassoma em bivalves

Os moluscos bivalves sdo organismos de notavel resiliéncia em relacdo a
adaptabilidade ao ambiente. Esta qualidade possibilitou a colonizacdo de diversos
habitats aquaticos e Ihe foi atribuido o titulo de espécie sentinela em ecotoxicologia
devido a seu estilo de vida sedentéario (fixacdo), alimentacdo por filtracdo, abundéancia,

facilidade de identificacdo, tolerancia a poluicéo e distribuicdo geogréafica [90-93].

Estudos sobre o estresse oxidativo utilizando ferramentas protedmicas foram
realizados em alguns organismos bivalves marinhos expostos a diversos contaminantes
como desreguladores endocrinos e farmaco, condicdes de hipercapnia (excesso de COy),
e exposicdo a metais. Estes trabalhos encontraram evidéncias de que: (i) proteinas
carboniladas sdo preferencialmente degradadas de maneira independente ao UPS [92];
(i) os bivalves apresentam grande estabilidade do pH intracelular sob diferentes
condicBes de CO- devido a variedade de transportadores de ions e tampdes intracelulares
[91]; (iii) em condicBes de baixa salinidade ha reducdo de proteinas relacionadas ao
citoesqueleto e de rotas de sinalizagdo e trafego intracelular nos bivalves marinhos [90]
porém; (iv) sob condicGes de elevada pressdo de CO: (reducdo do pH do meio) mantém
0 maquinario de degradacdo protéica e metabolismo celular praticamente inalterados,

demonstrando sua robustez frente a condi¢fes de mudanca climatica [94].

Tais trabalhos atestam que possuimos reduzido conhecimento acerca da
capacidade destes organismos em se adaptarem a diferentes condi¢cdes ambientais e que
esta habilidade pode constituir um interessante campo de estudo.

2. Objetivos

Este capitulo teve como principal objetivo a caracterizagdo do sistema proteolitico

dependente de ubiquitina e proteassoma em Limnoperna fortunei.

2.1.  Objetivos especificos
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a Desenvolvimento de método para purificagdo de proteassoma 20 S de L.

fortuner;

b Caracterizacdo das atividades proteoliticas do proteassoma 20 S de L.

fortunei purificado;

c Andlise das alteragdes provocadas pela niclosamida na atividade
proteolitica do proteassoma 20 S purificado;

d Sequenciamento por LC-MS/MS dos peptideos tripticos provenientes da

digestdo em gel do extrato purificado de proteassoma 20 S de L. fortunei.

3. Materiais e Métodos

3.1.  Purificagédo do proteassoma 20S de Limnoperna fortunei

Apo6s 0 sequenciamento do extrato total de adultos de Limnoperna fortunei,
observou-se a identificacdo de subunidades do complexo proteolitico proteassoma. Com
base neste dado iniciou-se a purificacdo do extrato de mexilhdes adultos visando a
purificacdo do proteassoma 20S. Este protocolo de purificagdo foi padronizado com base
naqueles propostos por Pereira et al. (1992) [95] e Castro-Borges et al. (2007) [96].

3.1.1. Preparo do extrato e precipitacéo

O extrato soltvel de L. fortunei foi preparado utilizando o tampédo Tris-HCI
pH 7,5, 100 MM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 5 mM MgCl: e 10 % glicerol. Manteve-
se a proporcao de 100 mg de mexilhdo para 1 mL de tampéo e 5 pL de PIC (Protease
Inhibitor Cocktail — Sigma Aldrich®). Para a homogeneizagéo utilizou-se o equipamento
Potter (B. Braum Biotech International®), até completa homogeneizagdo do extrato,
seguido de sonicacdo no equipamento 450-Sonifer Analog Cell Distuptor (Branson
Ultrasonics®), em 3 séries de 15 segundos cada (pulsos de 100 ms, output level 5). Logo

apos, o extrato foi submetido a precipitacdo a 80 % de sulfato de amdnio (Sigma Aldrich).

3.1.2. Cromatografia em coluna de Hidroxiapatita

Os pellets obtidos apds a precipitacdo foram ressuspensos em tampéao A (tampéo
fosfato de potassio 40 mM pH 7,5 com 1 mM DTT, 5 mM MgCl. e 10 % glicerol) e

injetado na coluna de separacéo por afinidade e interacdo i6nica — Hidroxiapatita 1,6 cm
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x 5 cm (Bio-Rad), utilizando o sistema de cromatografia liquida Akta Explorer (GE
Healthcare).

Para eluicdo das fracdes ndo ligadas a fase estacionéria utilizou-se o tampéo A,
enguanto que para a eluicdo das fracdes ligadas foi realizado um gradiente iniciando com
100 % de tampéo A e finalizando a 100 % de tampdo B (tampéo fosfato de potassio 400
mM pH 7,5com 1 mM DTT e 10 % glicerol), em 50 min com vaz&o de 1 mL/min. Foram
coletadas fracdes de 2 mL cada que foram monitoradas quanto a absorbancia em 280 nm

no espectrofotdbmetro Shimadzu UV-1601.

Ao final foram realizados ensaios de atividade peptidasica para acompanhar a
presenca de proteassoma nas fracOes enriquecidas, assim como 1D SDS-PAGE para

verificar o perfil eletroforético obtido.

3.1.3. Cromatografia em coluna Phenyl Sepharose

As fracOes obtidas da etapa anterior selecionadas como contendo o proteassoma
20S foram unidas e este pool foi dialisado contra tampédo 25 mM Tris HCI pH 7,5 com
5 % glicerol. Em seguida a amostra foi concentrada em ambiente de sacarose e esta
amostra foi entdo injetada na coluna de interacdo hidrofébica Resource™ PHE de 1 mL
(GE Healthcare). Para a eluicéo utilizou-se o gradiente iniciando com 100 % de tampao
sulfato de aménio 1,5 M (com 25 mM Tris HCI pH 7,5, 1 mM EDTA, 1mM DTT e
5 % glicerol) e finalizando com 100 % de tampdo sulfato de aménio 10 mM (com 25 mM
Tris HCI pH 7,5, 1 mM EDTA, 1ImM DTT e 5 % glicerol), durante 20 min com vazéo de

2 mL/min e coleta de fragdes de 1 mL cada.

Assim como na etapa anterior, foram realizados ensaios de atividade peptidasica
para acompanhar a presenca de proteassoma nas fracoes enriquecidas, e 1D SDS-PAGE

para verificar o perfil eletroforético obtido.
3.2.  Ensaios de atividade peptidasica

Com o proposito de identificar a presenca de proteassoma nas fragdes
enriquecidas obtidas apds cada uma das etapas cromatograficas, foram realizados ensaios
de atividade peptidasica utilizando o substrato peptidico fluorogénico especifico para

atividade quimotripsina simile: Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amino-4-metilcumarina (Sigma-
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Aldrich®). Este substrato foi escolhido devido a conhecida atividade quimotripsina simile

da subunidade B do proteasoma 20S e o uso deste substrato para monitorar sua atividade

[81,97].

Nestes ensaios foram avaliadas as atividades quimotripsina simile em trés
condicdes: (i) na presenca do substrato, (ii) na presenca do substrato + inibidor especifico
MG-132 10 uM (Z-Leu-Leu-Leu-CHO, Enzo Life Science®) e (iii) na presenca de SDS
0,01% (Sigma-Aldrich®), ativador da atividade quimotripsina simile em proteassoma 20S
[98].

Ja para o extrato final purificado de proteassoma 20S, além da atividade
quimotripsina simile na presenca e auséncia do inibidor MG-132, foram avaliadas as
atividades tripsina e caspase simile (substratos peptidicos fluorogénicos: Bz-Val-Gly-
Arg-AMC e Ac-Tyr-Val-Ala-Asp-AMC, respectivamente).

Todos os ensaios foram realizados em condi¢Ges tamponantes, tampdo Tris-HCI
50 mM pH 7,5 (+ MgCl2 5 mM, DTT 1 mM), adicionando-se 20 pL dos extratos em placa
de 96 pocos e pré-incubacdo a 37°C por 15 min. Seguido da adicdo do substrato ou, do
substrato + MG-132 10 uM ou, do substrato + SDS 0,01%. A placa foi mantida a 37°C
por 60 min e entdo realizadas as leituras no fluorimetro de placa Victor X (Perkinelmer®),

com os comprimentos de excitacdo e emissdo de 405 nm e 460 nm, respectivamente.

3.2.1. Ensaio de atividade peptidasica na presenca de niclosamida

Dois fatores subsidiaram a realizacdo do ensaio de atividade peptidasica na
presenca da niclosamida, sdo eles: (i) o fato da niclosamida ser o moluscicida
recomendado pela Organizacdo Mundial de Salde e o principal utilizado em paises
tropicais para o controle de caramujos de agua doce e vetor de esquistosomose [20,99];
(ii) a existéncia de trabalhos que estudam a relacdo deste composto com a degradacao

protéica via proteassoma [60,67].

Com base nesses dados realizou-se o ensaio de atividade quimotripsina simile, na
presenca de niclosamida, nas fracdes enriquecidas obtidas apds o protocolo de purificagcdo
desenvolvido. Este ensaio foi realizado em triplicata nas seguintes condigdes: (i) na
presenca do substrato peptidico fluorogénico especifico para quimotripsina (Suc-Leu-
Leu-Val-Tyr-7-amino-4-metilcumarina  (Sigma-Aldrich®)) e, (ii) na presenca do
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substrato + niclosamida 10 pM (Sigma-Aldrich®). As leituras foram realizadas no

fluorimetro de placa, utilizando o mesmo método descrito no item anterior.

3.3.  Sequenciamento das fracGes de proteassoma 20S de Limnoperna fortunei

purificadas.

Ao final das etapas de purificacdo do proteassoma 20S e observada a sua atividade
quimotripsina simile por meio do ensaio de atividade, foi realizado 1D SDS-PAGE para
verificacdo do perfil eletroforético, seguida de coloracdo por Coomassie coloidal G-250.
A sequir, as bandas compreendidas entre 25 e 35 kDa foram excisadas e realizada a

digestdo em gel.

3.3.1. Digestdo em gel

As bandas excisadas foram separadas em microtubos e cada uma foi cortada em
pedacos menores para otimizar o procedimento de digestdo. Como primeira etapa foi
adicionada solucdo descorante para remocdo do Coomassie coloidal G-250, que foi

trocada a cada 12 h até que praticamente todo o corante fosse retirado.

Em seguida, os fragmentos de gel foram lavados com agua ultra-pura e
adicionados 500 puL de DTT 50 mM, procedendo incubagéo a 65 °C por 30 minutos. Ao
final desta primeira incubagéo a solugdo de DTT foi removida e adicionados 300 pL de
iodoacetamida 100 mM, seguindo para incubacao a temperatura ambiente, por 1 h e na
auséncia de luz. Depois deste tempo, a solucdo de iodoacetamida foi removida e 0s
pedacos de gel foram lavados trés vezes com 500 pL de solucdo de NH4sHCO3z 20 mM/
acetonitrila (grau HPLC, JT Baker®) 50 %, com tempo de espera de 20 minutos para cada
lavagem. Logo apos, os fragmentos foram secos no equipamento SpeedVac (RVC 2-18
CD plus, Christ).

Aos segmentos de gel secos, foram adicionados 15 pL de solugdo de NHsHCOs
20 mM contendo 0,5 g de tripsina, que foram incubados por 20 minutos para reidratagdo
do gel. Imediatamente, 0 excesso de solucdo contendo tripsina foi removido e foi
acrescido volume suficiente de NHsHCO3 20 mM para cobrir os pedagos de gel e

incubados por 16 horas a 37 °C.
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Apos o tempo de digestdo por tripsina, o sobrenadante foi recuperado e para
extrair os peptideos do interior da malha do gel foram adicionados 50 pL de &acido
trifluoroacético 0,1 % (grau HPLC, Fluka®)/ acetonitrila 50 %. Depois de 30 minutos de
repouso a temperatura ambiente, o sobrenadante foi recuperado e adicionado ao primeiro
sobrenadante. Esta solucdo contendo os peptideos tripticos gerados foi completamente
seca em SpeedVac e ressuspensa em acido formico 0,1 % (grau HPLC, JT Baker®).

Previamente a inje¢do no sistema LC-MS/MS, as amostras foram submetidas a
extracdo em fase solida utlizando ponteira zip-tip com fase estacionaria C18. A eluicéo

dos peptideos foi realizada com solucéo de &cido trifluoroacético 0,1 %/ acetonitrila 50 %.

3.3.2.  Sequenciamento dos peptideos tripticos por LC-MS/MS

As analises do sequenciamento foram realizadas na plataforma disponivel no
Laboratério Multiusuario de Protedmica, que dispde de equipamento composto por
sistema nanoUHPLC UltiMate® 3000 (Dionex®) equipado com coluna nano trap Acclaim
PepMap100 C18 (100 um id x 2 ecm, 5 um, 100 A; Thermo Scientific®) e coluna capilar
Acclaim PepMap100 C18 RSLC (75 pm id x 15 cm, 2 um, 100 A; Thermo Scientific®),
acoplado ao espectrdmetro de massas Q-Exactive (Thermo Scientific®, Bremen,
Germany), fonte de ionizacdo Nanospray Flex lon (Thermo Scientific®) utilizando nano-

bore stainless steel emitter (150 um x 30 um i.d., Proxeon, Thermo Scientific®).

Foi injetado volume correspondente a 2 ug de peptideos (considerando 100% de
eficiéncia na digestao) e, no inicio da analise cromatografica os peptideos séo retidos na
coluna trap utilizando fase mével composta por 2 % de acetonitrila e 0,05 % de &acido
trifluoroacético em agua, com vazdo de 15 pL-min™t. Ap6s 3 minutos de analise, 0s
peptideos sdo entdo eluidos da coluna trap e encaminhados para a coluna capilar, sob
fluxo de fase movel de 0,300 pL-min, com fase mével binaria, sendo: (A) 0,1 % de
acido férmico em agua, (B) 80 % acetonitrila, 0,1 % acido formico. O gradiente utilizado
foi de 4 a 90 % de B em 40 minutos, com temperatura do forno da coluna de 40 °C.

O espectrémetro de massas operou com voltagem aplicada na fonte de ionizagdo
de 1,9 kV, no modo positivo, com temperatura de 250 °C. O scan foi realizado com
resolucdo de 70.000 com tempo maximo de injecdo de 100 ms e acumulagdo de 3-10°
ions. Foi utilizando TOP12, no qual os 12 ions mais intensos monitorados na faixa de 300
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a 2000 m/z, com carga>2 e <5, sdo selecionados para fragmentacdo. Estes ions sdo entdo
isolados, numa faixa de £ 2 m/z e enviados a fragmentacdo na célula de colisdo (higher
energy collisional dissociation - HCD) que utiliza energia normalizada de 30 V. Os
espectros MS/MS foram obtidos com resolucéo de 17.500, tempo maximo de injecao de

150 ms e tempo de exclusdo de 60 segundos.

Os dados obtidos foram entdo submetidos a analise utilizando o software PEAKS
Studio 8.5 (Bioinformatic Solutions Inc.) e o Proteome Discoverer (versdo 1.4, Thermo
Scientific®, algoritmos MS Amanda e X!Tandem), com os pardmetros de busca que
incluiram: (i) enzima: tripsina/P; (ii) numero méximo de sitio de clivagem perdidos = 2;
(i) carbamidometilagdo (C); (iv) oxidagdo de metionina como modificagdo dinamica;
(v) toleréncia de massa de 10 ppm para ions parentais e de 0,1 Da para MS/MS. Ap0s as
buscas, foram consideradas como identificadas apenas as proteinas que apresentaram no
minimo um peptideo de alta confiabilidade, tomando por base um false discovery rate
(FDR) de 1 %.

Como banco de dados foi utilizado o arquivo fasta de proteinas sequenciadas de
L. fortunei: Ifortunei_protein.fasta.gz, disponibilizado em

http://gigadb.org/dataset/100386 [35]. ApOs 0 sequenciamento, as sequencias das

proteinas identificadas foram entdo submetidas a busca por similaridade utilizando o
algoritmo BLAST por meio do software Blast2GO (versdo 5.0.13) [45].

4. Resultados e Discussdes

4.1. Purificacdo do proteassoma 20S de Limnoperna fortunei

Com a finalidade de remover lipideos, carboidratos e acidos nucleicos do extrato,
utilizou-se a precipitagdo com 80 % de sulfato de amonio. Apos essa etapa foi obtido um

extrato total contendo 3,92 mg.mL™.

