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RESUMO

MANTOVANI, Cynthia, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Dezembro de 2014. Perfil
da expressao proteica de larvas de Hysterothylacium sp. NEMATODA) de peixe espada
(Trichiurus lepturus) da Costa do Rio de Janeiro, Brasil. Orientador: Claudio Lisias Mafra
de Siqueira. Coorientadores: Cldudia Portes Santos Silva e Humberto Josué de Oliveira
Ramos

O parasitismo é um fendmeno frequente em ambientes aqudticos, sendo os helmintos com
potencial zoondtico comumente encontrados em espécimes de peixes destinados a0 consumo
humano. Devido ao aumento do consumo de peixes crus ou mal cozidos, sio de grande
relevancia os estudos para melhor conhecer e caracterizar estes parasitos. Atualmente, as
parasitoses provenientes do pescado sdo consideradas emergentes, subestimadas e/ou
negligenciadas. Nesse contexto, buscamos, com a utilizacdo de técnicas de espectrometria de
massa, identificar as proteinas mais expressadas por larvas de Hysterothylacium sp. nematoda
pertencente a familia Anisakidae, causador da parasitose humana denominada anisaquiase a
qual apresenta-se potencialmente letal quando ocasiona manifestacdo alérgica. As larvas de
Hysterothylacium sp. analisadas possuiam ceco curto e foram coletadas a partir de peixe
espada (Trichiurus lepturus) da costa do estado do Rio de Janeiro, Brasil. Buscou-se, também,
descrever as funcdes e agrupamentos de processos biolégicos envolvendo as proteinas mais
relevantes. Foram testadas diferentes metodologias de extracdo, separacdo de proteinas e
espectrometria de massa. Observou-se que, para o procedimento de extracdo de proteinas, o
uso do detergente SDS no tampao permitiu melhores resultados em relacdo ao tampao de
extracio CHAPS, este ndo possibilitou a visualizagdo de bandas no gel de eletroforese
monodimensional e, em relacdo a eletroforese bidimensional, os spots apresentaram-se com
baixa intensidade, em ambos 0s casos a andlise por espectrometria de massa foi invidvel, no
entanto, sendo o primeiro detergente inadequado para a eletroforese bidimensional, a anélise
das proteinas limitou-se a eletroforese monodimensional. Com relagdo a espectrometria de
massa, verificou-se que as andlises do LC-MS/MS apresentaram melhores resultados em
relacdo ao MALDI-TOF/TOF. No total foram identificadas 87 proteinas de diversas familias,
dentre as quais julgamos importante citar as metabdlicas, estruturais, ribossomais,
sinalizadoras, reguladoras, transportadoras e, também, proteinas imunogénicas, segundo
literatura, com a classe das ribossomais apresentando-se como a mais expressivas, totalizando

48% das proteinas identificadas. Com o auxilio do aplicativo ClueGo foram preditos 54



processos bioldgicos e seus agrupamentos. Este € o primeiro relato das bases moleculares de
larvas de Hysterothylacium sp. relacionadas as vias metabolicas deste parasito utilizando-se

como estratégia tecnologia de espectrometria de massa.
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ABSTRACT

MANTOVANI, Cynthia, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, December, 2014. Profile of
the protein expression of Hysterothylacium sp. larvae (NEMATODE) from Sword fish
(Trichiurus lepturus) of the Rio de Janeiro coast, Brazil. Adviser: Cldudio Lisias Mafra de
Siqueira. Co-Advisers: Claudia Portes Santos Silva and Humberto Josué de Oliveira Ramos.

The parasitism is a common phenomenon in aquatic environments. Helminths with zoonotic
potential are commonly found in specimens of fish intended for human consumption. Due to
the increase of the consumption of raw or undercooked fish, it is of great importance to better
understand and characterize these parasites. Actually the fish borne parasites are being
considered as emerging, underestimated and/or neglected parasitosis. In this context, mass
spectrometry techniques was performed in order to identify the proteins most expressed by the
larvae of Hysterothylacium sp. nematode belonging to Anisakid family, that causes of human
parasite called Anisakiasis which presents potentially lethal when causes allergic
manifestation. Larvae of Hysterothylacium sp. analyzed had short caecum and were collected
from Sword fish (Trichiurus lepturus) from the Rio de Janeiro coast, Brazil. It was also our
goal to describe the functions and groups of biological processes involving relevant proteins.
Different extraction methods were tested for protein segregation and mass spectrometry. It
was observed that, for the protein extraction procedure using SDS extraction buffer showed
better results compared to the CHAPS extraction buffer, this has not allowed the visualization
of bands on one-dimensional gel electrophoresis and in the two-dimensional electrophoresis
the spots presented with low intensity, in both the analyses by mass spectrometry were
inviable, however, the first detergent is inappropriate for two-dimensional electrophoresis, the
protein analysis was limited to one-dimensional electrophoresis. Using the mass spectrometry,
it was found that the analysis of LC-MS/MS showed better results in comparison with
MALDI-TOF/TOF. A total of 87 proteins from different families were found, among which it
was considered important to mention the metabolic, structural, ribosomal, signaling,
regulatory, carriers, and, also, immunogenic proteins, according to the literature, with the
class of ribosomal presenting itself as the most significant, totaling 48% of the identified
proteins. Using the ClueGo application, 54 biological processes were predicted as well their
interaction networks. This is the first report of the molecular basis of Hysterothylacium sp

larvae related to their metabolic pathways, using as research strategy proteomic technology.



1. INTRODUCAO

z

O parasitismo é uma relacio entre dois seres vivos onde, para um, haverd
consequéncias positivas (parasito) e, para o outro, consequéncias negativas (hospedeiro)
(Pérez-arellano et al., 2006). E um fendmeno natural em ecossistemas aquaticos, sendo
fequente o achado de parasitos em peixes destinados ao consumo humano (Gonzalez et al.,
2001). Nesse contexto, considerando o aumento do cultivo e comercializagdo de organismos
aquadticos, € crescente a importincia de estudos relacionados aos parasitos e outros patégenos

que utilizam tais organismos como hospedeiros (Luque, 2004).

Em constante crescimento, a produ¢do de pescado no Brasil, apresentou, apenas no
periodo entre 2008 e 2011, um incremento da ordem de 9,37%, passando de 1.156.423
(Brasil, 2010) para 1.264.765 toneladas (Brasil, 2011).

Tendo em vista ser comum o achado de parasitos em peixes destinados ao consumo
humano e sua relevancia sanitdria e comercial, enfatiza-se a importancia do estabelecimento
de medidas de controle desses organismos (Gonzalez et al., 2001). Estudo realizado pela
Organizacdo Mundial da Satde (OMS) estimou que cerca de 39 milhdes de pessoas em todo o
mundo estdo infectadas por parasitos adquiridos pela ingestdo de peixes ou crustidceos crus ou
mal cozidos, estando a maioria destes casos localizados na Asia, sendo também de ocorréncia

na Europa e na América Latina (FAO, 2000).

Com um consumo per capita aparente de pescado no Brasil de 9,75Kg/hab/ano em
2010, apresentando um aumento de 8% em relag¢do ao ano anterior (Brasil, 2010), verificou-se
um crescente aumento no consumo de peixes crus ou mal cozidos, alertando as autoridades
sanitdrias e pesquisadores da necessidade de se avaliar riscos relacionados a esse hdbito

alimentar, considerando-se o potencial zoondtico desses parasitos (Benigno, 2012).

Dentre os parasitos de peixes, larvas de Nematoda da familia Anisakidae Skrjabn &
Karokhin, 1945 podem causar Anisaquiase, uma parasitose humana (Acha e Szyfres, 2003).
Nos peixes, estas larvas podem invadir o figado, gbnadas, mesentério e musculatura, podendo
ocasionar sérias patologias ao seu hospedeiro, principalmente, quando em grande nimero
(Okumura et al., 1999). Nessa familia, podemos destacar alguns géneros como de maior
importancia e/ou ocorréncia considerando o potencial zoonético dos mesmos. Dentre estes, o
Hysterothylacium Ward & Magath, 1917 é de grande importancia, com relatos de achados por

diversos autores. Em Granada, Espanha, espécimes de Trachurus trachurus apresentaram



parasitos de Hysterothylacium aduncum Rudolphi, 1802 no estiddio larval L3 e
Hysterothylacium sp. no estadio larval L4 (Adroher et al., 1996). Navone et al. (1998)
detectaram larvas e adultos de H. aduncum em peixes e crustdceos coletados na costa
Argentina. Em peixes comercializados no estado do Rio de Janeiro, ha diversos relatos de
ocorréncia desses parasitos. Fontenelle et al. (2013) encontraram espécies de Nematoda
Hysterothylacium deardorffoverstreetorum Knoff et al. 2007, o qual possui importancia
zoondtica, em peixes da espécie Cynoscion guatucupa. No entanto, Borges et al. (2012) ao
estudarem através de métodos morfoldgicos e moleculares os Nematoda de Trichiurus
lepturus Linnaeus, 1758 (Teleostei, Trichiuridae) referiram a ocorréncia de larvas de
Hysterothylacium sp. evidenciando que a descri¢do de H. deardorffoverstreetorum incluiu na
verdade um pool de espécimes pertencentes a dois clados sob um mesmo nome. Nesse
contexto, a compreensao da taxonomia, ecologia e filogenia dos Anisakidae sdo de extrema
irmportancia, tendo técnicas moleculares contribuido para tal nas ultimas duas décadas

(Mattiucci & Nascetti, 2008).

Com base no trabalho de Borges et al. (2012), foi possivel diferenciar os dois tipos de
larvas de Hysterothylacium sp. que parasitam 7. lepturus e selecionar o grupo mais abundante
como foco deste estudo. Visando aprofundar o conhecimento dos aspectos moleculares destes
parasitos com potencial zoonético, propusemos a identificagcdo e caracterizacdo das proteinas
mais expressas destas larvas de Hysterothylacium sp. coletadas em peixes 7. lepturus
comercializados na cidade do Rio de Janeiro, com o auxilio de técnicas de espectrometria de
massa buscando, dessa maneira, além da implementagdo do conhecimento, a identificacdo de
proteinas de grande relevancia biolégica, bem como, proteinas com caracteristicas
imunogénicas. Adicionalmente, propusemos investigar maiores informagdes em relacdo aos
processos bioldgicos as quais essas proteinas estdo envolvidas agregando conhecimento

acerca de vias metabolicas e estratégicas bioldgicas utilizadas por esses parasitos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. O GENERO Hysterothylacium

O género Hysterothylacium é um grupo grande e diversificado dentro da familia
Anisakidae (Li et al., 2012), possuindo aproximadamente 66 espécies descritas (Rossin et al.,
2011). Quando em estddio de larva, esses parasitos ndo apresentam especificidade parasitaria,
estando presentes em diferentes espécies de peixes, com grande distribui¢do no ecossistema

marinho (Shamsi et al., 2013).

Diversos autores tém publicado relatos de Hysterothylacium ocorrendo como parasitos
de grande prevaléncia e abundancia em variadas espécies de peixes. Em estudo realizado com
80 espécimes de Prionotus punctatus, Bicudo et al. (2005) coletaram 877 Hysterothylacium
sp. perfazendo um total de 45,6% dos parasitos coletados, 0s quais apresentaram, também,
maiores indices de prevaléncia (97,5%) e abundancia (10,96£11,16). Sabas & Luque (2003)
também observaram elevada prevaléncia e abundancia de Hysterothylacium sp. avaliando
espécimes de C. guatucupa (prevaléncia 83,8%; abundancia 32,8 + 77) e Macrodon
ancylodon (prevaléncia 74,3%; abundancia 4,0+4,5). Felizardo et al. (2009) encontraram

1.820 larvas (L3 e L4) de Hysterothylacium sp. em 60 espécimes de Paralichthys isosceles.

Em geral, parasitos da familia Anisakidae apresentam crusticeos como primeiro
hospedeiro intermedidrio, sendo peixes, aves ou mamiferos aqudticos seus hospedeiros
definitivos (Pérez, 1999), com diversas destas situacdes ainda ndo completamente
esclarecidas com relacdo aos hospedeiros definitivos envolvidos (Neves, 2009). Possuindo
quatro estddios de desenvolvimento larval antes de atingir o estddio adulto, com troca da
cuticula externa ao longo de seu crescimento, estes parasitos iniciam seu ciclo de
desenvolvimento com a liberacdo de ovos nas fezes do hospedeiro vertebrado, seguida da
formacdo de larvas de segundo estddio (L2) na dgua, as quais sdo ingeridas por pequenos
crusticeos, que atuam como hospedeiros intermedidrios. Nestes, formam-se larvas de terceiro
estadio (L3) que, quando ingeridos por um peixe, acumulam-se e encistam-se em seu interior

(Acha & Szyfres, 2003) (Figura 1).
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Figura 1: Cilo de vida Anisakis simplex (FONTE: FAO, 1997)

Koie (1993) investigou o desenvolvimento de H. aduncum, observando que as duas
primeiras mudas deste helminto ocorrem dentro do ovo, o qual normalmente ndo eclode
espontaneamente. A seguir, suas larvas se desenvolvem em larvas de terceiro estiddio em
copépodes harpaticoida, amphipodas, isépodes e misiddceos, sendo este desenvolvimento, de
acordo com este autor, dependente do tamanho das larvas, ndo sobrevivendo quando menores
que 2mm. As larvas apresentando entre 2 a 3 mm permaneceram no terceiro estddio, com as

maiores que 3mm sofrendo muda, e atingindo o 4° estddio no limen intestinal do peixe.

Assim, esse parasito poderd apresentar um ciclo com dois hospedeiros, quando o peixe
se alimenta de um crustdceo infectado com larvas de 3° estddio maiores que 3mm; e um ciclo
com trés, ou mais, hospedeiros, quando o peixe se alimentar de um crusticeo infectado com
larvas de 3° estadio menores que 3mm. No entanto, alguns autores questionam este ciclo.
Balbuena, et al., 1998 publicaram nota contra a evidéncia de que ovos desta espécie nao
eclodem espontaneamente e, também, de que larvas provindas dessa eclosdo apresentam
menor habilidade em infectar o primeiro hospedeiro intermedidrio. S@o considerados
relativamente dificeis a execugdo de estudos quanto a biologia e ciclos de vida de metazoarios

parasitos marinhos (Klimpel & Riickert, 2005).

Além destas limitacdes, temos ainda a identificacdo ao nivel de espécie de larvas
desse grupo utilizando apenas caracteristicas taxondmicas, como um grande problema,
devido, por exemplo, a similaridade entre os 6rgaos (Li et al., 2012). A correta identificagao

da espécie € de extrema importancia para o estudo da epidemiologia parasitaria, tendo sido



aprimorada nos ultimos anos com a utilizacio de técnicas protedmicas e moleculares

(Kijewska et al., 2002).

Borges et al. (2012) realizaram a técnica de PCR em 361 espécimens de
Hysterothylacium sp. obtidos da necropsia de 64 peixes T. lepturus capturados na costa do
Rio de Janeiro, amplificando as regides mtDNA cox-2, LSU e ITS, confrontando as
sequéncias obtidas contra sequéncias de H. deardorffoverstreetorum. Pelas anélises
filogenéticas realizadas, relataram a presenca de dois clados sob um mesmo nome, indicando

a possibilidade de que sob este mesmo tdxon possa haver mais de uma espécie.

Shamsi et al. (2013) caracterizaram morfologicamente e utilizaram a PCR em
amostras de larvas de Hysterothylacium provindas de 20 diferentes espécies de peixes na
Austrélia, relatando o achado de sete novos tipos morfoldgicos, acabando por descobrir que,
dentre os tipos morfolégicos, um unico tipo apresentou dois genétipos, ilustrando a

dificuldade da identificac@o desse parasito apenas pelas caracteristicas morfolégicas.

Adicionalmente as diversas descobertas em relagcdo a esses parasitos, em 2009, Raffel
& Anderson descreveram uma nova espécie de Hysterothylacium em estdbmago do anfibio

Notophthalmus viridescens (Rafinesque, 1820), proveniente da Pensilvania, EUA.

2.2. O HOSPEDEIRO

O peixe-espada T. lepturus € pertencente a familia Trichiuridae. De habito demerso-
peldgico (Haiovici et al., 1994), esta espécie possui caracteristica cosmopolita, estando
distribuida em dguas quentes e temperadas (Bittar et al., 2008), com maior abundancia em
temperaturas acima de 16°C, ocorrendo principalmente na faixa de profundidade entre 40-
120m (Martins & Haimovici, 1996), com salinidades entre 33 e 36ppm (Bittar et al., 2008).
Quanto a ocorréncia, do final da primavera ao outono, peixes juvenis (5-30cm) sado
encontrados em dguas costeiras, com subadultos (30-70cm) principalmente em dguas de
plataformas internas e adultos (> 70 cm) em &4guas costeiras e em dguas de plataformas
internas e externas (Martins & Haimovici, 1996). Durante o inverno, fémeas adultas
permanecem na regido da plataforma continental para se alimentarem, com os machos,

movimentando-se para o norte em busca de dguas mais quentes (Martins e Haimovici, 2000).

Em relacdo aos hdbitos alimentares dessa espécie de peixe, os jovens ou imaturos
alimentam-se, principalmente, de pequenos crusticeos planctonicos peldgicos e pequenos

peixes, tornando-se mais piscivoros quando adultos (FAO, 2014). Em estudo realizado na



costa norte do estado do Rio de Janeiro, Bittar er al. (2008) concluiram que os itens mais
representativos na dieta de adultos sdo outros peixes e crustdceos, sendo também registrado o

canibalismo.

De grande importancia comercial, sua pesca atingiu 1.418,944t em 1999, com China e
Coréia do Sul apresentando os maiores indices de pesca desse peixe nesse mesmo ano. Em

2012 o volume total de captura de T. lepturus foi 1.235.373t (FAO, 2014).

2.3. ANISAQUIASE

Esta enfermidade € causada pela infeccdo por estddios larvais de Nematoda da familia
Anisakidae (Acha & Szyfres, 2003), sendo a ocorréncia em humanos considerada como
acidental no desenvolvimento destes parasitos (Chai et al., 2005). De acordo com Matiucci et
al. (2011), a identificacdo e deteccdo desta enfermidade € dificil devido a falta de
conhecimento sobre suas caracteristicas, podendo ser ressaltada a auséncia de especificidade
de seus sintomas e sinais clinicos. Esta situacdo € agravada pela baixa disponibilidade de
casos para diagndstico de lesdes ocasionadas pela invasdo das larvas destes parasitos, e a falta

de caracteristicas morfoldgicas para a diferenciacdo das larvas.

Até o momento, os sintomas e sinais clinicos conhecidos da anisaquiase humana
indicam variacdo de acordo com a drea do trato digestorio onde se prendem as larvas, sendo
os sintomas frequentemente confundidos com os relacionados a obstrugdo intestinal,
apendicite, peritonite e enfermidade de Crohn (Zuloaga et al., 2004), podendo ainda vir a
ocasionar manifestacdes alérgicas mediadas por IgE (Geller & Geller, 1999), as quais podem

apresentar-se de forma potencialmente letal (Audicana et al., 2002).

No passado, esses achados limitavam-se a paises de baixa renda média. No entanto,
com o crescimento dos mercados internacionais, a melhoria de sistemas de transporte e
incremento na movimentacdo das populagdes, verificou-se marcada alteracdo do perfil dos
pacientes acometidos, com aumento das populagdes em risco e avangco de seus limites

geograficos (Chai et al., 2005).

No Japdo e nos EUA, novos casos de anisaquiase sdo anualmente diagnosticados,
¢.2000 e ¢.50, respectivamente, com ¢.500 casos anualmente relatados na Europa (Audicana,
et al., 2002). Quanto ao desenvolvimento em humanos, em 1996 ocorreu o relato de caso de
uma fémea adulta jovem de H. aduncum excretada nas fezes de um homem que apresentava

clinicamente um quadro caracterizado por diarréia e dores abdominais, ilustrando a



capacidade deste parasito infectar humanos (Yagi et al, 1996). Em experimento realizado
com inoculac¢do de Hysterothylacium sp. em Macaca mulatta, verificou-se que poucas horas
apods a inoculagdo, as larvas penetraram na parede estomacal, causando hemorragia e atraindo

eosindfilos (Overstreet & Meyer, 1981).

2.4. PROTEOMICA COMO FERRAMENTA DE ESTUDOS DE NEMATODA

O proteoma € o conjunto de proteinas expressadas, num dado momento, em um
compartimento biolégico, sob um conjunto especifico de condi¢des, sendo sua caracterizagao
molecular necessdria para o entendimento completo dos sistemas bioldgicos (Beranova-
Giorgianni, 2003). Assim, a andlise abrangente e em larga escala de proteinas € o objetivo da
protedmica, sendo um procedimento que possibilita diferentes abordagens, tais como: (a)
identificacdo de proteinas em células, tecidos e fluidos bioldgicos; (b) andlise das alteragcdes
na expressao proteica e células/6rgaos normais ou doentes; (c) caracterizacdo de modificacdes
pOs-traducionais e estudos das interacdes proteina-proteina; (d) compreensdo dos mecanismos
moleculares que governam os processos celulares; (e) caracterizagdo de interacdes complexas
entre proteinas e suas perturbacoes; (f) descoberta de proteinas biomarcadoras para deteccao e
diagnético de doencas; e (g) identificacdo de proteinas alvos para o desenvolvimento de

farmacos para usos terapéuticos (Beranova-Giorgianni, 2003).

Dentre as etapas para as andlises protedmicas por eletroforese bidimensional,
destacam-se como principais: a extragdo de proteinas a partir das amostras, separagdo de
proteinas por eletroforese, com a digitalizacdo dos géis obtidos a partir da eletroforese,
determinacdo de atributos especificos de proteinas de interesse pela espectrometria de massa e
pesquisa em banco de dados bioldgicos. Dentre as técnicas comumente utilizadas nos estudos
protedmicos, a eletroforese bidimensional (SDS-PAGE 2DE) apresenta-se como uma
poderosa ferramenta para a separagdo de proteinas, permitindo a separacdo em duas
dimensdes, diferentemente da eletroforese monodimensional a qual separa as proteinas
somente por massa molecular. A primeira dimensdo denominada focalizacdo isoelétrica,
baseia-se na separacdo das proteinas segundo suas cargas elétricas; seguida pela segunda
dimensdo, denominada eletroforese, a qual promove a separacdo das mesmas proteinas,

ortogonalmente, conforme suas massas moleculares (Beranova-Giorgianni, 2003).

