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“Toda a nossa ciéncia, comparada com a realidade, € primitiva e infantil —

e, no entanto, é a coisa mais preciosa que temos”.

(Albert Einstein)
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Resumo

Potamotrygon falkneri e Potamotrygon motoro consistem em espécies
de arraias da familia Potamotrygonidae. Estas familias sdo caracterizadas por
terem um ferrdo retro-serrilhado coberto por um epitélio glandular produtor de
peconha. A sintomatologia desses acidentes se da por processos inflamatorios
podendo progredir até a necrose e Ulceras. O conhecimento acerca dos
componentes proteicos desta peconha ainda € muito limitado. No presente
estudo, ferramentas transcritdmicas foram utlizadas afim de melhor
compreender o conteudo proteico do ferrdo das espécies P. falkneri e P.
motoro. Primeiramente, uma extracdo de RNA com trizol foi realizada com
subsequente analise por eletroforese em gel de agarose. Os RNAs obtidos
foram sequenciados através da plataforma Illumina MiSeq. Para as analises do
perfil transcritbmico, as sequéncias foram montadas de novo através do
programa Trinity. ApOs, para caracterizacdo funcional, os dados foram
submetidos a ferramenta BLAST contra base de dados UniProt seguida de
subsequente analise na base de dados do KEGG Orthology. Posteriormente,
um diagrama de Venn foi elaborado indicando o grau de semelhanca entre as
espécies. Apos andlise no KEGG, os transcritos foram divididos em grandes
categorias, onde, a mais expressa das categorias correspondeu aos transcritos
nao relacionados a nenhuma via biolégica aparente, representando 30% para
P. falkneri e 31% para P. motoro, em seguida a categoria mais abundante e
com grande importancia foi a de metabolismo com 15% para P. falkneri e 14%
para P. motoro. Vale ressaltar também a categoria de processos celulares com
10% para ambas as espécies. ApOs essa separacdo de classses, analises das
vias relacionadas ao metabolismo e possiveis proteinas relacionadas aos
sintomas observados nos acidentes ocasionados por arraias, foram discutidas,
tais como, fosfolipases, metaloproteinases e desintegrinas. Em suma, as
analises transcritoma ajudardo a elucidar como se da o processo de
envenenamento e quais as possiveis moléculas responsaveis pelos danos
causados nesses acidentes, esse estudo permitira ainda, entender como
podemos minimizar os danos causados nesses acidentes, amenizando assim,
0s danos socioecondmicos causados a essas populacdes ribeirinhas.

Palavras chave: Arraia, ferrdo, transcritoma, sequenciamento de novo



Abstract

Potamotrygon falkneri and Potamotrygon motoro are stingray species
from Potamotrygonidae family. This family has a typical aliasing sting covered
by glandular epithelium producer venom. The symptomatology of such
accidents occurs by inflammatory processes and may lead to necrosis and
ulceration. The knowledge about the protein venom components of this, are still
very limited. In the present study, transcriptomic tools were used in order to
better understand the protein content of P. falkneri and P. motoro sting. Firstly,
a RNA extraction was performed using trizol with subsequent agarose gel
electrophoresis analysis. The obtained RNAs were sequenced using the
lllumina MiSeq platform. For the transcriptome profile analysis, the sequences
were de novo assembled by Trinity program. Furthermore, functional
characterization was performed, where, data were submitted to BLAST against
UniProt database, followed by KEGG Orthology database analysis.
Subsequently, a Venn diagram was prepared, indicating the similarity between
species. After the KEGG analysis, the transcripts were divided into categories,
where the most explicit category was the category with transcripts unrelated to
any apparent biological pathways corresponding to 30% for P. falkneri and 31%
for P. motoro, in sequence, the most abundant and very important category was
metabolism with 15% for P. falkneri and 14% for P. motoro, it is also worth
mentioning the category of cellular processes with 10% for both species. After
this separation, subsequent analysis of pathways related to metabolism and
possible proteins related to symptoms observed in accidents caused by
stingrays were discussed, such as, phospholipases, metalloproteinases and
disintegrins. In short, the transcriptome analyzes will help elucidate how is the
process of poisoning, and what the possible molecules responsible for the
damage caused in these accidents, in addition, this study also allow, to
understand how we can minimize the damage caused in such accidents, thus
mitigating the physical and socio-economic damage to these riverine
populations.