Este volume total de extrato foi submetido a cromatografia em coluna de
hidroxiapatita e as proteinas foram eluidas com gradiente de 40 a 400 mM de tampao
fosfato de potéssio. As fragbes coletadas foram submetidas ao ensaio de atividade

peptidasica quimotripsina-simile e o resultado pode ser observado na Figura 4.4.
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Figura 4. 4. Ensaio das atividades quimotripsina simile das fracGes eluidas da cromatografia em
coluna hidroxiapatita, nas condicdes: (i) na presenca do substrato quimotripsina, (ii) na presenca
do substrato quimotripsina +SDS 0,01% e (iii) na presenca do substrato quimotripsina +
inibidor especifico MG-132 10 uM (Z-Leu-Leu-Leu-CHO, Enzo Life Science®). OBS:
exclusivamente este ensaio foi realizado com 40 L de extrato ao invés de 20 uL, para facilitar
a visualizacdo grafica.
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As fragdes compreendidas entre 235 e 285 mM de tampédo fosfato de potassio
foram consideradas como mais enriquecidas em proteassoma 20S devido as
caracteristicas de suas atividades no ensaio de atividade quimotripsina-simile. Na
presenca de SDS 0,01 % houve aumento da atividade quimotripsina-simile, indicado pelo
aumento desta atividade na presenca desse conhecido ativador. O SDS é conhecido por
proporcionar o aumento da atividade quimotripsina-simile do complexo proteolitico P20S
e acredita-se que este efeito seja decorrente do rompimento de interacGes proteicas com
o complexo proteolitico proteassoma 20S [98,100]. Neste contexto, o ensaio peptidasico
na presenca de baixas concentracdes desse detergente permite discriminar atividade
quimotripsina-simile do proteassoma daquelas relacionadas a outras proteases presentes
no extrato que poderiam apresentar atividade hidrolitica sobre o substrato fluorogénico

utilizado.

Contudo, o SDS é capaz tanto de aumentar a atividade quimotripsina-simile do
P20 S quanto reduzir esta atividade. Essa acao é dose dependente, em concentra¢fes mais
elevadas de SDS ou concentracdes reduzidas de proteassoma, o SDS € capaz de

desacoplar os anéis do centro catalitico, provocando a desmontagem do P20 S e portanto
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reduzindo sua atividade. J& em concentracBes de 0,01 % de SDS e concentracdo
compativel de P20 S, o surfactante atua enfraquecendo apenas as interacfes entre as
particulas regulatorias e proteinas de interagdo com o proteassoma, disponibilizando o

centro catalitico para o substrato, deste modo aumentando a atividade especifica [98,101].

O peptideo aldeidico MG 132, inibe reversivelmente a atividade quimotripsina-
simile do proteassoma, reduzindo sua atividade [60,86,102,103]. Portanto, para um
melhor direcionamento na escolha das fragdes em que ha maior enriquecimento de P20
S, utiliza-se a anélise da atividade quimotripsina-simile que deve se apresentar aumentada
na presenca de SDS 0,01 % e reduzida quando utiliza-se MG 132 no meio. Este
comportamento caracteristico pode ser observado na Figura 4.4 e, deste modo foram

estabelecidas as fracdes com maior enriquecimento de P20 S .

Na sequencia, o extrato obtido teve sua concentracdo de sulfato de aménio
ajustada para 1,5 M, tal qual a condig&o inicial da cromatografia por Phenyl Sepharose.
Este extrato foi entdo submetido a cromatografia na coluna Resouce'™ PHE, e as proteinas
ligadas foram eluidas com gradiente decrescente de 1,5 M a 10 mM de tampao sulfato de

amonio.

Da mesma maneira que na etapa cromatografica anterior, as fracfes coletadas
foram analisadas quanto a atividade quimotripsina-simile, sendo identificadas como
sendo as mais enriquecidas em P20S, as fracbes compreendidas entre as concentragdes
de 1,00 a 0,88 M de tampdo sulfato de amonio. Para a fracdo com melhor perfil
eletroforético foi realizado ensaio de atividade tripsina e caspase-simile, como pode ser
observado na Figura 4.5. As atividades caspase e tripsina-simile sdo mais discretas em

relacdo a atividade quimotripsina-simile, porém presentes.

Figura 4. 5. Avaliagdo da atividade quimotripsina-simile, caspase-simile e tripsina-simile, da
fracdo mais enriquecida com o proteassoma 20 S de Limnoperna fortunei.
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O alto grau de enriquecimento alcancado pode ser visualmente confirmado por
meio do perfil eletroforético apresentado na Figura 4.6, na qual fica evidenciado a
complexidade do extrato inicial e a pureza do extrato final. Destaca-se as bandas na regido

correspondentes ao proteassoma 20 S de L. fortunei, de aproximadamente 25 kDa.
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Figura 4. 6. Perfil eletroforético das fragdes obtidas durante as etapas de purificagdo do
proteassoma 20 S de L. fortunei. (A) Perfil das amostras antes e apds a etapa de precipitacdo
com sulfato de amonio 80 %; (B) Perfil das fracdes eluidas das colunas Hidroxiapatita e Phenyl
Sepharose, contendo bandas proteicas caracteristicas de subunidades do proteassoma 20S
(indicada pela seta). Coloragdo por nitrato de prata.
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Uma analise quantitativa da eficiéncia do protocolo de purificacdo do proteassoma
20 S de L. fortunei desenvolvido, pode ser observado na Tabela 4.1.

Tabela 4. 1. Parametros de rendimento das etapas protocolo desenvolvido para
purificacdo do proteassoma 20 S de Limnoperna fortunei.

Fracio Concentragéo Atividade Fator de Volume Proteina total
¢ (mg/mL) Especifica purificacdo (fold) (mL) (mg)

Total 2,81 30686 1,00 30 84,30

(NH4)2S04 —

80% 3,92 26227 0,85 4 15,68

Hidroxiapatita 0,257 42840 1,39 8 2,06

Phenyl 0,015 292130 9,52 6 0,09

Sepharose

Ao calcular-se a porcentagem em massa de proteassoma obtido apds a purificacao
(0,09 mg) em relacdo a massa inicial de partida (84,30 mg), observa-se que o purificado

corresponde a 0,11 %. Este valor é semelhante aos alcangados por Castro-Borges et al.
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(2007) de 0,21 % apds trés etapas de purificagdo de proteassoma 20S de Shistosoma
mansoni [96], ou com 0,33 % de Wilson et al. (1999) na purificagdo em Haloferax
volcanii [104]. Pode-se concluir que estes trés processos de purificacdo possuem elevada
eficiéncia, pois, encontram-se na literatura valores consideravelmente inferiores:
0,00038 % em musculo peitoral de galinha [105]; 0,0051 % em figado de galinha, 0,0045
% em figado de rato e 0,0031 % em levedura [106]. Deste modo, o protocolo aqui

proposto demostra ser simples, de facil execucdo e com consideravel rendimento.

Por outro lado, ao comparar o fator de purificacdo obtidos pelo presente trabalho,
9,52 e 0 que Castro-Borges et al. (2007) [96] alcancou, 368, nota-se uma diferenca
evidente. Esta diferenca pode estar relacionada a integridade do proteassoma obtido ao
final do processo de purificacdo. A manutencéo da integridade de complexos proteoliticos
e particularmente de suas atividades cataliticas constituem pontos criticos relacionados
ao processo de purificacdo. Embora medidas classicas como utilizacdo de inibidores de
proteases no extrato inicial e utilizacdo do criopreservante glicerol nos tampdes tenham
sido adotadas, caracteristicas bioquimicas intrinsicas desse complexo proteolitico em L.
fortunei podem ter contribuido para uma baixa recuperacdo de atividade especifica ao

final do processo de purificagéo.

Finalmente é importante ressaltar que o protocolo de purificagdo do proteassoma
20S descrito nesse trabalho difere da maioria daqueles descritos na literatura pois exclui
uma etapa inicial de filtragdo em gel. Experimentos preliminares mostraram que 0
emprego da filtracdo em gel como primeiro passo cromatografico resultou num
rendimento ainda menor de proteassoma 20S comprometendo as etapas subsequentes de

caracterizagdo molecular desse complexo.
4.2.  Ensaio de atividade peptidasica na presenca de niclosamida

Com o intuito de entender o mecanismo de ac¢do da niclosamida, o Unico
moluscicida aprovado para utilizacdo segundo a WHO e considerando que segundo a
literatura um possivel alvo deste composto seria 0 comprometimento de processos
celulares dependentes de degradacgdo proteolitica pelo proteassoma, nos propusemos a
avaliar o efeito da niclosamida sob a atividade catalitica do proteassoma 20S de

L. fortunei purificado.
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Pode-se observar na Figura 4.8 que a atividade quimotripsina simile das fracdes
purificadas foi aumentada na presenca de niclosamida, principalmente nas fragdes mais
enriquecidas 15 e 16. Houve diferenga estatitica (p<0,05) em relacdo a atividade

quimotripsina na auséncia e na presenca de niclosamida para as fragdes 15, 16 e 17.

Figura 4. 7. Perfil eletroforético das fragdes eluidas da coluna Phenyl Sepharose. Observa-se as
fragdes enriquecidas com as subunidades de proteassoma 20 S (caixa verde, seta azul) e a co-
eluicdo de bandas proteicas de maior massa molecular (seta verde). Coloracdo por Coomassie
coloidal G-250. Grafico da atividade quimotripsina simile das fracdes eluidas da coluna Phenyl
Sepharose na presenca de 10 UM de niclosamida.
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Trabalhos como o de Xiang et al. (2014) sugerem que a niclosamida promove a
formacéo de agregados proteicos poliubiquitinados, o que facilita a degradacéo protéica
pelo proteassoma [67]. Na Figura 4.7 fica evidenciado esta possivel relacdo entre a

presenca da niclosamida e o aumento da atividade do proteassoma 20 S.

Na literatura ndo foram encontrados relatos da acéo direta da niclosamida sobre o
proteassoma 20 S. Porém, com o intuito se entender a modulagéo da agio quimotripsina-
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simile na presenca deste composto, comparou-se a modulacdo provocada pela
clorpromazina em relagdo a estrutura dessas moléculas. A niclosamida possui pKa 5,6 e,
em pH 7,4 praticamente todas as moléculas estdo deprotonadas [107]. Considerando o pH
tamponado utilizado no ensaio de atividade peptidasica (pH 7,5), a niclosamida encontra-
se provavelmente como na Figura 4.8A. No trabalho de Jone et al., 2017 foi investigada
0 aumento da atividade quimotripsina-simile do proteasoma 20S sob a acdo da
clorpromazina e derivados formados a partir de sua estrutura: (i) da deprotonacdo da
fenodiazina e adicdo de 1,2-oxatiano 2,2- dioxido e (ii) adi¢cdo de grupo benzil ao 2-cloro-

10H-fenotiazina (Figura 4.8 B, C e D, respectivamente) [108].

Figura 4. 8. Estrutura dos compostos quimicos: (A) niclosamida ciclisada [107],
(B) clorpromazima, (C) derivado 1,2-oxatiano 2,2- didxido da clorpromazina e (D) derivado
benzil 2-cloro-10H-fenotiazina da clorpromazina [108].

O estudo de Jones et al. (2017) revelou que substancias neurolépticas como a
clorprometazina sdo capazes de aumentar a atividade quimotripsina-simile de P20 S
purificado, numa relacdo dose-dependente. O objetivo foi avaliar substancias que atuam
aumentando a atividade do P20 S como estratégia para reduzir o acimulo de proteinas
toxicas relacionadas a doencas neurodegenerativas como Alhzeimer, Parkinson e
esclerose amiotréfica lateral. Como resultado constatou-se que a clorpromazina apresenta
preferéncia pela cavidade intersubunidade al/ a2. Além disso, o composto da Figura 4.9C
foi capaz de aumentar as trés atividades cataliticas do P20 S, o que corroborou com a
hipotese de que a interagdo entre as subunidades a1/ 02 induz uma conformacao de poro

aberto permitindo acesso facilitado das proteinas a camara catalitica do P20 S. Ja a
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conformacdo do composta da Figura 4.9D ¢é mais eficiente no ajuste da conformagéo do

P20 S, possibilitando um incremento ainda maior a atividade catalitica. Inclusive, esses

compostos ndo produzem o mesmo efeito sobre o P26 S [108].

Em vista do estudo de Jones et al. (2017) e os resultados obtidos no presente

trabalho, podemos sugerir que a niclosamida, devido a semelhanca estrutural com os

demais compostos (Figura 4.9-A e B-D), poderia produzir o mesmo efeito sobre 0 P20 S,

0 que explicaria 0 aumento da atividade quimotripsina-simile do P20 S purificado de L.

fortunei na presenca dela (Figura 4.8).

4.3.  Sequenciamento das fracGes enriquecidas de proteassoma 20S de Limnoperna

fortunei.

Apbs a andlise por LC-MS/MS das bandas excisadas (faixa ~25 kDa, Figura 4.8,

seta azul), foram identificadas todas as subunidades do proteassoma 20S, exceto a

subunidade beta 6, como pode ser observado na Tabela 4.2.

Tabela 4. 2. Subunidades do proteassoma 20 S de Limnoperna fortunei identificadas por

LC-MS/MS .

alfal
alfa 2
alfa3
alfa 4
alfas
alfa 6
alfa7
beta 1
beta 2
beta 3
beta 4
beta 5
beta 6
beta 7

X X X X X X X X X

X X

X X X X X X X X X X

X

X

35 (P)
40 (X)
36 (X)
18 (X)
32 (A)
42 (A)
96 (A)
59 (P)
42 (A)
35 (X)
51 (X)
33 (A)

41 (A)

(P): Peaks
(X): Proteome Discoverer/ X!Tandem
(A): Proteome Discoverer/ MS Amanda
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Constata-se que foram alcangadas porcentagens de cobertura acima de 30 % para
as subunidades do P20 S, exceto para a subunidade alfa 4. Métodos de purificacdo por
afinidade, como o desenvolvido por Bousquet-Dubouch et al. (2009), resultam em valores
de porcentagem de cobertura, para a maioria das subunidades, superior a 60 % [109]. No
entanto, tal procedimento requer a disponibilidade de anticorpos especificos anti-
subunidades, e ainda, nesse caso o material de partida (eritrocitos) € de menor
complexidade quando comparado ao homogenato inicial obtido dos mdaltiplos tecidos de
L. fortunei. Vale ressaltar que as identidades avaliadas neste trabalho consideram apenas

aquelas que apresentaram ao menos um peptideo Unico sequenciado.

Verificou-se que além das subunidades do proteassoma 20 S foram identificadas
outras proteinas tanto na faixa de ~25 kDa (seta azul, Figura 4.8) quanto na faixa
de ~35 kDa (seta verde, Figura 4.8), como pode ser verificado na Tabelas Suplementares
4 e 5. Dentre as proteinas sequénciadas juntamente com as subunidades do P20S de
L. fortunei, muitas sdo classificadas como proteinas que interagdo com o proteassoma

(protein-interacting proteins — PIPs) e estdo dispostas na Tabela 4.3 [109].

As PIPs sdo moléculas que se associam ao proteassoma 26S de forma temporaria,
regulando dinamicamente o funcionamento desse complexo. Estas proteinas podem estar
diretamente ligadas ao sistema ubiquitina-proteassoma (UPS), como as chaperoninas, 0s
fatores de transcricdo, as enzimas desubiquitiladoras e as ubiquitina ligases [109-111].

Do mesmo modo, algumas moléculas ndo estdo diretamente relacionados ao
sistema UPS, mas também séo classificados como PIPs. Dentre elas temos: histonas ou
proteinas envolvidas em rotas de sinalizacdo mediadas pelo citoesqueleto e na rota de
reparo por excisao de nucleotideos [109].

Dentre as identificacdes obtidas observa-se que foram sequenciadas tanto
proteinas diretamente ligadas ao sistema ubiquitina-proteassoma: putative bifunctional
UDP-N-acetylglucosamine transferase and deubiquitinase ALG13, ubiquitin C, isoform
CRA, ubiquitin C-like protein, ubiquitin-40S ribosomal protein S27 e poly [ADP-ribose]
polymerase 15, quanto proteinas ndo diretamente relacionadas como as isoformas de:
histona H4 e H2, tubulina, heat shock protein 70 (HSP 70) e actina [81,109].