O espectrometro de massa MALDI-TOF/TOF possui uma fonte de ionizagdo do tipo
MALDI (Matrix-assisted laser desorption/ionization) e analisadores tipo TOF-TOF (Time-of-
flight/Time-of-flight). A ionizacdo de peptideos € baseada em pulso de laser, a qual decorre da



colisdo do feixe de laser com o cristal sélido, formado pela adsor¢@o entre o analito com uma
matriz 4cida apropriada, levando a transferéncia de um ou mais prétons da matriz para o
analito, deixando-o carregado positivamente (Abdelnur, 2011). A seguir, sob a condicdo de
alto vdcuo, as moléculas ionizadas sao conduzidas ao detector, com tempos diferentes para
cada molécula sair da fonte de ionizacdo e chegar ao detector, significando na prética que
moléculas de menores massas chegardao primeiro em relacdo as de maiores massas. Portanto,
apdés a andlise das moléculas, o tempo que cada uma gastou para chegar ao detector é
traduzido para a razdo massa/carga (m/z), ou seja, a massa molecular do analito, dividida pelo
nimero de cargas que o mesmo foi capaz de captar. Apds o procedimento de aquisi¢do de
dados, os mesmos sdo demonstrados em um grafico, que representa em seu eixo “y” a
intensidade relativa de cada ion, expressa em unidade arbitraria, e no eixo “x” a razado m/z de
cada fon, expressa em Daltons. Cada grafico € denominado espectro de massas, tendo os ions
representados por picos (Pasternak, 2012). Esse instrumento combina a vantagem de alta

sensibilidade para andlises de peptideos associadas com a forma de ionizacdo por MALDI

(Medzihradszky, 2000).

Em Nematoda, a eletroforese bidimensional apresentou bons resultados em trabalhos
relacionados a investigacdo de proteinas. Abebe et al. (2002) obtiveram os perfis proteicos de
Ascaris lumbricoides e Ascaris suum, o que possibilitou a identificacdo de seis proteinas
especificas em A. lumbricoides, provando ser essa ferramenta 1til para distingdo de espécies
proximas. O perfil proteico gerado por eletroforese bidimensional, em material obtido a partir
de adultos de A. suum, submetidos a condi¢cdes aerdbicas e anaerdbicas, permitiu a
identificacdo de duas proteinas especificas no perfil aerébico e trés especificas no perfil

anaerdbico (Islam et al., 2004).

Segundo Yew et al. (2003), a utilizacio de MALDI-TOF/TOF para a ripida
caracterizacdo de baixissimas quantidades de peptideos diretamente do tecido de A. suum
mostrou-se uma técnica eficaz para o sequenciamento de-novo de neuropeptideos desse

parasito.

Técnicas protedmicas também podem ser associadas a testes de imunizagdo (técnicas
imunoprotedmicas), apresentando uma importancia adicional. Yan et al. (2010) utilizaram a
eletroforese bidimensional para a obtencdo de perfis proteicos de Haemonchus contortus,
aplicando, subsequentemente, a metodologia de western blot para detec¢do de proteinas

imunogénicas, das quais 23 spots foram identificando por MALDI-TOF e MALDI-TOF/TOF.



Outra técnica, o LC-MS/MS ¢€ o resultado do acoplamento da cromatografia liquida a
andlise por espectrometria de massa em tandem, permitindo a analise de uma mistura proteica
altamente complexa (Peng et al., 2002). Nesta técnica, a ionizagdo ocorre por eletro-spray
onde, sob condi¢des acidas, os peptideos sdo protonados nas por¢des N-terminais primarias,
juntamente com o0s grupos laterais bdsicos de lisina, arginina e histidina, resultando em

espécies de cargas multiplas (Garbis et al., 2005).

Kiel et al (2007) associaram MALDI-TOF/TOF e LC-MS/MS para a anélise dos spots
obtidos por eletroforese bidimensional e western blot de proteinas provenientes de larvas L3
de Trichostrongylus colubriformis, caracterizando um total de 28 proteinas. Com o auxilio do
LC-MS/MS e eletroforese bidimensional, Hewitson et al. (2008) detectaram 82 proteinas no
secretoma-excretoma proveniente da infec¢do causada pelo parasito Brugia, destas 80
pertecentes a B. malayi e duas pertencentes ao hospedeiro. Moreno & Geary (2008) avaliando
este parasito, conseguiram identificar 228 proteinas utilizando LC-MS/MS e eletroforese

monodimensional.

Além dos trabalhos envolvendo as técnicas individualmente, diferentes combinagdes
de abordagens protedmicas podem ser utilizadas, considerando as vérias metodologias de
separacdo proteica e os varios modelos de espectrometros de massa disponiveis, os quais
variam, quanto a efici€éncia de andlise, de acordo com o objetivo e o material bioldgico a ser
estudado. Nesse contexto, tem-se a proteOmica como uma ferramenta auxiliadora em estudos
com material biolégico de Nematoda. Dentre exemplos de estudos realizados, podem ser
citados a obtencdo de perfis proteicos de Caenorhabditis elegans (Kaji et al., 2000); a
descoberta de variabilidade proteica em Meloidogyne spp. (Narvas et al., 2002); as analises
das proteinas excretadas e secretadas por larvas L1 de Trichinella spiralis (Robinson &
Connolly, 2005); o isolamento e a andlise estrutural de trés glicoesfingolipidios a partir de
populacdes de C.elegans (Gerdt et al., 1997); a detec¢do de proteinas imunogénicas; e a

obtencdo de perfis proteicos para protedmica comparativa, dentre muitos outros.

A importancia e o poder de técnicas protedmicas é evidente na ampla investigacao das
proteinas e seus sistemas bioldgicos, seja organismo, célula, tecido ou a relacio de um
parasito com seu hospedeiro, com a aplicacdo em estudos envolvendo Nematoda
apresentando bons resultados, o que estimulou esta abordagem, inédita, em larvas de
Hysterothylacium sp. Buscou-se a ampliacdo do conhecimento acerca das bases moleculares

desse parasito investigando suas proteinas mais expressas baseando-se, também, no possivel
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achado de proteinas com importancia imunogénica em vista a ser este um parasito com

potencial zoonético.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Obter informacdes acerca das bases moleculares de parasitos do género

Hysterothylacium por meio de ferramentas da protedmica.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Avaliar, quanto a eficicia em relacdo as larvas de Hysterothylacium sp., diferentes
abordagens protedmicas para a extracdo, separacdo e andlise de proteinas totais;

* Identificar as proteinas mais abundantes das larvas de Hysterothylacium sp.;

* Discorrer sobre a funcdo e a importancia das proteinas mais relevantes expressadas por
larvas de Hysterothylacium sp.;

* Predizer e identificar agrupamentos de processos bioldgicos dos quais as proteinas

expressadas por larvas de Hysterothylacium sp. participam.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. COLETA DA AMOSTRA

Espécimes de peixes espada Trichiurus lepturus comercializados no Rio de Janeiro,
foram necropsiados utilizando microscépio estereoscépico modelo SZ61 (Olympus, EUA),
analisando-se a cavidade abdominal, o estdbmago, o intestino, o figado e a musculatura. Um
total de 170 larvas de Hysterothylacium sp. encistadas no mesentdrio foram retiradas, sendo
armazenadas em dlcool 70% e posteriormente identificadas com o auxilio de um microscépio
modelo CX31 (Olympus, EUA) onde buscou-se observar a presenca de esdfago claviforme,
de ventriculo pequeno e arredondado, do ceco intestinal curto e cauda longa, digitiforme com

um Unico espinho (mucron).
4.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Trés larvas de Hystertothylacium sp. foram aleatoriamete selecionadas para o
procedimento de microscopia eletronica de varredura. Inicialmente, as larvas foram
desidratadas em series graduais de solu¢do de etanol (80% por uma hora, 90% overnight e
duas vezes 100% por uma hora) 2 temperatura ambiente. A seguir, as larvas foram levadas ao
ponto critico utilizando equipamento modelo CPD 030 (Bal-tec, Alemanha), usando diéxido
de carbono liquido como solvente para a remog¢ao dos resquicios de etanol e d4gua da amostra.
Posteriormente as amostras foram montadas em suporte e revestidas com ouro
(aproximadamente 15nm de espessura) com auxilio de em um metalizador FDU 010 (Balzers,
Alemanha). O exame das amostras foi realizado em microscopio eletronico de varredura,

modelo 1430 VP (Leo Electron Microscopy Ltd, Inglaterra).

4.3. EXTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS

Para a extracdo de proteinas totais foram utilizados dois diferentes tampdes de
extracdo: tampao SDS-PAGE (0,125M Tris-HCI, 4% SDS, 20% v/v Glicerol, 0,2M DTT,
0,02% Azul de bromofenol) e tampao CHAPS (7M uréia, 2M tiouréia e 2% CHAPS). Todas
as amostras foram sonicadas cinco vezes utilizando amplitude de 60Hz, seguido de

centrifugacao a 14.000 g por 15mim, sendo o sobrenadante passado para um novo tubo.

Com tampdo CHAPS foram realizadas extracdes com 20 e com 50 larvas de
Hysterothylacium sp., com o tampao SDS-PAGE foram realizadas extracdo com o material
remanescente (pellets) das extragdes com tampao CHAPS e com 50 larvas de

Hysterothylacium sp.
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4.4. QUANTIFICACAO DE PROTEINAS TOTAIS

A quantificacdo de proteinas foi aferida por meio do método de Bradford (1976),
utilizando placa de 96 pogos e espectrofotdmetro modelo Multiskan GO (Thermo Scientific,
EUA) com a leitura em 595nm. Como proteina padrdo para a obten¢do da curva de calibragio
utilizou-se soro-albumina bovina (BSA), sendo a quantificacdo realizada apenas em amostras

com tampao CHAPS.

45. SEPARACAO DAS PROTEINAS TOTAIS POR ELETROFORESE
MONODIMENSIONAL (SDS-PAGE-1DE)

Realizou-se eletroforese SDS-PAGE (Laemmli, 1970) monodimensional utilizando-
se gel de poliacrilamida, na concentragdo de 12,5% para o gel de resolugdo e 4% para o gel de
empilhamento. Como massa molecular de referéncia, utilizou-se padrdao de massa molecular
como a seguir: fosforilase b (97,0 kDa), albumina (66,0 kDa), ovalbumina (45,0 kDa),
anidrase carbonica (30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa), e a-lactalbumina (14,4 kDa)
(GE Healthcare, Reino Unido).

Para a verificacdo da integridade das proteinas existentes nos extratos proteicos,
procedimentos de eletroforese monodimensional foram realizados. Todas as corridas
eletroforéticas foram realizadas em sistema de eletroforese Mini Protean, Tetra Cell (Bio-Rad,
EUA), o qual foi preenchido com um tampao de corrida Tris-Glicina-SDS (Tris 0,025M,
Glicina 0,192M, SDS 0,1%, pH 8.3). As corridas eletroforéticas foram submetidas a tensao

constante de 80V por aproximadamente 2h.

4.6. SEPARACAO DAS PROTEINAS TOTAIS POR ELETROFORESE BIDIMENSIONAL
(SDS-PAGE-2DE)

No processo de eletroforese bidimensional, a primeira dimensdo, denominada
focalizacdo isoelétrica (IEF), foi realizado no equipamento modelo Ettan IPGphor 3 (GE
Healthcare, Suécia), em fita de 7cm de comprimento, na faixa de pH entre 3 e 10. Para a
reidratagdo foram utilizados solu¢do Destreak® (GE Healthcare, Reino Unido) e IPGBuffer
(2%) na mesma faixa de pH. A reidratagdo foi realizada em bandeja propria do aparato
IPGbox (GE Healthcare, Suécia), durante 20 horas, a temperatura ambiente. A IEF foi
realizada em amperagem méxima de SOpuA por tira, com a seguinte programacgao: 300V em
step por 12 horas; 1000V em gradiente por 30 minutos; 5000V em gradiente acumulando

4000VHr; 5000V em step acumulando 2000VHr; e, 200V em step por 10 horas. Apds esta
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etapa a tira foi armazenada sob a temperatura de -80°C até uso. Antes da segunda dimensao,
denominada eletroforese, a tira foi reduzida, usando DTT 1% (m/v), solubilizado em 5SmL de
solucdo de equilibrio (Ureia 6M; Tris 75mM; Glicerol 29,3% (v/v); SDS 2%; azul de
bromofenol 0,002% (m/v); e, 4gua ultra pura), sob agitacdo, durante 30 minutos. A seguir, a
tira foi alquiladas, usando iodoacetamida 2,5% (m/v) solubilizada em SmL de solu¢do de
equilibrio, durante 30 minutos. Entdo, a tira foi colocada no topo do gel de SDS-PAGE
12,5%, juntamente com um pedaco de papel de filtro, embebido com SuL de padrao de massa
molecular, ambos selados com solucdo de agarose (Tris 2,5mM; Glicina 19,2mM; SDS 0,01%
(m/v); agarose 0,5% (m/v); azul de bromofenol 0,002% (m/v) e dgua ultra-pura). O processo
de eletroforese foi realizado em sistema Mini-Protean Tetra Cell (Bio Rad, EUA), sendo o gel
submetido a 80 volts de forma constante, por aproximadamente trés horas (Handbooks GE

Healthcare, 2004).

4.7. COLORACAO DOS GEIS OBTIDOS NAS CORRIDAS DE ELETROFORESE SDS-
PAGE 1-DE E SDS-PAGE 2-DE

Nessa etapa, os géis foram submetidos ao método de coloragdo com o azul de
Coomassie Brilhante G-250 (item 4.7.1), sendo apenas um gel submetido a metodologia de
colorag@o por nitrato de prata (item 4.7.2). A utilizacdo de dois métodos de coloracdo foi
escolhida com o intuito de observar o perfil da distribuicdo das bandas detectadas por dois
métodos diferentes, de maneira a permitir tragar uma estratégia de excisacdo das bandas e

posterior submissao ao processo de digestdo enzimatica.
4.7.1. COLORACAO COM COOMASSIE BLUE G-250

Logo ap6s a corrida, os géis foram lavados trés vezes com &dgua ultrapura, sendo
mantido sob agitacdo, em solugdo de fixacdo (Etanol P.A 40% (v/v); Acido acético P.A
10%(v/v)), overnight. Apés a fixacdo, os géis foram lavados trés vezes em dgua ultrapura,
seguido de coloragdo durante trés dias, sob agitacdo, em solu¢cdo de Coomassie Blue G-250
(sulfato de amodnio 8% (m/v); acido fosférico 0,8% (m/v); azul de Coomassie coloidal g-250
0,08% (m/v); e metanol 20% (v/v)). O excesso de Coomassie Blue G-250 foi retirado com
agua ultrapura, sob agitacao, por 30°, sendo os géis mantidos em solu¢do de acido acético 5%
até a excisdo dos spots e das bandas, conforme orienta¢do do fabricante (Handbooks — GE

Healthcare, 2004).
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4.7.2. COLORACAO COM NITRATO DE PRATA

A coloracdo com nitrato de prata foi realizada conforme protocolo descrito por
Schigger (2006). Brevemente, o gel foi lavado trés vezes com dgua ultrapura. Em seguida, o
mesmo foi incubado em solucdo de fixagdo (Metanol 50%, dcido acético 10% e acetato de
amonio 100mM) por 60 minutos e lavado duas vezes com dgua ultra-pura pelo periodo de 60
minutos cada lavagem. A seguir, procedeu-se a sensibilizagdo do gel fixado com tiossulfato
de sddio a 0,005% (Na2S20s3) por 60 minutos, incubando-o com nitrato de prata a 0,1% por 60
minutos e lavando-o com dgua ultrapura por alguns segundos. Apds essa etapa, o gel foi
incubado em solucdo de revelacdo (Formaldeido 0,036% e carbonato de sédio 2%) por um
periodo de 1 a 2 minutos, sob agitacdo, sendo a reacdo de revelacdo paralisada pela adicdo de
solu¢do de EDTA 50mM por 2 a 5 minutos. Finalmente, o gel foi lavado duas vezes com dgua

ultrapura por um periodo de 60 minutos cada lavagem.

As extragdes, quantificacdes de proteinas totais, corridas eletroforéticas e colocaragdo,

estdo resumidamente esquematizados na Figura 2.

Extragbes com Extragbes com
tampdo CHAPS tampdo SD5-PAGE
Quantificacdo por

Bradford

Quantificagio por

Bradford Eletroforese Coloracdo com
monodimensional Mitrato de prata

Eletroforese Coloracdo com
bidimensional Coomassie blue

Figura 2: Esquema do processo de extragdo, quantificacdo de proteinas totais, corridas eletroforéticas e colorag@o.
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4.8. IDENTIFICACAO DE PROTEINAS
4.8.1. DIGESTAO ENZIMATICA

Em seguida, todos os fragmentos excisados foram descorados com solugdo acetonitrila
50% e bicarbonato de amo6nio 25mM, reduzidos com ditiotreitol 65mM e alquilados com
iodoacetamida 200mM, sendo tripsinizados, utilizando-se a tripsina comercial proveniente do
pancreas suino, com pureza para andlises protedmicas e tratada com TPCK (SIGMA, EUA),
incubados a 37°C por um periodo de 20h. O sobrenadante foi recuperado em um tubo novo,
no qual a solucdo foi totalmente seca com auxilio de centrifuga a vicuo (Eppendorf,
Alemanha), sendo os tubos armazenados a -20°C até andlise posterior por espectrometria de

massa (Shevchenko et al. 2006).
4.9. ESPECTROMETRIA DE MASSA
4.9.1. MALDI-TOF/TOF

Os peptideos tripticos de todas as amostras foram ressuspendidos em 20ul. de
acetonitrila 50%, acidificada com acido trifluoracético 0,1%. A matriz utilizada foi o acido o-
ciano-4-hidroxicindmico — HCCA (Bruker Daltonics, Alemanha), solubilizada na mesma
solucdo da qual os peptideos tripticos foram ressuspendidos, para uma concentragdo final de
10mg/mL. Para calibragdo do método de andlise MS1 foram utilizados peptideos padroes
(Peptide Calibration Standard 1I) (Bruker Daltonics, Alemanha). A seguir, as amostras foram
aplicadas em placa propria para MALDI-TOF/TOF, Ultraflex III (Bruker Daltonics,
Alemanha), sendo a etapa realizada de forma manual e em duplicata com adicdo de 1uL de

amostra e 1uL. de matriz) para cada spot.

Para obtencdo dos dados de MS1 utilizou-se o modo refletivo e positivo, com uma
faixa de deteccao de 500-5000 Da. Para a realizacao de MS2, usando o método LIFT no modo
positivo, foram selecionados os fons com maior intensidade em relacdo a razdo massa carga

(m/z).

Todos os dados obtidos foram gerenciados pelo software Flexcontrol, versdao 3.3
(Bruker Daltonics, Alemanha), sendo os espectros resultantes das andlises MS1 e MS2
processados com o auxilio do aplicativo flexAnalysis, versdao 3.3 (Bruker Daltonics,
Alemanha). As listas de picos de MS1 foram geradas no formato extensible markup language

(XML) pelo software flexAnalysis. As listas de picos de MS2 foram geradas no formato
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mascot generic format (mgf) pelo software BioTools, versio 3.2 (Bruker Daltonics,

Alemanha).
4.9.2. LC-MS/MS

Os peptideos tripticos provenientes das excisdes foram secos e solubilizados em 50uL
de uma solucdo aquosa de acido formico 0,1%. Em seguida, 10uL foram usados para a analise
por nano LC-MS, utilizando o sistema UPLC nanoAcquity (Waters, EUA), contendo uma
coluna trap e uma coluna capilar C18 BEH130 1,7um - 100pm % 100mm, operando com uma
taxa de fluxo de 0,5uL/min. Os peptideos eluidos foram automaticamente injetados em
espectrometro de massas do tipo ION TRAP Amazon® (Bruker Daltonics, Alemanha),
atuando no modo online, com o auxilio de uma agulha de ionizacdo nanoESI. Nesta etapa, as
solucdes de fase movel utilizados para o programa de gradiente foram: (A) agua e acido
férmico 0,1% (v/v) e (B) acetonitrila e 4cido férmico 0,1% (v/v), com o programa de
gradiente consistindo de 5% de (B) durante Smin, rampa de subida linear até 50% de (B) em
35min, rampa de subida linear até 90% de (B) ao longo de 10min, manuten¢do de 95% de (B)
por 10min, rampa de descida linear para 5% de (B) durante Smin, seguido pela manutencao a

5% de (B) durante Smin.

O escaneamento em modo positivo dos fons para os espectros de MS1 foi efetuado
para a faixa de massas entre 300 e 1500m/z, sendo para os espectros de MS2 entre 70 e 3000
m/z, com um corte de massas padrao de 27%. Os dados foram adquiridos durante 70min em
cada analise LC-MS/MS, com a aquisi¢do dos dados por instrumentos LC-MS gerida pelo
aplicativo Hystar, versdao 3.2 (Bruker Daltonics, Alemanha), sendo os espectros processados
com o auxilio do aplicativo Data Analysis, versdo 4.0 (Bruker Daltonics, Alemanha),
utilizando-se as configuracdes padrdes para protedmica. O espectrometro de massas operou
no modo auto-MSn, o qual coletou espectros MS2 para os fons mais intensos em cada
espectro de varredura completo, excluindo os fons de cargas simples. As listas de picos foram

geradas no formato mascot generic format (mgf) pelo aplicativo Data Analysis.
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4.10. IDENTIFICACAO DE PROTEINAS POR ABORDAGENS COMPUTACIONAIS

4.10.1. IDENTIFICACAO DE PROTEINAS BASEADA NA PESQUISA EM BANCO DE
DADOS, COM O AUXILIO DO ALGORITMO MASCOT

Todas as listas de picos obtidas pela andlise dos peptideos tripticos trabalhadas por
MALDI-TOF/TOF e trabalhadas por LC-MS/MS foram analisados pelo algoritmo MASCOT
(Matrix Science, Inglaterra). Estas andlises foram realizadas localmente contra os bancos de
dados NCBInr (www.ncbi.nlm.nih.gov) e banco de nematoda Blaxter Lab database
(NEMBASE4), usando o MASCOT DAEMON CLIENT. Nos dados originérios por MALDI-
TOF/TOF, para as andlises de peptide mass fingerprinting (PMF), foi adotada uma tolerancia
para a massa dos peptideos de 0,5 Da. Para as andlises de peptide fragment fingerprinting
(PFF), fo1 adotado uma tolerancia de 0,5 Da para a massa dos peptideos e dos fragmentos. Em
ambas as andlises, a tripsina foi escolhida como enzima de clivagem, com uma clivagem
perdida para a digestdo triptica, carbamidometilacdo como modificacdo fixa, oxidag¢do da
metionina como modificacdo varidvel e estado de carga 1+. Para as andlises do MASCOT das
listas de picos geradas pelo LC-MS, foi adotada tolerancia de 0,2 Da, tanto para a massa do
peptideo quanto para as massas dos fragmentos, sendo a tripsina a enzima de clivagem,
alterando-se nos demais parametro o estado de carga para 2+, 3+ e 4+, além da escolha do

equipamento ESI TRAP como o responsavel pela aquisi¢dao dos dados.