Keywords: Stingray, sting, transcriptome, de novo assembly
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Introducao

Taxonomia dos Myliobatiformes

As arraias sao animais da classe dos Chondrychthyes, que constituem
um grupo predominantemente marinho, esse nome se da pelo seu esqueleto
cartilaginoso. Juntamente com os tubardes, as arraias sao pertencentes a
subclasse Elasmobranchii. Porém, estas se diferenciam dos mesmos por
apresentarem corpos achatados dorsiventralmente, com nadadeiras peitorais,
boca e fendas branquiais localizadas na parte ventral, além de olhos e
espiraculos localizados no topo da cabeca na parte dorsal (Rosa, 1985). Na
ordem dos Myliobatiformes estdo as arraias chamadas de arraias-de-ferrao,
onde predominam umas das caracteristicas mais importantes, calda com
presenca de um ou mais ferrbes retrosserilhados na porgcédo dorsal (Rosa,
1985) (Figura 1).

Figura 1. Extracdo do ferrdo da arraia da espécie P. falkneri. Foto tirada por Nelson
Janior (2012).
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Estes ferr6es consistem em estruturas rigidas que sao derivadas de
denticulos dérmicos recobertos por um epitélio rico em células produtoras de
toxinas (Figura 2) (Haddad et al., 2004). As arraias sdo animais benténicos,

ficando geralmente no fundo de rios, mares e lagos (Haddad et al., 2004).

Figura 2- Figura esquemédtica demonstrando a anatomia de um corte transversal do
ferrdo. A. Cauda com ferréo indicando sentido do corte. B. Ferréo em corte transversal
mostrando regido mineral no centro e as glandulas produtoras de pegonha recobrindo o
mesmo. C. Organizagao das células epiteliais com a presenca de glandulas produtoras
de muco. D. Organizacéo das células produtoras de peconha alongadas e compactadas
em volta da regido 6ssea do ferrdo. E. Distribuicdo das glandulas produtoras de
peconha.
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A familia Potamotrygonidae pertence a ordem Myliobatiformes podendo
suas espeécies e géneros serem marinhas ou fluviais. Esta familia pode ser
dividida em cinco géneros: Heliotrygon, Paratrygon, Plesiotrygon, Teaniura e
Potamotrygon (Figura 3). Estas espécies tém sido encontradas em todo litoral
brasileiro, sendo que as de agua doce sdo encontradas com maior frequéncia
em rios das regides Norte e Centro-Oeste. O género Potamotrygon, como
atualmente reconhecido, tem sido representado por 16 a 18 espécies (Rosa,
1985). No entanto, algumas espécies com ampla distribuicdo geografica podem
ser subdivididas em novas espécies (ex. Potamotrygon motoro e Potamotrygon
orbignyi) (Rosa, 1985). Estas espécies bentdnicas possuem um longo apéndice
caudal semelhante a um chicote, onde estdo localizados de um a quatro
ferrdes 6sseos serrilhados, recobertos por um epitélio glandular, cujas células

produzem peconha (Compagno and Roberts, 1982).
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Figura 3- Exemplares e representantes dos diferentes géneros de arraias até hoje
descritos dentro da familia Potamotrygonidae. A. Heliotrygon  gomesi
(http://www.wikipeixes.com.br/especies:heliotrygon_gomesi). B. Paratrygon aiereba
(http://rochen.chapso.de/paratrygon-aiereba-s235085.htmL). C. Plesiotrygon nana
(http://Iwww.roggenforum.nl/viewtopic.php?f=58&t=4482). D. Teaniura lymma
(http://pourquoi-je-plonge-en-bretagne.over-blog.com/40-index.htmL) e E. Potamotrygon
falkneri (Foto de Nelson Gomes). As figuras A, B, C e D foram modificadas da internet.
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Epidemiologia de peixes dulciaquicolas

Acidentes em humanos provocados por animais marinhos ou fluviais s&o
comuns e podem ser observados em numerosas situagdes. Esses acidentes
sdo causados por dentes com capacidade de lacerar, como se observa nas
mordidas de piranhas ou por dentes perfurantes (serpentes peconhentas, em
gue estes agem ainda como instrumentos de inoculacdo) e ferrdes, estruturas
0sseas comuns nos peixes da ordem Siluriformes e Myliobatiformes. A maioria
dos acidentes ocorrem com pescadores, que podem necessitar de longos
periodos para restabelecimento, permanecendo dias sem poder trabalhar,
causando-lhes dificuldades socioecondmicas (Haddad et al., 2004).