89



Dentre as PIPs identificadas, a HSP 70 é interessante pois possui papel importante
na homeostase de proteinas. A fosfoproteina induzida por estresse 1 (STI 1) pode se ligar
a HSP 70 ativando a proteina ubiquilin-2 para o transporte de agregados proteicos ao

proteassoma [110].
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Tabela 4. 3. Proteinas sequenciadas, além das subunidades do proteassoma 20S, apds
digestdo em gel e anélise por LC-MS/MS da banda excisada na faixa de 25 e 35 kDa.

1 itr6_2439 pi.gl977.t1 putative bifunctional UDP-N- 3.03E+08 5.26E%

acetylglucosamine transferase and

deubiquitinase ALG13
2 itr6_2439 pi.gl977.t1 putative bifunctional UDP-N- 7.00E+07 2.51E°

acetylglucosamine transferase and

deubiquitinase ALG13
3 itr6_4756_pi.gl1376.t1 ubiquitin C, isoform CRA a 4.05E+07 O
4 itr6_4756 pi.gl377.t11 ubiquitin C-like protein 4.05E+07 1.81E6
5 itr6_2969 pi.g730.t1 ubiquitin-40S ribosomal protein S27a 3.96E+07 7.99E7°
6 itr6_4188 pi.g70.t1 actin, clone 403-like 1.12E+07 O
7 itr6_18452 p.g95.t1 histone H2B 1.05E+07 2.51E%°
8 itr6_3201 pi.g2874.t1 histone H2B 1.05E+07 2.51E%0
9 itr6_5775 pi.g1106.t1 histone H2B 1.05E+07 9.86E°%
10 itr6_14858 p.g68.t11 histone H2B-like 1.05E+07 3.59E%°
11 itr6_3280_pi.g526.t1 poly [ADP-ribose] polymerase 15 3.67E+06 5.01E°
12 itr6_11791 p.gl44.tl histone H4 8.70E+05 9.10E%
13 itr6_11791 p.gl47.t1 histone h4 8.70E+05 6.29E
14 itr6_11791 p.gl148.t1 histone H2A-like 8.70E+05 1.94E8
15 itr6_1186_pi.g2795.t1 histone H2A-like 8.70E+05 1.08E°8
16 itr6_12447 p.g158.t11 histone H4-like 8.70E+05 1.17E
17 itr6_14858 p.g66.t1 histone H4-like 8.70E+05 2.86E®
18 itr6_3142 pi.g2442.t1 histone H4-like 8.70E+05 9.04E2
19 itr6_3201_pi.g2873.t1 histone H4 8.70E+05 1.12E%7
20 itr6_3761 pi.gl1785.t1 40S ribosomal protein S4-like 8.70E+05 3.97E®
21 itr6_3927_pi.g554.t1 histone H4-like 8.70E+05 1.17E%°
22 itr6_5739 pi.g931.t1 histone H4, putative 8.70E+05 2.38E™
23 itr6_4188 pi.g58.t1 Actin 6.77E+05 1.15E%
24 itr6_2531 pi.g3128.t1 actin, cytoplasmic 6.77E+05 O
25 itr6_4188 pi.g67.t1 actin, cytoplasmic 1-like 6.77E+05 0
26 itr6_5047 pi.g1165.t1 actin, cytoplasmic 2 6.77E+05 1.34E"8
27 itr6_2039_pi.g1537.t1 tubulin alpha-1 chain 5.13E+05 1.35E71%?
28 itr6_2662 pi.g1051.t1 tubulin alpha-1A chain-like 5.13E+05 5.26E
29 itr6 2662 pi.g1051.t1.1. tubulin alpha-1A chain-like 5.13E+05 1.70E

57f6923e

30 itr6_5034 pi.g1085.t1 tubulin alpha-1A chain 5.13E+05 3.44E®
31 itr6_5034 pi.g1091.t11 Tubulin alpha-3 chain 5.13E+05 1.01E%%
32 itr6_5034 pi.g1096.t1 Tubulin alpha-1A chain 5.13E+05 6.28E%
33 itr6_1932_pi.g88.t1 heat shock protein 70 B2 2.42E+05 9.48E110
34 itr6_2296 pi.g566.t1 heat shock cognate protein 70 2.42E+05 2.75E%8
35 itr6_2336_pi.g1022.t1 HSP7A_DROSIRecName: Full=Heat shock  2.42E+05 0

70 kDa protein cognate 1; AltName:

Full=Heat shock 70 kDa protein 70C
36 itr6_2336_pi.g1023.t1 heat shock protein 70 2.42E+05 1.81E6
37 itr6_2336_pi.g1025.t11 heat shock protein 70 2.42E+05 7.99E7°
38 itr6_2336_pi.g1026.t1 heat shock protein 70 2.42E+05 2.61E*8
39 itr6_2336_pi.g1029.t1 heat shock protein 70 2.42E+05 7.23E%
40 itr6_3046 pi.g1566.t11 heat shock cognate 70 2.42E+05 6.04E®!
a  Obtido do banco de dados em Uliano et al. (2017) [35]
b  Dado obtido apds analise no software Blast 2 GO

c

Valor obtido apés analise na plataforma Peaks Studio 8.5
O método de purificacdo proposto nesse trabalho possibilitou a identificacdo de

algumas PIPs, porém néo foi idealizado como uma ferramenta para este fim. Estratégias
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recentes de andlise protebmica que permitem a interpretacdo da formacao de cross-linking
entre proteinas constituem abordagens interessantes e poderiam ser aplicadas nesse

modelo para a validacdo das PIPs aqui propostas [109,111-114].

A analise protedmica composicional de L. fortunei (Capitulo 2) constituiu
abordagem importante para a identificacdo dos principais componentes do Sistema
Ubiquitina — Proteassoma em L. fortunei. Conforme demonstrado abaixo, em L. fortunei
0 proteassoma 20S é capaz de se associar a particula regulatéria 19S e dessa forma,

realizar proteolise dependente de ATP e ubiquitina (Tabelas 4.4 e 4.5).

Tabela 4. 4. Subunidades do proteassoma 26 S identificadas por analise shotgun.

itr6_3276_pi.gh04.t1  26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1-like Rpn2  6.32E-77

itr6_3276_pi.g505.t1  26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 Rpn2  5.6E-99
itr6_10470 p.g151.t1  26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 Rpnl  5.5E-127
itr6_1637_pi.g373.t1  26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 Rpnl 0

itr6_5564 pi.g335.t1  26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 3-like Rpn3  2.13E-35
itr6_182 pil.g2286.t1  26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 6-like Rpn7  1.7E-101

itr6_7267_pi.gl60.t1  26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 7 Rpn8  6.6E-109
itr6_3059 pi.gl704.t1 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 12 Rpn5  3.08E-67
itr6_657_pil.g205.t1  26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 12-like  Rpn5  6.8E-34
itr6_6269_pi.g420.t1  26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 13 Rpn9  6.78E-44
itr6_2042_pi.g1568.t1 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 14 Rpnll 3.65E-57
itr6_2104 pi.g2389.t1 26S protease regulatory subunit 10B isoform X2 Rpt4B 8.62E-18
itr6_339 _pil.g232.t1  26S protease regulatory subunit 4 Rpt2a  8.27E-63
itr6_339 _pil.g234.t1 26S protease regulatory subunit 4 Rpt2za 2.99E-
170

itr6_777_pil.g1887.t1  26S protease regulatory subunit 4 Rpt2a  5.85E-43
itr6_5316 _pi.g590.t1  26S protease regulatory subunit 6A-B Rpt5A 0
itr6_4452 pi.g1593.t1 26S protease regulatory subunit 6B Rpt3 0
itr6_4714 pi.g1139.t1 268 protease regulatory subunit 8 Rpt6  2.58E-39

a Obtido do banco de dados em Uliano et al. (2017) [24]

b Dado obtido apds analise no software Blast 2 GO

Foram identificadas tanto particulas pertencentes a tampa (Rpn3, 7, 8, 5, 9 e 11)
quanto da base (Rpnl e 2). O conjunto de ATPases responsaveis pelo desenovelamento
das proteinas a serem degradadas estdo representadas pelas proteinas (Rpt4B, Rpt2a,
Rpt5A, Rpt3 e Rpt6). As subunidades Rpn8 e Rpnll (enzima deubiquitinadora - DUB)

formam um dimero que se projeta ao centro da particula reguladora. As enzimas

92



deubiquitinadoras sdo responsaveis pela remogéo da cadeia de ubiquitina do substrato por

meio de clivagem da ligagdo isopeptidica da ubiquitina proximal [115,116].

Da mesma maneira que para as particulas reguladoras do P26 S, foram

identificadas no resultado da analise shotgun (Capitulo 2), as proteinas relacionadas a via

de ubiquitinagdo. Na Tabela 4.5 estdo dispostas as proteinas encontradas, pode-se

observar a presenca de representantes das trés principais enzimas da via: enzima ativadora

E1 (p. ex.: ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1), enzima conjugadora E2 (p. ex.:

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N) e enzima ligase E3 (p. ex.: E3 ubiquitin-protein

ligase TRIM33).

Tabela 4. 5. Proteinas e enzimas da via de ubiquitinacdo para degradacao de substrato via
proteassoma 26 S identificadas por analise shotgun.

itr6_3499_pi.g2352.t1
itr6_5473_pi.g67.t1
itr6_705_pil.g987.t1
itr6_1433 pi.g1881.t1_itr6_
1433 pi.g1879.t1_itr6_1433
_pi.g1882.t1

itr6_1943 pi.g262.t1.2.57f6
923d

itr6_4756_pi.g1377.t1

itr6_2439_pi.g1977.t1

itr6_4756_pi.g1376.t1
itr6_4297 pi.g762.t1
itr6_4297 pi.g763.t1
itr6_3626_pi.g703.t1
itr6_2477 pi.g2582.t1
itr6_4368_pi.g1156.t1
itr6_1066_pi.g1436.t1
itr6_4368_pi.g1152.t1
itr6_2969_pi.g730.t1
itr6_2540_pi.g3259.t11
itr6_3263_pi.g410.t1
itr6_2990_pi.g946.t1
itr6_2290 pi.g516.t1
itr6_1208 pi.g3014.t1
itr6_27_pilo.g443.t1

itr6_27_pilo.g443.t1.1.57f69
23e
itr6_27_pilo.g443.t1.2.57f69
23e
itr6_27_pilo.g443.t1.3.57f69
23e
itr6_27_pilo.g443.t1.3.57f69
23e.1.5716f332
itr6_2726_pi.g1666.t1

itr6_2726_pi.g1667.t1

E3 ubiquitin-protein ligase MI1B2-like

E3 ubiquitin-protein ligase rnf213-alpha-like

E3 ubiquitin-protein ligase rnf213-alpha-like

E3 ubiquitin-protein ligase rnf213-alpha-like isoform X3

E3 ubiquitin-protein ligase TRIM33

Polyubiquitin-C

putative bifunctional UDP-N-acetylglucosamine transferase
and deubiquitinase ALG13

ubiquitin C, isoform CRA _a

ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14-like

ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14-like

ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5-like isoform X1
ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase-like

ubiquitin family protein

ubiquitin fusion degradation protein 1 homolog
ubiquitin/ribosomal protein L40 fusion protein
ubiquitin-40S ribosomal protein S27a
ubiquitin-conjugating enzyme E2 D1-like isoform X2
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 O
ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1-like
ubiquitin-conjugating enzyme E2 Z-like
ubiquitin-conjugating enzyme E2-17 kDa
ubiquitin-conjugating enzyme E2-17 kDa

Ubiquitin-conjugating enzyme E2-17 kDa
Ubiquitin-conjugating enzyme E2-17 kDa
Ubiquitin-conjugating enzyme E2-17 kDa

ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1
ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 isoform X2

2.01E-82
1.70E-47

1.57E-47

1.81E-116
5.29E-65

0
1.12E-30
1.14E-18
2.36E-34
1.28E-49
9.22E-22
1.52E-16
5.15E-23
3.77E-52
5.49E-32
7.73E-24
4.66E-96
1.80E-34
4.74E-98
8.24E-101
9.01E-88

2.79E-65

3.19E-69

7.92E-39

0
1.42E-161

a Obtido do banco de dados em Uliano et al. (2017) [24]
b Dado obtido ap6s analise no software Blast 2 GO
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Em vista destes resultados, podemos concluir que o mexilhdo dourado possui a
via de degradacdo de proteinas dependente de ubiquitina, pois muitos dos componentes
dessa via foram identificados via analise shotgun. Estas enzimas e particulas reguladoras
ndo foram sequenciadas no produto da purificagdo, muito provavelmente porque as
condigdes utilizadas para a purificagdo ndo permitem a manutencdo do complexo
proteassoma 26S (P20S + P19S).

4.3.1. Sequénciamento de proteinas co-purificadas com o P20 S de
Limnoperna fortunei

Além das proteinas alvo desse método de purificacdo, outras de grande interesse
como futuros alvos para o controle da invasdo do mexilhdo dourado foram sequenciadas.
Um exemplo é a catepsina L, endopeptidase encontrada principalmente nos lisossomos.
Ela atua, por exemplo, na regulacdo da reciclagem do fator de crescimeto e de seu
receptor, também participando na apoptose de tumores desencadeada por agentes
quimioterapicos e outras citocinas. A catepsina L (Tabela Suplementar 4 e 5) possui
elevada afinidade por meio de troca-catiénica, o que explica seu enriquecimento no

extrato purificado [117].

O processo de biomineralizacdo da concha de moluscos é um processo importante
e muito interessante, inclusive do ponto de vista de estudo de biomateriais. A formacéo
da concha envolve a secre¢cdo de uma matriz organica composta de proteinas e
polisacarideos [118]. Um dos componentes chaves para a formacgdo da concha e nacre €
a quitina, um polimero composto B-(1-4)-N-acetil-D-glucosamida [119,120]. Genes
homologos a quitina sintase foram encontrados expressos no tecido formador da concha
em larvas de Mytilus galloprovincialis desde os estagios iniciais de larva. A quitina
sintase é uma enzima com pelo menos trés hélices transmembranas e pertencente a um
grupo de glicosiltransferases. Esta enzima participa de uma rede complexa de regulagéo
da formac&o da concha em moluscos, que também inclui interacdo entre um dominio da

cabeca da miosina e componentes do citoesqueleto [119,121].

A inibicdo da enzima quitina sintase provocada pelo NikkomycinZ ocasiona
alteracdes na formacao da concha de larvas de M. galloprovincialis. Portanto a quitina
sintase possui papel chave na formagdo da concha [122]. Foram co-purificadas com o

proteassoma 20S duas enzimas relacionadas a diferentes pontos da rota da quitina: (i)
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sintese, enzima transportadora - putative bifunctional UDP-N-acetylglucosamine
transferase and deubiquitinase ALG13, (ii) catabolismo de N-acetil-D-glucosamina - N-
acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase-like isoform X1, conforme descrito na
Figura 4.9 e na Tabela Suplementar 4 e 5. Esse resultado fornece as primeiras evidéncias
em L. fortunei de que a formagdo da concha é um processo dependente do sistema de
degradacéo intracelular dependente de ubiquitina e proteassoma.

Figura 4. 9. Rota de utilizacdo do N-acetilglucosamina e sintese de quitina em leveduras.
Demonstrando as vias em que a enzima transportadora NGT1 (putative bifunctional UDP-N-
acetylglucosamine transferase and deubiquitinase ALG13) e deacetilase (N-acetylglucosamine-
6-phosphate deacetylase-like isoform X1) atuam, circuladas. Adaptado de: Flores e Gancedo,
2015 [123].
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Capitulo 5

Consideracoes Finais
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Assim como tantas outras espéecies exdticas invasoras, o Limnoperna fortunei,
também conhecido como mexilhdo dourado, constitui uma ameaga ao ecossistema e a
economia da América Latina. Devido as condi¢fes do ambiente como disponibilidade de
alimento, auséncia de predadores, condicdes climaticas favoraveis, além das
caracteristicas do mexilhdo de rapida reproducédo, larva de vida livre e capaciadade
adaptativa impressionante, este organismo foi capaz de invadir e se instalar numa faixa
ampla do continente, desde sua primeira deteccdo em 1991. Essas particularidades aliadas
ao seu forte poder de adesdo ao substrato por meio do bisso, e capacidade de formar
colonias com mais de 100.000 individuos por m?, o tornou uma causa de grandes danos
econdmicos, principalmente a rede de capitacdo de agua e as hidrelétricas.