4.10.1.1. VALIDACAO ESTATISTICA DOS RESULTADOS OBTIDOS PELO MASCOT,
COM O AUXILIO DO APLICATIVO SCAFFOLD

Os resultados obtidos da analise por MASCOT dos peptideos tripticos analisados por
LC-MS/MS, foram estatisticamente avaliadas e validadas pelos algoritmos Peptide Prophet e
Protein Prophet e executados pelo aplicativo SCAFFOLD, versao 3.0 (Proteome Software,
EUA). Foram considerados os niveis de probabilidade de identificacdo positiva para
proteinas, maior ou igual a 90%, buscando o nimero minimo de um peptideo identificado e

validado, mantendo a probabilidade de identificacdo maior ou igual a 90% para o mesmo.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

19

4.10.1.2. IDENTIFICACAO DE PROTEINAS PELO ALINHAMENTO DAS
SEQUENCIAS OBTIDAS PELO BANCO DE DADOS DE NEMATOIDES E DAS
PROTEINAS DEPOSITADAS NO NCBI

As proteinas identificadas pela busca no banco de dados de Nematoda Blaxter Lab
database (NEMBASE4) e validadas pelo SCAFFOLD, foram processadas por meio do
algoritmo BLAST (Altschul ef al, 1990). Através desse algoritmo foi possivel identificar
quais as proteinas constantes do banco de dados depositado no NCBInr que apresentaram

similaridade com a sequéncia dos nimeros de acesso do banco de Nematoda.

4.10.2. IDENTIFICACAO DE PROTEINAS BASEADA NA ESTRATEGIA DO
SEQUENCIAMENTO DE NOVO, COM O AUXILIO DO APLICATIVO PEPNOVO

Os espectros de fragmentos MS2 obtidos por LC-MS/MS foram interpretados, para a
realizacdo do sequenciamento de novo, pela ferramenta Pepnovo (De Novo Peptide
Sequencing via Probabilistic Network Modeling) (Frank & Pevzner, 2005). Essa estratégia foi

escolhida visando predizer um maior nimero de sequéncias de peptideos tripticos.

4.10.2.1. IDENTIFICACAO DE PROTEINAS BASEADA NO ALINHAMENTO DAS
SEQUENCIAS PREDITAS

Visando aumentar a cobertura das proteinas, as sequéncias preditas dos peptideos
tripticos obtidos pela ferramenta Pepnovo foram confrontadas utilizando-se a ferramenta MS-
BLAST (http://genetics.bwh.harvard.edu/msblast/). Nessa andlise um conjunto de tags com

score de 40 a 50 foram agrupadas e alinhadas para identificacao de proteinas homoélogas.

4.10.3. OBTENCAO DO PONTO ISOELETRICO E DA MASSA MOLECULAR DAS
PROTEINAS IDENTIFICADAS, COM O AUXILIO DA PLATAFORMA EXPASY

Ap0s identifica¢do de cada proteina, o ponto isoelétrico (pI) e a massa molecular
foram preditos utilizando a ferramenta compute pI/MW na plataforma Expasy

(http://web.expasy.org/compute_pi/).

O resumo da estratégia de identificacdo por abordagens computacionais estao

esquematizados na Figura 3.


http://genetics.bwh.harvard.edu/msblast/
http://web.expasy.org/compute_pi/
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Figura 3: Procedimento de digestdo enzimdtica, andlises por espectrometria de massa e andlises utilizando

abordagens computacionais.

4.11. PREDICAO E RECONSTRUCAO DOS AGRUPAMENTOS DE PROCESSOS

BIOLOGICOS

Os processos biolégicos e seus agrupamentos foram preditos e reconstruidos

utilizando o aplicativo ClueGo (Bindea et al., 2009) implementado do software Cytoscape

v3.1.1. (Cytoscape Consortium, EUA).

Para a construcdo dos agrupamentos, o banco de dados de Caenorhabditis elegans foi

utilizado como referéncia por se tratar da espécie evolutivamente mais préxima ao

Hysterothylacium sp. contido no software. Nessa andlise, as proteinas de C. elegans ortélogas

as proteinas de Hysterothylacium sp. foram identificadas, usando o algoritmo BLAST, e

selecionadas.

Os parametros para predicdo dos processos bioldgicos e seus agrupamentos foram

ajustados da seguinte maneira: 4 como numero minimo de genes por processo biolégico, 1% a

porcentagem minima de genes identificados em relagdo aos genes totais relacionados por

processo, nivel de ontologia dos genes (GO) minimo 3 e maximo 8, além da avaliacdo da


http://www.cytoscapeconsortium.org/
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legitimidade da informacao, ter sido realizada usando a estatistica Kappa ajustada para um

score minimo de 0,4.
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5. RESULTADOS

5.1. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Através das imagens obtidas pela microscopia eletronica de varredura, foram
identificadas estruturas basicas utilizadas para a identificagdo de larvas de Hysterothylacium a
nivel de género, sendo possivel observar detalhes dos ldbios discretos (Figura 4B), presenca
do poro excretor, indicado pela seta (Figura 4C) e a cauda com ponta digitiforme (Figura 4D),

além da presenca de um tnico espinho (mucron) terminal, indicado pela seta (Figura 4E).

Figura 4: A — E: Larvas tipicas de Hystherothylacium sp., visualizadas por Microscopia Eletronica de Varredura
— MEV. A — Visdo geral, com énfase na regido anterior do parasito (Barra = 20um); B — Detalhe dos labios
(seta) (Barra = 20um); C — Poro excretor (seta) (Barra = 20um); D — Cauda em vis@o ventral mostrando orificio
anal e terminagdo digitiforme (Barra = 20um); E — Detalhe da cuda com ptojecéo terminal (Barra = 2pum)

5.2. RESULTADOS OBTIDOS A PARTIR DA ELETROFORESE SDS-PAGE

Procedimentos de eletroforese monodimensional foram realizados visando a
verificacdo da integridade das proteinas extraidas pelos dois diferentes métodos com os
tampdes de extracio CHAPS e SDS-PAGE. Dentre os resultados obtidos, na Figura 5 estd o
resultado da eletroforese obtida a partir da extracdo realizada com 50 larvas de
Hysterothylacium sp. utilizando tampao CHAPS. Apesar da elevada quantidade de proteinas
aplicada, 123,4ug segundo método de Bradford, o gel resultante apresentou arraste, nido tendo

sido possivel a visualizag¢do de bandas.
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Figura 5: Eletroforese SDS-PAGE-1-DE da extracdo realizada com 50 larvas de Hysterothylacium sp.
utilizando tampao CHAPS.
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Um total de 40 amostras foram excisadas a partir do arraste de uma das canaletas
desse gel, todas foram submetidas a digestdo triptica e analisadas por espectrometria de
massas tanto por MALDI-TOF/TOF, quanto por LC-MS/MS. Nio tendo sido possivel

detectar nenhum sinal de peptideos das referidas amostras em nenhuma das estratégias

utilizadas.

Extratos provenientes das extracdes realizadas com tampao SDS-PAGE ndo foram
quantificados em decorréncia das caracteristicas do tampao o qual é incompativel com o
método de Bradford. A partir do material remanescente (pellet) da extracdo anteriormente
citada, com 50 larvas de Hysterothylacium sp. utilizando tampao CHAPS, foi realizada uma
outra extracdo utilizando tampao SDS-PAGE, foi possivel a visualizacdo de bandas

demonstrando certa integridade das proteinas (Figura 6).
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Figura 6: Eletroforese SDS-PAGE-1-DE da extragdo realizada com o pellet remanescente utilizando tampao
SDS-PAGE.

O resultado da comparacdo entre as duas metodologias de coloracdo realizadas a partir
de uma segunda extra¢do de proteinas totais de pellet remanescente, utilizando tampao SDS-
PAGE e submetida a corrida eletroforética pode ser observado na Figura 7, coloracdo com
nitrato de prata na Figura 7A e Azul de Coomassie Brilhante G-250 na Figura 7B. No gel

referente a coloragdo com prata, as bandas apresentaram-se mais evidentes do que no gel

corado com o Azul de Coomassie Brilhante, no entanto, ndo foi observada bandas adicionais.
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Figura 7: Eletroforese SDS-PAGE-1-DE da extracdo realizada com o pellet remanescente utilizando tampao
SDS-PAGE. A — Gel submetido a coloragdo com nitrato de prata; B — Gel submetido a coloragdo com azul de

Coomassie brilhante G-250.

B

A extragdo de proteinas totais de 50 larvas de Hysterothylacium sp. as quais foram
extraidas com tampdao SDS-PAGE e submetidas a eletroforese monodimensional podem ser
observadas na Figura 8. Um total de 40 amostras foram geradas, as quais foram submetidas a
digestdo enzimdtica e, posteriormente, analisadas por MALDI-TOF/TOF e LC-MS/MS. Os
sinais obtidos dessa andlise foram bons, sendo as andlises por LC-MS/MS determinantes para

a deteccdo das proteinas aqui apresentadas.
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Figura 8: Eletroforese SDS-PAGE-1-DE da extracdo realizada com 50 larvas de Hysterothylacium sp. utilizando
tampao SDS-PAGE.

Na tentativa de obtencdo do perfil da distribuicio proteica das larvas de
Hysterothylacium sp., 49ug de proteinas totais, provenientes da extracdo de 20 larvas de
Hysterothylacium sp. utilizando tampao CHAPS, foram carregadas em uma fita de 7cm com
faixa de pH de 3 a 10, a qual foi submetida a focaliza¢do isoelétrica. A imagem do gel
resultante da corrida eletroforética para essa amostra pode ser visualizada na Figura 9. No gel
foram observados vérios spots com intensidade baixa e trés spots com maior intensidade,
sendo os spots mais intensos excisados, digeridos enzimaticamente e submetidos a andlise por
espectrometria de massas, tanto por MALDI- TOF/TOF quanto por LC-MS/MS. Todos os
spots mostraram baixo sinal nas andlises por espectrometria de massas, 0 que nao permitiu a

identificacdo de nenhuma proteina.
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Figura 9: Eletroforese SDS-PAGE-2-DE das proteinas totais de 20 larvas de Hysterothylacium sp. extraidas com
tampao CHAPS. Os spots 1, 2 e 3 foram submetidos as andlises por espectrometria de massas.

5.3. IDENTIFICACAO DE PROTEINAS BASEADA NA PESQUISA EM BANCO DE
DADOS DEPOSITADO NO NCBInr, COM O AUX{LIO DO ALGORITMO MASCOT

As listas de picos geradas pelos espectrometros de massa MALDI-TOF/TOF e LC-
MS/MS a partir da andlise das amostras da extracdo de 50 larvas de Hysterothylacium sp.
utilizando tampao SDS-PAGE, foram analisadas e confrontadas com o banco de proteinas
depositados no NCBInr utilizando o algoritmo MASCOT. Das listas geradas por MALDI-
TOF/TOF, o resultado obtido pela busca no banco de dados possibilitou a identificacdo de trés
proteinas: actina, troponina e filamento intermediédrio. Daquelas geradas por LC-MS/MS, os
resultados obtidos permitiram a identificacdo de 29 proteinas: actina, fosfoenolpiruvato
carboxiquinase, miosina, 14-3-3, calponina-like, troponina, filamento intermedidrio, triose
fosfato isomerase, enolase, tropomiosina, glutamato desidrogenase, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, adenilato quinase, proteina desorganizadora muscular 1, além de 15 proteinas
ribossomais. Esses resultados nos direcionou para a realizacao das etapas posteriores, ou seja,
validacdo por SCAFFOLD, sequenciamento de novo por Pepnovo e pesquisa por MS-BLAST
com os spectros obtidos por LC-MS/MS.
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5.4. IDENTIFICACAO DE PROTEINAS BASEADA NA PESQUISA EM BANCO DE
DADOS E NA ESTRATEGIA DO SEQUENCIAMENTO DE NOVO, ALIMENTADOS
COM DADOS GERADOS POR LC-MS/MS

Por meio do confronto dos resultados obtidos pela andlise realizada pelo LC-MS/MS
das amostras geradas a partir da extracdo de 50 larvas de Hysterothylacium sp. utilizando
tampao SDS-PAGE, contra os bancos de dados NCBInr e NEMBASEA4, e o sequenciamento
de novo mediado pelo software PEPNOVO, foram identificadas um total de 87 proteinas,
onde pelo menos um peptideo de cada proteina foi validado através do SCAFFOLD

(ANEXOS - Tabela 1).

As proteinas identificadas foram classificadas em quatro grandes grupos: “proteinas
ribossomais”, “proteinas metabodlicas”,” proteinas estruturais” e “outras funcdes”. Um total de
42 “proteinas ribossomais” (48%), 11 “proteinas estruturais” (13%), 10 “proteinas

metabolicas” (11%) e 24 “proteinas com outras fungdes” (28%) foram identificadas (Grafico

1).

Ribossomais
48%

Metabolicas
11%

Estruturais
13%

Grafico 1: Proteinas identificadas classificadas por grupo (em porcentagem).

Dentre as proteinas, a que apresentou maior drea de cobertura foi a hypothetical
protein CBG02161 com 24 peptideos (Figura 10). Essa proteina é pertencente a familia
Actina (pfam 00022). Do total de peptideos encontrados, 13 foram obtidos através do

software “pepnovo”, sendo os outros 11 validados pelo software Scaffold.
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Hypothetical protein CBG02161 [Caenorhabditis brigssae]

MIAAVVIDNGSGMITEAGFGGDDAPSGVLPEVVGSPEKY CGIMVGMGEEDSY VGDEAQSERGILT
LEYPIEHGIVITNWDDMEKIWHHIFYNELEVAPEEHPVLLTEAPIL NPEANREKMTEIMFETFINTPA
MY VAIQAVLELYSSGRTTGIVLDSGDGVSHTVPIYEGYALPHAILERLDLAGREDLTDYL MEILTEE
GYSFITTAEREIVEDIKEEELCYIAT DFEQEMATAASSSSLEQTYELPDGOVITVGNERFRCPEALF
QPSFLGMESAGIHQTSYMNSIMECDIDIREDILFANTVLSGGTIMYPGIADEMQEETAAT APSANMEKI
EINAPPERKEY SVWMGGSILASLDSFQEMWISKEEEYDEAGPSIVHERKCF

Figura 10: Ilustracdo da cobertura resultante de todos os peptideos detectados (em vermelho).

5.5. RECONSTRUCAO DOS AGRUPAMENTOS DE PROCESSOS BIOLOGICOS

Utilizando o aplicativo ClueGo do Cytoscape, foi possivel predizer os processos
bioldgicos e seus grupamentos (Figura 11) e quais proteinas identificadas no trabalho estdao
relacionadas em cada um desses processos (ANEXOS — Tabela 2 a Tabela 13). Foi possivel
identificar 54 processos bioldgicos e 12 agrupamentos, dentre 0s processos cujo maior
nimero de genes foi encontrado, destacaram-se o ‘“desenvolvimento embriondrio” e o
“desenvolvimento embrionario que termina ao nascimento/eclosdo dos ovos”, com 54 genes
em cada um (Grafico 2). Com relacdo a porcentagem de genes identificados em relacdo aos
genes totais relacionados a um determinado processo, o “alongamento durante o processo de
tradu¢do” obteve uma maior porcentagem ilustrando, aproximadamente, 17,3% (Gréfico 2).
Os 25 processos que apresentaram valores estatisticos de PValue mais significativos foram:
“desenvolvimento pds-embrionario”, “desenvolvimento embrionario”, “desenvolvimento
larval”, “desenvolvimento embriondrio que termina ao nascimento/eclosdo dos ovos”,
“desenvolvimento larval do nematoda”, “biogénese do componente celular a nivel celular”,
“biogénese do complexo riboproteico”, “biogénese do ribossomo”, “alongamento durante o
processo de traducdo”, “determinacdo da vida util”, “envelhecimento do organismo
multicelular”, “ciclo de muda da cuticula”, “ciclo de muda do colageno e da cuticula baseada
em cuticulin”, “processo de biossintese de macromoléculas”, “expressdo génica”, “processo
metabolico da proteina”, “processo de biossintese celular”, “processo metabolico de
macromoléculas celulares”, “processo de biossintese de macromoléculas celulares”, “processo
metabolico da proteina celular”, “tradu¢ao”, “regulacdo da taxa de crescimento”, “regulagao

positiva da taxa do crescimento”, “regulagdo do crescimento” e “regulacdo positiva do

crescimento” (Grafico 2).
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Figura 11: Predi¢do e reconstrucio dos agrupamentos de processos bioldgicos identificados em Hysterothylacium sp. com o auxilio do aplicativo ClueGo. Nota: Em destaque (negrito) estdo
indicados aqueles processos bioldgicos com maior valor estatistico Kappa. As cores se referem aos grupamentos de processos com proteinas compartilhadas, indicando, por meio de linhas, as
vias de conexdes entre estes.

30



31

WGenes/ Tem
o 1 2 3 4 & L] 7 8 o 1 1" 12 13 14 15 18 17 i}

postembryonic development _58
embryo development _5“
taval devalopment RN 5=
embryo developmeant ending in bith ar egg hatohing —53
nematode laval development (IR 5
anatomical stucture marphogenesis ‘_ =)

body marphogenesis _1!
eallular component bioganesis at celiular level |
nbonucleaprotein complex biogenesis JI
nbosame biogenesis ‘I
translatianal 2longation J,

determination of aduft ifespan T -
multicellular erganismal aging TG i
malting eycle. protein-based cuticle _M
malting eycle, collagen and cuticulin-basad cuticle _1'1
eytokinesis -
reproductive behavior -_5
cell motility —4
protein lecalization ‘—4
cellular component assembly
cellular component organization at celiular level B

cell migration GG -
cellular compaonant morphogenesis GGG -+

arganelle arganization 7

cellular component assembly at cellular level 5
oviposition 4
actin cytoskeleton organization Fft :
cytoskeleton aiganization

arganic acid metabolic process _4

cellularketone metabolic process _4
exoaeld metzbolic process _4

camboxylic acid metabolic process &
macramalecule blasynthetic process 3
gene expression ag

protein metsholie process =
cellular blasyrthetic process _4?_
cellular macromolecule metabolie process
cellular macromalecule blosynthetic process a0
cellular protein metabolic process =t
trans|ation
positive regulation of bialeglcal process 28
regulation of growih 2z
positive regulation of growih =2'r
regulation of growth rate [N -5
positive regulation of growth rate . |

developmental piocess [mvalved In fepradiction 17
system develapment 17

sex ditferentiation | 17

aigan develapment 17

genitalia develapment 14
pasitive regulation of multicellular arganismal process
regulation of multicellular afganism giowth _E
positive regulation of multioellular arganism growth F
catbohydrate metabolio process a4
Grafico 2: Numero de genes relacionados a cada processo bioldgico, a porcentagem de genes identificados em relagdo ao total existente por processo bioldgico (barra). (**) — mais significante
PValue<0,001; (*) - significante 0,001< PValue<0,05.

o

5



32

6. DISCUSSAO
6.1. METODOS DE EXTRACAO

Os resultados obtidos com as proteinas extraidas de larvas de Hysterothylacium sp.
coletados em peixes Trichiurus lepturus capturados na costa do Rio de Janeiro, demonstram
que o tampao SDS-PAGE apresenta maior efici€éncia para esse material bioldgico. As
proteinas oriundas das extracdes provenientes do tampao CHAPS ndo ficaram bem resolvidas
nos géis de eletroforese SDS-PAGE, apresentando arraste ou spots com baixa intensidade. O
arraste € um efeito que poderia estar atrelado a presenga de uréia no tampao de extracao
CHAPS, no entanto, as andlises por espectrometria de massa das amostras provenientes desse
gel ndo apresentaram sinal de peptideo e foram invidveis dando uma pista adicional de que,
ou nao haviam proteinas ou elas eram insuficientes para a andlise. Os testes realizados com os
pellets remanescentes da extragdo feita com o tampao CHAPS resultaram em géis com
bandas, o que nos permite deduzir quanto a existéncia de material biol6gico nos pellets, o
tampdo CHAPS ndo se mostrou eficiente nesta extracdo. O detergente anfipatico SDS
(dodecil sulfato de sédio) apresenta333eeeee alta carga negativa, o que garante a desnaturacao
das proteinas, conferindo densidade de carga uniforme (Rocha et al., 2005). Resultados
similares foram obtidos por Rebello et al. (2011), os quais obtiveram melhores resultados de
extracdo de proteinas em Nematoda Angiostrongylus costaricensis com a solucao de extracao

contendo SDS.

A capacidade do detergente SDS em tornar soldveis proteinas hidrofébicas, pode
explicar a deteccdo de, por exemplo, aquaporina. Entretanto, devido a presenca da elevada
quantidade de carga em sua molécula, a utilizacdo da mesma na eletroforese bidimensional é

invidvel por interferir na focalizacdo isoelétrica (Rabilloud, 1999).

6.2. ELETROFORESE SDS-PAGE 1-DE E SDS-PAGE 2-DE

Conforme discutido anteriormente, a extracdo com tampao CHAPS nio foi eficiente
para este material biol6gico, ndo sendo a quantidade de proteina suficiente para a metodologia
de eletroforese SDS-PAGE 2DE, a qual, quando da ocorréncia de spots, estes ndo estavam

intensos o suficiente de maneira a permitir uma anélise por espectrometria de massas.

A eletroforese monodimensional, por ser compativel com o tampao SDS-PAGE, foi a
técnica que demonstrou maior eficicia e solucionou o problema relacionado a extragdo. A

eletroforese bidimensional é uma técnica que apresenta limitacdo na deteccdo de proteinas
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com pl nos extremos, ou seja, proteinas com pl menores que 4 e maiores que 10. Além dessa
limitacdo ha também a dificil detec¢do de proteinas com massas moleculares nos extremos,
aproximadamente 70% das proteinas detectadas por eletroforese bidimensional estdo entre 20
e 70KDa e 8% entre 10 e 20 KDa, proteinas menores que 10KDa e maiores que 120 KDa nao
sdo frequentemente detectadas (Garbis et al., 2005). Conforme ilustrado no Gréfico 3, em
nossos achados houve um expressivo nimero de proteinas com pl maiores que 10, fato que
poderia ndo ser alcancado caso nossa abordagem tivesse sido a eletroforese bidimensional.
Adicionalmente, foi possivel a deteccdo de proteinas muito grandes com massas acima de
160KDa Grafico 4. Essas duas caracteristicas encontradas nas proteinas aqui identificadas
podem ser consideradas uma vantagem da utilizacdo da técnica de eletroforese
monodimensional. No entanto, vale salientar que o perfil de distribuicdo proteico foi invidvel

pois essa € a grande vantagem da utilizacdo da eletroforese bidimensional.

N2 DE PROTEINAS

n
=
| I I I |

04:05 05:06 06:07 07:08 08:09 09:10 10:11 11:12
PONTO ISOELETRICO

Grifico 3: Distribui¢do das proteinas identificadas por eletroforese monodimensional e LC-MS/MS em relagdo
aos valores de pl.
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Gréfico 4: Distribui¢do das proteinas identificadas por eletroforese monodimensional e LC-MS/MS em relacao
aos valores de massa molecular.