Para o Pantanal, apesar do alto atrativo turistico e potencial de captura de
peixes nobres como pacu (Piaractus mesopotamicus), surubim
(Pseudoplatystoma spp.), dourado (Salminus brasiliensis), jad (Zungaro jahu),
piavucu (Leporinus macrocephalus), piraputanga (Brycon hilarii), barbado
(Pinirampus pinirampu), jurupoca (Hemisorubim platyrhinchos), jurupencem
(Sorubim lima) e outros, ndo ha relato de estudos sobre acidentes
traumatizantes causados por animais em pescadores da regido. Muitas dessas
espécies, junto da abundancia de piranhas (subfamilia Serrasalminae), trairas
(Hoplias malabaricus), arraias (Potamotrygon spp.) (Figura 4), mandis
(Pimelodus spp., Pimelodella spp. e Rhamdia spp.), armaus (familia
Doradidae), cascudos (familia Loricadae) e outros, sdo capazes de provocar

acidentes graves por ferrdes ou mordidas (Haddad et al., 2004).
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Figura 4. Exemplares de duas espécies do género Potamotrygon. A. Espécie Potamotrygon falkneri. B. Espécie

Potamotrygon motoro. (Foto por Nelson Jinior)

A ocorréncia de acidentes por animais aquaticos tem sido mal mensurada
em todo o mundo. A maior parte dos dados disponiveis € regional e
completamente esporadica. Por exemplo, somente durante o veraneio/2010 (02
de julho a 1° de agosto 2010), foram registrados, pelo Corpo de Bombeiros
Militar do Pard, cerca de 480 acidentes com animais marinhos e de rios,
representando um aumento em 7% da ocorréncia em comparacao a 2009
(Jornal de Capanema, 03/08/2010,

http://paulovasconcellospv.blogspot.com/2010/08/divulgados-numeros-finais-

da-operacao.html).

Quando se avalia o nimero de acidentes ocasionados por arraias, estes
nameros se tornam ainda mais restritos, pois, pouco tem sido documentado.
Geralmente esses acidentes sdo observados regionalmente, ndo tendo assim
um dado sélido real no Brasil. O estudo mais recente feito por Garrone (2010)
relata acidentes com 31 pessoas na regido do Alto Rio Parana na regiao
sudeste do Brasil no periodo de 2004 a 2009, porém somente 16 vitimas foram
encontradas em uma busca ativa. Vale ressaltar que nenhum desses casos foi

registrado em nenhum posto de saude da regido. Todas as vitimas relataram
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sintomas iguais aos descritos por Haddad (2004), e somente em um caso em
particular se observou a necrose de parte de um membro.

As manifestagfes clinicas mais observadas em acidentes por arraias e
peixes dulciaquicolas se déo pelo desencadeamento de processos dolorosos e
lesbes, podendo chegar até a Ulceras e necrose da &rea atingida (Haddad et
al., 2004). A peconha da arraia também pode causar sintomas como vomitos,
convulsdes e paralisia do membro afetado (Fenner et al., 1989).

Nos acidentes provocados por arraias de agua doce, as vitimas também
relatam dor intensa e queimacao (Haddad et al., 2004). Sinais de eritema,
edema e diferentes graus de sangramento ao redor do local da ferroada
aparecem na primeira fase do envenenamento, seguida de uma necrose
cianotica central, frouxidao tecidual e formacdo de uma ulcera de coloracdo
rosada que evolui lentamente, caracteristico desse tipo de envenenamento
(Haddad et al., 2004). A peconha das arraias de agua doce pode causar
sintomas sistémicos, como vomito, convulsdes, edema generalizado, paralisia

do membro afetado, hipotensao e bradicardia (Fenner et al.,1989).