No entanto, o conhecimento a nivel molecular do mexilhdo dourado era até entéo
pouco explorado. Apenas em 2014, pesquisadores publicaram o transcriptoma do
L. fortunei, que contava com aproximadamente 20.000 unigenes anotados
funcionalmente. Somente em dezembro de 2017 foi publicado o genoma do mexilh&o
dourado, que conta com 60.717 genes com anotacdo funcional. Este trabalho fomentou

novas linhas de pesquisa relacionadas ao L. fortunei.

Nossa proposta foi a caracterizacdo do proteoma soltvel de L. fortunei por
sequenciamento tipo shotgun por LC-MS/MS, por meio do qual foi possivel constatar
que, individuos de diferentes localidades possuem diferencas significativas em sua
expressao protéica. Como alteracdes na arginina quinase, importante proteina relacionada
a reserva de ATP e a vitelogenina, encarregada de armazenamento lipidico. Ainda foram
sequenciadas trés proteinas da familia do citocromo P 450 (cytochrome P450 20A1-like,
cytochrome P450 family 3-like 3 protein e cytochrome P450 4F12-like). Esta classe é
significativa na detoxificacdo de xenobiotiocos e consiste em um importante foco na
elucidacdo de novos moluscicidas. A diferenca entre a abundancia das proteinas exlusivas
de cada localidade ¢é equivalente as mais abundantes encontradas no sequenciamento tipo

shotgun, podendo indicar possiveis marcadores de populagao.

Para controle do mexilh&o dourado existe apenas um moluscicida aprovado pela
Anvisa e pela Organizacdo Mundial da Saude, é uma cloro fenil amida denominada
niclosamida. Por apresentar reduzida toxicidade a humanos ela também é administrada

para 0 combate a vermes. Este composto também é aplicado como adjuvante e também
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como tratamento em diversos tipos de canceres, pois € capaz de inibir varias vias de
sinalizac&o, provocando a reducéo de tumores. Contuto, o que se sabe sobre 0 mecanismo
da niclosamida em bivalves estd limitado a sua acdo sobre a cadeia respiratdria e 0

metabolismo de carboidratos, mas sem uma elucidacéo deste processo.

Investigamos as alteracdes na expressao proteica do L. fortunei provocadas pela
exposicdo a niclosamida. Doses acima de 1,0 mg.L™ por 24 horas se mostraram letais aos
espéecimes estudados, porém, aqueles que sobreviveram a exposic¢éo a doses menores ou
tempo de exposicdo menor, demonstraram aumento na expressdo de proteinas
relacionadas a atividade mitocondrial, producdo de ATP, chaperoninas, proteblise e
homeostase. Uma das classes de proteinas de grande interesse sdo as VATPases, devido
ao seu possivel envolvimento na formacao do bisso, sdo potenciais alvos para o controle
da incrustacdo desses bivalves. Nosso procedimento resultou no sequenciamento de onze

isoformas deste complexo, com boa porcentagem de cobertura.

O estudo de compostos capazes de inibir as V-ATPases € um campo de intenso
foco devido o seu envolvimento em muitos processos neoplasicos. Deste modo, muitos
inibidores especificos sdo citados na literatura, como os antibidticos arcazolide e
apicularen que possuem elevada eficiéncia e especificidade na inibicdo de V-ATPases
[124]. Outro antibidtico de conhecida acdo inibitéria sobre a V-ATPase é a
concanamicina A, que se liga a subunidade ¢ do complexo V, [125].

Outra proposta deste trabalho foi o estudo da via proteolitica dependente de
ubiquitina e proteassoma do mexilhdo dourado. Esta parte do estudo consistiu de uma
etapa de purificacdo do proteassoma 20 S. Como resultado, obteve-se um fator de
purificacdo de 9,52 vezes, possibilitando a caracterizacdo bioquimica e estrutural do
complexo proteolitico P 20S. Por consequéncia, o interesse na inibicdo do sistema
proteassoma ubiquitina (UPS) se torna interessante e, moléculas capazes de tal acdo sdo
amplamente estudadas para aplicacdo na terapia do cancer [126]. O bortezomib € uma
droga ja utilizada clinicamente para a inibicdo da UPS e pode ser um ponto de partida

para o estudo de inibidores desta via no mexilhdo dourado.

Além do P20 S, outras proteinas relacionadas ao sistema ubiquitina proteassoma

foram sequenciadas, assim como a catepsina L, HSP 70 e proteinas relacionadas a sintese
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de quitina. A substancia 4-cyclopentene-1,3-dione isolada de cultivar de Acca sellowiana
foi identificada como inibidora da sintese de quitina, que € um dos principais constituintes

da concha do L. fortunei.

Por fim, o trabalho realizado possibilitou um avanco em relacdo ao conhecimento
do Limnoperna fortunei, o que pode contribuir para futuras investigacGes acerca de sua
evolucdo e adaptabilidade, bem como auxiliar no desenvolvimento de ferramentas

biotecnolodgicas para controle e monitoramento deste organismo.
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Apéndices

Figura Suplementar 1. Perfil eletroforético bidimensional do extrato em Tris-HCI 25 mM de
mexilh&o adulto. Aplicagdo de 200 g de proteina total, as setas indicam as proteinas mais
abundantes (1) actina citoplasmaética, (2) tubulina alfa 1 e (3) tubulina beta 3. 2D-SDS PAGE 12
%, coloracdo por Coomassie coloidal G-250
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Figura Suplementar 2. Distribuicdo das proteinas em relacdo aos espécimes de Limnoperna
fortunei analisados separadamente das duas regides de coleta dos individuos: (A) Igarapava e
(B) Itaipu.
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Tabela Suplementar 1. Proteinas positivas para dominio transmenbrana. (ExpAA: numero
esperado de aminoacidos nas hélices intransmembranares; First60: nimero de aminoécidos
esperados em hélices transmembranares nos primeiros 60 aminoacidos; PredHel: nimero de
hélices transmembranas por N-test.) Apenas proteinas com fungdes preditas.

Acesso Funcdo predita Comp ExpN. First. Pre
rimen AA 60 dHe
to I

itr6_1455 pi.g2219.t1  sodium- and chloride-dependent glycine 550 196.09 1442 9
transporter 1-like

itr6_2355_pi.g1262.t1  multidrug resistance-associated protein 1 1459 19547 O 9
isoform X4

itr6_3612_pi.g605.t1 multidrug resistance-associated protein 7- 1114 24271 O 9
like

itr6_2376_pi.gl432.t1  solute carrier family 26 member 10-like 687 22521 1011 8
isoform X2

itr6_4287_pi.g684.t1 Sodium/calcium exchanger 2 473 19322 0 8

itr6_393 pil.g988.t1 probable nucleoredoxin 1 538 15443 219 7

itr6_4285 pi.g667.t1 beta-galactosidase-1-like protein 2 867 159.19 0.04 7

itr6_5106_pi.g1369.t1  transmembrane 9 superfamily member 2 477 161.87 0.06 7

itr6_1032_pi.g926.t1 lamin-B receptor-like isoform X2 578 116.3 018 6

itr6_3002_pi.g1088.t1  patched domain-containing protein 3-like 578 14341 149 6

itr6_3002_pi.g1088.t1. patched domain-containing protein 3-like 578 14341 149 6

1.57f6f332

itr6_3002_pi.g1088.t1. patched domain-containing protein 3-like 578 14341 149 6

2.57f6f332

itr6_3242 _pi.g285.t1 G-protein coupled receptor GRL101-like 798 131.03 0 6

itr6_3316_pi.g866.t1 aquaporin-4-like 316 133.37 22.6 6

itr6_3504_pi.g2407.t1  plasma membrane calcium-transporting 542 129.36 0 6
ATPase 2-like

itr6_3504_pi.g2407.t1. plasma membrane calcium-transporting 542 129.36 0 6

1.5716923f ATPase 2-like

itr6_3504_pi.g2407.t1. plasma membrane calcium-transporting 542 129.36 0 6

2.5716923f ATPase 2-like

itr6_3643_pi.g901.t1 equilibrative nucleoside transporter 3-like 343 139.8 0.1 6

itr6_5034 pi.g1088.t1  Tubulin alpha-1A chain 855 14028 0 6

itr6_1140 pi.g2261.t1  Proton myo-inositol cotransporter 336 110.33 16.39 5

itr6_18_pilo.g332.t11 sodium/calcium exchanger 1-like 531 12175 22.09 5

itr6_1966_pi.g560.t1 surfeit locus protein 4-like 270 11546 0.78 5

itr6_2458 pi.g2234.t1  papilin-like isoform X2 852 107.17 3124 5

itr6_2458 pi.g2234.t1. papilin-like isoform X2 852 107.17 3124 5

1.57f6923e

itr6_2587_pi.g212.t1 ferric-chelate reductase 1-like 414 108.3 005 5

itr6_3038 pi.g1497.t1  glycerol-3-phosphate dehydrogenase, 686 11146 002 5
mitochondrial isoform X2

itr6_56_pilo.g818.t1 Solute carrier family 23 member 1 671 133.09 0 5

itr6_6168_pi.g162.t1 cytochrome ¢ oxidase subunit 11 372 14292 2668 5
(mitochondrion)

itr6_6418 pi.g759.t1 sorting nexin-33-like isoform X4 320 11118 0 5

itr6_1054 pi.g1221.t1  minor histocompatibility antigen H13-like 270 103.48 1255 4

itr6_1750 _pi.g1733.t1  heat shock protein HSP 90-alpha 735 120.73 013 4

itr6_2000_pi.g1004.t1  sarco/endoplasmic reticulum calcium 255 87.59 2576 4
ATPase isoform A

itr6_2000_pi.g1004.t1. calcium-transporting ATPase 259 89.15 25.74 4

1.57f6f331 sarcoplasmic/endoplasmic reticulum type-
like isoform X8

itré_2727 pi.g1680.t1 CD9 antigen 212 85.49 285 4
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itr6_2941_pi.g530.t1
itr6_3111 pi.g2222.t11
itr6_3846_pi.g2456.t1
itr6_3878_pi.g239.11
itr6_5571_pi.g356.t1

itr6_1054 pi.g1218.t1
itr6_11728 p.g120.t1

itr6_1300_pi.g146.11
itr6_1811 pi.g2501.t1

itré_1929 pi.g20.t1
itr6_2001_pi.g1024.t1

itré_2479 pi.g2599.t1

itr6_2533 pi.g3160.t1
itr6_3_pilon.g37.t1

itr6_3684 pi.g1225.t11
itré_4144 pi.g1668.t1
itr6_508 pil.g2535.t1

itr6_973_pil.g99.t1
itr6_12075_p.g110.t1
itr6_1396_pi.g1406.t1
itr6_1410_pi.g1641.t1
itr6_1436_pi.g1935.t1
itr6_1440_pi.g2009.t1
itr6_1729_pi.g1411.t1
itr6_2000_pi.g1004.t1.
1.57f6923d
itr6_2001_pi.g1021.t1
itr6_2001_pi.g1023.t1

itr6_2078 pi.g2125.t1
itr6_2610_pi.g385.t1
itr6_2672_pi.g1202.t11

itr6_2737_pi.g1829.t11

itr6_2849_pi.g2897.t1
itr6_2870_pi.g3057.t1

itr6_3229_pi.g154.t1

itr6_3242 pi.g286.t1
itr6_3617_pi.g642.t1.1
57f6923f.2.57f6f333
itr6_3733_pi.g1560.t1
itr6_3733_pi.g1560.t1.
1.57f6923f
itr6_3733_pi.g1560.t1.
2.57f6923f
itr6_3733_pi.g1560.t1.
3.57f6923f

putative CAD trifunctional protein

Dual oxidase maturation factor 1
Neurexin-1

leucine--tRNA ligase, cytoplasmic
eukaryotic translation initiation factor 3
subunit G-like

minor histocompatibility antigen H13
cytochrome c oxidase subunit 1
(mitochondrion)

60S ribosomal protein L35-like

V-type proton ATPase 116 kDa subunit a
isoform 1-like

Trimeric intracellular cation channel type B
sodium/potassium-transporting ATPase
subunit alpha

CCR4-NOT transcription complex subunit 1
isoform X3

tumor suppressor candidate 3-like
Putative glycogen [starch] synthase
uncharacterized protein C4orf22 homolog
F-box only protein 41

sarco/endoplasmic reticulum calcium
ATPase isoform A

methylmalonyl-CoA mutase, mitochondrial
hemicentin-1-like, partial

hypothetical protein AM593_02237, partial
ankyrin-2-like isoform X24
PREDICTED: plastin-3

atlastin-1 isoform 1

temptin-like

sarco/endoplasmic reticulum calcium
ATPase isoform A

ADP,ATP carrier protein
sodium/potassium-transporting ATPase
subunit alpha-like

predicted protein

1,5-anhydro-D-fructose reductase-like
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
glycosyltransferase subunit DAD1

V-type proton ATPase 116 kDa subunit a-
like isoform X1

protocadherin Fat 4-like

neuronal acetylcholine receptor subunit
alpha-9-like

A disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs 6-like isoform X6
calumenin isoform X1

vesicle-associated membrane protein 3
isoform X1

dystroglycan-like

dystroglycan-like

dystroglycan-like

dystroglycan-like

1380
388
2151
797
433

361
185

450
438

213
413

2790

128
434
654
1630
365

939
2730
303
1579
676
352
501
183

310
277

653
310
143
461

663
512

373

169
139

882
882

882

882

90.65
90.51
91.98
91.94
92.02

64.04
65.53

91.76
67.17

70.15
89.11

64.13

66.41
67.13
63.51
63.92
63.53

61.46
43.32
44.45
43.01
48.58
42.98
46.13
62.04

66.02
45.45

46.67
39.3

35.79
45.18

47.2
39.96

42.37

59.08
39.33

45.26
45.26

45.26

45.26

21.07
0.01

3.52

21.41
4.82

3.47
0.9

6.8

26.92

0.4
0.05

28.74
22.55
22.55
22.55

22.55
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itr6_3733_pi.g1560. L.

4.5716923f
itr6_396_pil.g1061.t1
itr6_3964_pi.g803.t1
itré_4079 _pi.gl271.t1
itr6_4377_pi.gl214.11
itr6_4632_pi.g695.t1
itr6_57 pilo.g832.t11

itr6_6090_pi.g906.t1
itr6_676_pil.g418.t1
itr6_1003_pi.g500.t1
itr6_10140_p.g160.t1
itr6_1109 pi.g1970.t1
itr6_1113_pi.g2031.t11
itr6_11133 p.g178.t1

itr6_1127_pi.g2138.t1
itré_1145_pi.g2323.t1

itr6_1192_pi.g2856.t1

itré_12283_p.g56.t1
itr6_1370_pi.g1107.t1

itr6_1370_pi.g1107.t1.

1.5716923c

itr6_1370_pi.g1107.tL.

2.57f6923¢
itr6_1441_pi.g2040.t1

itr6_1450_pi.g2157.t11
itr6_15136_p.g53.t1

itr6_1522_pi.g3058.t1
itr6_15602_p.g122.t11

itr6_15772_p.g38.t1.1.

57f6923c
itré_161_pil.g2028.t1
itr6_1622_pi.g204.t1
itr6_1663_pi.g681.t1
itr6_1677_pi.g822.t1

itré_168_pil.g2128.t1
itr6_1692_pi.g967.t1
itré_1747_pi.gl678.t11

itr6_18 pilo.g328.t1

itr6_18 pilo.g328.t1.1.

57f6923d

itr6_18 pilo.g328.t1.2.

57f6923d

itr6_18 pilo.g328.11.3.