6.3. METODOS DE COLORACAO

O teste realizado utilizando os métodos de coloragcdo Coomassie Brilhante Blue G-
250 e prata ndo apresentaram diferencas visualmente significativas para a detec¢do do nimero
de bandas, aumentando, no entanto, as intensidades das mesmas. A maior sensibilidade da
coloragdo com nitrato de prata € bem difundida na literatura, com relatos de que esse
procedimento é cem vezes mais sensivel que a coloragdo com azul de Coomassie Brilhante
(Rabilloud, 1992; Schigger, 2006). Comparativamente a coloracdo com nitrato de prata, esta
€ uma metodologia mais trabalhosa, podendo interferir nas andlises por espectrometria de
massas, caso a concentracdo de formaldeido permaneca elevada durante o procedimento de

coloragdo e demais (Schiagger, 2006).

6.4. PROTEINAS IDENTIFICADAS POR MALDI-TOF/TOF E LC-MS/MS UTILIZANDO
ALGORITMO MASCOT E BANCO DE DADOS NCBInr

Baseados nos resultados obtidos podemos afirmar que o espectrometro de massa LC-
MS/MS apresentou-se como uma ferramenta mais eficiente para andlise de nossas amostras,
aumentando a identificacdo proteica em relacio ao MALDI-TOF/TOF, nos permitindo
realizar a caracterizacdo proteica de larvas de Hysterothylacium sp. Esse fato pode estar
atrelado aos altos picos de razdo massa carga emitidos pelos peptideos provenientes da
proteina actina, esses peptideos apareceram na andlise de todas as amostras e provavelmente

suprimiram os sinais emitidos pelos demais peptideos, uma vez que, o espectrometro de
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massa MALDI-TOF/TOF analisa o pool de peptideos sem que ocorra uma separagio anterior

a andlise, o que ocorre por cromatografia liquida no caso do LC-MS/MS.
6.5. PROTEINAS IDENTIFICADAS

Conforme citado anteriormente, foram identificadas 87 proteinas as quais foram
classificadas de acordo com suas funcdes. Identificou-se proteinas metabdlicas, como por
exemplo, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, triose fosfato isomerase, glutamato
desidrogenase, protefnas estruturais tais como actina, miosina e ribossomais que foram as
mais expressivas em termos de quantidade. Além dessas fun¢des, também constaram em
nossas andlises outras proteinas com fungdes diversas como: proteinas ligantes de proteinas
sinalizadoras (14-3-3 zeta), proteinas antioxidantes (tiorredoxina peroxidase 2), proteinas
auxiliadoras do dobramento proteico (chaperonina Hsp-60) e muitas outras fun¢des que serdo

melhor abordadas adiante (ANEXOS-Tabela 1).

Além de todas as fung¢des ja abordadas, houve proteinas que apresentaram importancia
adicional para o trabalho por serem possiveis proteinas imunogénicas segundo a literatura.
Yan et al. (2010) utilizaram técnicas de imunoprotedmica em machos e fémeas de H.
contortus, algumas das proteinas imunogénicas identificadas por esse grupo também foram
identificadas nesse trabalho como: glutamato-desidrogenase, homoélogo da proteina DIM-1,

actina e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase.

Buscando proteinas no secretoma e excretoma de B. malayi para entender a interface
entre o hospedeiro e o parasito, Hewitson et al. (2008) identificaram, através da eletroforese
bidimensional e shotgun LC-MS/MS, 80 proteinas, muitas das quais, também foram
demonstradas neste trabalho, quais sejam proteinas 14.3.3, chaperoninas (Heat shock),
tiorredoxina peroxidase, enolase, triose fosfato isomerase, actina, calsequestrina, tropomiosina
e grande variedade de transtirretinas. Baseado nesse trabalho podemos supor que
identificamos proteinas envolvidas na relagdo parasito - hospedeiro em larvas de

Hysterothylacium sp.
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6.5.1 CYTOSCAPE E PROTEINAS IDENTIFICADAS

Dentre os processos bioldgicos identificados com o auxilio do aplicativo Cytoscape,

alguns apresentaram-se como mais significativos baseando-se no valor estatistico PValue.

No agrupamento envolvido com a biossintese de macromoléculas, foram preditos oito
processos que atendem tal requisito estatistico (Gréafico 2). Em adi¢do o processo bioldgico
“tradu¢do” vem em destaque segundo analise estatistica do valor de Kappa (Figura 11), sendo
um processo altamente relevante, contando com a participacao de 36 proteinas ribossomais e,
também, com a proteina nucleosideo difosfato quinase (ANEXOS - Tabela 2). Esta ultima
possuindo atividade de fosfotransferéncia a partir de ATP para nucleosideos difosfatos,
gerando nucleosideos trifosfatos e autofosforilagdo do ATP e GTP, além do envolvimento
com a transducdo de sinais (Hasunuma et al., 2003). Essa proteina secretada por organismos
procaridticos patogénicos, foi observada em Trichinella spiralis, sugerindo agdo na
modulacdo da fun¢do de células do hospedeiro (Gounaris et al., 2001), tendo sido apontada
como alvo para o desenvolvimento de novos farmacos que interrompam sua sintese no

parasito B. malayi (Ghosh et al., 1995).

Ainda nesse agrupamento, realizamos a predicao de outros processos biologicos, como
“processo metabolico da proteina”, “processo metabolico da proteina celular” e “processo
metabolico de macromoléculas celulares”, que também apresentam a participacdo de grande
nimero de proteinas ribossomais, reafirmando a importancia destas na producdo de proteinas
(ANEXOS — Tabela 2). A apari¢do da proteina Heat shock 60 nesses processos pode estar
relacionada com a funcao primordial, qual seja, o dobramento e montagem de novas proteinas
através da formacdo de um complexo que se liga a nova proteina e catalisa seu dobramento,
em um processo dependente de ATP (Cheng et al.,, 1990). Estas proteinas apresentam uma

importancia adicional por ser um potente biomarcador para o monitoramento da poluicao

ambiental (Arts et al., 2004).

O processo “determinacdo da vida util” também se apresentou como mais significativo
em relacdo ao PValue (Gréfico 2), com destaque devido ao valor estatistico em Kappa (Figura
11), possuindo envolvimento de proteinas ribossomais, proteina metabdlica gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase e a proteina antioxidante tiorredoxina peroxidase (ANEXOS - Tabela
3). Em parasitos, essas enzimas de acdo antioxidante ganham importincia adicional por

protegé-los, também, contra células de defesa do hospedeiro (Henkle-Diihrsen & Kampkétter,
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2001), sendo relatadas como componentes criticos na defesa contra radicais de oxigénio

provenientes de fontes endégenas e exdgenas (Ghosh et al., 1998).

Outro agrupamento predito nas anélises realizadas, foi relacionado com o crescimento
do parasito. Neste processo, “regulagdo do crescimento”, que aparece em destaque (Figura
11), também foi classificado como mais significativo (Grafico 2), possuindo 16 proteinas
ribossomais; proteinas estruturais como a tropomiosina e proteina do filamento intermedidrio;
proteinas Heat shock 60; tiorredoxina peroxidase e proteina 14.3.3; além de proteinas
metabodlicas como a adenosilhomocisteinase, enolase e glutamato desidrogenase (ANEXOS -
Tabela 4). Um homodlogo desta tultima enzima foi sugerida como componente de Thiol
Sepharose-Binding protein (TSBP) utilizado para vacinacido de ovinos contra o nematoda H.

contortus (Skuce et al., 1999).

A proteina 14.3.3 apresenta acdo como inibidora (Toker et al., 1992) ou ativadora
(Acs et al., 1995) de proteinas C quinases dependentes de cdlcio e fosfolipideos. Sendo as
proteinas C quinases envolvidas na diferenciagdo e crescimento celular, estas apresentam
diferentes funcdes nas vias de sinalizacdo celular, com grande importincia quando em
situagdes de super-expressdo, o que estaria relacionada a transformacio oncogénica (Acs et
al., 1995). Em nematodeos, esta proteina foi identificada em glandulas subventrais de

Meloidogyne incognita (Vieira et al., 2012).

No processo “metabolismo de carboidratos”, ndo foram verificados valores estatisticos
significativos em relacdo ao PValue, apesar de quatro proteinas de grande importincia
metabdlica evidenciadas nesse processo, quais sejam: enolase, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, malato desidrogenase e fosfoenolpiruvato carboxiquinase (ANEXOS — Tabela
5). Esta ultima enzima é responsdvel pela formacdo de fosfoenoliruvato a partir do
oxaloacetato, com a utilizacdo de uma molécula de GTP na gliconeogénese, tendo também

sido encontrada em larvas L2 de Ascaris lumbricoides por Saz & Lescure (1967), os quais

propuseram ser a glicogeogénese crucial para o metabolismo larval.

A enzima enolase pertencente ao metabolismo da glicose, com atividade especifica na
glicdlise, converte 2-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato. Chen et al. (2011) realizaram o
silenciamento da expressdo génica dessa proteina em nematodas A. suum, o qual resultou na
diminui¢do das larvas desse parasito indicando relacdo desta proteina com o desenvolvimento

larval. Esta enzima, predita, também, como relacionada aos processos de “desenvolvimento
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larval” e “desenvolvimento larval do nematoda” (ANEXOS — Tabela 6), caracterizados por

valores estatisticos de p-Value como mais significativos (Grafico 2).

Predita como integrante dos processos “metabolismo de carboidratos” e “determinacao
da vida util”, a enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase apresenta como principal fun¢ao
a catdlise reversivel da oxidacdo e fosforilacdo de D-gliceraldeido-3-fosfato para 1,3
bifosfoglicerato, estando relacionada as vias da glicdlise e gliconeogénese (Yarbrough et al.,
1987). Estudos filogenéticos baseados na sequéncia de seus genes proporcionaram melhor
entendimento da evolucdo dos Nematoda Caenorhabditis briggsae e C. elegans sugerindo
uma divergéncia evolutiva mais precoce em relacdo aquela estipulada quando considerada

somente caracteristicas morfoldgicas (Lee et al., 1992).

Identificada no metabolismo de carboidratos, a malato desidrogenase € uma enzima
NAD/NADH dependente a qual realiza a interconversio de malato em oxaloacetado,
desempenhando papel crucial no transporte de malato/aspartato através da membrana
mitocondrial (isoforma citosdlica) e no ciclo do acido citrico na matriz mitocondrial (isoforma
mitocondrial) (Mindrik et al., 2002), tendo sido encontrada em B. malayi, o parasito causador
da filariose (Bhandary et al., 2006). Em Ascaridia galli e Heterakis gallie, Sharma et al.
(1986) testaram os anti-helminticos carbendazole e tiabendazol, verificando ser esta enzima

alvo para essas moléculas, com inibi¢do moderada de sua atividade.

Os processos envolvidos com a “organizacdo do citoesqueleto de actina” (Figura 11)
relacionam-se, principalmente, com a montagem e organizacdo de componentes celulares,
apresentando destaque, conforme valor estatistico Kappa. Nesse processo evidenciamos
também o envolvimento das proteinas actina-2, tropomiosina, troponina e calponina
(ANEXOS — Tabela 7), indicando que as proteinas estruturais ndo possuem importancia
somente no ambito da estruturacdo em si, mas, também, em processos de organizagcdo e
montagem de componentes celulares. A calponina - uma proteina que se liga a actina,
miosina, proteinas ligantes de cdlcio e tropomiosina, além de inibir a ATPase da actomiosina,
bem como, o movimento de filamentos de actina sobre miosina in vitro (el-Mezqueldi, 1996),
inicialmente considerada apenas um componente da maquinaria de contragdo do musculo liso
de vertebrado - parece estar também envolvida em regulacdes e eventos de transdugdo de
sinais no citoesqueleto de actina, bem como, na regulacdo da contra¢do de actomiosina e na
reducdo da motilidade de células metastaticas (Rozenblum & Gimona, 2007), sendo a

imunorreatividade da calponina-/ike descrita no musculo liso de muitos filos de invertebrados
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(Jones et al., 2001). O silenciamento da expressdo génica para essa proteina em nematodas da
espécie Bursaphelenchus xylophilus (Steiner & Buhrer, 1934) resultou na paralisia e em

movimentos descoordenados dos mesmos (Cardoso et al., 2013).

6.5.2 OUTRAS PROTEINAS COM FUNCOES RELEVANTES

Além das proteinas cuja importincia ja foi descrita acima, hd mais que se possa

explorar a respeito dos achados nesse trabalho conforme segue:

Dentre estes achados, proteinas DIM-1 (disorganized muscle protein) foram
encontradas relacionadas as fracdes pro-inflamatérias da filariose humana, com estudos para
determina¢cdo do modelo estrutural e purificacdo do gene DIM-1bm de B. malayi, sugerindo
ser esta molécula um potente alvo como candidato vacinal, com total falta de homologia com
humano e capacidade de prevenir parcialmente o estabelecimento da infeccdo por este

parasito (Kushwaha et al., 2014).

A arginina quinase é também uma enzima que catalisa a transferéncia de fosfato do
MgATP para a arginina formando uma fosfoarginina e MgADP, sendo amplamente
distribuida nos invertebrados e presente em certos protozodarios (Uda, et al., 2006). As
enzimas pertencentes ao grupo do qual essa enzima estd incluida, as fosfato quinases, em
parasitos tem se mostrado como alvo potencial para o desenvolvimento de novos farmacos e
para ferramentas de deteccdo de infeccdo (Nagataki, et al., 2012), confirmando a grande

importancia da caracterizacdo destas enzimas.

Abundantes em Nematoda, as proteinas transtirretina-like sio muito estudadas em C.
elegans. Estando, at€ o momento, de funcao ainda obscura, esta proteina tem sido identificada
como de atividade no sistema nervoso de helmintos de Radopholus similis (Jacob et al.,
2007), participando ainda no reconhecimento de células em processos de apoptose por
fagdcitos em C. elegans (Wang et al., 2010). Mesmo com o desconhecimento quanto a fungdo
bioldgica destas proteinas, devido a especificidade dessa familia de genes em Nematoda, a
mesma se coloca como alvo promissor para estudos de novas estratégias de controle de

helmintos (Jacob et al., 2007).

Muito conhecidas por sua grande importancia, as histonas tem suas modificacdes
relacionadas a processos bioldgicos envolvendo a manipulacdo e expressio do DNA
(Bannister & Kouzarides, 2011). Codificadas por um gene que apresenta uma regiao chave

em forma de Hairpin, a qual proteinas envolvidas na regulacio da expressdo génica ligam-se,
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observou-se em experimento com o silenciamento da expressdo génica dessas proteinas
reguladoras em C. elegans, o aparecimento de embrides com fendtipo letal provocado por

defeitos na condensagao dos cromossomos (Pettit et al., 2002).
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7. CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados obtidos nesse trabalho, algumas conclusdes a respeito dos

procedimentos executados com larvas de Hysterothylacium sp. podem ser inferidas:

a. As extracoes com a utilizacio do tampao CHAPS ndo apresentaram resultados
significativos, os quais ndo foram passiveis de serem analisados pelas etapas subsequentes,

para o nimero de vermes utilizados.

b. Devido ao pouco rendimento proteico proveniente da extragdo com tampao CHAPS,
ndo foi possivel a obtencdo de spots com intensidade suficiente para a identificacdo das

proteinas, ndo tendo sido possivel definir seu perfil de distribuicao.

c. A eletroforese monodimensional mostrou-se mais vantajosa por permitir que a
extracdo ocorresse com tampao SDS-PAGE, no entanto, com a limitacdo de apenas permitir a

separacdo das proteinas em uma unica dimensao;

d. No trabalho foi possivel a identificacdo de proteinas com pl maiores que 10 e massas
moleculares maiores que 160KDa, sendo essa faixa de p/ e massa molecular dificil de se
detectar pela eletroforese bidimensional, podemos atrelar esses achados como uma vantagem

da utilizacdo da eletroforese monodimensional.

e. A técnica de espectrometria de massa que apresentou maior eficicia na andlise das
amostras proteicas de larvas de Hysterothylacium sp. coletadas a partir de peixes 7. lepturus
capturados na costa do Rio de Janeiro, foi a LC-MS/MS, a qual permitiu identificar 87

proteinas provenientes de um material de baixo contedido proteico.

f. A identificacdo das proteinas aqui apresentadas corroboram aos achados relatados em

outros trabalhos protedmicos realizados com Nematoda.

g. A detec¢do de proteinas com cardter imunogénico, segunda a literatura, agrega

importancia adicional aos achados desse trabalho

h. Um grande ndimero de proteinas ribossomais e proteinas com diversas fungdes foram
identificadas: metabdlicas, estruturais, sinalizadoras, reguladoras, envolvidas no transporte e

armazenamento, dentre outras. Além das proteinas com importancia adicional como:
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potencial vacinal e candidatas a alvos anti-helminticos, potencial para estudos filogenéticos e

biomarcadores;

i. Os diversos processos bioldgicos em larvas de Hysterothylacium sp. foram bem
evidenciadas com a utiliza¢do do aplicativo ClueGo, com a predi¢do de 54 processos aos
quais as proteinas podem estar envolvidas, seus agrupamentos € o ndmero de genes
relacionados, sendo os valores percentuais, seu significado estatistico por PValue e

legitimidade das informagdes baseada nos valores de Kappa.

j- Os dados preditos pelo aplicativo ClueGo nos permite avangar no conhecimento das
funcdes das proteinas envolvidas em diferentes processos bioldgicos, com o desenvolvimento

e avaliacdo de novas abordagens para sua caracterizacao.
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ANEXOS

Tabela 1 - Identificacdo de proteinas extraidas de larvas de Hysterothylacium sp. As proteinas foram
separadas por eletroforese monodimensional, identificadas por LC-MS/MS, algoritmo MASCOT e software
SCAFFOLD contra os bancos de dados NEMBASE4 e NCBInr. Foram utilizadas também as ferramentas
Pepnovo (De Novo Peptide Sequencing via Probabilistic Network Modeling) e MS-BLAST
(http://genetics.bwh.harvard.edu/msblast/).
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-~ ERGE2483.1 A Rib 12 152 17365.56 10.54
>BMP11634_1 405515 seors suum fhassoma DMIVLPEMVGSVVEVYYNGK
ina ri EKHPGSFDIVHIK
SAIP00253 1  ERGE31Ss1  roweinaribossomal o ccuum  Ribossomal 2 252 2955400 1038
54 ESLPLILFLR
»ASPO0431_3  ERGEO784.1 P"““;E:E’f;mma' Ascoris suum  Ribossomal 1 SAEFLLALLR 186 21626.43 10.07
Proteina ribossomal N . HSADLSIDCOIIMNIAR
=ASPOOSES 1 ERGB1585.1 605 L12 Ascoris suum Ribossomal 2 IDVVPSAASLIIK 155 17763.6% 9439
Proteina ribossomal . . AGGEITFDOLALR
=ASP1T373_1 ERGB0123.1 505 L18 Ascaris suum Ribossomal 2 GENTLLIGGPR 225 25651.35 1161
Froteina ribossomal _ ) ILTWINOTOK
=ALPODELY 1 ERGB5328.1 605 L35 Ascaris suum Ribossomal 2 QLDEQKTELASLOVSK 123 14184 .34 1131
>ALPOODD4_1  ERGESE36.1 P"°te'g‘;:f;;5°ma' Ascoris suum  Ribossomal 1 QITEIKEFLLTAR 70 8199.69 10,01
Proteina ribossomal _ ) GAPLAIVOFR
=ASPOOSSE 1 ERGB55758.1 605 LS Ascaris suum Ribossomal 2 GVVEDIHDPSR 260 28337.18 1074
Proteina ribossomal . . KLTTWMNVDSEE
>ASP0O1341_ 1 ERGES443.1 505 L31 Ascoris suum Ribossomal 2z TLVTHYPYTSFK== 127 14870.04 10.60
>PTP4423 1  ERG74gsq  rotsinaribossomal Lo ium Ribossomal 1 ORDEVQAILTNMR 102 11989 82 11.49

605 L36

»ASPO0211_1  ERG79127.1 Pmte'”:[);tigsmma' Ascoris suum  Ribossomal 1 FLFGYMGSR 251 28264.47 10.65
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N2 de acesso
MEMBASES

=ASP27259_ 1

=XIPOL727_1

>ALPO1065_1

=ASPOOD1S5_1

=ASPOOSBG_1

=ASP13657_1

=ASPOD45E_1

>PTPO3352_1

>AIP00152_1

=ACPO0463_1

>ACPO2024_1

=0VPOOSE2_1

=AIP00255_1

*BEMPO0OE17_1

>ASP17365_1

=AIPO0156_1

=ASPOO122_1

N2 de acesso
MCBInr

ERGB3BE4. 1

ERGBE236.1

ERG72517.1

ERGB3043.1

ERGE3440.1

ERGB1BDZ 1

ERGB1656.1

EYBES9416.1

EYC131585.1

¥P_001B94856.1

¥P_001B54478.1

¥P_001501838.1

X¥P_001855164.1

XP_001901857.1

¥P_001B96338.1

Nome das proteinas

Proteinza ribossomal
605 L13

Proteina ribossomal
605 L13s

Proteina ribossomal
E05 LS

Proteinza ribossomal
505 L10

Proteina ribossomal
605 L2338

Proteina ribossomal
B0S L23

Proteina ribossomal
dcida 605 P1

Hypothetical protein
¥032_0122g1039

Hypothetical protein
Y032_0044g1026

Proteina ribossomal
405 510

Proteina ribossomal
405 59

Proteina ribossomal
405 523

Proteina ribossomal
405 528

Proteina ribossomal
405 525

Proteina ribossomal
605 L7

Organismo ao
gual fioi
descrita

ASCAris suum

Ascaris suum

Ascaris suum

ASCAris suum

Ascaris suum

Ascaris suum

AsCOris suum

Ancylostoma
ceplanicum

Ancylostoma
ceylanicum

Brugio malayi

EBrugio malayi

Brugio malayi

Brugio malayi

EBrugia malayi

Erugio malayi

Funcio

Ribassomal

Ribassomal

Ribassomal

Ribassomal

Ribassomal

Ribassomal

Ribassomal

Ribossomal

Ribossomal

Ribossomal

Ribossomal

Ribossomal

Ribossomal

Ribossomal

Ribossomal

NPl

10

Sequéncia de peptideos

LGYGFTLEELKAVGIGR
SVESLQONVOR

LAHEVGWOY QDWVAK

VELTNYAAAYATGLLLAR
KDLLTOLAYAR®*

VDIGDLLISVR

LAPDYDALDWANKIGH

NLFVIAWYGIK

ISLALPVGAVMMNCADNTGAK

AAHVEVEPFWPGLFAK

ALEGVDWVE

VLEQLTGOTPWFSK

TSFFOALQIPTK

AIVEYLFK
THPDIPNWTMLEVIE

QIVMNVPSFIVR

WVANTSLIALFK

EGDILTLLEAER

STKADESAIVE

IVDPYVAWGYPMME
KVLOLLR
ATNFLWPFK
KLEAWPETILK
HDLLYKR**
LTDMALVE==
FYVPDETR=*
EHSLVENSLG==
LPLTDN*=
NALLKK**

Namero
de
residuos
{aa)