Abordagem transcritdbmica como ferramenta na
descoberta de novas ferramentas terapéuticas

Mais recentemente, a possibilidade de utilizar estratégias modernas de
biologia molecular para clonagem, mutagénese dirigida e expressdo de genes
que codificam para toxinas especificas ou fragmentos de genes, visando a
utilizacdo das toxinas produzidas para verificar sua interacdo com canais
ibnicos, tem despertado o interesse de praticamente todos os grupos de
pesquisa que estudam toxinas animais .

A grande quantidade de informagOes fornecidas por cada um desses
métodos isoladamente e o cruzamento dos dados obtidos por cada um deles
para uma mesma substancia tem facilitado o trabalho de deteccao, purificacédo
e elucidacao estrutural de peptideos e polipeptideos. Esses métodos tém sido
utilizados principalmente por quimicos, bidlogos, bioguimicos e farmacologos,
com destaque para aqueles envolvidos em investigacbes de compostos

biologicamente ativos, geralmente produtos naturais. As necessidades e
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urgéncias nos estudos de produtos naturais tém exigido inovagdes tecnoldgicas
dos métodos fisicos de analise (Magalhaes et al., 2006).

Somente uma pequena porcentagem das macromoléculas de origem
animal ja foi estudada no sentido de elucidacéo estrutural de algumas de suas
moléculas principais. Considerando-se as diferentes fontes de produtos
naturais disponiveis (microrganismos, flora e fauna), verifica-se que
pouquissimo desse enorme "estoque" natural de substéncias é conhecido.
Muitas dessas moléculas podem vir a ser valiosas na medicina humana,
veterinaria, na agricultura, etc. Com as constantes mudancas promovidas pelo
homem nos sistemas ecologicos do planeta, esse magnifico estoque de
substancias e material genético pode estar se perdendo. Assim, 0 processo de
descoberta de novas substancias deve ser acelerado, sem prejuizo para a
diversidade biologica. Para isso, este arsenal de métodos de caracterizacéo
quimica deve ser usado com sabedoria. O uso combinado de abordagens
protedmicas, genOGmicas e transcritbmicas tem contornado obstaculos
tecnoldgicos e reduzido a necessidade de grandes quantidades de material
biolégico de maneira racional e inteligente.

Técnicas de caracterizacado quimica de proteinas, como a espectrometria
de massa, sdo métodos utilizados para identificar proteinas em misturas
complexas, como tecidos, fluidos biolégicos ou organelas. Andlises dos
transcritos (RNAm), ou transcritoma, sugerem quais proteinas estdo sendo
expressas em um determinado tipo de célula ou tecido (Magalhaes et al., 2006;
Rabilloud, 2002). Analises dos transcritos de glandulas de peconha ja foram
realizadas em serpentes e outros animais, porém, ainda nao foi descrito para
arraias. Nesses estudos, o conhecimento sobre a composi¢cao das peconhas
dos animais investigados, bem como sobre a diversidade de estruturas de seus
componentes foi grandemente ampliado, reforcando a utlidade dessa

estratégia na prospeccédo de produtos naturais.
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Analises transcritdmicas de glandulas de peconha de
animais

Escorpides

Com o advento da tecnologia de sequenciamento de Ultima geracéo, um
amplo espectro para analises se abriu no meio cientifico. Com esse advento,
as pesquisas com venenos ou peconhas de animais de varias espécies
também sofreriam um grande avanco, a transcritomica, entdo, veio como uma
importante ferramenta para analises de glandulas de peconhas de animais, tais
como, escorpides, aranhas, serpentes e também de insetos.