57f6923d

dystroglycan-like

chitin synthase 1-like isoform X2
deoxyribonuclease-1-like

temptin-like

microsomal glutathione S-transferase 3-like
CCHC-type zinc finger protein CG3800-like
15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase
[NAD(+)]-like

peroxisomal membrane protein 2

glucose dehydrogenase

putative cysteine proteinase CG12163
isoform X1

hemicentin-1-like, partial

lysosomal alpha-mannosidase isoform X2
glutamine--fructose-6-phosphate
aminotransferase [isomerizing] 2-like
alpha-tocopherol transfer protein-like
isoform X1

neuropeptide FMRFamide precursor
translocon-associated protein subunit delta-
like

aldehyde dehydrogenase, dimeric NADP-
preferring-like isoform X1

saxiphilin-like

endothelin-converting enzyme 1-like
endothelin-converting enzyme 1

endothelin-converting enzyme 1

sushi, von Willebrand factor type A, EGF
and pentraxin domain-containing protein 1-
like

vesicle-associated membrane protein 711-
like

Monomeric sarcosine oxidase
reticulon-1-A-like isoform X2
glucose-bisphosphate synthase
15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase
[NAD(+)]-like

proteasome subunit beta type-7

uridine phosphorylase 2-like
membrane-bound C-type lectin

transcription elongation factor B polypeptide
1

PREDICTED: SE-cephalotoxin-like
proteasome subunit alpha type-2
endoplasmic reticulum-Golgi intermediate
compartment protein 1-like
N-acetylated-alpha-linked acidic dipeptidase
2-like

N-acetylated-alpha-linked acidic dipeptidase
2-like

N-acetylated-alpha-linked acidic dipeptidase
2-like

N-acetylated-alpha-linked acidic dipeptidase
2-like

882

443
141
463
177
273
735

621
566
1320
2121
1241
533
195

543
72

161
174
764
744
656

2284

420

285
288
219
155

172
435
396
148
653
156
214
779
708
668

668

45.26

47.87
31.81
43.5
45.86
42.8
52.17

56.39
54.06
24.14
23.72
39.01
32.45
21.46

22.14
17.89

21.27
22.25
22.69
22.56
22.85

22.07

23

17.25
25.83
24.23
19.02

21.68
47.97
22.89
41.25
21.57
35.74
21.33
21.79
21.79
21.79

21.79

22.55
0.02
13.76
0.11
0.05
41.1
6.9
11.93
15.3

0.66
4.69
0.11
20.45

0.01
15.18

0.32
22.25
22.1
221

22.1

15.67

0.34
18.99

20.61
17.87

2.38

20.69

20.17

21.79

21.79

21.79

21.79

NN NDDNN
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itr6_1825_pi.g2706.t1

itr6_19 pilo.g350.t1
itr6_19052_p.g60.t1
itr6_1946_pi.g317.11

itr6_2012_pi.g1167.t1
itr6_204_pil.g2586.t1

itr6_2065_pi.g1950.t1
itr6_2090_pi.g2261.t1
itré_2276_pi.g284.t11
itr6_2276_pi.g284.11.1
5716923d
itr6_2301_pi.g602.t1
itré_231_pil.g2864.t1
itré_2331_pi.g977.t11

itr6_2334_pi.g995.t1
itr6_2339_pi.g1061.t1

itr6_24 pilo.g415.t1

itr6_2408 pi.g1686.t1
itr6_2531_pi.g3144.t1

itr6_2531 pi.g3152.t1.
1.5716923e

itr6_2531 pi.g3152.t1
1.57f6923e.2.576f332
itr6_2570_pi.g6.t11
itr6_2604_pi.g346.11
itr6_2634_pi.g658.t1
itr6_2636_pi.g678.t1
itr6_2647_pi.g884.t1
itr6_2647_pi.g884.t1.1
57f6923e
itr6_2647_pi.g884.11.1
.5716923e.1.57f6f332
itr6_2660_pi.g1034.t1
itr6_2685_pi.g1289.t11

itré_2724 pi.g1629.t1
itré_2724 pi.g1629.11.
1.57f6923e

itré_2724 pi.g1629.t1.
2.57f6923e
itr6_2726 pi.g1665.t1
itr6_2799 _pi.g2444.11
itr6_2880_pi.g3194.t11
itr6_2969 pi.g730.t1
itr6_3007_pi.g1159.t1

itr6_3110_pi.g2209.t1
itré_3110_pi.g2211.t1

itré_3153_pi.g2520.t1

Transmembrane emp24 domain-containing
protein 2

ATP synthase subunit delta, mitochondrial
cytochrome c1, heme protein, mitochondrial
regulator of microtubule dynamics protein 1
isoform X1

PREDICTED: tetraspanin-17-like
complement C1qg tumor necrosis factor-
related protein 4-like

GPI transamidase component P1G-S-like
integrin alpha-9-like isoform X1
T-complex protein 1 subunit eta-like
T-complex protein 1 subunit eta

myoferlin isoform X19
deferrochelatase/peroxidase YfexX
RNA-directed DNA polymerase from
mobile element jockey

protein CASC4-like isoform X2

putative C1g domain containing protein
MgC1qg89
alpha-N-acetylgalactosaminidase-like
isoform X2

ferric-chelate reductase 1-like isoform X2
FAD-dependent oxidoreductase domain-
containing protein 2-like

prostaglandin reductase 1

prostaglandin reductase 1

CAAX prenyl protease 1 homolog
ATP-dependent RNA helicase DDX1
AP-2 complex subunit mu
hemicentin-1-like

vitelline envelope zona pellucida domain 9
putative vitelline envelop receptor for lysin

vitelline envelope zona pellucida domain 8

60S ribosomal protein L10a-2-like

receptor expression-enhancing protein 5-like
isoform X3

retinal dehydrogenase 1

retinal dehydrogenase 1

retinal dehydrogenase 1

crossover junction endonuclease MUS81
aminopeptidase N-like isoform X2

tubulin alpha chain-like

ubiquitin-40S ribosomal protein S27a
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta
subcomplex subunit 11, mitochondrial-like
malectin-A-like

hypothetical protein OCBIM_22037709mg,
partial

lipopolysaccharide-induced TNF factor 2-c

368

144
208
266

472
531

408
473
107
117

998
130
1142

446
203

420

218
577

246

246

177
351
685
455
411
268

215

150
153

711
711

711

671
515
344
334
167

221
92

163

47.07

22.97
22.56
21.64

22.09
24.81

20.83
24.78
17.9

17.33

23.79
22.25
21.56

18.84
19.8

16.76

21.87
20.58

44.44

44.44

32.63
22.27
23.6

23.14
22.56
24.88

23.06

26.07
20.79

23.02
23.02

23.02

19

23.05
17.24
4421
22.08

19.87
20.65

22.13

0.16
22.49
21.03
1.92
0.04
12.35
11.94

16.61
0.01

5.19

20.36

0.1

0.1

1.39
0.06

0.22

26.07
0.04

o

22.97
0.2
5.29

0.01
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itr6_3153 pi.g2520.11.
1.57f6923e

itré_3153 pi.g2520.t1.
2.57f6923e

itr6_3153 pi.g2520.11.
3.57f6923e

itr6_3153 pi.g2520.t1.
4.57f6923e
itr6_3276_pi.g504.t1

itr6_3285_pi.g590.t1
itr6_3304_pi.g748.t1
itr6_3326_pi.g945.11
itr6_3363_pi.g1241.t1.
2.57f6923f
itr6_3366_pi.g1264.t1
itr6_3368_pi.g1307.t11

itr6_34 pilo.g510.t1
itr6_3446 pi.g1918.t1
itr6_3516_pi.g2504.t1

itr6_3565_pi.g230.t1
itr6_3572_pi.g316.t1

itr6_3581_pi.g410.t1
itré_3617_pi.g642.t11
itr6_3617_pi.g642.t1.1
.57f6923f
itré_3617_pi.g642.t1.1
.57f6923f.1.57f6f333
itr6_3617_pi.g642.t1.2
.57f6923f
itr6_3617_pi.g642.t1.3
.57f6923f
itr6_3627_pi.g714.t1
itr6_3838_pi.g2407.t1
itr6_3904 pi.g389.t1
itré_3918 pi.g496.t1

itr6_411_pil.g1230.t1
itré_411_pil.g1232.t1
itré_4147 pi.g1677.t1
itr6_4312_pi.g818.t1

itr6_4333 pi.g963.t1
itr6_4368_pi.gl152.t1

itr6_4529 pi.g157.t1
itré_4714 pi.g1139.t1
itr6_4718 pi.g1170.t1
itré_4748 pi.gl347.11
itr6_490_pil.g2378.t1
itré_4926 pi.g617.t1

lipopolysaccharide-induced TNF factor 2-c
lipopolysaccharide-induced TNF factor 2-c
lipopolysaccharide-induced TNF factor 2-c

cell death-inducing p53-target protein 1
homolog isoform X7

26S proteasome non-ATPase regulatory
subunit 1-like

Glucose dehydrogenase [acceptor]
ankyrin-2-like isoform X7

L-fucose kinase-like isoform X3
cathepsin L2 cysteine protease

ADAM 17-like protease

acid sphingomyelinase-like
phosphodiesterase 3b

mediator of RNA polymerase Il transcription
subunit 24 isoform X2

methylmalonate semialdehyde
dehydrogenase, putative

alpha-type receptor platelet-derived growth
factor

Endoglucanase E-4

VWEFA and cache domain-containing protein
1

TNF ligand-like 1

synaptobrevin-like isoform X7
synaptobrevin-like isoform X7

synaptobrevin-like isoform X3
synaptobrevin-like isoform X7
synaptobrevin-like isoform X7

heparan sulfate proteoglycan-like protein-1
radixin-like isoform X4

retinol dehydrogenase 12-like

glutaminase kidney isoform, mitochondrial-
like isoform X3

COP9 signalosome complex subunit 4
COP9 signalosome complex subunit 4-like
mannosyl-oligosaccharide glucosidase-like
deleted in malignant brain tumors 1 protein-
like

calreticulin-like

ubiquitin/ribosomal protein L40 fusion
protein

Golgi apparatus protein 1 isoform X1

26S protease regulatory subunit 8

integrin alpha-8-like isoform X3

piwi-like protein 1 isoform X1

heparan sulfate proteoglycan-like protein-1
neural cell adhesion molecule 2-like

154

155

146

164

303

1191
968
752
308

608
518

648

410

211

435
493

295
111
111

136

111

111

452
990
265
797

548
380
820
505

426
254

478
200
831
324
545
588

22.25

22.23

22.35

20.51

26.96

22.08
20.61
29.49
20.77

31.29
41.84

26.23

38.54

22.88

22.7
22.95

22.33
22.39
22.39

22.15

21.58

22.39

20.17
27.37
20.95
21.08

38.03
21.23
23.11
19.77

24.42
13.99

22.42
21.24
23.07
22.07
49.78
21.97

22.57

22.05
20.6

20.77

16.35

22.88

18.69

16.05

20.15
0.01
20.43
0.1

0.01

20.97
0.05

24.4
1.6

0.29

22.06

22.97
0.01
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itr6_4933_pi.g638.t1

itr6_5005_pi.g965.11.1
5769240

itr6_5109 pi.g1379.11.
1.57f69241
itr6_5109_pi.g1379.11.
2.57f69241

itr6_5109 pi.g1379.t1.
2.57f69241.1.57f6f335
itr6_5109_pi.g1379.11.
3.57f69241

itr6_520 pil.g2799.t1

itr6_5367_pi.g754.t11
itr6_5381_pi.g796.t1
itr6_539_pil.g3093.t1

itr6_5444_pi.g1027.t11
itr6_5571_pi.g354.11
itr6_5613_pi.g476.t1.5
57169241

itr6_5613 pi.g476.t1.7
.57f69241.2.57f6f335
itr6_5613_pi.g476.11.7
.57169241.5.57f6f335
itré_5799 pi.g62.t1
itr6_6_pilon.g83.t1
itr6_6191 pi.g220.t1

itré_6313_pi.g518.t1
itr6_6456_pi.g88.t1
itr6_6639_pi.g282.1

itr6_6639_pi.g282.11.1
5769241
itr6_6639_pi.g282.11.1
.57f69241.1.57f6f336
itr6_665_pil.g301.t1
itr6_729 pil.g1288.t1
itr6_812_pil.g2444.t11

itr6_821_pil.g2584.t1
itr6_839_pil.g2844.t1
itré_996_pil.g382.t1

2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit
beta, mitochondrial isoform X2

Deleted in malignant brain tumors 1 protein

laccase-3 isoform X1

laccase-3 isoform X1

laccase-3 isoform X1

laccase-3 isoform X2

Serine/threonine-protein phosphatase 2A 55

kDa regulatory subunit B alpha isoform
cathepsin B

Excitatory amino acid transporter 3
CDGSH iron-sulfur domain-containing
protein 2 homolog A-like

BLMH isoform 4

40S ribosomal protein S4-like

spectrin beta chain isoform X5

spectrin beta chain isoform X9
spectrin beta chain isoform X7

uncharacterized protein LOC111120702
RNA-binding protein
glycerol-3-phosphate dehydrogenase,
mitochondrial-like isoform X1

laminin subunit gamma-1
uncharacterized protein LOC110446370
neutral and basic amino acid transport
protein rBAT-like

neutral and basic amino acid transport
protein rBAT

neutral and basic amino acid transport
protein rBAT

Caveolin-1

protein 1(2)37Cc-like isoform X1
probable sodium/potassium-transporting
ATPase subunit beta-3

Toll-like receptor 2

thioester-containing protein-D
dispatched-like protein 1

146
404
1051
1044
826
838
327
320
323
132
780
270
370
288
272
103
111
369
342
725
607
459
417
309
175
274
355

486
441

19.18
19.8

23.63
28.84
26.51
25.01
22.59
17.14
54.24
21.98
22.88
20.3

19.88
19.86
17.99
21.32
20.25
17.41
18.84
26.99
22.88
22.85
24.9

25.04
18.9

22.92
27.14

20.69
23.61

19.18

22.93

22.93

22.93

22.93

17.14
0.01
21.98

0.74

16.96

18.83

18.9
19.45

3.82

SFS

e

RS

e

=

e
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Tabela Suplementar 2. Proteinas positivas para peptideo sinal. (ExpAA: nimero esperado
de aminoécidos como peptideo sinal; First60: nimero de aminoécidos esperados como
peptideo sinal nos primeiros 60 aminoacidos) Apenas proteinas com funcdes preditas.

Acesso Funcdo predita Com ExpN First.
prim .AA 60
ento

itr6_339 pil.g232.t1  26S protease regulatory subunit 4 422 7.74  7.67

itr6_3108 pi.g2186.t  2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A ligase, mitochondrial- 642 2.66 0.48

1 like

itr6_9400_pi.g63.t1 2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial-like 539 003 0

itr6_4010_pi.g1009.t  4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase-like 515 0.05 0.03

1

itr6_1360_pi.g967.t1  60S ribosomal protein L23 237 007 0.05

itr6_3030_pi.g1410.t 78 kDa glucose-regulated protein 680 0.02 0.01

1

itr6_4631 pi.g675.t1  AF414454 1proximal thread matrix protein 1 variant a 1022 10.39 10.15