213

203

258

214

210

140

122

196

315

164

152

144

514}

126

249

Massa
molecular
(Da)

24548 66

2345057

259582.42

24824 87

23B51.20

148B5.02

12436.16

2233105

3425096

1851554

2236455

1600384

738E.06

1370563

2513001

Pomto
isoelétrico

11.23

1065

954

9.99

10.25

1058

437

10,13

6.93

952

1105

10.70

9.B5

10.12

10.62
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Namero

Organismo ao Massa
SR D [ 2 GEEED Mome das proteinas ual foi Fungio MPI Sequéncia de peptideos itz molecular Falia
NEMBASE4 NCBinr P quat’ & i Pep residuos isoelétrico
descrita [Da)
(2a)
Hypothetical N TIAECLADELINAAK
Caenorhabdit
~PPPOO044 1 EGT36335.1 protein ae;:;mfm’ *  Ribossomal 2 NOAMWLLCTGAR 210 23113.24 9.83
CAEBREN_05980 QA
SHCPOOS73_1  CDIg2s1g1  [roteinaribossomal - Hoemonchus ool 1 IATIVDVVDGNR 135 15396.83 11.00
605 L14 contortus
Proteina contendo
dominio ribossomal Hoemoanchus .
>MEPOD407_1  CDIB2904.1 e B0m 51 e i Ribossomal 1 LLDLVOQOALNYK 128 14016.56 7.73
Gaddds
Prateina ribossomal . TYSYLTFDLWE
~ASPOD135_1  EFO25684.2 i, Loa loa Ribossornal 2 VWEFLAGTPVR 271 22466.69 10.23
SALPOOST7_1  XP_003141401.1 Pmte";‘[’)s”f:gmma' Loa loa Ribossornal 2 SEIEYYAMLAK 112 12273.43 9.75
VCTMSITDPGDSDIIR
Hvpothetionl pratein KVWLDPNEVNEISNANSR
~ASPOO276_1  EFO17796.2 e A Loa loa Ribossornal 3 NLMEFIFKR 209 25060.99 11.31
LOAG_10701
KPVAVHSR
>ASPOD314_2 XP_003139379.1 Pmte";;:f_’;:mma' Loa loa Ribossomal 1 LKETWTTNENER 249 28634.86 10.56
*PPPOOL1E0_1 ABRETE00.1 Proteina ribossomal  Pristionchus o o0 1 TSGNYATVIAHNPDTE 260 2854323 10.74
subunidade maior 2 pocificus
=ACPO7262_1 LISWYDNEFGYScR
Cliceraldeidn 3 fosh ecor VPTPDVSVVDLTCR
ERG79426.1 iceraloeido 3 fosfato sears Metabdlica 5 GAAQNIIPASTGAAK 360 38476.52 773
>8CPO1020 1 desidrogenase SULM
— VVDLLSYLAHH**
LSMMPH=*
=ALPOO0GO_1 ERG79150.1 Glutamato Ascaris Metabdlica 1 TAAYAMAIEKVYNTYR 538 59677.40 7.93
= desidrogenase suum
>ACP22460_1 XP_OD1897265.1 Triose fosfato Brugia Metabdlica 1 IVIAYEPVWAIGTGK 247 27080.22 8.30
ISsOmMmerase mﬁ‘llﬁ‘)ﬂ
~BMPO5321_1 ANVPIFFIVGGPGSGK
Adenil ) Bruai IPSEGTIDDVFK
rcPoolgs 1 XP001894222.1 ?:C":I::i;';'rl'“e n::g‘i Metabslica 3 387 44494.32 9.05
- ¥ YELTHLSSGOLLR
>BMPO7010_1 XP_001901095.1 Adenosilhomocisteinase 290 Metabélica 1 VIVTEIDPINALOAAMEGYEVE 209 4514421 593

malayi




57

M2 de acesso N2 de acesso

MNome das proteinas

NEMBASES NCBInr
Fosfoenolpiruvato
>CIPODEEZ_1 MP_457134.1 carboxiquinase-1
isoforma a
>BUPD1149 1 AADISTO9 1 Argininzg guinase

Mucleosidea

=AIPDOOE2_1
- difosfato quinase

¥P_D03139722.1

Malato
=BXPO1625_1 ETN72000.1 desidrogenass MAD
dependente
=ACPD1204_1
=SRPOOSTE_1 ADHE5417.1 Enclase
=DIF01S04_1
=AS5P01133 1 ERGEBSE16.1 Cadeia leve essencial
>ASPO00B3_1 ERGBOB22.1 . Fllarn.e’n_tn.
= intermediario ifa-1
>ASPODOOS_2 P27383.1 Cadeia alfa 2{IV) do
colageno
>AIPODODZ_1 ERGE7158.1 Actina 2

Organismo ao
qual fioi
descrita

Caenorhobditis
elegans

Heterodera
glycines

Loa laa

Necotar
omericanus

Steinernema
Jfeltiae

Ascaris suum

Ascoris suum

Ascoris suum

Ascoris suum

Funcio

Metabdlica

Metabdlica

MMetabdlica

MMetabdlica

MMetabolica

Estrutural

Estrutural

Estrutural

Estrutural

MNPI

11

22

MNuamero
- 5 de L4 o]
Sequeéncia de peptideos . molecular
residuos (Da)
(@a)
EIWSFGSGYGEMNSLLGK
VIDWILKR
FLWPGFGEMIR
LNPEAGFMGVAP== 651 7315250
DLADETPLGMWPE**
WWTDWLTHK==
FIASYMNY =+~
LEWLTFCPTMLGTTWR 360 38537.60

LMLGATNPLASNPGTIR
ESLEAAQS® 153 17378.79
VLVWGNPANTNALIAAK
LVGAMPR** 378
PTVLVLL**

40652 .86

VMNOIGSVTESIEAAKLSR
GNPTVEVDLTTEKGIFR
GLAGYTG==
LPVTTLNWLN==
EEMMLMPWVGAK**
WPLYK== 435
vVDoTvLE*
FMEAMGM ==
HEALEYR**
LDGTAME=*=
LVADDLTVTMNPER=*

4714305

ITFEEWLPIYEQLSK 151 17221.78

IDYONCVOTLQEEIDFIR
SYEAALNDRDACQIR
QIQELNFQLEDDOR
TTGINEVADTETMR

582 67552.54

LWDGYSLLYIEGMEK 1763 158421.24

LCYWVALDFEQEMATAASSSSLEK
DLYANNVLSGGSTMYPGIADR

WAPEEHPVLLTEAFLNPE
SYELPDGOVITVGMER
LDLAGRDLTDYLME
IWHHTFYMELR
AVFPSIVGRPR
DSYWGDEAQSK
GYSFWTTAER
AGFAGDDAFR
EITALAPSTME
VAALNDMGSGMCK==
YPLHLSLVTNWDD™=
YEGYAL®"
LMFOTY =
CAEALF**
KVLPPPE*™
GLLTLE**
LVMNDLEDK*=
LHHTFYNEL==
KDEYD**
PLYEQY**

378 4180278

Ponto
isoelétrico

6.03

B.45

779

6.46

5549

4 8B

571

B.G2

5.30
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N2 de acesso
MEMBASES

N2 de acesso
MNCBInr

=ASPODOZ0_1 P237311

=BMPODSSET_1
=ACPOST31_1
=PPPODOGZ_1
=ASPODGS5_1

¥P_001B855601.1

=ASPOOT7S0_1

>ACP25981_1 XP_O01858461.1

=BUPDDS4A7_1

=ASPO2463_1 XNP_002643901.1

Mome das proteinas

Filamento
intermedidrio B

Miosina cadeia
pesada

Proteina familia
troponina

Hypothetical pratein

CBGO02161

Organismo ac
gual foi
descrita

Ascaris suwm

EBrugio malayi

Brugio malayi

Caenarhabditis

briggsae

Fungio

Estrutural

Estrutural

Estrutural

Estrutural

MFI

i3

iz

24

Sequéncia de peptideos

MVTEMGSASIGGISPALSANAAK
INCWOHAIEDAQSELEMLR
IDYQNQVOTLOEEIDFIR
EVOMNLMNYQLNDDOR
OSOESSEVEIAYR
ELOALLACQAPADTR
DIKDEYDYIAK
YEAALNDRDAQIR
LVADLDELRGR
SFLEATDKEK
LRDDLAELR
THELOOOQESEDS™*
ELVYTLPATMNLLE==

INELOEALDAAMSK
GLDEAEAALEAEESK
QIEEAEEVAMLNLOK
LWSDLDDAQVDVER
SOLMNALTR=*
DDLEDMNLER*™*
ACLELMNE=*
QLSEGGR™™
VEMOPHELOAR=*
EEENMMN==
ELGDOLEQACK™™
DOAER**

DAEINELTIAVMDLR

KENVIDDIVNEQMAK
KGFLTPER
KTDEPEWSK

LCYWVALDFEQEMATAASSSSLEK
DLYANMVLSGGEETMYPGIADR
WVAPEEHPVLLTEAPLNPK
SYELPDGOVITVGNER
LDLAGRDLTDYLME
IWHHTFYMNELR
DSYWGDEACQSK
GYSFWTTAER
EITALAPSTME
AGFAGDDAPR
AVFPSIVGRPR
VAALVYDMNGSGMUCK**
¥PLHLSLVTNWDD**
YEGYALTMGLLR**
PLYEQY™=
CAEALF==
KVLPPPE="
GLLTLE==
LMFOTY=*
LVNDLEDE**

LHHTFYMEL**

KDEYD**
SALEQSY""
FEAFDT==

G
umero Massa
de
a molecular
residuos (Da)
{aa)
582 67653.35
1857 225964.70
278 31017.18

372 41055 44

Ponto
isoelétrico

573

545

4.94

5.08
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M2 de acesso
MEMBASE4

>TWMPOOOL3_1

=ASPO4EST_1

=ASPOO58S_1

=ASPO4174_1

>ALPOO126_ 1

=AIPDO1GE_1

Organismo ao
M2 de acesso i

NCBInT MNome das proteinas gual f_0|
descrita
NP_495809.1 Actina 5 Caenorhabaitis
elegans
Proteina contendo H "
CDI92091 dominia gemancis
L CONtortus
tropomiosina
Froteina
XP_003137500.1 desorganizadora Log foa

muscular 1

32kDa Lectina lec-3

ERGEB3538.1 ligante de beta- Ascaris suum
galactosideo
ERGBEET1.1 Ealponina-like Ascaris suum

proteina ovgm

Fungdo

Estrutural

Estrutural

Estrutural

Outra funcdo
{ligante de
carboidrato)

Cutra funcdo
{ligante de
calcio)

MPI

22

Sequéncia de peptideos

DLYANNVLSGGSTMYPGIADR
VAPEEHPVLLTEAPLMPE
LCYVALDFEQEMATAASSSSLER
SYELPDGQOVITVGMER
EITALAPSTME
IWHHTFYMELR
LOLAGRDLTDYLIME
AVFPSIVGRPR
DSYWGDEAQSK
AGFAGDDAFR
GYSFVWTTAER
VAALVYDNGSGMCK==
YPLHLSLVTNWDD*=
YEGYAL="
KVLPPPE*™
LMFQTY ==
GLLTLE**
LVMDLEDE*=

PLYEQY**

MAEQLAAL**
EALATLVWN=*
FEAFDT*™*

AEAGEMKIVELEEELR
AMNTWESCOLEK
EVOQEAEAEVAALNR

LATEKLEEATHTADESER

MTLLEEELER
SISEELDOTFOQELSGY

AGAQATSLLDVLE

LTGFSAFTFVEKPOISSR
PEGKAPHFPOOPVAR

LTEPFEPGOTLIE
MGDIALHFNPR
SLLIFATPEKK
YYPVPYESGIAADGLVPGK
EGASQAGMTGFGAFR

SQGEMIPYOMGYNFLDEOAGK

FASOQOGMTGFGTVR
IWELEYPEEAEWSLDRL

SETIIPSQAGWNR

MG
amero -
de
5 maolecular
residuos (Da)
(EEN]

375 41845.87

30z 35012.79
321 35521.76
283 31BB2. 26

368 4070509

Ponto
isoelétrico

5.44

4. 69

4 98

6.08

B.46
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Organismo ao AT Massa
AEGREEEED [FCzEmEE Mome das proteinas * ual foi Funcd NPI 5 gncia d tidh cz | | FEITHE
MEMBASES MCBInr F quat? 5= Squencia de pepticeos residuos oo 8 isoelétrico
descrita iDa)
{aa}
. . _ Qutra fungdo
“ASPOE144 1  ERGET132.1 T"’”f;'{;ﬁ:‘ﬁ";ﬁ' fke Ascoris suum (funcionse 2 " LWEEDSGPDPDDLLDOGYTDAGGMENLK 169 18861.76 5.09
B esclarecida) ELTTLDPVME**
Qutra fungio ILMELYSDIVPE
(isomerizagdo VIPNFMOQGGDFTR
da ligagdo
>AIPO0120 1  ERGE4468.1 Pepricil prelil cis- Ascaris suum peptidica 3 172 18483.15 7.68
trans isomerase 3 entre uma -
prolina e um VOEVETWGESKSGK
aminoacido
precedente}
Qutra fungio
{transporte de
>HGPO7930_1 ERGTBSTE.1 Aguaporina-10 Ascoris suum agua pela 1 ELVDLSLE 299 33574.07 B56
bicamada
lipidica)
Dominio transferidor .
de elétrons da Outra fun¢ao
=ASPOD253_1 ERGB2830.1 . Ascoris suwm [transferéncia 1 LIYDLADKLE 352 37B70.19 B.80
flavoproteina -
N de elétrons)
[putativo)
Qutra fungio
=ASP03352_1 ERGB7E14 1 Mioglobina {putative)  Ascoris suwm {transporte de 1 TTOAFLAAMER 143 16688.09 522
oxigénio)
Subunidade alfa Qutra fungdo KADMDIVMNAIMELTM
associada a0 N {ligam-se a
=, . - . . -
ASP22BYT_1 ERGEBOYE3.1 polipeptidea Aszcaris suum polipeptidens 2 NILFVINKBDVYE 215 2344575 4.87
nascente Nascentes)
Subunidade beta-2
>ALPOOGE4 1 ERGETEAT.1 "kelilg‘;:t"erg;e'"a Ascoris suum  Outrafungio 1 GTLKGHSGWVTQIATNAR 324 3538177 B.40
nucleotides guanina
»ASPO2795_1  ERGE0S44.1 ”"F"::S“igfg‘;’a‘m“” Ascoris suum  Outrafungio 1 AESSGLVPGFWLR 143 1704670 B.52
Hypothetical pratain Ancylostoma -
=
ACP41234 1 EYC36628.1 ¥032_0873g2807 ceylanicum Qutra fungao 1 AARNMLIR 528 58830.93 B.38
Hypothetical protein Ancylostoma -
>A4CPO1385_1 EYC18545.1 Qutra fungao 1 GIAELAIYPAVDPLDSTSR 240 5792722 5,57
- ¥032_0033g2713 ceylonicum ¢ ! ’
) . GLFIIDPK
*PAPOODSO_1 Q171722 Tiorredoxina Brugio maiayi  DUrafuncio g LVQAFOFVEK 199 22028.33 6.58

peroxidase 2 (antioxidante)

QITINDLPVGR
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M2 de acesso
MNEMBASES

N? de acesso
MCBInr
>ACPO5955_1

XP_001892004.1
*ACP31268_1 -

=CIPOB423_1 BEGT351231
>CGPOO044_1 CDIS4035.1
*ACPOSET5_1 AHI11155.1
=55PO0GTZ_1 CDI%6210.1
>ACPO4Z60_1 CDIs0614.1
>ACPOD4EE_1 CDIB4377.1
=BUPOOS36_1 EGTSBO6E.1

>OWP01510_1 XP_0D03135904.1

=GPPO0O015_1
*ASP11611_1

EID75255.1
>MIPD3015_1

>T5P0O0452_1 XP_00337657B.1

Mome das proteinas

Histona H2B 2

Hypothetical praotein
CAEBEREN_O1080

Proteina contendo
subunidade
reguladora de
proteassoma 265 e
regiao PCI
componente de
proteassoma

14-3-3 zeta

Proteina contendo

Proteina contendo
dominio Hsp-70

Proteina contendo

de dissociagdo GDP

Hypathetical protein
CAEBREN_2137E8

Proteina familia
calsequestrina

Chaperanina Hsp-50

Subunidade eta do
complexo T da
proteina 1

Organismo ao
qual fioi
descrita

Brugio malayi

Caenorhabalitis
Brenneri

Caenorhabalitis
briggsae

Dirofiloria
immitis

Hoemaonchus
CoOnTOrTLus

Hoemanchus
CONTOrtus

Hoemanchus
CONTOrtus

Hoemonchus
CONtortus

Loa jlog

Loa jlog

Trichinella
spiralis

Funcdo NP1

Outra fungdo
(regulagdo da
EXpressao
génica)

[

Qutra fungdo 1

Qutra fungdo
{regulagdo da
catdlise
proteica)

Qutra fungdo
{ligante de
proteinas

sinalizadoras)

Qutra fungdo 1

Outra fungdo
[auxilia para o
Correto 2
dobramento
proteico)

Qutra funcdo 1

Cutra funcdo 1

Outra funcdo
(armazenamento 1
de calcia)

Cutra funcdo
{auxilia na
correta 3
conformagio
proteica)

Outra funcdo
[auxilia para o
COrreto 1
dobramento
proteico)

Sequéncia de peptideos

GSWTESLEAAQLSR
WELDK**

QOFML*~

MNFNEAFGFMTR

IAVETNDOAR

SOOSYOQEAFDIAKDE

EKMLFONVE

IINEPTAAAIAYGLDEK

TESLEAA==

SPYLYPLYGLGELPOGFAR

AGAEFLKR

LTLOMNYFNVWE

AAVEEGIVPGGGEWVALLR
GYISPYFINSAK

AAMLOGYDVLADAVAVTMGPK

EVALEIK

Numero
de
resicduos
(a@)

497

145

506

251

223

658

444

408

419

572

1491

Massa
molecular
(Da)

53676.50

16338.37

5750912

2851518

25274 89

7252459

49511.92

45316.13

48560.77

61231.07

1659278.68

Ponto
isoelétrico

6.00

952

G.94

479

584

518

542

693

5.55

592

Legenda:

(**) — Peptideos identificados através do sequenciamento de novo assistido por Pepnovo e ferramenta MS-BLAST.

NPI — Numero de peptideos identificados.
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Tabela 2 - Genes e identificacdo nos bancos de dados NCBInr e NEMBASE4 das proteinas identificadas como
envolvidas em cada processo biolégico do grupo “Translation” e determinacgdo da fungio de cada processo.

Gene
M28.5
ahcy-1

atp-2
ndk-1
prdx-2

rla-0
rla-1
rpl-10
rpl-11.2
rpl-12
rpl-13
rpl-14
rpl-16
rpl-17
rpl-18
rpl-19
rpl-2
rpl-23
rpl-25.1
rpl-30
rpl-31
rpl-35
rpl-36
rpl-38
rpl-5
rpl-6
rpl-7
rps-13
rps-15
rps-16
rps-17
rps-18

rps-19
rps-2
rps-23
rps-26
rps-28
rps-4
rps-5
rps-6
rps-8
rps-9
M28.5
cct-7
cyn-3
hsp-60
prdx-2
rla-0
rla-1
rpl-10
rpl-11.2
rpl-12
rpl-13
rpl-14
rpl-16
rpl-17
rpl-18
rpl-19
rpl-2
rpl-23
rpl-25.1
rpl-30
rpl-31
rpl-35

ID NCBInr
CDIR2904.1
XP_001901095.1
EYC16545.1
XP_003139722.1
Q171722
EYC13195.1
ERG81656.1
ERG83043.1
EYB99416.1
ERG81585.1
ERG83884.1
CDJ&2518.1
ERG86236.1
ERGB0784.1
ERG80123.1
EF017796.2
ERGE5579.1
ERG81802.1
ERG83440.1
XP_003141401.1
ERGE5443.1
ERGE5320.1
ERG79484.1
ERG85836.1
ERG79917.1
ERG79127.1
XP_001896338.1
ERG87338.1
ERGE2483.1
ERGB0845.1
ERG78782.1
ERG79404.1

CAAB2999.1
EF025684.2
XP_001901838.1
ERGB1670.1
XP_001895164.1
ERGB3155.1
EGT36335.1
ERGB1369.1
ERGB3269.1
XP_001894478.1
CDI82904.1
XP_003376578.1
ERGB4468.1
EID75295.1
Q17172.2
EYC13195.1
ERGB1656.1
ERGE3043.1
EYB99416.1
ERGB1585.1
ERGB3884.1
CDI82518.1
ERGB6236.1
ERGBO7E4.1
ERGB0123.1
EF017796.2
ERGB5579.1
ERGE1802.1
ERGB3440.1
XP_003141401.1
ERGE5443.1
ERGB5329.1

ID NEMBASES
>NBPO0407_1
>BMPO7010_1
>ACPO1389_1
=AIPO0062_1
>PAP0OD90_L

»ACPO2024_1
*AIPODL52_1
>ASPO0586_1
»ACPOO463_1
>ASPO0S65_1
>ASP27299_1
>HCPO0673_1
*ALPO1065_1
>ASPO0431_3
>ASP17373_1
>ASPO0276_1
>ASPO0556_1
>ASP00458_1
>ASP13657_1
*ALPOOSTT_1
>ASPO1341_1
*ALPO0OG17_1
*PTPO4423_1
*ALPODOO4_1
>ASP00195_1
>ASP00211_1
>ASP00122 1
>ASPO0G2E_2
*ASP01375_1
*AIPODOS5_1
>ASP01234_1
*ALPODDBS_1

»ALPOO327_1
>ASPO0138_1
»BMPO0E17_1
»ALPOOBSS_1
>ASP17365_1
»AIPOD255_1
>PPPO0OO44_1
>ASPO1358_1
>A5P01345_1
»AIP0D255_1
>NBPO0407_1
»T5P00452_1
»AIPOD120_1
»GFPOODOL5_1
>PAPOOOSO_1
»ACP02024_1
»AIPOD152_1
>ASPO0586_1
*ACPOD463_1
>ASP00S65_1
>ASP2729%_1
>HCPOOG73_1
»ALPO1065_1
>ASP00431_3
>ASP17373_1
>ASP00276_1
>ASP00556_1
>ASPO0458_1
>ASP13657_1
=ALPOOS77_1
>ASP01341_1
=ALPOOG17_1