Peconhas de escorpibes vém sendo estudadas durante anos,
identificando centenas de proteinas que possuem um grande potencial médico
e farmacoldgico, entretanto, ainda usa-se pouco destas ferramentas, em
especial quando se trata de aspectos evolutivos e celulares. Peconhas
consistem em uma importante caracteristica atribuida a esses animais, que se
tornaram cruciais na luta pela evolugcdo dos escorpides por mais de 400
milhdes de anos (Ma et al., 2012). Nesse contexto, Ma e colaboradores (2012)
estudaram a evolucao do arsenal de proteinas e peptideos dos escorpides da
familia Buthidae e Euscorpiidae. Quinze classes, incluindo peptideos e
proteinas foram sequenciados através da plataforma ABI3730 automated
sequencers (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), durante as analises da
glandula de peconha de duas espécies de Buthidae (Lychas mucronatus e
Isometrus maculatus) e uma espécie de Euscorpiidae (Scorpiops
margerisonae). Uma grande diversidade vem sendo observada apos a
traducdo de sequéncias de aminoacidos desses transcritos para proteinas e
peptideos, nesse aspecto, sete classes de proteinas e peptideos foram
compartilhadas entre os Buthidae e Euscorpiidae. As andlises de filogenia
molecular revelaram que, pelo menos cinco das sete classes de
proteinas/peptideos que se mostraram comuns aos 2 grupos, provavelmente
foram recrutadas para o conteudo protedmico dessas duas linhagens de
escorpides, muito antes da divisdo entre Buthidae e Euscorpiidae, com seus
genes correspondentes passando por eventos de duplicacdo de genes

individuais ou multiplos (Ma et al., 2012). Os peptideos e proteinas relatados
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sdo: a-KTxs, BKSPNs (B-KTxs e scorpines), peptideos aniénicos, peptideos
Lal-like, e scorpion venom serin proteases-SPSVs (proteinases serinicas de
peconha de escorpido). Varios tipos de peptideos e proteinas da peconha
demonstraram ser continuamente recrutados para o proteoma durante o0
processo de evolucdo individual da linhagens de escorpido. Para tanto, os
resultados fornecem pela primeira vez uma visao sobre o padrédo de
recrutamento do arsenal da peconha de escorpido (Ma et al., 2012).

Dando continuidade aos trabalhos realizados com glandula de peconha
de escorpido, outra familia de escorpides também foi analisada a partir do seu
transcritoma. A familia Chaerilidae é filogeneticamente distinta dos Buthidae,
seus componentes da peconha ainda sao desconhecidos, assim como a
evolucdo da sua peconha. Neste aspecto, He e colaboradores (2013)
estudaram, por meio de analises transcritbmicas, a glandula da peconha de
duas espécies de escorpido da familia Chaerilidae (Chaerilus tricostatus e
Chaerilus tryznai). Nesse estudo, quatorze classes de peptideos foram
descobertos para as duas espécies, sendo que, dez peptideos foram
compartilhados entre essas duas espécies. Particularmente, para as peconhas
de Chaerilidae foram encontrados quatro classes de peptideos (NaTx, B-KTx,
Scamp e peptideos bpp-like), que anteriormente pensava-se serem especificos
da familia Buthidae (He et al.,, 2013b). Além disso, o0s peptideos mais
abundantes encontrados para C. tricostatus e C. tryznai, foram peptideos
citoliticos. Entretanto 39 e 35 novas moléculas atipicas foram identificadas para
C. tricostatus e C. tryznai, respectivamente. Por fim, uma andlise evolutiva
indicou que os peptideos NaTx, B-KTx, e bpp-like toxin foram recrutados para o
proteoma da peconha dessas espécies antes da separacdo das familias dos
Buthidae e os ndo-Buthidae (He et al., 2013b). Este estudo forneceu um melhor
entendimento da familia Chaerilidae e mostrou que essa familia possui arsenal
protedmico especifico que é intermediario entre os Buthidae e os ndo-Buthidae.
Tais afirmagbes sugerem uma evolucdo dindmica dos componentes da
peconha de escorpido das espécies avaliadas (He et al., 2013b).