_itr6_4631_pi.g674.t

1

itr6_688_pil.g614.t1  alcohol dehydrogenase class-3 194 0.12 0.09

itr6_1329 pi.g568.t1. alpha-I-fucosidase, putative 307 045 0.38

1.57f6923c

itr6_3577_pi.g368.t1. alpha-N-acetylgalactosaminidase-like 417 1252 12.46

1.57f6923f

itr6_3577_pi.g368.t1  alpha-N-acetylgalactosaminidase-like 408 0.11 0.06

itr6_353 pil.g380.t1  Aminopeptidase YwaD 1009 1.17 1.02

itr6_2431 pi.g1935.t ATP-dependent RNA helicase dbp2-like 366 013 0.07

1

itr6_5130_pi.g1452.t  Atrial natriuretic peptide receptor 1 265 023 0.03

1

itr6_1313 pi.g366.t1  autocrine proliferation repressor protein A-like 522 0.04 0.03

itr6_1447 pi.g2092.t  Avidin family protein 162 4.5 4.09

1.1.57f6923c

itr6_1447 pi.g2092.t  Avidin family protein 158 0.78  0.62

1

itr6_2752 pi.g1971.t  balbiani ring protein 3-like 955 0.01 0.01

1

itr6_2752_pi.g1971.t  balbiani ring protein 3-like 910 0.01 0.01

1.1.57f6923e

itr6_2752 pi.g1971.t  balbiani ring protein 3-like 997 0.01 0.01

1.2.57f6923e

itr6_489 pil.g2349.t1 Beta-1,3-glucan-binding protein 1 274 0.65 0.65

itr6_2755 pi.g1999.t  byssal calumenin-like protein 1 224 0 0

1

itr6_3030_pi.g1409.t  byssal HSP-like protein 1 650 0.12  0.09

1

itr6_165 pil.g2054.t1  byssal tyrosinase-like protein 2 651 3.15 3.15

itr6_165 pil.g2054.t1 byssal tyrosinase-like protein 2 651 315 315

.1.57f6923c

itr6_4756_pi.g1378.t  calnexin-like isoform X2 325 0.05 0.05

1

itr6_4299 pi.g785.t1  Carboxylesterase 1C 578 749  0.01

itr6_4299 pi.g785.t1. Carboxylesterase 1C 578 749  0.01

1.57f69240

itr6_4829 pi.g79.t1 carboxypeptidase B-like 532 0.07 0

itr6_834 pil.g2783.t1 Cartilage matrix protein 367 0.07 0.06
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itr6_2489_pi.g2665.t
1
itr6_1024_pi.g846.t1.
1.57f6f32f
itr6_1024_pi.g846.t1
itr6_1937_pi.g130.t1
itr6_3363_pi.g1241.t
1
itr6_3363_pi.g1241.t
1.1.57f6923f
itr6_3363_pi.g1241.t
1.3.57f6923f
itr6_3363_pi.gl241.t
1.4.57f6923f
itr6_489_pil.g2356.t1
itré_4847_pi.g183.t1
itr6_1747_pi.g1666.t
1.2.57f6923c
itr6_2447_pi.g2046.t
1
itr6_5508_pi.g181.t1
itr6_4350_pi.g1035.t
1
itr6_4350_pi.g1035.t
1.1.57f69240
itr6_1681_pi.g850.t1
itr6_1681 pi.g850.t1.
1.57f6923c
itr6_105_pil.g1442.t1
itr6_19243_p.g167.t1
itr6_723_pil.g1224.t11
itr6_2148_pi.g2918.t
1
itr6_3577_pi.g358.11
itr6_4402_pi.g1365.t
1

itr6_2122 pi.g2713.t
1
itr6_3499_pi.g2352.t
1
itr6_2925_pi.g369.11
itr6_2925_pi.g369.t1.
1.57f6923e
itr6_437_pil.g1559.t1
itr6_964 pil.g1.t1

itr6_2328 pi.g934.t1
itr6_4116 pi.g1496.t
1 itr6 4116 pi.g149
8.t1.1.57f6f334
itr6_4116_pi.g1496.t
1 itr6_4116_pi.gl49
8.t1

itr6_98 pilo.g1363.t1
itr6_4157_pi.g1738.t
1
itr6_5290_pi.g475.t11

Cathepsin L

Cathepsin L

Cathepsin L1

cathepsin L1-like

cathepsin L2 cysteine protease

cathepsin L2 cysteine protease

cathepsin L2 cysteine protease

cathepsin L2 cysteine protease

cathepsin Z isoform X2

cilia- and flagella-associated protein 20 isoform X2
cilia- and flagella-associated protein 70-like isoform X4

coatomer subunit beta-like

coatomer subunit epsilon-like
Collagen alpha-1(XIV) chain

Collagen alpha-1(X1V) chain

collagen alpha-4(VI) chain-like
collagen alpha-4(VI) chain-like

C-type lectin C

cysteine and glycine-rich protein 1-like
cytochrome c-1

cytosolic purine 5'-nucleotidase-like isoform X2

deleted in malignant brain tumors 1 protein-like
dimethylaniline monooxygenase [N-oxide-forming] 2-like

Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
glycosyltransferase subunit 1
E3 ubiquitin-protein ligase MIB2-like

EF-hand domain-containing family member C2-like
EF-hand domain-containing family member C2-like

EF-hand domain-containing protein D1

EGF domain-specific O-linked N-acetylglucosamine
transferase-like isoform X1

elastase protein

endoglucanase 13-like

endoglucanase 13-like
endoglucanase 13-like

Endoglucanase E-4

Endoglucanase E-4

655
342
476
408
282
282
282
282
195
346
748
104

183
798

403

428
414

404
162
337
277

285
477

539

299

1640
1645

409
1054

259

597

597

459

129

99

7.97
0.52
0.51
3.48
0.01
0.01
0.01
0.01
0.75
0.02
4.92

0.06

0.84

0.84

1.18
1.18

0.84
0.02
0.01
13.1

0.56
0.39

0.05

1.74

0.16
0.16

0.01
0.01

0.03

0.16

0.09

0.28
0

0.87
0.52
0.51
0.77
0.01
0.01
0.01
0.01
0.75
0.01
0.33

0.06

0.51

0.51

1.17
1.17

0.81
0.02

13.01

0.53
0.07

0.04

1.74

0.16

0.16

0.01

0.03

0.15

0.07

0.01
0
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itr6_2861_ pi.g2989.t
1
itré_1127_pi.g2137.t
1.2.57f6f32f
itr6_1127 pi.g2137.t
1.1.57f6f32f
itr6_2449 pi.g2072.t
1
itré_4335_pi.g964.t1
itr6_3761 pi.g1783.t
1
itr6_2039_pi.g1541.t
1
itré_4421_pi.g1449.t
1

itr6_2058 pi.gl764.t
1

itr6_753 pil.g1632.t1
itr6_6_pilon.g100.t1
itr6_370_pil.g695.t1
itr6_1838 pi.g2845.t
1
itr6_1107_pi.g1896.t
1

itr6_1814 pi.g2533.t
1
itr6_5473_pi.g65.11
itr6_5434 pi.g993.t1
itr6_2067_pi.g1962.t
1.1.57f6f331
itr6_2067_pi.g1962.t
1.2.57f6f331
itr6_2067_pi.g1962.t
1
itr6_2690_pi.g1313.t
1

itr6_4818 pi.gl4.tl
itr6_2778 pi.g2189.t
1
itr6_3401_pi.g1585.t
1
itr6_3504_pi.g2413.t
1
itr6_3504_pi.g2414.t
1
itré_2460_pi.g2278.t
1

itr6_4156 pi.g1713.t
1

itr6_3438 pi.gl871.t
1
itr6_3368_pi.g1296.t
1
itr6_3368_pi.g1296.t
1.1.57f6923f
itr6_3368_pi.g1296.t
1.2.57f6923f

endoplasmic reticulum resident protein 44-like
ependymin-related protein 1-like
ependymin-related protein 1-like

epididymal secretory protein E1-like

ER membrane protein complex subunit 1-like
fibrinogen-related protein 5

fibrinogen-related protein 8

filamin-A-like isoform X2

filamin-like protein-1

galectin 4

glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase-like isoform X1
goose-type lysozyme 2

heparan sulfate proteoglycan-like protein-1
hexokinase type 2-like

hsp90 co-chaperone Cdc37

Hsp90 protein

IgGFc-binding protein

IgGFc-binding protein-like

IgGFc-binding protein-like

IgGFc-binding protein-like

importin subunit beta-1-like isoform X1

inhibitor of apoptosis
insoluble matrix shell protein 5-like

integrin beta-1-B-like precursor

lactase-phlorizin hydrolase-like

lactase-phlorizin hydrolase-like

laminin subunit alpha

laminin subunit alpha

leucine-rich repeat protein soc-2 homolog

leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains
protein 3

leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains
protein 3

leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains
protein 3

311

222

214

149

557
245

161
699
141
400
393
394
800
221
185
328
578
191
194
230
513

162
333

1086

2607

278

244

774

455

466

466

466

0.89
1.17
0.74
0.47

30.34
4.3

8.03

0.06

0.5
12.34
0.01
6.33
0.32
0.06
0.79
14.36
5.91
7.8
5.14
2.97

0.05
0.14

0.41
0.55
0.02
1.98
0.78
6.03
0.32
0.32

0.32

0.89

0.74

0.71

0.29

15.31
4.3

5.19

0.06

0.17
12.34

6.32
0.31
0.06
0.76
5.87
5.81
5.8

5.14
2.96

0.05
0.14

0.03

0.55

0.01

1.98

0.78

6.01

0.3

0.3

0.3
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itré_16513_p.g102.t1

itré_17442_p.g50.t1
itr6_1460_pi.g2321.t
1
itr6_2741_pi.g1863.t
1
itr6_17842_p.g107.t1
.1.576923c
itr6_17842 p.g107.t1
itr6_490_pil.g2364.t1
itr6_490_pil.g2364.t1
.1.5769240
itr6_508_pil.g2531.t1
.1.57f69241

itr6_508 pil.g2531.t1
itr6_830_pil.g2727.t1

itr6_3157_pi.g2537.t
1.1.57f6f333
itr6_3157_pi.g2537.t
1
itr6_388_pil.g930.t1
itr6_388_pil.g928.t1
itr6_18511 p.g127.t1
itr6_2594 pi.g249.11
itr6_2594 pi.g249.11.
1.57f6923e

itr6_851 pil.g3063.t1
itr6_2326_pi.g901.t1

itr6_2447_pi.g2058.t
1
itr6_2458 pi.g2251.t
1
itr6_1374_pi.gl176.t
1
itr6_1658 pi.g588.t1
itr6_735_pil.g1370.t1
itr6_2926_pi.g370.t1

itré_2926 pi.g370.t1.
1.57f6923e

itr6_1197 pi.g2912.t
1

itr6_2255 pi.g76.t1
itr6_4544 pi.g229.t1
itr6_537_pil.g3063.t1
itr6_8662_pi.g251.t1
itr6_1161_pi.g2509.t
1
itr6_765_pil.g1792.t1
itré_765_pil.g1792.t1
.1.57169242

LOW QUALITY PROTEIN: uncharacterized protein
LOC111134354

low-density lipoprotein receptor-related protein 2-like
lysozyme

MACPF domain-containing protein 4

mammalian ependymin-related protein 1-like
mammalian ependymin-related protein 1-like
mammalian ependymin-related protein 1-like
mammalian ependymin-related protein 1-like

mammalian ependymin-related protein 1-like

mammalian ependymin-related protein 1-like

MANA_MYTEDRecName: Full=Mannan endo-1,4-beta-
mannosidase; AltName: Full=Beta-mannanase; AltName:

Full=Endo-beta-1,4-mannanase; Short=Man5A,;
Short=ManA; Flags: Precursor
mannan endo-1,4-beta-mannosidase

mannan endo-1,4-beta-mannosidase

meprin A subunit beta-like

meprin A subunit beta-like
mesenchyme-specific cell surface glycoprotein
microfibril-associated glycoprotein 4-like
microfibril-associated glycoprotein 4-like

microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3C

microtubule-associated x2 protein rp eb family member 3

isoform
muscle-specific protein 20

myeloid-derived growth factor-like
myomodulin neuropeptides 2-like

myosin heavy chain, non-muscle isoform X3
mytimycin precursor

NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1,
mitochondrial-like

NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1,
mitochondrial-like

NADP-dependent malic enzyme-like isoform X2

nesprin-1 isoform X4

neurocan core protein-like

neuronal alpha-2 acetylcholine receptor subunit
nidogen-2-like

nucleobindin-2 isoform X2

oral-facial-digital syndrome 1 protein-like isoform X2
oral-facial-digital syndrome 1 protein-like isoform X2

879

339
157

197
216
217
125
125
173

196
412

316

387

250
311
458
356
358

121
249

177
159
305
872
159
468
338
262
5673
466
251
740
257

351
351

0.66

0.54
6.01
0.92
0.83
0.03
0.03
0.02

0.01
12.06

0.44
0.21

0.31
0.05
13.63
0.9
0.29

0.03
8.03

0.03
0.39
1.82
1.56
0.05
0.1

0.06
0.61
0.2

2.25
0.37
3.01
1.48

0.03
0.03

0.41

0.54

5.42

0.72

0.71

10.18

0.02
0.02
0.23
0.03
13.23
0.8
0.24
7.48
0.03
0.38
1.82

0.97
0.05

0.03
0.19
2.17
0.02
0.28

0.03
0.03
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itr6_2758_pi.g2029.t
1
itr6_22_pilo.g395.t1
itr6_2998_pi.g1045.t
1
itr6_3280_pi.g526.t1
itr6_732_pil.g1318.t1
itr6_3743_pi.g1626.t
1
itr6_3506_pi.g2433.t
1.1.57f6923f
itr6_3506_pi.g2433.t
1
itr6_3506_pi.g2433.t
1.5.57f6923f
itr6_986_pil.g285.t1
itr6_1815_pi.g2561.t
1

itr6_2891 pi.g26.11
itr6_5642_pi.g601.t1
itr6_5642_pi.g601.t1.
1.57f69241
itr6_2806_pi.g2499.t
1
itr6_1006_pi.g548.t1
itr6_8618_pi.g211.t1
itr6_357 pil.g424.t1
itr6_3486_pi.g2272.t
1.2.576923f.2.57f613
33
itr6_1006_pi.g547.11
itr6_3854_pi.g30.t1
itr6_805_pil.g2385.t1
itr6_15742_p.g11.t1
itr6_3480_pi.g2209.t
1
itr6_2068_pi.g1977.t
1
itr6_1816_pi.g2581.t
1.1.57f6923d
itr6_18193_p.g123.t1
itr6_385_pil.g893.t1
itr6_1946_pi.g315.t1
itr6_2783_pi.g2243.t
1
itr6_470_pil.g2004.t1
.1.57f6f335
itr6_470_pil.g2004.t1
.2.57f6f335
itr6_470_pil.g2004.t1
.3.57f6f335
itr6_470_pil.g2004.t1
4.57f6f335
itr6_519_pil.g2755.t1
itr6_2827_pi.g2713.t
1

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B-like
peptidylprolyl isomerase A

Poly [ADP-ribose] polymerase 14
polyadenylate-binding protein 2-B-like
PREDICTED: nidogen-2

PREDICTED: transcobalamin-2-like
PREDICTED: transcobalamin-2-like
PREDICTED: transcobalamin-2-like

probable serine carboxypeptidase CPVL isoform X2
prosaposin-like

proteasome subunit beta type-5-like protein
protein disulfide-isomerase
protein disulfide-isomerase

protein disulfide-isomerase A3-like

protein dpy-30 homolog

protein ERGIC-53

Protein SET

protein-glutamine gamma-glutamyltransferase K-like
isoform X1

purine nucleoside phosphorylase
puromycin-sensitive aminopeptidase-like

putative C1g domain containing protein MgC1g21
putative C1g domain containing protein MgC1qg60
putative C1q domain containing protein MgC1g89

putative foot protein-2
putative uncharacterized oxidoreductase YDR541C

pyruvate carboxylase, mitochondrial-like isoform X2
receptor-type guanylate cyclase Gyc76C-like

regulator of microtubule dynamics protein 1 isoform X2

Rho GTPase

ribonuclease Oy-like

ribonuclease Oy-like

ribonuclease Oy-like

ribonuclease Oy-like

ribosomal protein S6 kinase alpha-1 isoform b

Sarcoplasmic reticulum histidine-rich calcium-binding
protein

220

201
963

274
1432
164
407
424
424

140
697

149
500
483

385
151
367

531
516

236
222
261
212
201
95

442
243
192
218
121
252
252
252
252

764
130

1.35

3.23
9.61

0.22
0.01
0.07
12.73
11.14
11.14

6.82
0.01

0.11
0.17
0.17

0.04
0.01
0.01

0.05
0.91

0.07
0.33
15.54
0.05
0.67
0.03
0.11
0.15
0.16
0.12
0.03
0.02
0.02
0.02
0.02

0.5
0.97

1.34

3.22
9.6

0.03
0.07
10.14
9.37
9.37
6.27
0.01
0.17
0.17
0.04
0.01
0.01

0.04
0.01

0.02
0.29
8.81
0.56
0.03
0.08
0.01
0.01
0.03
0.02
0.02
0.02
0.02

0.48
0.93
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itr6_1805_pi.g2435.t
1
itr6_495_pil.g2426.t1
itr6_10046_p.g81.t1
itr6_2324_pi.g867.t1

itr6_786_pil.g1993.t1
itr6_777_pil.g1886.t1
itr6_20279 p.gl19.t1
itr6_1747_pi.g1666.t
1
itr6_1747_pi.g1666.t
1.1.57f6923c
itr6_1329 pi.g568.t1
itré_2374_pi.gl411.t
1
itr6_3022_pi.g1302.t
1
itr6_19495_p.g115.t1
itr6_1145 pi.g2342.t
1
itr6_1483_pi.g2557.t
1
itr6_3830_pi.g2330.t
1
itr6_1822_pi.g2659.t
1
itr6_5022_pi.g1043.t
1
itr6_4534_pi.g171.t1.
1.57f69240
itr6_2448_pi.g2059.t
1.1.57f6f332
itr6_2448_pi.g2059.t
1

itr6_2448 pi.g2059.t
1.1.57f6923d
itr6_3048 pi.g1574.t
1.2.57f6923e
itr6_3020_pi.g1290.t
1
itr6_518_pil.g2745.t11
itr6_2680_pi.g1248.t
1

serine/threonine-protein phosphatase 2A activator
short-chain collagen C4-like isoform X6

sialate O-acetylesterase-like

somatomedin-B and thrombospondin type-1 domain-
containing protein

Stress response protein nhaX

syntaxin-binding protein 5-like

temptin-like

Tetratricopeptide repeat protein 18

Tetratricopeptide repeat protein 18

tissue alpha-L-fucosidase isoform X2
transaldolase isoform X3

Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3

trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial-like
tropomyosin-2-like isoform X32

TSP1-containing protein

tubulin chain beta-1

tyramine beta-hydroxylase-like
tyrosinase-like protein 1
tyrosinase-like protein 2 precursor
vdg3

vdg3

vdg3

vitelline envelope zona pellucida domain 2 type 1 protein

vitelline membrane outer layer protein 1 homolog isoform

X2
Xyloglucan galactosyltransferase KATAMARI1
zinc finger protein 622-like

715
296
307
297
167
290
141
723
730

363
114

137

480
315

1897

303

424

636

704

77

91

91

266

300

306
516

0.09
12.95
0.28
9.89
0.01
0.12
0.63
4.92
4.92

0.31
1.41

0.42

0.82
0.04

0.03

0.03

28.48

0.29

1.41

1.28

1.07

0.22

0.06

1.29

2.52
0.09

12.9
0.27
9.89

0.63
0.33

0.33

0.25
1.41

0.27

o

0.02

14.85

0.26

1.37

1.28

1.07

0.22

0.34

2.51
0.08
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Tabela Suplementar 3. Composi¢do do proteoma soltvel de Limnoperna fortunei. (Filtros: Cobertura (%) > 50, #Peptideos unicos > 1).