Processo biolégico

Processe de biossintese celular

Processo metabélico de
macromaoléculas celulares

Fungdo

Reacdes quimicas e vias que resultam na formagdo de substancias, realizados por células individuais

Reacdes quimicas e vias que envolvem macromoléculas.



rpl-36
rpl-38
rpl-5
rpl-6
rpl-7
rps-13
rps-15
rps-16
rps-17
rps-18
rps-1%
rps-2
rps-23
rps-26
rps-28
rps-4
rps-5
rps-6
rps-8
rps-9
M285
cct-7
cyn-3
hsp-60
rla-0
rla-1
rpl-10
rpl-11.2
rpl-12
rpl-13
rpl-14

rpl-16
rpl-17
rpl-18
rol-19
rpl-2
rpl-23
rpl-25.1
rol-30
rpl-31
rpl-35
rpl-36
rpl-38
rpl-5
rpl-6
rpl-7
rpn-3
rps-13
rps-15
rps-16
rps-17
rps-18
rps-1%
rps-2
rps-23
rps-26
rps-28
rps-4
rps-5

ERG79484.1
ERGB5836.1
ERG79917.1
ERGT79127.1

XP_001896338.1
ERGE7338.1
ERGE2483.1
ERGB0845.1
ERGT78782.1
ERG79404.1
CAAB2999.1
EF025684.2

XP_001901838.1
ERGB1670.1

XP_001895164.1
ERGB3155.1
EGT36335.1
ERGE1369.1
ERGE3269.1

XP_001894478.1
CDI82904.1

XP_0D3376578.1
ERGB4468.1
EJD75295.1
EYC13195.1
ERGB1656.1
ERGB3043.1
EYBO9416.1
ERGB1585.1
ERGE3884.1
CDI82518 1

ERGEG236.1

ERGEOQ784.1
ERGE0123.1
EFO17756.2
ERGE5575.1
ERGE1802.1
ERGE3440.1
XP_003141401.1
ERGE5443.1
ERGE5325.1
ERG75484.1
ERGB5836.1
ERG75917.1
ERG75127.1
XP_0018596338.1
CDJ94035.1
ERGET7338.1
ERGE2483.1
ERGEDB45.1
ERG7E732.1
ERG75404.1
CAAB2599.1
EFO25684.2
XP_001901838.1
ERGE1670.1
XP_001855164.1
ERGE3155.1
EGT36335.1

»PTPO4423_1
=ALPOOOO4_1
>ASP00195_1
>ASPO0211_1
>ASP00122_1
=ASPO0628_2
>A5P01375_1
>AIPOOOS5_1
>ASP01234_1
=ALPOOOBS_1
=ALPO0327_1
>ASPO0138_1
»BMPOOEL7_1
»ALPO0BSS_1
>ASP17365_1
»AIPO0253_1
>PPPOO044_1
>A5P01358_1
>ASP01345_1
»AIPO0255_1
=NBPOD407_1
»T5P00452_1
»AIPO0120_1
»GPPOOO15_1
=ACPO2024_1
»AIPO0152_1
>ASPO0586_1
*ACPOD465_1
>A5P00965_1
>ASP27295_1
>HCPOOG73_1

»ALPO1065_1

>ASPO0431_3
>ASP17373_1
>ASPO0276_1
>ASPO0S56_1
>ASPOD45E_1
>ASP13657_1
>ALPO0S77_1
>ASP01341_1
>ALPO0617_1
»PTP04423_1
>ALPO0D04_1
>ASPO0195_1
>ASPO0211_1
>ASPO0122_1
>CGPO0044_1
>ASPOD628_2
>ASPO1375_1
>AIPO0DS5_1
>ASP01234_1
>ALPO0D8S_1
>ALPO0327_1
>ASPOD138_1
>BMPO0B17_1
>ALPO0B9S_1
>ASP17365_1
>AIPO0253_1
>PPPO0044_1

Processo metabdlico de
macromoléculas celulares

Processo metabdlico da
proteina

Reagdes quimnicas e vias que envolvern macromoléculas.

Reagdo e vias guimicas envolvendo uma proteina especifica
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rps-6
rps-8
rps-9
M28.5
cct-7
cyn-3
hsp-60
rla-0
rla-1
rpl-10
rpl-11.2
rpl-12
rpl-13
rpl-14
rpl-16
rpl-17
rpl-18
rpl-19
rpl-2
rpl-23
rpl-25.1
rpl-30
rpl-31
rpl-35
rpl-36
rpl-38
rpl-5
rpl-6
rpl-7
rps-13
rps-15
rps-16
rps-17
rps-18

rps-1%
rps-2
rps-23
rps-26
rps-28
rps-4
rps-5
rps-6
rps-8
rps-9
M28.5
prdx-2
rla-0
rla-1
rpl-10
rpl-11.2
rpl-12
rpl-13
rpl-14
rpl-16
rpl-17
rpl-18
rpl-19
rpl-2
rpl-23
rpl-25.1
rpl-30
rpl-31
rpl-35
rpl-36
rpl-38
rpl-5
rpl-6
rpl-7

ERGE13659.1
ERGB3269.1
ERGE3269.1
XP_001894478.
X¥P_003376578.
ERGE4468.1
EID75255.1
X¥P_003139722.1
EY¥C131595.1
ERGE1656.1
ERGB3043.1
EYB95416.1
ERGE1585.1
ERGBE3884.1
CDJB2518.1
ERGB6236.1
ERGEO734.1
ERGED123.1
EFD177596.2
ERGE5579.1
ERGE1802.1
ERGE3440.1
¥P_003141401.1
ERGB5443.1
ERGE53259.1
ERG79484.1
ERGE5B36.1
ERG79917.1
ERG7S9127.1
XP_001896338.1
ERGB7338.1
ERGE2483.1
ERGB0B45.1
ERG7E7E2.1

e

ERG75404.1
CAAB2599.1
XP_001501838.1
ERGE1670.1
XP_O01855164.1
ERGE3155.1
EGT36335.1
ERGE1369.1
ERGE3265.1
ERGE3265.1
CDJB2904.1
Q171722
XP_003139722.1
E¥C13195.1
ERGE1656.1
ERGE3043.1
EYBS5416.1
ERGE1585.1
ERGE3884.1
CDJB2518.1
ERGEG236.1
ERGEO7E84.1
ERGB0123.1
EFD17756.2
ERGB5575.1
ERGE1802.1
ERGE3440.1
¥P_003141401.1
ERGB5443.1
ERGB5325.1
ERG75484.1
ERGB5836.1
ERG75917.1
ERG75127.1

>ASP01358_1
>ASP01345_1
»AIPO0259_1
>NBPOD407_1
>T5P00452_1
=AIPO0120_1
»GPPO0OO15_1
FACPO2024_1
=AIPO0152_1
>ASPO0586_1
»ACP00463_1
=ASPO09E5_1
>AS5P27295_1
*HCPODG73_1
»ALPO1065_1
>ASPO0431_3
*ASP17373_1
>ASP00276_1
=ASPO0556_1
>ASPO0458_1
>ASP13657_1
=ALPOOSTT_1
>ASP01341_1
=ALPO0G1T7_1
»PTPO4423_1
=ALPO00OO4_1
>ASPO0195_1
=ASP00211_1
>ASP00122_1
>ASP00628_2
=ASP01375_1
=AIPOOO55_1
>ASP01234_1
»ALPO0OBS_1

=ALPO0O327_1

>ASPO013B_1
»BMPOOB17_1
=ALPOOESS_1

=ASP17365_1

*AIPDD253_1

>PPPOO0D44_1

>ASP01358_1

>A5P01345_1

*AIPOD255_1

>NBPOD407_1
>PAPOODSO_1
»ACPO2024_1
*AIPOD152_1

>ASPO0O5B6_1

*ACPO0463_1
=A5SPD0965_1

>ASP27295_1

>=HCPOOG73_1
=ALPO1065_1

>=ASPO0431_3

=ASPL7373_1

=ASPO0276_1

=ASPO0OS56_1

=ASPOD458_1

=ASP13657_1

=ALPOOST7Y_1

=ASP01341_1

=ALPOOG1Y_1

=PTPO4423_1

=ALPOOOO4_1

>ASPO0195_1

=ASPO0211_1

=ASPO0122_1

Processo metabdlico da
proteina

Processo metabdlico da
proteina celular

Processo de biossintese de
macromoléculas

64

Reacdo e vias quimicas envolvendo uma proteina especifica

Reacdo e vias quimicas envolvendo uma proteina especifica

Reacbes e vias guimicas que resultam na formacdo de uma macromolécula



rps-13
rps-15%
rps-16
rps-17
rps-18
rps-19
rps-2
rps-23
rps-26
rps-28
rps-4
rps-5
rps-6
rps-8
rps-2
M28.5
prdx-2
rla-0
rla-1
rpl-10
rpl-11.2
rpl-12
rpl-13
rpl-14
rpl-16
rpl-17
rpl-18
rpl-19
rpl-2
rpl-23
rpl-25.1
rpl-30
rpl-31
rpl-35
rpl-36
rpl-38
rpl-5
rpl-6
rpl-7
rps-13
rps-15
rps-16
rps-17
rps-18
rps-19
rps-2
rps-23
rps-26
rps-28
rps-4
rps-5
rps-6
rps-8
rps-9
M28.5
prdx-2
rla-0
rla-1
rpl-10
rpl-11.2
rpl-12
rpl-13
rpl-14
rpl-16
rpl-17
rpl-18
rpl-19

XP_0O01E896338.1

ERGE7338.1
ERGE2483.1
ERGEDE45.1
ERG7ETEZ.1
ERG75404.1
CAAB2999.1

XP_0015901838.1

ERGE1670.1

XP_001855164.1

ERG83155.1
EGT36335.1
ERGE1360.1
ERG83260.1
ERG83260.1
CDJ82904.1

Qivizz.2

XP_003139722.1

EYC13195.1
ERGE1656.1
ERGE3043.1
EYBS5416.1
ERGE1585.1
ERGE3884.1
CDJB2518.1
ERGEB236.1
ERGED784.1
ERGED123.1
EFD17756.2
ERGE5575.1
ERGE1802.1
ERGE3440.1
ERGE5443.1

ERGE5443.1
ERGE5329.1
ERG759484.1
ERGB5836.1
ERG755917.1
ERG75127.1

XP_0D01896338.

ERGET7338.1
ERGE2483.1
ERGE0B45.1
ERG78782.1
ERG75404.1
CAAB2555.1

¥P_001901838.

ERGE1670.1

¥P_001895164.

ERGE3155.1
EGT36335.1
ERGE1365.1
ERGE3265.1
ERGE3265.1
CDJB2904.1
Q171722

¥P_003139722.

E¥C13195.1
ERGE1656.1
ERGE3043.1
EYBE99416.1
ERGE1585.1
ERGE3BE4.1
CDJB2518.1
ERGB6236.1
ERGBO734.1
ERGB0123.1

1

1

1

1

»ASP0O0628_2
»ASPO1375_1
*AIPO0055_1
»ASP0O1234 1
*ALPODOBS_1
*ALPOD327_1
»ASPO0138_1
>BMPOOELT_1
*ALPODESS_1
»ASP17365_1
»AIPO0253_1
»PPPOO044_1
»ASP0O1358_1
»ASP0O1345_1
=AIPO0295_1
>MBPO0407_1
>PAPOO0S0_1
>ACPO2024_1
=AIPO0152_1
»ASP0O05BG_1
>ACPO0463_1
»ASP0O0SE5_1
»ASP2Z7259_1
»HCPOOG73_1
»ALPO1065_1
»ASP0O0431_3
»ASP17373_1
»ASPO0276_1
»ASP0O0556_1
»ASP0O0458_1
»ASPL3657_1
»ALPOOSTT_1
»ASPO1341_1

»ALPOOG1T_1
»FTPO4423_1
>ALPO0OO4_1
>ASP00195_1
=ASPO0211_1
=ASP00122_1
>ASPO0G2E_2
>ASPO1375_1
»AIPOOOS5_1
>ASP01234_1
=ALPO0OBS_1
=ALPO0327_1
=ASPO0138_1

>BMPO0OB17_1

»ALPOOBSS_1
>ASP17365_1
=AIPOO253_1
=PPPO0044_1
=ASP01358_1
>A5P01345_1
=AIPOO259_1
>*NBPOD407_1
>PAPDOOSO_1
»ACPD2024_1
=AIPDO152_1
=ASPO0586_1
»ACPDO463_1
>ASPO0365_1
>ASP27295_ 1
>HCPOOG73_1
»ALPO1065_1
=ASPOD431_3
=ASP17373_1
=ASP00276_1

Processo de biossintese de
macromoléculas

Processo de biossintese de
macromaoléculas celulares

Expressdo génica
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Reagdes e vias quimicas que resultam na formagdo de uma macromolécula

Reacdes e vias quimicas resultando na formacio de uma macromalécula

Processo no qual a sequéncia de um gene é convertida num produto de gene maduro ou produtos
[proteinas ou RNA).



rpl-2
rol-23
rpl-25.1
rpl-30
rpl-31
rpl-35
rpl-36
rpl-38
rpl-5
rpl-6
rpl-7
rps-13
rps-15
rps-16
rps-17
rps-18
rps-19
rps-2
rps-23
rps-26
rps-28
rps-4
rps-5
rps-6
rps-B
rps-9
M285
rla-0
rla-1
rpl-10
rpl-11.2
rpl-12
rpl-13
rpl-14

rpl-16
rel-17
rpl-18
rpl-19
rpl-2
rpl-23
rpl-25.1
rgl-30
rpl-31
rpl-35
rpl-36
rpl-38
rpl-5
rpl-6
pl-7
rps-13
rps-15
rps-16
rps-17
rps-18
rps-19
rps-2
rps-23
rps-26
rps-28
rps-4
rps-5
rps-6
rps-8
rps-9

EFO17786.2
ERGE5579.1
ERGE1E02.1
ERGE3440.1
¥P_003141401.1
ERGE5443.1
ERGB5329.1
ERG75484.1
ERGBSE36.1
ERG75917.1
ERGT79127.1
XP_D01856338.1
ERGB7338.1
ERGB2483.1
ERGEQE45.1
ERGT7E782.1
ERG75404.1
CAAR29599 1
XP_001901838.1
ERGE1670.1
¥P_D01855164.1
ERGB3155.1
EGT36335.1
ERGE1369.1
ERGE3260.1
ERGE3260.1
CDJ22504.1
XP_003139722.1
EYC13195.1
ERGB1656.1
ERGE3043.1
EYBS5416.1
ERGE1585.1

ERGE3884.1

CDIB2518 1
ERGB6236.1
ERGEO784.1
ERGED123.1
EFO17796.2
ERGB5579.1
ERGE1802.1
ERGE3440.1
XP_003141401.1
ERGES443.1
ERGB5329.1
ERG75484.1
ERGE5836.1
ERG75917.1
ERG75127.1
XP_001856338.1
ERGE7338.1
ERGE2483.1
ERGEDB45.1
ERG7E782.1
ERG75404.1
CAAB25599.1
XP_D01901838.1
ERGE1670.1
XP_001855164.1
ERGE3155.1
EGT36335.1
ERGE1369.1
ERGE3269.1
ERGE3269.1

>ASPOO556_1
>ASP00438_1
>ASP13657_1
=ALPOOS77_1
>ASPO1341_1
»ALPOOG17_1
>PTPO4425_1
=ALPODOO4_1
>ASPO01S5_1
>ASPD0211_1
>ASPO0D122_1
>ASP0O0G28_2
>ASPO1375_1
>AIPODOSS5_1
>ASPO1234_1
=ALPODOBS_1
>ALPOD327_1
>ASPDO138_1
>BEMPOOBLT_1
=ALPOOSSS_1
>ASP17365_1
>AIPOD253_1
>PPPOD044_1
>ASPO1358_1
>ASPO1345_1
>AIPOD25S_1
>MBPO0A07_1
»ACPO2024_1
=AIPOOL152_1
>ASPO0586_1
>ACPOO463_1
>A5P00965_1
>ASP27295_1

>HCPO0G73_1

>ALPO1065_1
>ASP0O0431_3
>ASP17373_1
>A5P00276_1
>A5P00556_1
>ASPOD45E_1
>ASP13657_1
>ALPOOSTT_1
>A5P01341_1
»ALPOOG17_1
»PTPD4423_1
=ALPODODS_1
>ASPO0195_1
>A5P00211_1
>A5P00122_1
>ASP0062E_2
>ASPO1375_1
=AIPOO0OS5_1
>A5P01234_1
»ALPODOBS_1
»ALPOD327_1
>ASPOD13E_1
>BMPOOELT_1
»ALPODESS_1
>A5P17365_1
»AIPO0255_1
>PPPO0O044_1
>ASPO1358_1
>ASPO1345_1
*AIPO0255_1

Expressdc génica

Traducdo

66

Processo no qual a sequéncia de um gene € convertida num produto de gene maduro ou produtos
{proteinas ou RMA).

O processo metabolico celular em que uma proteina & formada utilizando a sequéncia de uma molécula
de mRNA madura para especificar a sequéncia de aminoacidos de uma cadeia polipeptidica
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Tabela 3 - Genes e identificacdo nos bancos de dados NCBInr e NEMBASE4 das proteinas identificadas
como envolvidas em cada processo biolégico do grupo “Determination of adult lifespan” e determinagdo da
fun¢do de cada processo.

Gene 1D NCBInr ID NEMBASE 4 Processo Biolagico Fungdo

TO2HE.11 ERGEDS44.1 >A5P02798_1

atp-2 EYC16545.1 *ACPO1389_1
god-3 ERG79426.1 *ACPO7262_1

ifb-1 P23731.1 >A5P00020_1
prx-2 Q17172.2 *PAPD00S0_1

rpl-19 EFO17796.2 =A5P00276_1
rpl-30  XP_003141401.1 =ALPOOS77_1
rpl-6 ERG79127.1 >A5P00211_1
ros-10  XP_0018594886.1 »OVPO0582_1
rps-15 ERGB2483.1 =A5P01375_1
rps-26 ERGE1E70.1 >ALPO0BS9_1
rps-6 ERGE1365.1 >A5P01358_1
rps-5  XP_001854478.1 >AIP00299_1
tpi-1 XP_001897265.1 =ACP22460_1

Determinacdo da

P O controle da viabilidade e duracdco da fase adulta de ciclo de vida
vida util

TOZHE.11 ERGE0944.1 >ASP02798_1
atp-2 EYC16545.1 >ACPO1389_1
gpd-3 ERG79426.1 =ACPO7262_1
ifb-1 P23731.1 >A5P00020_1
prdx-2 ai7i7z.2 »PAPDOOSO0_1
rpl-19 EFD177595.2 >A5P00276_1
rpl-30 XP_003141401.1 >ALPO0S77_1 Envelhecimento do erganismo P d Iheci tod . lticelular intei
rpI—E ERG79127.1 >ASP00211_1 multicelular rocesso de envelhedimento de um organismo multicelular inteire

rps-10 X¥P_001894896.1 »0VPO0582_1

rps-15 ERGE2483.1 >ASP01375_1
rps-26 ERGELG70.1 =ALPODBSS_1
rps-6 ERGE1369.1 >ASPO1358_1
rps-% ¥P_001854478.1 =AIPD0255_1

tpi-1 XP_001897260.1 *ACP22460_1
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Tabela 4 - Genes e identifica¢do nos bancos de dados NCBInr e NEMBASE4 das proteinas identificadas
como envolvidas em cada processo biolégico do grupo “Regulation of growth” e determinagdo da fungdo de
cada processo.

Gene
TO2H6.11

Y&5B4BR.5
atp-2
enal-1
ftt-2
gdh-1
got-1.2
hsp-60

mua-&
rack-1
rpl-10
rpl-11.2
rpl-12
rpl-14
rpl-17
rpl-2
rpl-25.1
rpl-38
rpl-5
rpl-7
rps-15
rps-17
rps-25
rps-28
rps-9

TO2HE.11
YeSE4BR.5
ahcy-1
atp-2
enol-1
ftt-2
gdh-1
got-1.2
hsp-60
lev-11
mua-6
prox-2
rack-1
rpl-10
rpl-11.2
rpl-12
rpl-14
rpl-17
rpl-2
rpl-25.1
rpl-30
rpl-38
rpl-5
rpl-7
rps-15
rps-17
rps-25
rps-28
rps-9

ID NCBInr

ERGB0544.1
ERGB0783.1

EVC16545.1
ADH95417.1
AHI11155.1
ERG79150.1
EGTS8068.1
EID75205.1
ERGB0822.1
ERGB7647.1
ERGE3043.1
EVB99416.1
ERGB1585.1
CDIB2518.1
ERGB0784.1
ERGB5579.1
ERGB3440.1
ERGB5836.1
ERG79917.1
XP_001896338.1
ERGB2483.1
ERG78782.1
XP_001901857.1
XP_001895164.1
XP_001894478.1

ERGE0S44.1
ERGE0783.1
XP_001801085.1
EYC16545.1
ADHS5417.1
AHJ11155.1
ERG79150.1
EGT53068.1
EJD75255.1
CDI52091
ERG30B22.
Qi7172.2
ERGETG47.1
ERGE3043.1
EYB99416.1
ERGE1583.1
CDIB2518.1
ERGEO784.1
ERGE5579.1
ERGE3440.1
XP_003141401.1
ERGE5836.1
ERG79917.1
XP_001856338.1
ERGE2483.1
ERG78782.1
XP_001501957.1
XP_001855164.1
XP_001854478.1

ID NEMBASE 4

=A5P02758_1
=ASP29B77_1

>ACPO1389_1
>ACP01204_1
>ACPOG675_1
>ALPO00GO_1
»BUP00936_1
>GPPO0OI5_1
»ASPO0083_1
>ALPO0664_1
>ASPO0586_1
>ACPO0463_1
»ASPO09E5_1
>HCPOOBT3_1
»ASPO0431_3
»ASPO0556_1
»ASP13657_1
>ALPO0004_1
»ASPO0195_1
»ASPO0122_1
»ASP01375_1
»ASP01234_1
>AIPO0156_1
»ASP17365_1
>AIP00299_1

=ASPO2798_1
>ASP29877_1
>BMPO7010_1
*ACP01389_1
=ACPO1204_1
*ACPOBETS_1
=ALPOOOGO_1
>BUPDOS36_1
>GPPOOOL5_1
>ASP04697_1
=ASPO00B3_1
>PAPOOOSO_1
=ALPOOGEA_1
=ASPO0586_1
*ACPOD4G3_1
>ASPO0965_1
*HCPOOG73_1
=ASPOD431_3
>ASP00556_1
>ASP13657_1
#ALPOOS77_1
>ALPO0004_1
=ASP00195_1
>A5P00122 1
>ASP01375_1
>ASP01234_1
#AIPOD156_1
>ASP17365_1
=AIPOD299_1

Processo Bioldgico

Regulagédo da taxa de
crescimento

Regulacdo do crescimento

Fungdo

Qualguer processo que modula a taxa de crescimento da totalidade ou de parte de um organismo

Modulz a frequéncia, a velocidade ou a extensdo do crescimento da totalidade ou de parte de um
organismo de modo que ocorre na sua velocidade adeguada, tanto de forma global ou numa parte
especifica do desenvolvimento do organismo.