No trabalho desenvolvido por Rendon-Anaya e colaboradores (2012) foi
realizado um estudo de analises transcritdmicas de um escorpido mexicano da
espécie Centruroides noxius Hoffmann, utilizando uma plataforma de
pirosequenciamento por 454 através das plataformas GS20, GS-FLX e FLX-
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Titanium. Neste trabalho, trés formas distintas de experimentos de
sequenciamento foram realizadas, utilizando trés bibliotecas de cDNA
diferentes construidas de RNA extraidos também de trés maneiras diferentes,
uma utilizando todo o corpo do escorpido apos a extracdo do telson, e as
outras duas formas utilizaram a extracdo da glandula de peconha em dois
momentos distintos; primeiramente sem a retirada da peconha e em outro
momento foi realizado ap0s a extracdo da peconha. Mais de trés milhdes de
sequéncias foram obtidas dessas andlises e quase 19,000 iso-grupos foram
obtidos. Nos resultados para as sequéncias obtidas especificas para o telson,
72 isso-grupos (um total de 0,4% das transcrigdes originais) foram encontrados
apresentando similaridades com toxinas ja descritas anteriormente em outras
espécies de escorpides, além de espécies de anémonas do mar e também de
aranhas. Para sequéncias do corpo inteiro do escorpido sem o telson foram
obtidas 777,532 sequéncias, entretanto para o telson ativo (onde a peconha foi
retirada e foi aguardado 5 dias para extracdo de RNA) foram obtidas 981,028
sequéncias e para o telson sem a retirada da peconha foram obtidas 1,249,489
sequéncias. Apos as analises, foram identificadas proteinas de varias classes
diferentes, dentre elas, toxinas que se ligam a canais i6nicos especificos,
metalo-proteinases dependentes de zinco, fosfolipases, proteinases serinicas,
lipases, peptideos antimicrobianos e outros componentes da peconha. Uma
analise filogenbmica de genes realizada demonstrou uma taxa de evolucdo na
espécie em estudo, principalmente em proteinas ribossomais e componentes
do proteossoma. Além disso, uma andlise estatistica de comparacdo de
abundéancia de transcritos realizada para as amostras antes e depois da
extracdo da peconha do telson mostrou que 3% e 2% dos transcritos montados
tiveram um aumento de expressao no telson ativo e no telson em descanso,
respectivamente. Portanto, as estratégias de sequenciamento e de anotacdes
utilizadas forneceram uma visdo global dos processos celulares e moleculares
gue ocorrem nesses artropodes. Adicionalmente, essas analises podem
fornecer dados de respostas regulatorias e metabdlicas relacionadas a
producdo da peconha do escorpiao.

Outro trabalho também realizado com um escorpido mexicano endémico
do estado de Colima, a espécie Centruroides tecomanus, um grande causador
de acidentes nessa area, foi realizado por Valdez-Veldzquez e colaboradores
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(2013). Nesse trabalho foram utilizados para as analises transcritbmicas e
construcdo da biblioteca de cDNA dois pares de glandulas de peconha do
escorpido, a partir da biblioteca vérios clones foram escolhidos, a partir do qual,
130 sequéncias foram identificadas e agrupadas em 28 contigs contendo cada
um dois ou mais expressed sequence tags (ESTs) e 49 singlets com apenas
uma EST. As andlises de sequéncias mostraram que dentre os 53% de
transcritos encontrados para toxinas, 81% que correspondem a 24 sequéncias,
gue sao semelhantes a peptideos tdxicos que afetam a atividade dos canais de
sédio (Na*), enquanto os outros 19% das sequéncias (7 sequéncias) séo
similares a toxinas especificas atuantes nos canais de potassio (K*), o restante
das sequéncias estdo relacionadas a sequéncia de processos celulares,
peptideos antimicrobianos e proteinas sem funcéo definida (Valdez-Velazquez
et al., 2013). Esses resultados confirmam e corroboram o perigo dessa espécie

de escorpido para humanos residentes nessa regido do México.

Aranhas

Trabalhos realizados com aranhas também vém recebendo um enfoque
das técnicas de transcritoma. Um trabalho foi desenvolvido por He e
colaboradores (2013), com a glandula de peconha da aranha Latrodectus
tredecimguttatus, que é comumente chamada de vilva negra, e também é bem
conhecida por sua picada altamente perigosa. Apesar da peconha desta
espécie vir sendo incansavelmente estudada e caracterizada, algumas
guestdes fundamentais ainda ndo foram esclarecidas (He et al., 2013a). Neste
estudo foram combinados o sequenciamento de nova geracdo e O
sequenciamento convencional de DNA para a elaboracdo do transcritoma da
glandula de peconha dessa espécie de aranha. Analises resultaram em uma
identificacdo de 9,666 e 480 transcritos de alta confiabilidade dentre as 34,334
sequéncias e 1, 024 sequéncias de cDNA respectivamente, através de
montagem, traducao, filtragem, a quantificacdo e anotacdo (He et al., 2013a).
Uma andlise funcional dos transcritos identificados indicaram que os mMRNAs
envolvidos no transporte do RNA e spliceossomo, bem como, traducdo de
proteinas, processamento e transporte sao altamente enriquecidos na glandula,