Protein Acesso -10lgP  Cobertura #Peptideos  #Peptideos PTM Massa
Group (%) anicos média
1 itr6_3393 pi.g1519.t11 606.24 85 34 5 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 41776
5 itr6_4014 pi.g1026.t1 560.91 77 32 4 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 41983
9 itr6_2437_pi.g1962.t11 583.48 93 53 29 Oxidation (M) 32788
10 itr6_5047 pi.gl171.t1 529.52 64 28 5 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 41920
14 itr6_4849 pi.g201.t1 621.39 66 86 85 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 113328
15 itr6_234 pil.g2949.t11 664.5 56 114 114 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 196919
19 itr6_2024 pi.g1261.t1 611.22 71 29 1 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 50223
22 itr6_3830_pi.g2323.t1 580.11 57 27 1 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 59791
28 itr6_692_pil.g729.t1.2.57f69241 553.74 93 24 7 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 18669
29 itr6_1145 pi.g2341.t1 49588 78 43 19 Oxidation (M) 36797
30 itr6_222 pil.g2783.t1 540.2 56 22 1 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 44887
33 itr6_4333_pi.g963.t1 562.99 75 42 41 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 49422
34 itr6_2039_pi.g1537.11 523.3 68 29 3 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 50175
35 itr6_5642_pi.g601.t1 467.87 78 46 46 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 55261
36 itr6_692_pil.g729.t1.3.57f69241 49495 93 22 5 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 18479
36 itr6_692_pil.g729.t1 49495 84 22 5 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 20598
37 itr6_692_pil.g729.t1.1.57f69241 49191 93 20 3 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 18552
37 itr6_692_pil.g729.t1.4.57f69241 49191 93 20 3 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 18552
39 itr6_2351 pi.g1160.t1 599.07 77 54 39 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 89214
42 itr6_7_pilon.g135.t1 644.68 75 64 63 Carbamidomethylation 104106
43 itr6_2038 pi.g1520.t1.3.57f6923d 535.87 53 67 66 Carbamidomethylation 151431
43 itr6_2038_pi.g1520.t1.1.57f6923d 535.87 53 67 66 Carbamidomethylation 151431
43 itr6_2038_pi.g1520.t1.2.57f6923d 535.87 53 67 66 Carbamidomethylation 151431
47 itr6_41_pilo.g566.t1 531.5 68 34 15 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 48986
48 itr6_3030_pi.g1410.t1 530.1 59 45 22 Oxidation (M) 74957
51 itr6_2143 pi.g2878.t1 575.76 53 67 67 Carbamidomethylation 151391
52 itr6_8379_pi.g36.t1 396.82 64 17 2 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 24721
56 itr6_16_pilo.g281.t1 504.62 55 42 27 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 81554
58 itr6_2167_pi.g3095.t1 549.71 52 61 61 125536
59 itr6_1774 pi.g2018.t1 551.14 63 62 32 Carbamidomethylation 125793
62 itr6_3729 pi.g1532.t1 43469 81 21 17 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 23522
63 itr6_2876_pi.g3131.t1 417.23 55 30 30 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 52443
65 itr6_4962_pi.g756.t1 44357 70 25 22 Carbamidomethylation 45208
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66
69
70
70
70
70
70
71
72
74
74
75
77
79
82
84
85
86
88
91
94
99
100
103
109

109

111
111
111
111
112
114
117
124

itr6_1092_pi.g1740.t1
itr6_41_pilo.g568.t1
itr6_15433_p.gl3.t1
itr6_19491 p.g108.t1
itr6_3927_pi.g552.11
itr6_2692_pi.g1341.t1
itr6_10810_p.g168.t1
itr6_388_pil.g928.t11
itr6_3729_pi.g1531.t11
itr6_18452 p.g95.t1
itr6_3201_pi.g2874.t11
itr6_10294_p.g15.t1
itr6_5571 pi.g354.t1
itr6_5473_pi.g65.11
itr6_3778 pi.g1896.t1
itr6_2004_pi.g1044.t11
itr6_2001_pi.g1021.t11
itr6_1774_pi.g2022.t11
itr6_839_pil.g2853.t1
itr6_215_pil.g2677.t1
itr6_388_pil.g930.t1
itr6_5473_pi.g66.t1
itr6_14456_p.g5.t1
itr6_547_pil.g3147.t1

itr6_456_pil.g1808.t1_itr6_456_pil.

g1812.t1

itr6_456_pil.g1808.t1_itr6_456_pil.

g1812.t1.1.57f6f335
itr6_979_pil.g221.t1.3.57f69242
itr6_979 pil.g221.t1.2.57f69242
itr6_979_pil.g221.t1.1.57f69242
itr6_979 pil.g221.t11
itr6_2806_pi.g2499.t1

itr6_6938 pi.g131.t1
itr6_839_pil.g2852.t1
itr6_15872 p.g99.t1

467.73
381.09
286.76
286.76
286.76
286.76
286.76
44497
422.4

299.86
299.86
427.14
360.34
429.96
425.91
375.38
366.68
455.2

416.47
449.22
401.34
439.69
439.44
431.1

360.79

360.79

431.01
431.01
431.01
431.01
377.03
362.81
405.67
359.79

54
60
66
66
66
66
66
63
55
65
65
80
57
61
55
79
56
54
56
77
58
57
56
68
71

71

63
63
63
63
50
91
62
89

20
20
12
12
12
12
12
16
28
12
12
29
19
26
30
17
21
38
24
26
15
32
24
14
16

16

18
18
18
18
23
11
19
14
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18
18
18
18
10
10
18
12

Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Oxidation (M)

Oxidation (M)

Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation

Carbamidomethylation
Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation; Oxidation (M)

Carbamidomethylation; Oxidation (M)

Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation

41358
27071
15388
15388
15388
15388
15388
34811
48797
13807
13807
28751
30900
37155
68036
20143
34127
82938
49425
37535
28591
50404
52791
16462
24434

24434

41023
41023
41023
41023
43859
16205
34352
23966
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125 itr6_5734 pi.g913.t1 37044 65 17 17 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 24173

126 itr6_1057_pi.g1261.t1 419.6 51 29 28 Carbamidomethylation 52937
127 itr6_76_pilo.g980.t1 375.93 93 14 4 Oxidation (M) 16811
128 itr6_2277_pi.g322.t1 429.62 51 21 13 Carbamidomethylation 49531
130 itr6_168_pil.g2124.t11 385.09 67 15 6 Carbamidomethylation 27750
132 itr6_2074 pi.g2051.t1 382.63 54 18 16 Carbamidomethylation 46976
141 itr6_1108 pi.g1933.t1 43443 66 22 20 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 48979
142 itr6_2086_pi.g2227.t1 405.43 53 18 15 Carbamidomethylation 48763
143 itr6_1090 pi.g1696.t1 348.16 58 16 3 Carbamidomethylation 30284
145 itr6_2757_pi.g2018.t1.1.57f6923e 34493 63 19 19 Carbamidomethylation 28783
145 itré_2757_pi.g2018.t1 34493 63 19 19 Carbamidomethylation 28783
150 itr6_14414 p.g170.t1 408.37 60 20 13 Carbamidomethylation 49016
151 itr6_1950_pi.g380.t1 390.28 71 10 9 Oxidation (M) 15825
159 itr6_1089_pi.g1671.t1 335.96 80 15 15 Carbamidomethylation 17909
162 itr6_4072_pi.g1235.t1 286.04 54 14 14 Carbamidomethylation 24046
163 itr6_231 pil.g2862.t1 348.71 76 16 16 Carbamidomethylation 24672
164 itr6_328_pil.g63.t1 315.07 87 13 13 15508
165 itr6_2825 pi.g2690.t1 377.25 58 14 14 Carbamidomethylation 29137
166 itr6_1610_pi.g60.t1 374.66 57 20 16 Carbamidomethylation 42989
168 itr6_1805_pi.g2420.t11 34423 59 13 13 Carbamidomethylation 21779
169 itr6_1816 pi.g2581.t1.1.57f6923d 393.65 60 24 24 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 49399
169 itr6_1816_pi.g2581.11.2.57f6923d 393.65 60 24 24 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 49930
169 itr6_1816 pi.g2581.t1 393.65 55 24 24 Carbamidomethylation; Oxidation (M) 54099
174 itr6_4384 pi.gl271.t11 379.42 69 16 14 Carbamidomethylation 29287
176 itr6_2058 pi.gl764.t1 29154 60 11 11 Carbamidomethylation 15650
177 itr6_1108_pi.g1934.11 395.02 58 17 17 Carbamidomethylation 35317
180 itr6_4235_pi.g296.t1 306.35 69 15 11 Carbamidomethylation 13785
184 itr6_8958 pi.g244.t1 363.46 72 16 16 Carbamidomethylation 28642
192 itr6_1065_pi.g1400.t1 246.92 58 14 13 18706
193 itr6_1774 pi.g2024.t11 403.48 55 27 25 Carbamidomethylation 61892
196 itr6_1932_pi.g93.t11 386.32 53 24 18 Carbamidomethylation 63463
203 itr6_830_pil.g2731.t1 339.09 63 13 12 Carbamidomethylation 19223
207 itr6_1959 pi.g479.t11 374.33 53 18 14 Carbamidomethylation 45144
209 itr6_5367_pi.g754.t1 360.46 57 11 11 Carbamidomethylation 35310
210 itr6_1975 pi.g686.t1.1.57f6923d 297.09 51 8 8 15952
210 itr6_1975_pi.g686.t1.2.57f6923d 297.09 51 8 8 15952
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214
216
221
229
229
229
229
231
234
240
248
251
252
254
254
254
254
254
256
257
265
265
267
279
293
295
299
300
305
311
316
320
320
320
324
325

itr6_4962_pi.g755.11
itr6_768_pil.g1814.t1

itr6_2291 pi.g530.t1
itr6_4151_pi.g1695.t1.2.57f6f334
itr6_4151 pi.g1695.11.3.57f6f334
itr6_4151_pi.g1695.t1.1.57f6f334
itr6_4151 pi.g1695.t11.4.57f6f334
itr6_2055 pi.g1729.t1
itr6_5830_pi.g154.11

itr6_3155 pi.g2526.t1.1.57f6923e
itr6_451 pil.g1757.t1
itr6_2758_pi.g2029.t11

itr6_3139 pi.g2409.t1
itr6_2969_pi.g735.11.6.57f6923e
itr6_2969 pi.g735.t1.5.57f6923e
itr6_2969_pi.g735.t1
itr6_2969_pi.g735.11.1.57f6923e
itr6_2969_pi.g735.t1.2.57f6923e
itr6_723_pil.g1217.t11
itr6_12467_p.g169.t1

itr6_3714 pi.g1438.t11.1.57f6923f
itr6_3714 pi.g1438.11
itr6_2616_pi.g426.t1
itr6_3927_pi.g556.t1
itr6_5830_pi.g155.t1

itr6_1681 pi.g847.t1

itr6_379 _pil.g791.t1
itr6_5055_pi.g1201.t1
itr6_3155_pi.g2526.t1
itr6_4573_pi.g373.t1
itr6_3110_pi.g2205.t11
itr6_1622_pi.g207.t1
itr6_1622_pi.g207.11.2.57f6923c
itr6_1622 pi.g207.t1.1.57f6923c
itr6_808_pil.g2418.t1

itr6_116 pil.g1528.t1

366.39
355.36
309.86
325.53
325.53
325.53
325.53
324.48
360.79
310.46
323.86
271.28
313.75
356.22
356.22
356.22
356.22
356.22
279.82
311.09
360.05
360.05
327.36
382.53
350.95
345.13
311.07
244.88
266.16
277.21
231.97
299.66
299.66
299.66
401.97
255.27

58
72
60
56
53
53
51
67
67
72
68
68
84
50
50
50
50
50
54
77
53
53
62
52
59
62
84
50
66
65
50
62
62
62
52
53

12
12
11
14
14
14
14

10
15
13
13
10
23
23
23
23
23
13
13
16
16
18
24
12
17
15

14
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Carbamidomethylation
Carbamidomethylation

Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation

Carbamidomethylation; Oxidation (M)

Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Oxidation (M)

Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation

Carbamidomethylation; Oxidation (M)

Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation

Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation

24424
20797
17432
26712
28073
28100
29462
10631
18165
19145
24526
24076
14713
58525
58525
58525
58525
58525
22818
17667
39188
39188
29666
61403
32188
44231
23024
13555
22774
18392
10302
16219
16219
16219
25307
14749
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330
335
342
343
344
345
351
353
355
361
362
364
369
375
378
381
384
392
395
403
406
406
410
411
418
427
429
440
443
450
457
472
473
479
486
493

itr6_6634_pi.g275.11
itr6_6309_pi.g508.t1
itr6_508_pil.g2531.t1
itr6_2448_pi.g2059.t1
itr6_5259 pi.g370.t1
itr6_1311 pi.g255.t1
itr6_19968 p.g29.t1
itr6_15105 p.g23.t1
itr6_1766_pi.g1871.t11
itr6_2929 pi.g405.t1
itr6_3795 pi.g2039.t1
itr6_2286_pi.g467.t1
itré_4777_pi.gl496.t1
itr6_86_pilo.g1081.t1
itr6_3959 pi.g786.t1
itré_2327_pi.g922.t11
itré_3673_pi.gl116.t1
itr6_10918 p.g5.t1
itré_3743 pi.gl627.11
itr6_1847 pi.g2957.11
itr6_807_pil.g2407.t1.3.57f69242
itr6_807_pil.g2407.t1.2.57f69242
itr6_2583 pi.g109.t1
itr6_142_pil.g1811.t1
itré_2122 pi.g2712.t1
itr6_3947_pi.g667.t1
itr6_1432_pi.g1866.t1
itr6_2796_pi.g2391.t1
itré_436_pil.g1554.t1
itré_7117_pi.g59.t1
itr6_11032_p.g88.t1.1.57f6923b
itr6_11032_p.g88.t1
itré_4495 pi.g10.t1
itr6_3875 pi.g213.t1
itr6_2307_pi.g684.t1
itr6_976 pil.g178.t1

420.21
315.35
351.49
293.21
251.76
270.31
302.14
231.21
271.38
323.85
276.59
324.17
342.42
263.17
288.24
293.59
313.31
307.41
359.94
289.98
292.71
292.71
221.35
225.8
233.96
297.2
248.63
246.11
270.35
272.92
297
289.37
220.1
270.65
315.23
276.75

52
78
57
69
59
66
57
90
50
67
54
55
52
68
70
62
62
65
76
75
53
53
54
50
61
50
50
64
81
68
68
68
56
54
70
67
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Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation

Carbamidomethylation; Oxidation (M)

Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Oxidation (M)

Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Oxidation (M)

Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation

Carbamidomethylation; Oxidation (M)

Oxidation (M)

Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation

Carbamidomethylation

Carbamidomethylation

Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation

43633
15732
22106
9823

17645
19173
18932
11203
24991
19204
28600
33353
30287
12059
23363
17345
31259
24509
25521
12461
24239
24239
11337
16892
14121
23364
19687
14788
11637
14604
16771
16382
16316
37806
19203
20537
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498
507
512
521
523
543
545
558
560
591
614
624
631
646
669
669
677
691
693
693
701
701
701
726
752
758
770
770
771
771
835
840
840
857
874
888

itr6_3882_pi.g265.11
itr6_4297_pi.g754.t1
itr6_701_pil.g883.t1
itr6_5833_pi.g167.t1
itr6_5437_pi.g1001.t1
itr6_3927 pi.g558.t1

itr6_2351 pi.g1156.t1
itr6_3792_pi.g2021.t1

itré_3713 pi.gl432.t1
itr6_3988 pi.g914.t1
itr6_41_pilo.g561.t1

itr6_49 pilo.g732.t1
itr6_93_pilo.g1264.t1

itr6_8219 pi.g121.t1
itré_6237_pi.g344.t1
itr6_6237_pi.g344.11.1.57f69241
itré_4297_pi.g753.t1
itr6_3853_pi.gl2.t11

itré_4889 _pi.g436.t1
itr6_4889_pi.g436.t1.1.57f69240
itré_1729 pi.g1397.t1.1.57f6f330
itr6_1729 pi.g1397.11.1.57f6923c
itr6_1729 pi.g1397.t1

itr6_518 pil.g2745.t1

itr6_5259 pi.g369.t1

itr6_15503 p.g57.t1
itr6_3340_pi.g1056.t1
itr6_3340_pi.g1056.t1.1.5716923f
itré_4523 pi.g133.t1.1.57f69240
itr6_4523 pi.g133.t1
itré_2448 pi.g2059.t1.1.57f6923d
itr6_4523 pi.g132.t1

itré_4523 pi.g132.t1.1.57f69240
itr6_4576_pi.g390.t1

itr6_2278 pi.g350.t1

itr6_4083 pi.g1297.t1

246.77
314.32
245.99
245.41
264.94
338.64
241.27
249.63
216.21
231.89
247.48
302.78
315.3
248.31
226.05
226.05
269.2
255
220.39
220.39
217.67
217.67
217.67
310.54
250.32
197.44
249.89
249.89
163.57
163.57
183.42
167.91
167.91
185.77
147.34
287.72

81
51
51
50
57
71
51
55
72
53
63
51
58
58
56
56
73
51
60
60
58
51
51
62
53
62
52
52
57
57
69
53
52
54
56
51
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Carbamidomethylation
Carbamidomethylation

Carbamidomethylation; Oxidation (M)
Carbamidomethylation; Oxidation (M)

Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation

Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Oxidation (M)

Carbamidomethylation
Carbamidomethylation

Carbamidomethylation

Carbamidomethylation

Carbamidomethylation

8275

31549
22811
13786
10780
27604
18307
13620
8023

14561
12721
27633
30985
14077
17059
17059
17695
20979
14831
14831
9418

10976
10917
35022
23062
8147

23201
23201
7318

7318

9962

7415

7501

15662
8828

35847
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946
955

1053
1206
1403
1405
1444
1445
1663
2232
2630
3635

itr6_2448 pi.g2059.11.2.57f6f332

itr6_2623_pi.g504.t1_itr6_2623_pi.

g509.t1
itr6_86_pilo.g1071.t1.1.57f6f337
itr6_4174 pi.gl.tl
itré_4827_pi.g47.t1
itr6_18803 p.g93.t1
itr6_10239_p.g246.t1
itr6_1436_pi.g1941.t1
itr6_14810 _p.g35.t1
itr6_3468_pi.g2135.t11
itr6_221_pil.g2770.t1
itr6_4964_pi.g782.t1

207.68 86 3
264.05 55 7
185.46 52 3
187.91 68 3
130 62 3
288.52 58 5
192.64 54 4
157.44 53 4
184.22 59 6
156.27 51 3
13559 53 3
114.92 53 3
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Carbamidomethylation; Oxidation (M) 7895

Carbamidomethylation

Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation

Carbamidomethylation
Carbamidomethylation
Carbamidomethylation

22465

8525
8287
9752
20180
12212
11745
13940
9866
10027
9484

Tabela Suplementar 4. Proteinas sequenciadas do extrato purificado de proteassoma de Limnoperna fortunei gel-LC-MS/MS, ~25 kDa.
(#Peptideos unicos > 1).

Protein  Acesso Funcéo predita -10lgP  Cobertura #Peptideos #Peptideos PTM Massa
group (%) Unicos média
1 itr6_3761_pi.g1785.t11 40S ribosomal protein S4-like 331.28 64 26 13 Oxidation (M) 32788
2 itr6_685_pil.g557.t1 Proteasome subunit alpha type-3 243.62 27 14 1 Oxidation (M) 36797
4 itr6_3363_pi.g1241.t11.5.57f6923f cathepsin L 1465 17 3 3 Carbamidomethylation 17359
7 itr6_3363_pi.g1241.t1.4.57f6923f cathepsin L 17755 59 7 7 Carbamidomethylation; 15732
Oxidation (M)
8 itr6_2489 pi.g2672.t11 cathepsin L1-like 164.44 24 5 5 Oxidation (M) 23021
10 itr6_2336_pi.g1029.t1 heat shock protein 70 14584 23 3 2 16790
11 itr6_1341 pi.g723.t1 ATP-dependent RNA helicase DDX19A- 127.56 24 3 3 Oxidation (M) 17097
like isoform X1
12 itr6_1937_pi.g130.t1 cathepsin L1-like 186.63 13 7 3 Carbamidomethylation 74537
13 itr6_3363 pi.g1241.t1.3.57f6923f cathepsin L 135.66 6 2 1 Oxidation (M) 45262
14 itr6_665_pil.g301.t1 Caveolin-1 122.32 13 2 2 19459
15 itr6_1932 pi.g88.t1 heat shock protein 70 B2 117.93 13 4 2 19267
16 itr6_2336_pi.g1026.t1 heat shock protein 70 129.62 9 4 2 45950
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17

18

20

21
23
25
31
31
31
34
36
37
38
47
51

54

65
66
66
66
66
71
84
92
101
102
103
135

itr6_451_pil.g1745.t1.1.57169240

itré_2336_pi.g1023.t1
itr6_2277 pi.g323.t1

itr6_11791 p.g148.t1
itr6_2489 pi.g2671.t1
itr6_3363_pi.g1238.t11
itr6_1105 pi.g1891.t1
itr6_2058_pi.g1764.t1
itr6_2277 pi.g322.t1

itr6_3363_pi.g1241.t1.2.57f6923f

itr6_3495_pi.g2319.t1
itré_5927_pi.g424.t1
itr6_14858_p.g66.t1
itr6_5443_pi.g1023.t1

itr6_451_pil.g1745.t1.2.57f69240

itré_451_pil.g1745.t1

itr6_3201_pi.g2873.t11
itr6_86_pilo.g1116.t1
itr6_17562_p.g135.t1
itr6_6309_pi.g508.11
itr6_5370_pi.g765.t1
itr6_2336_pi.g1025.t11
itr6_3142_pi.g2442.11
itr6_1186_pi.g2795.t11
itr6_2296_pi.g566.t1
itr6_8109 _pi.g49.t1

itr6_3363_pi.g1241.t1.1.57f6923f

itré_11791 p.gl44.tl

bifunctional methylenetetrahydrofolate
dehydrogenase/cyclohydrolase,
mitochondrial-like

heat shock protein 70

fructose-bisphosphate aldolase

histone H2A-like

cathepsin L1-like

Cathepsin L

enolase-phosphatase E1

filamin-like protein-1
Fructose-bisphosphate aldolase
cathepsin L

apolipoprotein D-like

Cathepsin L

histone H4-like

cytosolic malate dehydrogenase
bifunctional methylenetetrahydrofolate
dehydrogenase/cyclohydrolase,
mitochondrial-like

bifunctional methylenetetrahydrofolate
dehydrogenase/cyclohydrolase,
mitochondrial-like

histone H4

Proteasome subunit alpha type-6
proteasome subunit alpha type-7-like
proteasome subunit beta type-1-B-like
proteasome subunit beta type-2

heat shock protein 70

histone H4-like

histone H2A-like

heat shock cognate protein 70

high mobility group protein B3-like
cathepsin L

histone H4

121.41

149.55

152.11

160.08
103.17
99.16
106.35
106.35
106.35
53.77
119.22
83.89
49.41
104.94
60.87

92.32

111.09
80.95
80.95
80.95
80.95
112.82
116.43
92.97
103.48
83.24
56.53
122.56
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Carbamidomethylation;
Oxidation (M)
Carbamidomethylation;
Oxidation (M)
Carbamidomethylation;
Oxidation (M)
Carbamidomethylation
Oxidation (M)

Oxidation (M)

Oxidation (M)

Carbamidomethylation;
Oxidation (M)

Carbamidomethylation
Oxidation (M)

Oxidation (M)

8198

184584

106626

32434
11181
42673
11940
38154
25127
36405
12940
23832
33224
25307
57998

21951

41339
50175
48482
54206
51553
46009
49531
15650
79292
19866
29624
34579
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151
167
167
167
174
271
306
306
306
306
306
307

311
369

370

371
371
371
371

371
371
371
371
371
371
371
651
1156

itr6_3363_pi.g1241.t11
itré_11791 p.gl47.t1
itr6_5739_pi.g931.t1
itré_12447 p.g158.t1
itr6_3046_pi.g1566.t1
itr6_665_pil.g308.t1
itr6_4639 pi.g738.t1
itr6_4639 pi.g739.t11
itr6_2891 pi.g26.t1
itr6_161 pil.g2029.t1
itr6_161 pil.g2028.t1
itr6_2336_pi.g1022.t1

itr6_8405 pi.g59.t1
itr6_2891 pi.g25.11

itr6_2983_pi.g860.t1

itr6_808_pil.g2418.t11
itr6_376_pil.g723.t1.2.57f6923f
itr6_5180_pi.g115.t1
itr6_4854 pi.g214.t1

itr6_5067_pi.g1241.t1
itr6_3280_pi.g526.t1
itr6_3838_pi.g2401.t1
itr6_1640_pi.g396.t1
itr6_11845 p.g201.t1
itr6_1692_pi.g967.t1
itr6_2586_pi.g161.t1
itr6_3216_pi.g37.t1
itr6_3927_pi.gh54.t1

cathepsin L

histone h4

histone H4, putative

histone H4-like

heat shock cognate 70

putative aminopeptidase W07G4.4
Proteasome subunit beta type-4
proteasome subunit beta type-4-like
proteasome subunit beta type-5-like
proteasome subunit beta type-7-like
proteasome subunit beta type-7-like
HSP7A_DROSIRecName: Full=Heat
shock 70 kDa protein cognate 1;
AltName: Full=Heat shock 70 kDa
protein 70C

proteasome subunit alpha type-4-like
mitogen-activated protein kinase kinase
kinase 1-like

Long-chain specific acyl-CoA
dehydrogenase, mitochondrial
Mn-superoxide dismutase

---NA---

---NA---
N-acetylglucosamine-6-phosphate
deacetylase-like isoform X1
nucleoside diphosphate kinase A-like
poly [ADP-ribose] polymerase 15
predicted protein

predicted protein

proteasome subunit alpha type-1-like
proteasome subunit alpha type-2
proteasome subunit alpha type-2-like
proteasome subunit alpha type-5-like
histone H4-like

46.12
113.4
1134
113.4
46.1

44.59
66.52
66.52
66.52
66.52
66.52
87.86

43.12
67.17

49.93

51.82
51.82
51.82
51.82

51.82
51.82
51.82
51.82
51.82
51.82
51.82
54.66
51.01
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11
11
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Carbamidomethylation

18929
36895
36895
36895
25044
213165
14830
33131
50357
70379
71022
33987

55840
28026

79885

14718
15998
36161
25567

11367
11661
28352
9986
133155
11367
19215
16860
30036
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Tabela Suplementar 5. Proteinas de provavel interacdo ao proteassoma de Limnoperna fortunei, gel-LC-MS/MS, ~35 kDa. (#Peptideos
unicos >1).

Protein  Acesso Funcao predita -10lgP  Cobertura #Peptideos #Peptideos PTM Massa

Group (%) dnicos média

1 itr6_2437_pi.g1962.t11 TPM_PERVIRecName: Full=Tropomyosin 340.61 49 22 13 Oxidation (M) 32788

2 itr6_2531 pi.g3128.t1 24521 41 15 1 Carbamidomethylation; 41814
actin, cytoplasmic Oxidation (M)

4 itr6_4014_pi.g1026.t1 24122 36 14 1 Carbamidomethylation; 41983
predicted protein Oxidation (M)

7 itr6_4188 pi.g70.t1 23223 26 11 1 Carbamidomethylation; 50313
actin, clone 403 isoform X2 Oxidation (M)

10 itr6_3543_pi.g70.t1 gelsolin-like protein 2 isoform X2 151.65 18 7 7 Oxidation (M) 50665

12 itr6_4669 pi.g862.t1 protein moonraker-like isoform X1 47.64 2 1 1 48603

18 itr6_2054 pi.gl727.t11 filamin-like protein-3 108.81 2 3 3 194073

19 itr6_2983 pi.g860.t1 Long-chain specific acyl-CoA 166.27 22 6 6 Carbamidomethylation; 33987
dehydrogenase, mitochondrial Oxidation (M)

21 itr6_1663 pi.g672.t1 106.67 13 3 3 Carbamidomethylation; 31901
Beta-ureidopropionase Oxidation (M)

22 itr6_17562_p.g135.t1 putative proteasome subunit alpha type-7-  86.39 7 1 1 17359
like isoform X3

25 itr6_5443 pi.g1023.t11 cytosolic malate dehydrogenase 100.52 2 3 3 Carbamidomethylation 184584

30 itr6_3422_pi.g1692.11 ---NA--- 43.08 4 1 1 46207

34 itr6_6428_pi.g10.t1 ornithine aminotransferase, mitochondrial-  101.18 7 2 2 Carbamidomethylation; 42969
like Oxidation (M)

35 itr6_751_pil.g1595.11 3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial 65.36 2 1 1 42350
isoform X3

45 itr6_5443 pi.g1015.t11 radial spoke head protein 9 homolog 98.25 11 3 3 29470

45 itr6_5443 pi.g1021.t1 radial spoke head protein 9 homolog 98.25 11 3 3 31352
isoform X1

46 itr6_665_pil.g304.t1 putative aminopeptidase W07G4.4 96.46 11 2 1 22888

46 itr6_665_pil.g308.t1 putative aminopeptidase W07G4.4 96.46 3 2 1 79292

55 itr6_4364_pi.g1100.t1 medium-chain specific acyl-CoA 93.78 14 3 3 Oxidation (M) 24331
dehydrogenase, mitochondrial-like

56 itr6_411_pil.g1228.t1 PREDICTED: uncharacterized protein 74.75 4 Carbamidomethylation 38337
LOC105334778

155 itr6_11791_p.g145.t1 histone H3-like 62.2 5 15621
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155 itr6_3927 pi.g552.t1 Histone H3 622 5 1 1 15388

159 itr6_3477_pi.g2196.t1 isocitrate dehydrogenase [NADP] 48.74 7 1 1 19692
cytoplasmic-like

161 itr6_1503_pi.g2777.t11 neuralized patsl 38.86 3 1 1 51525

350 itr6_5067_pi.g1241.t11 hypothetical protein AM593_05942, 56.59 1 1 1 Carbamidomethylation 106626
partial

505 itr6_18949 p.g8.t1 radial spoke head protein 4 homolog A 50.73 5 1 1 27466
isoform X2

506 itr6_5775_pi.g1106.t1 histone H2B 51.1 7 1 1 13856
506 itr6 18452 p.g95t1  histoneW28 511 7 1 1 . 13807
506 itr6_3201 pi.g2874.t11 histone H2B 51.1 7 1 1 13807
506 itr6_14858 p.ge8.tl  histoneH2Bdike 511 5 1 1 . 2133
507 itr6_2031_pi.g1372.t11 aspartate aminotransferase, cytoplasmic-  42.82 4 1 1 30972
like

511 itr6_86_pilo.g1116.t1 Proteasome subunit alpha type-6 37.68 7 1 1 23832
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