TOZHE.11
YB5B4BR.5
atp-2
enol-1
fit-2
gdh-1
got-1.2
hsp-60
mua-6
rack-1
rpl-10
rpl-11.2
rpl-12
rpl-14
rpl-17
rpl-2
rpl-25.1
rpl-38
rpl-5
rpl-7
rps-15
rps-17
rps-25
rps-28
rps-9

TO2ZH6.11
Y65B4BR.5
rack-1
atp-2
encl-1
ftt-2
gdh-1
got-1.2
hsp-60
mua-6
prox-2
rpl-10
rpl-11.2
rpl-12
rpl-14
rpl-17
rpl-2
rpl-25.1
rpl-30
rpl-38
rpl-5
rpl-7
rps-15
rps-17
rps-25
rps-28
rps-9

ERGED544.1
ERGEO783.1
E¥C16545.1
ADHS5417.1
AHJ11155.1
ERG75150.1
EGT53068.1
EID75295.1
ERGBO822.
ERGE7647.1
ERGE3043.1
E¥B99416.1
ERGE1585.1
CDJB2518.1
ERGEO784.1
ERGB5579.1
ERGE3440.1
ERGE5836.1
ERG755917.1
XP_001896338.1
ERGE2483.1
ERG78782.1
XP_001501957.1
XP_001895164.1
¥P_001854478.1

ERGBOS44.1
ERGEOT7E3.1
ERGE7647.1
EYC16545.1

ADH95417.1
AHI11155.1
ERG79150.1
EGT58068.1
EJD75285.1
ERGBOB22.
Qi7172.2
ERGE3043.1
EYB99416.1
ERGB1585.1
CDJ82518.1
ERGEO784.1
ERGE5579.1
ERGE3440.1

XP_003141401.1
ERGE5836.1
ERG79917.1

XP_D01896338.1
ERGE2483.1
ERG78782.1

XP_001801857.1

XP_D01895164.1

XP_D01894478.1

>ASP02798_1
>ASP29877_1
»ACP0O1389_1
=ACPO1204_1
=ACPOBETS_1
#ALPOOOGO_1
>BUPDD936_1
>GPPOOO1S_1
>A5SP00083_1
=ALPOOGES_1
>ASP00586_1
>ACP0O0463_1
>ASPO0SE5_1
*=HCPOD673_1
>A5P00431_3
=A5P00556_1
=A5P13657_1
>ALPO0OO4_1
>ASPO0195_1
>A5P00122_1
=A5P01375_1
=A5P01234_1
>AIPOOL156_1
>ASP17365_1
>AIPO025S_1

=ASP02798_1
=ASP29877_1
>ALPOOE64_1
>ACPO1389_1
*ACPO1204_1
>ACPOE675_1
>ALPO00G0_1
>BUPOD936_1
>GPPODO15_1
=ASPODDB3_1
>PAPO00S0_1
=ASPOD586_1
>ACPO0463_1
=ASPOD9E5_1
>HCPOO673_1
=ASPOD431_3
=ASPOD556_1
=ASP13657_1
>ALPOO577_1
>ALP00004_1
=ASPO0195_1
=ASPO0122_1
=ASPO1375_1
=ASP01234_1
>AIPD0156_1
=ASP17365_1
>AIPD0299_1

Regulacdo positiva da taxa
de crescimento

Regulacdo positiva do
crescimento
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Processo gue aumenta a taxa de crescimento da totalidade ou de parte de um organismo

Madula a frequéncia, a velocidade ou a extensdo do crescimento da totalidade ou de
parte de um organismo de modoe que ocorre na sua velocidade adequada, tanto de
forma global ou numa parte especifica do desenvolvimento do organismo.



TOZHE11
‘YB5B4BR.5
atp-2
enal-1
ftt-2
gdh-1
got-1.2
mua-6
prax-2
hsp-60
lev-11
myc-3
rack-1
rpl-10
rpl-11.2
rpl-12
rpl-14
rpl-17
rpl-2
rpl-25.1
rpl-30
rpl-38
rpl-5
rpl-7
rps-15
rps-17
rps-25
rps-28
rps-9

ERGEDS44.1
ERGEBO733.1
EYC16545.1
ADHS5417.1
AHI11155.1
ERG75150.1
EGT58068.1
ERGEDB22.1
Q171722
EID75255.1
CDI52091
X¥P_001899601.1
ERGET7647.1
ERGE3043.1
EYB99416.1
ERGE1585.1
CDJe2518.1
ERGEO784.1
ERGES579.1
ERGE3440.1
¥P_0031414011
ERGB5336.1
ERG75917.1
XP_00D1896338.1
ERGE2433.1
ERG7ETEZ.1
X¥P_001901957.1
X¥P_001895164.1
XP_001854478.1

>ASPO2798_1
=A5P25377_1
*ACPOL1389_1
*ACP01204_1
*ACPOBETS_1
=ALPOODEO_1
>BUPD0336_1
>ASPO00E3_1
>PAPOO0OSO_1
>GPPOO0LS_1
>A5P04697_1
*BMPO0SGT_1
=ALPOOBES_1
=ASPO0586_1
*ACP0O04563_1
>A5P00S65_1
>HCPOO673_1
=ASPO0431_3
=A5PO0556_1
>A5P13657_1
=ALPOOSTT_1
=ALPOODO4_1
=A5PO0195_1
>A5P00122_1
=A5P01375_1
=ASP01234_1
»AIPOD156_1
>A5P17365_1
=AIPOD25S_1

Regulacio positiva de
processos bioldgicos

70

Processo que ativa ou aumenta a freqiiéncia, taxa ou a extensdo de um processo bioldgico.
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Tabela 5 - Genes e identificacdo nos bancos de dados NCBInr e NEMBASE4 das proteinas identificadas

como envolvidas em cada processo bioldgico do grupo “Carbohydrate metabolic process” e determinacdo da
fun¢do de cada processo.

Gene 1D NCBinr ID NEMBASE 4 Processo Biologico Funcdo

enol-1 ADHS5417.1 =ACP01204_1 Reacdes e vias quimicas envolvendo carboidratos
god-3 ERG79426.1 =ACPO7262_1 Processo metabdlico de

mdh-1 ETN79000.1 >BXPOL625_1 carboidratos

pek-1 NP_4597134.1 =CIPODEE2_1
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Tabela 6 - Genes e identifica¢do nos bancos de dados NCBInr e NEMBASE4 das proteinas identificadas
como envolvidas em cada processo biolégico do grupo “Nematode larval development” e determinagdo da
fun¢do de cada processo.

Gene 1D NCBInr 1D NEMBASE 4 Processo Bioldgico Fungdo
M28.5 CDJB2204.1 >NEPOO407_1
TOZHE.11 ERGEOS44.1 =ASPO279E_1
Y65B4BR.5 ERGEBO783.1 =ASP28BTT_1
act-2 X¥P_002643901.1 =ASP02463_1
act-5 MP_455800.1 =TMPO0013_1
ahcy-1 X¥P_001901095.1 =BMPO7010_1
atp-2 EYC16545.1 =ACPO1389_1
-7 X¥P_003378578.1 >T5P00452_1
enol-1 ADHS5417.1 FACPO1204_1
-2 AHI11135.1 =ACPOBETS_1
edicl CDIB4377.1 >ACPO0458_1
gpd-3 ERG75426.1 =ACPO7262_1
hsp-60 EJD75295.1 >GPPO0015_1
ifb-1 P237311 =ASPO0020_1
lev-11 CDis2091 >ASPO4ERT_L Processo cujo resultado especifico € a progress3o de um embrido a partir da sua formacdo até o final do estadio
myo-3 XP_001899501.1 *BMPO0SET_1 Desenvolvimento embrionario embrionario
ndk-1 X¥P_0031358722.1 >AIPOOOE2Z_1
rack-1 ERGETE47.1 =ALPOOGE4_1
ria-0 EYC13195.1 =ACPO2024_1
rlia-1 ERGE1656.1 »AIPOO152_1
rpl-10 ERGE3043.1 >ASPOOSEE_1
rpl-12 ERGE1585.1 =ASPOOSES_1
13 FRGB3884.1 »ASP27235 1
rpl-14 CDIB2518.1 >HCPOOG73_1
rol-16 ERGBE236.1 *ALPO1065_1
rpl-17 ERGEBO784.1 =ASP00431_3
rpl-18 ERGEBO0123.1 =ASP17373_1
rpl-15 EFO17756.2 =ASPO027E_1
rpl-2 ERGE5579.1 *ASPOOS56_1
rpl-23 ERGE1E02.1 >ASPO045E_1
rpl-25.1 ERGE3440.1 =ASP13657_1
rpl-30 XP_003141401.1 >ALPOOSTT_1
rpl-31 ERGE5443.1 >ASPO1341_1
rpl-35 ERGE5325.1 *ALPODG1T_1
rpl-36 ERG75454.1 »PTPO4423_1
rpl-5 ERG75917.1 =ASPO0195_1
rpl-6& ERG75127.1 =ASPO0211_1
rpl-7 XP_001856338.1 =ASPO0122_1
rpl-7A ¥P_003139379.1 >ASP00314_2
rpn-3 CDJ54035.1 =CGPO0044_1
rps-10 XP_001854896.1 =0OVP00582_1
rps-13 ERGB7338.1 =ASPO0G28_2
rps-15 ERGR2483.1 =ASPO1375_1
rps-16 ERGRD245.1 =AIPOOOS5_1
rps-17 ERG78782.1 =ASP01234_1
rps-1% CAAB2999.1 =ALPOO327_1
rps-2 EFD25684.2 =ASPOO13B_1
rps-23 XP_001901838.1 >BMPOOB17_1
rps-25 XP_001901957.1 =AIPDO156_1
rps-26 ERGE1670.1 >ALPODRSS_1
rps-4 ERGE3155.1 >AIPDO253_1
rps-5 EGT36335.1 >PPPO0OO44_1
rps-9 XP_0D01854478.1 FAIPOO295_1
vps-2 CDJS6210.1 >55P00672_1
M28.5 CDJB2904.1 >NBPOD407_1
TO2ZHGE.11 ERGEDS44.1 >ASPO2798_1
Y65B4BR.5 ERGEO783.1 >=ASP29877_1
act-2 XP_002643901.1 >=ASP02463_1 R P " = s
acts NP 4998091 STMP00013 1 Desenvolvimento larval Processo cujo resultado especifico € a progressdo da larva ac lengo do tempe, da sua formacdo até
- = estrutura madura.
ahcy-1 ¥P_001901085.1 >BMPO7010_1
atp-2 EYC16545.1 =ACPO1389_1
cct-7 XP_003376578.1 >TSPO0452_1
enol-1 ADHS5417.1 =ACPO1204_1

ftt-2 AHI111551 =ACPOGETS5_1



hsp-3
hsp-60
ifb-1
lew-11
mye-3
ndk-1
mua-6
rack-1
rla-0
rpl-10
rpl-11.2
rpl-12
rpl-13
rpl-14
rpl-16
rpl-17
rpl-18
rpl-19
rpl-2
rpl-23
rpl-25.1
rpl-30
rel-31
rpl-35
rpl-36
rpl-38
rpl-5
rpl-6
rpl-7
rpn-3
rps-10
rps-13
rps-15
rps-16
rps-17
rps-1%
rps-2
rps-23
rps-26
rps-5
rps-6
rps-8
rps-9

M28.5
TO2ZHG.11

YBSE4ER.S
act-2
act-5

ahcy-1
atp-2
cct-7
enol-1
ftt-2
hsp-3
hsp-60
ifb-1
mua-6

CDJS0614.1
EID75285.1
P23731.1
CDIS2091
XP_001859601.1
XP_003139722.1
ERGB0B822.1
ERGE7H47.1
EYC13195.1
ERGE3043.1
EYB95416.1
ERGE1585.1
ERGB3884.1
CDJB2S1E1
ERGBG236.1
ERGEO784.1
ERGB0123.1
EFD17756.2
ERGB3578.1
ERGEL1BO2.1
ERGB3440.1
XP_003141401.1
ERGE3443.1
ERGB5329.1
ERG75484.1
ERGB5B36.1
ERG75517.1
ERG79127.1
¥P_001856338.1

CDJ54035.1
XP_001854896.1
ERGET338.1
ERGE2483.1
ERGE0845.1
ERG78782.1
CAAB2959.1
EFO25684.2
XP_001801838.1
ERGE1670.1
EGT36335.1
ERGE1365.1
ERGE3265.1
XP_001854478.1

CDIB2904.1
ERGE0944.1
ERGE0783.1

XP_002643901.1
NP_439803.1
XP_001801085.1
EYC16545.1
XP_003376578.1
ADHS85417.1
AHJ11155.1
CDIS0614.1
EID75255.1
P23731.1

ERGE0822.1

=ACP0O4260_1
=GPPO00O15_1
=ASP00020_1
=ASP04697_1
>BMPO0SST_1
=AIPO00G2_1
>ASPO00E3_1
=ALPOOGE4_1
=ACP02024_1
>A5P00586_1
=ACP0O0463_1
=ASP005S65_1
=ASP27299_1
=HCPODG73_1
=ALPO106S_1
>ASP00431_3
=ASP17373_1
=ASP00276_1
>ASP00556_1
>ASP00458_1
*ASP13657_1
=ALPOOST7_1
=A5P01341_1
>ALPOOE17_1
=PTPD4423_1
=ALPOOOO4_1
=A5P00195_1
=ASPO0211_1
=ASPOD122_1

»>CGPO0044_1
>0VP00582_1
>ASP0062E_2
>ASP01375_1
=AIPO0O055_1
>A5P01234 1
>ALPOO327_1
>ASPO013E_1
=BMPO0DB17_1
>ALPOOBSS_1
>PPPO0044_1
>ASP01358_1
>ASP01345_1
=AIP00295_1

=NBPO0407_1
>A5P02798_1
>ASP29877_1

>ASP02463_1
>TMPO0013_1
=BMPO7010_1
>ACPO1389 1
>T5P00452_1
>ACPO1204 1
>ACPOGETS_1
>ACPO4260_1
>GPPODOL5_1
>ASP00020_1
>ASP000B3_1

Desenvolvimentao larval

Desenvolvimente larval do
nematoda

73

Processo cujo resultado especifico € a progressdo da larva ao longo do tempo,
da sua formacdo até estrutura madura.

Processo especifico cujo resultado é a progressdo da larva nematdide ao longo do tempo, a partir da
sua formagdo para a estrutura madura.



lev-11
myc-3
ndk-1
rack-1
rla-0
rpl-10
rpl-11.2
rpl-12
rpl-13
rpl-14
rpl-16
rpl-17
rpl-18
rel-19
rpl-2
rpl-23
rpl-25.1
rpl-30
rpl-31
rpl-35
rpl-36
rpl-38
rpl-5
rpl-6
rpl-7
rpn-3
rps-10
rps-13
rps-15
rps-16
rps-17
rps-1%
rps-2
rps-23

rps-26
rps-5
rps-6
rps-8
rps-9

M28.5
TO2HE.11
‘YESB4BR.S
act-2
act-5
ahcy-1
atp-2
cct-7
enol-1
fit-2
hsp-3
hsp-60
ifb-1
lev-11
myo-3
ndk-1
rack-1
rla-0
rpl-10
rpl-11.2
rpl-12
rpl-13
rpl-14
rpl-16
rpl-17
rpl-18
rpl-19
rpl-2

CDJ52091

XP_001899601.1
X¥P_0031397221

ERGET7647.1
EY(13195.1
ERGB3043.1
EYBS9416.1
ERGE1585.1
ERGE3884.1
CDJB2518.1
ERGB6236.1
ERGBO784.1
ERGB0123.1
EFO17756.2
ERGE5S579.1
ERGE1802.1
ERGE3440.1

XP_003141401.

ERGB5443.1
ERGB5325.1
ERG75484.1
ERGES836.1
ERG75517.1
ERG75127.1

XP_001896338.

CDJ54035.1

XP_001894896.

ERGET7338.1
ERGE2433.1
ERGB0345.1
ERG7B782.1
CAAB2599.1
EFD25684.2

XP_001901838.

ERGE1670.1
EGT36335.1
ERGE1369.1
ERGB3269.1

XP_0DD1854478.

CDJB2504.1
ERGED944.1
ERGBO783.1

XP_002643901.

NP_439805.1

¥P_001901085.

EYC16545.1

XP_003376578.

ADHS5417.1
AHI11155.1
CDJS0614.1
EID75285.1

P23731.1
CDIg2091

X¥P_001855601.
¥P_0031358722.

ERGET647.1
EYC13195.1
ERGE3043.1
EYBS5416.1
ERGE1585.1
ERGE3BE4.1
CDJ82518.1
ERGBG236.1
ERGEOTE4.1
ERGED123.1
EFD17756.2
ERGE5S579.1

1

1

1

1

1

1

1

1

=

1

>A5P04657_1
»BMPO0SG7_1
»AIPODDGZ_1
=ALPOOGE4_1
»ACPO2024_1
>ASPO0586_1
»ACPOD463_1
>ASP00965_1
>ASP27295_1
>HCPO0B73_1
=ALPD1065_1
>ASP00431_3
=ASP17373_1
>ASP00276_1
>A5P00556_1
>ASPO045E_1
=ASP13657_1
=ALPOOST7_1
>A5P01341_1
»ALPOOG17_1
»PTPO4423_1
»ALPOOOO4_1
=ASP00195_1
>A5P00211_1
=A5P00122_1
>CGPO0D44_1
»0OVP00582_1
>ASP0062E_2
>ASP01375_1
=AIPODD55_1
>A5P01234_1
=ALPDO327_1
>ASPO013E_1
»BMPO0B17_1

=ALPODB9S_1
>PPPO0O044_1
>ASPO1358_1
>ASP01345_1
»AIPO0Z255_1

>NBPO0407_1
=A5P02798_1
>ASP25877_1
>ASP02463_1
>TMP0O0D13_1
>BMPO7010_1
»ACPD13859_1
=TSPO0452_1
»ACPD1204_1
=ACPOGETS_1
=ACPD4260_1
»GPPO0D0D1S_1
=ASPO0020_1
>ASP04657_1
»BMPO0SST_1
=AIPO0O0OG2_1
»ALPODGE4_1
=ACPO2024_1
>ASPO0586_1
»ACPOO453_1
=ASPO0S65_1
>ASP27299_1
>HCPOOG73_1
=ALPO1065_1
>ASPO0431_3
=ASP17373_1
>ASPO0276_1
>ASPO0556_1

Desenvolvimento larval do
nematoda

Desenvolvimento pds-
embrionario
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Processo especifico cujo resultado é a progressio da larva nematdide ao longo do tempo, & partir da sua
formacdo para a estrutura madura.

Processo cujo resultado especifico & a progressdo do organismo ao longo do tempo, a partir da
concluso do desenvolvimento embrionario para a estrutura madura.



rpl-23
rpl-25.1
rpl-30
rpl-31
rpl-35
rpl-36
rpl-38
rpl-5
rpl-6
rpl-7
rpn-3
rps-10
rps-13
rps-15
rps-16
rps-17
rps-19
rps-2
rps-23
rps-26
rps-5
rps-6
rps-8
rps-9
M2E.5
TO2ZHGE.11

f65B4BR.5
act-2
act-5
ahcoy-1
atp-2
cct-7
enol-1

ftt-2
gdi-1
gpd-3
hsp-60
ifb-1
lev-11
myo-3
ndk-1
rack-1
rla-0
rla-1
rpl-10
rpl-12
rpl-13
rpl-14
rpl-16
rpl-17
rpl-18
rpl-19
rpl-2
rpl-23
rpl-25.1
rpl-30
rpl-31
rpl-35
rpl-36
rpl-5
rpl-6
rpl-7
rpl-7A
ren-3
rps-10
rps-13

ERGE1802.1
ERGE3440.1
X¥P_003141401.1
ERGES443.1
ERGB5329.1
ERG73484.1
ERGB5836.1
ERG75917.1
ERG75127.1
XP_001896338.1
CDJ54035.1
XP_0018594856.1
ERGET7338.1
ERGE2483.1
ERGEDB45.1
ERG7ETEZ.1
CAAB2559.1
EFD25684.2
¥P_001901838.1
ERGE1670.1
EGT36335.1
ERGE1369.1
ERGE3260.1
X¥P_001854478.1
CDJB2004.1
ERGEDS44.1

ERGEO7E3.1

X¥P_002643501.1
NP_499803.1
X¥P_001901095.1
EYC16545.1
XP_D03376578.1
ADH25417.1

AHJ11155.1
CDJE4377.1
ERG79426.1
EID75255.1
P237311
CDJ520591
XP_00185%9601.1
¥P_003139722.1
ERGETE47.1
EYC13185.1
ERGE1656.1
ERGE3043.1
ERGE1585.1
ERGE3B84.1
CDJE251B.1
ERGEG236.1
ERGEO784.1
ERGB0123.1
EFO17756.2
ERGE5579.1
ERGE1802.1
ERGE3440.1
¥P_003141401.1
ERGES5443.1
ERGES5325.1
ERG75484.1
ERG79517.1
ERG75127.1
XP_001856338.1
XP_003139375.1
CDJ54035.1
XP_001854896.1
ERGB7338.1

>ASPOD458_1
=ASP13657_1
=ALPOOST7_1
>ASP01341_1
=ALPODG1T_1
»PTPO4423_1
=ALPODOO4_1
=ASPO0185_1
>A5P00211_1
>ASPO0122_1
=CGP00044_1
»0VPO0582_1
>ASPO062B_2
=ASP01375_1
»AIPO0OO55_1
>ASP01234_1
=ALPOD327_1
>ASPO0138_1
>BMPOOB17_1
=ALPODBSS_1
>PPPO0O044_1
>ASPO1358_1
=ASP01345_1
#AIPODZ295_1
>NBP0O0407_1
=ASPO2798_1

>ASP29877_1

>ASP02463_1
>TMP0O0013_1
»BMPO7010_1
=ACPD1389_1
»T5P00452_1
»ACPD1204_1

>ACPOG6T5_1
>ACPO0468_1
>ACPOT7262_1
>GPPO0015_1
=ASP00020_1
=ASP04607_1
»BMP0O0967_1
>AIPO0062_1
>ALPO0664_1
>ACP02024_1
>AIPO0152_1
>ASPD0586_1
=ASPD0965_1
=ASP27299_1
=HCPO0673_1
>ALPO1065_1
=ASP00431_3
=ASP17373_1
=ASP00276_1
=ASPD0556_1
>ASPD0458_1
=ASP13657_1
>ALPDOS77_1
=ASP01341_1
>ALPO0617_1
>PTPD4423_1
=ASPO0195_1
=ASP00211_1
=ASP00122_1
=ASP00314_2
>CGPO0044_1
>0VPOO582_1
=ASPD0628_2

Desenvolvimento pos-
embrionario

Desenvolvimento embrionario
que termina ao
nascimento/eclosdo dos ovos
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Processo cujo resultado especifico € a progressdo do organismo ao longo do tempo, a partir da
conclusdo do desenvolvimento embrionario para a estrutura madura.