0 que é consistente com a funcdo especifica das glandulas de peconha, ou

24



seja, producdo de toxinas. Além disso, foram identificadas 146 proteinas
distribuidas em 12 familias, dentre essas, 6 familias novas de proteinas foram
identificadas nesta aranha, onde, a familia 2 de a-LTX-Ltla é a primeira
identificada como uma subfamilia das a-LTX-Ltla (He et al., 2013a). As
proteinas foram classificadas de acordo com suas atividades em cinco
categorias. Interessantemente, poucos canais i0nicos Sao expressos pelas
glandulas de pec¢onha, sugerindo um possivel mecanismo de protecdo contra o
ataque de suas proprias proteinas, o estudo por fim, forneceu um perfil
transcritbmico da glandula e ampliou nossa compreensao toxindbmica de
aranhas e mostrou um mecanismo de coordenacgéo para producdo de toxinas
em quantidade de expresséo proteica (He et al., 2013a).

Peconhas de aranhas possuem um amplo repertério em sua
composicdo, quando se trata de peptideos bioativos (Jiang et al., 2013). Uma
das grandes importancias para a aranha em possuir esta gama de toxinas se
deve ao fato de que as aranhas devem ser capazes de capturar animais
terrestres para sua alimentacdo, além disso, elas devem também ser capazes
de se defender contra predadores. Nesse contexto, o entendimento da acao da
peconha da aranha em animais terrestres se mostra amplo, por outro lado, a
acdo dessa peconha em peixes ainda € pouquissimo conhecida, uma vez que
poucas aranhas sao predadoras de peixes (Jiang et al., 2013). Um trabalho
desenvolvido por Jiang e colaboradores (2013), deu enfoque em uma espécie
de aranha, onde sua principal presa sao peixes. A aranha utilizada no estudo é
a aranha da espécie Dolomedes mizhoanus, e neste trabalho um total de 356
ESTs de alta qualidade foram obtidos e analisados a partir da biblioteca de
cDNA das glandulas da peconha dessa espécie. Esses transcritos foram
posteriormente classificados em 45 clusters (19 contigs e 26 singletons), sendo
gue sua grande maioria era composta por cystine knot toxins (CKTS) e non-
CKTs. Os ESTs que codificaram 53 novos precursores de CKTs foram
abundantes nas glandulas de Dolomedes mizhoanus, correspondendo cerca de
76 % do total de ESTs, os precursores foram agrupados dentro de seis familias
baseados em andlises de identidade das sequéncias e de analises
filogenéticas, além disso, os non-CKTs, que corresponderam 21% do total de
ESTs foram agrupados entre termos de ontologia génica e grupos ortdlogos
eucarioticos (Jiang et al., 2013). Esse trabalho mostrou até hoje o maior
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conjunto de ESTs (273 ESTs) de uma espécie de aranha no que diz respeito a
precursores de CKTs (55 precursores), mostrando que os resultados podem
contribuir para um melhor entendimento das peconhas de aranhas e também
na descoberta de novos farmacos em potencial, além de mostrar uma relacao

evolutiva das toxinas das aranhas (Jiang et al., 2013).