Processo cujo resultado especifico € a progresséo de um embrigo ao longe do tempo, da formacdo do
zigoto até ao final da vida embrionéria



rps-15
rps-16
rps-17
rps-19
rps-2
rps-23
rps-25
rps-26
rps-4
rps-5
rps-9
vps-2

ERGE2483.1
ERGED345.1
ERG7ETE2.1
CAAB2599.1
EFO25684.2
XP_001901838.1
XP_001901957.1
ERGE1670.1
ERGE3155.1
EGT36335.1
XP_001894478.1
CDJ5S6210.1

=ASPO1375_1
=AIPOOOS5_1
>ASP01234_1
»ALPOO327_1
>ASPO013B_1
»BMPOOB17_1
»AIPOD156_1
»ALPOOBSS_1
=AIPOD253_1
>PPPO0044_1
=AIPO025S_1
=55P00672_1

Desenvolvimente embrionario
que termina ao
nascimente/eclosdo dos ovos
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Processo cujo resultado especifico € a progressdo de um embrido ao longo do tempo, da formagdo do
zigoto até ao final da vida embricnaria




Gene

hsp-3

ifta-1

rack-1
unc-27

act-2
lev-11
rack-1
rpl-19

act-2
hsp-60
lev-11
rack-1
rps-17
unc-27
unc-87

act-2

lev-11
unc-27
unc-87

act-2
hsp-60

ifta-1
lev-11
rack-1
rps-17
unc-27
unc-87

atp-2
rack-1
rpl-19
rps-13

atp-2
rack-1
rpl-19
rps-13

ifta-1
lev-11
rps-17
unc-27
unc-87

atp-2
fit-2
lev-11
mic-3
rack-1

fit-2
lev-11
milc-3
rack-1

act-2
lev-11
unc-27
unc-87
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Tabela 7 - Genes e identificacdo nos bancos de dados NCBInr e NEMBASE4 das proteinas identificadas
como envolvidas em cada processo bioldgico do grupo “Actin cytoskeleton organization” e determinac¢do da
fun¢do de cada processo.

ID NCBInr

CDJ50614.1

EYC36628.1

ERGB7647.1
X¥P_001858461.1

¥P_002643901.1
CDJ92091
ERGE7647.1
EFO17796.2

XP_002643901.1

EJD75255.1
CDJ92091
ERGB7647.1
ERG78782.1
X¥P_001858461.1
ERGBEGT1

XP_002643901.1
CDI52091
XP_001898461.1
ERGEB6T1

XP_002643901.1
EID75255.1
EYC36628.1

CDJ92091
ERGB7647.1
ERG78782.1

X¥P_001858461.1

ERGBEGT1

EYC16545.1
ERGET7E647.1
EFO17796.2
ERGE7338.1

EYC16545.1
ERGE7647.1
EF017756.2
ERGB7338.1

EYC36628.1
CDJ52091
ERG78782.1
¥P_0018%93461.1
ERGBE571

EYC16545.1
AHI111551
CDJ92091
ERGB5616.1
ERGE7647.1

AHJ11155.1
CDJ92091
ERGB5616.1
ERGE7647.1

XP_002643901.1

CDJ52091
XP_0018598461.1
ERGBE5T1

ID NEMBASE 4

>ACPO4260_1
»ASPOO0B3_1
>ALPOOGE4_1
»ASPOO790_1

»ASPO2463_1
»ASP04697_1
»ALPO0GE4_1
=A5P00276_1

»A5P02463_1

»GPPOO015_1
»ASPO4697_1
>ALPOOGE4_1
»ASP01234_1
»ASPOOT790_1
*ALPOO126_1

»A5P02463_1
»A5P04657_1
»A5P00750_1
»ALPOO126_1

»A5P02463_1
»GPPO0D15_1
=ACP41234 1
»ASPO4697_1
>ALPOOGE4_1
»ASP01234_1
»ASPOO790_1
*ALPOO126_1

>ACPO1385_1

»ALPOOGG4_1
>ASPOD276_1
>ASPOD628_2

>ACPO1385_1
»ALPODSE4_1
=ASPDD276_1
>ASPOD528_2

>ASPOD0OB3_1
»ASP04697_1
»>ASP01234_1
=>ASPOOT790_1
»ALPOD126_1

>ACPO1389_1
>ACPOBETS_1
>ASPD4597_1
+ASPD1133_1
»ALPODS64_1

>ACPOGET5_1
>ASPD4597_1
=ASP01133_1
»ALPODS64_1

»>ASP02463_1

»ASP04697_1
FASPOOT90_1
=ALPOD126_1

Processo Bioldgico Funcdo

Morfogénese do

Geragdo e organizagdo de componentes celulares (toda a célula e partes celulares)
componente celular

Citocinese Divisdo do citoplasma e membrana plasmatica celular; separagdo celular em duas células filhas

Montagem, disposigdo das partes constituintes, ou desmontagem de uma organela dentro de uma

Organizacdo de organelas .
& < E célula

Montagem, arranjo das partes constituintes, ou a desmontagem de estruturas do citoesqueleto

QOrganizacdo de
componentes celulares a Meontagem, arranjo de partes constituintes, ou a desmontagem de um componente celular
nivel celular

Processo envolvido no movimento de auto-propulsdo controlada de uma célula que resulta
na translocagdo da mesma.
Motilidade celular

Processo envolvido no movimente de auto-propulsionadas controlada de uma célula.

Migracdo celular

Agregacdo e organizagdo de um compenente celular.

Montagem de componente
celular a nivel celular

Comportamento especifico associado & eprodugdo de um organismo.

Comportamento
reprodutivo

Processo enveolvide na depesicdo de ovos (fertilizados ou ndo)

Postura de ovos

Montagem, arranjo de partes constituintes, ou a desmontagem de estruturas do

o citoesqueleto compreendendo filamentos de actina e suas proteinas associadas
QOrganizagdo do

citoesqueleto de actina



ifta-1
lev-11
rps-17
unc-27
unc-87

gdi-1
hzp-3
rack-1
vps-2

act-2
lev-11
unc-27
unc-87

ERGBO822.1
CDI52091
ERG78782.1
XP_001858461.1
ERGBEETL

CDIB4377.1
CDJS0614.1
ERGET647.1
CDJ86210.1

XP_002643901.1
CDJs2091
XP_001858461.1
ERGEBGTL

=ASP00083_1
*ASP04697_1
»ASP01234_1
>ASP00790_1
>ALPOD126_1

*ACP00468_1
*ACP04260_1
~ALPO0GGS_1
>33P00672_1

»ASP02463_1
>ASP04697_1
=ASP00790_1
*ALP00126_1
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Montagem de componente . .
Arranjo e agregacdo de um componente celular

celular
Localizagdo das proteinas Qualguer processo em gue uma proteina é transportada ou mantida em um lecal especifico.
Organizagdo do Processo que € realizado a nivel celular, resulta na montagem, desmontagem ou disposicdo das partes
citoesqueleto constituintes das estruturas do citoesqueleto
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Tabela 8 - Genes e identificacdo nos bancos de dados NCBInr e NEMBASE4 das proteinas identificadas
como envolvidas em cada processo bioldgico do grupo “Ribosome biogenesis” e determinacdo da fungdo de
cada processo.

Gene

M28.5
rla-0
rpl-7A
rps-17
rps-18
rps-28
rps-6
rps-8

rla-0

rla-1
rps-17
rps-8

M28.5
rla-0
rpl-7a
rps-17
rps-18
rps-28
rps-6
rps-8

M285
rla-0
rpl-74
rps-17
rps-18
rps-28
rps-6
rps-8

ID NCEBlnr

CDI&2504.1

EYC13195.1
XP_0031395379.1
ERG787B2.1
ERG79404.1
XP_001895164.1
ERGB13659.1
ERGB3265.1

EYC13155.1

ERGB1656.1
ERG78782.1
ERGB32659.1

CDI&2504.1

EYC13195.1
XP_003139379.1
ERG78782.1
ERG75404.1
XP_001895164.1
ERGB13659.1
ERGB3265.1

CDIB2904.1
EYC13195.1
XP_003139375.1
ERG78782.1
ERGT75404.1
XP_001855164.1
ERGEL360.1
ERGE3265.1

ID NEMBASE 4

>NBPOO407_1

>ACP02024_1
»ASPO0314_2
»ASPO1234_1
>ALPOODBS_1
=ASP17365_1
=ASPO1358_1
=ASPO1345_1

>ACPD2024_1

=AIPO0152_1
»ASPO1234_1
»ASPO1345_1

*NBPOO407_1

>ACPO2024_1
»ASPO0314_2
»ASPO1234_1
=ALPOODBS_1
=ASP17365_1
»ASPO1358_1
»ASPO1345_1

>NBP00407_1
=ACP02024_1
>A5P00314_2
>A5P01234_1
>ALPO00BS_1
>A5P17365_1
>ASPO1358_1
>A5P01345_1

Processo Bioldgico Fungdo

Processo que resulta na biossintese de macromoléculas, a montagem dos constituintes, e arranjo
das partes constituintes de subunidades do ribossomo; inclui o transporte para os locais de sintese
de proteina.

Biogénese do ribossomao

A adigdo sucessiva de residuos de aminoécidos de uma cadeia de polipeptidio nascente durante a

biossintese de proteinas
Alongamento durante o

processo de tradugdo

Processo gue resulta na biossintese de macromoléculas, a montagem dos constituintes,  arranjo
das partes constituintes de um componente celular.

Bicgénese do compenente
celular a nivel celular

Biogénese do complexo Processo celular gue resulta na biossintese de macromoléculas, a montagem dos constituintes, e arranjo
riboproteico das partes constituintes de um complexo contendo RNA e proteinas.




Gene
ahcy-1
gdh-1
got-1.2
mdh-1

ahcy-1

zdh-1

got-1.2
mdh-1

ahcy-1

gdh-1

got-1.2
mdh-1

ahcy-1

gdh-1

got-1.2
mdh-1
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Tabela 9 - Genes e identificacdo nos bancos de dados NCBInr e NEMBASE4 das proteinas identificadas
como envolvidas em cada processo biolégico do grupo “Organic acid metabolic process” e determinacdo da
fun¢do de cada processo.

1D NCBinr
XP_0015901085.1
ERG79150.1
EGT53068.1
ETN79000.1

XP_001501095.1
ERG79150.1
EGT53068.1
ETN79000.1

XP_001501095.1
ERG79150.1

EGT58068.1
ETN79000.1

XP_001501095.1

ERG79150.1
EGT58068.1
ETN75000.1

ID NEMBASE 4
>BMPO7010_1
*ALPOD0DBO_1
>BUP00S36_1
>BXPO1625_1

*BMPO7010_1
*ALPOD0DBO_1
>BUP00S36_1
>BXPO1625_1

=BMPO7010_1
*ALPOD0DBO_1
>BUP00S36_1
*BXPO1625_1

>BMPO7010_1

=ALPOODEO_L
>BUP00936_1
>BXPO1625_1

Processo Biologico

Processo metabdlico da
cetona celular

Processo metabdlico do
oxidcido

Processo metabdlico do
acido organico

Processo metabdlico do
acide carboxilico

Funcdo

As reacdes e vias quimicas envalvendo qualquer classe de compostos orgénicos que contém o grupo
carbonil

As reacdies quimicas e caminhos que envolvem gualguer oxidcido

As reacdes e vias quimicas gue envolvem acido organico

As reagdes e vias guimicas gue envolvem os acidos carboxilicos
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Tabela 10 - Genes e identifica¢do nos bancos de dados NCBInr e NEMBASE4 das proteinas identificadas
como envolvidas em cada processo biolégico do grupo “Body morphogenesis” e determinagdo da fungdo de

cada processo.

Gene
M28.5
TOZHG.11

YE5B4BR.5
act-5
ahcoy-1
atp-2
hsp-3
ifb-1
ifta-1
lev-11
mua-6
myo-3
rack-1
rpl-5
rps-17
rps-26
rps-9
unc-27

M28.5
TOZHB.11

YE5B4BR.5
ahcoy-1
hsp-3
ifb-1
lev-11
mua-6

myo-3
rpl-5

rps-17
rps-26
rps-9

ID NCBInr
CDJE2504.1
ERGEDS44.1

ERGEO783.1

NP_499805.1
XP_001901055.1
EYC16545.1
CDJ50614.1
P23731.1
EYC36628.1
CDJ52091
ERGED822.1
XP_001895601.1
ERGETG47.1
ERG75917.1
ERG7E782.1
ERGE1670.1
XP_001854478.1
XP_001858461.1

CDJE2504.1
ERGEDS44.1

ERGEO783.1

XP_001901055.1
CDJ50614.1
P23731.1
CDJ52091
ERGED822.1

XP_001859601.1
ERG75917.1
ERG7E782.1
ERGE1670.1

XP_001854478.1

ID NEMBASE4
>NBP00407_1
>ASP02798_1

>ASP25877_1

>TMPO0013_1
»BMP07010_1
>ACP01389_1
>ACP04260_1
=ASPO0020_1
>ASPO0083_1
=ASP04697_1
>ASPO0083_1
>BMP0O0267_1
>ALPO0GE4_1
>ASP0D195_1
=ASP01234_1
>ALPO0BOS_1
>AIP00299_1
=ASPO0790_1

>NBP0O0407_1
>ASP02798_1

>ASP25877_1

»BMPO7010_1
*ACPO4260_1
>A5P00020_1
>A5P04697_1
>A5P00083_1

>BMPO0S67_1
>A5P001585_1
>A5P01234_1
»ALPODESS_1
>AIPO0255_1

Processo bioldgico Fungdo

Morfogénese da estrutura = .
Processo em que as estruturas sdo geradas e organizadas

anatomica

Morfogénese do corpo Processo no gual as estruturas anatdmicas sdo geradas e organizadas
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Tabela 11 - Genes e identifica¢do nos bancos de dados NCBInr e NEMBASE4 das proteinas identificadas

como envolvidas em cada processo bioldgico do grupo “Regulation of multicellular organism growth” e
determinagdo da fungdo de cada processo.

Gene

TOZHE.11

ahoy-1
enol-1
lev-11
prdx-2
rpl-25.1
rpl-30
rps-17

TOZHE.11

enal-1
prdx-2

rpl-25.1
rpl-30
rps-17

TO2HE.11
enol-1
prax-2

rpl-25.1
rpl-30
rps-17

1D NCBInr
ERGE0S44.1
X¥P_001501095.1
ADHS5417.1
CDJs2091
Qivizzz
ERGE3440.1
X¥P_003141401.1
ERG78782.1

ERGE0S44.1

ADHS5417.1
Qivizzz
ERGE3440.1

XP_D03141401.1
ERG78782.1

ERGB0944.1
ADH95417.1
Ql71722
ERGB3440.1
XP_003141401.1
ERG78782.1

1D NEMBASE 4
>ASPO2798_1
»BMPO7010_1
=ACPO1204_1
=ASP04697_1
»PAPDOOS0_1
>A5P13657_1
>*ALPOO577_1
>A5P01234_1

>ASPO2798_1

*ACPO1204_1
»PAPDOOSO_1
=ASP13657_1

»ALPOO577_1
>A5P01234 1

*ASP02798_1
>ACPO1204_1
>PAPDOOSO_1
*ASP13657_1
*ALPOOST7_1
*ASP01234 1

Proceszo Bioldgico

Regulagio do crescimento
do organismo multicelular

Regulacéo positiva do
crescimento do organismo
multicelular

Regulacdo positiva do
processo do organismo
multicelular

Fungdo

Processo gque modula a frequéncia, a taxa ou o grau de crescimente de corpo de um organismo de modo a
que ele atinge o seu tamanho corporal habitual

Processo que ativa ou aumenta a freqiiéncia, taxa ou extensdo de crescimento de um organismo para atingir
o0 seu tamanho corporal habitual

Processo gue ativa cu aumenta a freqiéncia, taxa ou extensdo de um processo do organismo




Gene

YE5B4ER
ith-1
lev-11
mua-6
rpl-14
rpl-18
rpl-23
rpl-31
rps-10
rps-16
rps-19
rps-23
rps-28
rps-6

Y65B4ER.

ifb-1
lev-11
mua-6
rpl-14
rpl-18
rpl-23
rpl-31
rps-10
rps-16
rps-19
rps-23
rps-28
rps-6
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Tabela 12 - Genes e identifica¢do nos bancos de dados NCBInr e NEMBASE4 das proteinas identificadas
como envolvidas em cada processo bioldgico do grupo
fun¢do de cada processo.

1D NCBInr
ERGEO783.1
P23731.1
CDJsz091
ERGEOB22.1
CDJB2518.1
ERGEO123.1
ERGE1802.1
ERGE5443.1
XP_001854896.1
ERGE0E45.1
CAAB2599.1
XP_001501838.
¥P_001895164.1
ERGE1369.1

[

ERGEO783.1

P23731.1
CDJs2091
ERGEOB22.1
CDJB2518.1
ERGEO123.1
ERGE1802.1
ERGE5443.1
XP_D01894896.1
ERGE0E45.1
CAAB2599.1
XP_001501838.1
XP_001855164.1
ERGE1369.1

ID NEMBASE4
>ASP29B77_1

>ASP0O0020_1
>ASP04697_1
>ASPO00E3_1
>HCPOD673_1
>ASP17373_1
>ASPO0458_1
>ASPO1541_ 1
>0VPO0582_1
=AIPOD0S5_1
*ALPOD327_1
»BEMPO0B17_1
>A5P17365_1
>ASPO1358_1

>ASP29B77_1

>ASP0O0020_1
>ASPD4657_1
>ASPO00E3_1
>HCPOD673_1
>ASP17373_1
>ASPO0458_1
>ASPO1541_ 1
»0OVP0O0582_1
=AIPOD0S5_1
*ALPOD327_1
»BEMPO0B17_1
>ASP17365_1
>ASPO1358_1

Processo biologico

Ciclo de muda da cuticula

Ciclo de muda do coldgeno e da
cuticula baseada em cuticulin

“Molting cycle protein based-cuticle” e determinagio da

Fungdo

Descolamento periddico de uma parte ou a totalidade de uma cuticula e substituicdo por uma nova.

0 descolamento periddico de parte ou da totalidade de um coldgeno e cuticula baseada em cuticulin,
que depois & substituido por novos.
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Tabela 13 - Genes e identificagdo nos bancos de dados NCBInr e NEMBASE4 das proteinas identificadas
como envolvidas em cada processo bioldgico do grupo “Sex differentiation” e determinagdo da funcdo de cada

processo.

Gene

YB5B4BR.5
act-2
act-5
atp-2
cct-7

enol-1
lev-11
ndk-1
rack-1
rpl-19
ropl-25.1
rpl-31
rpl-38
rpl-5
rpl-7A
rps-13
rps-23

YB5B4BR.5
act-2
act-5
cct-7

enol-1

lev-11

ndk-1

rack-1

rpl-25.1
rpl-31

rpl-38
rpl-5

rpl-7A
rps-23

YB5B4ER.5
act-2
act-5
atp-2
cct-7

enol-1
lev-11
ndk-1
rack-1
rpl-19
rpl-25.1
rpl-31
rpl-38
rpl-5

rpl-7A
rps-13
rps-23

YB5B4ER.5
act-2
act-5
atp-2
cct-7

enol-1
lev-11
ndk-1
rack-1

ID NCBInr
ERGBO783.1

XP_002643901.1
MNP_4959809.1
EYC16545.1
XP_003376578.1
ADHS5417.1
CDJs2091
XP_003138722.1
ERGE7E47.1
EFD17756.2
ERGE3440.1
ERGES443.1
ERGB5836.1
ERG75917.1
XP_003139375.1
ERGE7338.1
XP_001901838.1

ERGEOTE3.1

XP_002643901.1
NP_499809.1
XP_D03376578.1
ADHS5417.1
CDJ52091
XP_003139722.1
ERGETH47.1
ERGE3440.1
ERGES443.1

ERGE5S836.1
ERG75917.1
XP_003135375.1
XP_001501838.1

ERGE0783.1

X¥P_0026435901.1
MNP_4599809.1
EYC16545.1
¥P_003376578.1
ADH25417.1
CDJS2091
¥P_003139722.1
ERGETG47.1
EFO177586.2
ERGE3440.1
ERGB5443.1
ERGB5836.1
ERG75917.1
X¥P_0031393759.1
ERGET338.1
¥P_001501838.1

ERGE0783.1

X¥P_0026435901.1
MNP_4599809.1
EYC16545.1
X¥P_003376578.1
ADHS5417.1
CDJ92091
¥P_003139722.1
ERGBT7647.1

ID NEMBASE4
>ASP29877_1

>ASP02463_1
>TMP00013_1
»ACP01389_1
>TSP00452_1
~ACP01204_1
>ASP04697_1
~AIPO00S2_1
>ALPODEEA_1
>ASP00276_1
>ASP13657_1
>ASPO1341_1
>ALPOD004_1
>ASPO0195_1
>ASP00314_2
>ASPO0628_2
>BMP00817_1

>ASP259877_1

>A5P02463_1
>TMPOO013_1
=TSP00452_1
=ACP01204_1
=A5P04697_1
*AIPO0062_1
=ALPO0OG6S_1
>ASP13657_1
>ASP01341_1

»ALPOODO4_1
=ASP0O0195_1
>A5P00314_2
»BMPOOBLT_1

>A5P259877_1

>ASP02463_1
>TMPO0013_1
»ACPO1389_1
»T5P00452_1
»ACPO1204_1
=ASP04697_1
=AIPODOG2_1
=ALPOOGEGS_1
>ASPO0276_1
=ASP13657_1
>ASP01341_1
=ALPOODO4_1
>AS5P00195_1
>ASPO0314_2
>ASP00628_2
»BMPODB17_1

>A5P259877_1

>ASP02463_1
>TMPO0013_1
=ACPO1389_1
»T5P00452_1
»ACPO1204_1
>ASP04697_1
»AIPOD0G2_1
»ALPOOGE4_1

Processo bioldgico

Desenvolvimento de drgios

Desenvolvimento da genitélia

Processo de desenvolvimento
enveolvide na reproducdo

Diferenciacio sexual

Funcdo

Desenvelvimento de um tecido ou tecidos que funcionam em conjunto para executar uma fungdo ou
fungées especificas

Processo cujo resultado especifico é a progressdo da genitélia ao longo do tempo para a estrutura
madura

Processo de desenvolvimento em que uma progressiva mudanca no estado de uma parte de um
organismao contribui especificamente para a sua capacidade para formar prole.

0 estabelecimento do sexo de um organismo pela diferenciagio fisica.