Abelhas e Formigas

Insetos sdo o0s seres mais abundantes da terra, muitos deles
apresentam uma glandula produtora de peconha que serve para protecéo
contra predadores e captura de presas, entretanto os estudos com insetos na
area de transcritbmica também sdo extremamente escassos. Neste contexto,
Liu e colaboradores (2012) realizaram um estudo com a espécie Scolopendra
subspinipes dehaani, um quilépode dotado de glandulas produtoras de
peconha no seu primeiro par de membros. Esses animais possuem peconhas
com uma gama de componentes com diferentes propriedades quimicas e
farmacoldgicas, no entanto, o conhecimento sobre a composi¢do e funcao de
seus componentes, em sua grande parte ainda é desconhecida. O estudo
realizado por Liu (2012) avaliou sistematicamente por meio de analises
transcritbmicas aliada a protedémica e ensaios de fungéo bioldgica, a peconha e
suas glandulas produtoras. Apds um rastreio, aproximadamente 1,500 clones
independentes, 1,122 sequéncia completas de cDNA que codificam 543
proteinas diferentes foram clonadas de uma biblioteca de cDNA, utilizando as
glandulas de peconha da espécie em estudo (Liu et al., 2012). As principais
proteinas reveladas pelas analises transcritbmicas foram as neurotoxinas,
componentes de atuacdo em canais i6nicos, e alérgenos. Além disso, as
analises farmacologicas indicaram a atividade de varias outras proteinas de
interesse farmacolégico como, por exemplo, fosfolipases A2, atividades
anticoagulantes, agregacédo plaquetaria, entre outras (Liu et al., 2012). A maior
parte das identificagbes ndo mostrou nenhuma semelhanca significativa com
outras sequéncias de proteinas depositadas na base de dados publicos. Este
trabalho por sua vez apresentou pela primeira vez a natureza das toxinas da

lacraia S. subspinipes dehaani (Liu et al., 2012).
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Ha ainda pouca informacéo disponivel sobre a composi¢cdo da peconha
das formigas, mesmo elas sendo um representante do maior e mais diverso
grupo zooldgico do planeta (Bouzid et al., 2013). Bouzid e colaboradores
(2013) executaram um trabalho com a espécie de formiga Tetramorium
bicarinatum, comecando por uma selecdo randomica de 400 clones de uma
biblioteca de cDNA, onde foram sequenciados um total de 364 ESTs de alta
qualidade. Baseados nos dados obtidos que foram previamente analisados
utilizando o software BLAST, essas sequéncias foram agrupadas e montadas
em 83 contigs (22 de sequéncia multipla) e 61 singletons (Bouzid et al., 2013).
Cerca de 74% dos contigs combinados no BLASTx tiveram uma diversidade
interessante relatando a expressdo génica e a regulacdo (29%), refletindo
assim, a especializacdo deste tecido na formiga. Adicionalmente, cerca de 18%
dos ESTs foram classificados como componentes de peconhas de
Hymenoptera, e sua maior parte (62%) representando compostos alergénicos,
além disso, cerca de 26% das sequéncias ndo possuiam nenhuma semelhanca
com sequéncias conhecidas (Bouzid et al., 2013). Portanto, esse estudo
forneceu uma visdo priméaria da glandula de peconha de T. bicarinatum
contribuindo para uma futura exploracdo mais abrangente sobre a origem e
diversidade dessas proteinas produzidas por essas formigas e de uma forma
mais ampla para os himendpteros (Bouzid et al., 2013).

Serpentes

Trabalhos também de grande relevancia com peconhas de animais séo
os trabalhos com as serpentes. Peconhas de serpentes tem um impacto
significativo sobre populagdes humanas, devido a morbidade e mortalidade
associadas as picadas por serpentes, por outro lado, também possuem
importancia na area médica, pois, peconhas de serpentes sdo uma fonte
enorme de ferramentas farmacolégicas (Rokyta et al., 2012). Peconhas de
serpentes geralmente apresentam uma grande variacdo entre e dentro das
espécies. Neste sentido, algumas cascavéis sofreram mudancas
extraordinariamente rapidas no que se trata de composicdo, letalidade, e,
sobretudo farmacologia das suas peconhas (Rokyta et al.,, 2013). Tais

mudancas ocorreram dentre diversas espécies, principalmente em Mojave com
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as Caudisona scutulatus, as sul-americanas (Caudisona durissus), e cascavéis
madeira (Caudisona horridus), tais diferenciacdes resultaram em populacdes
de cascavéis com peconhas extremamente potentes, neurotdxicas e sem 0s
efeitos classicos de hemorragia que sdo ligados as peconhas de serpentes
(Rokyta et al., 2013). Para um melhor entendimento das modificacdes
evolucionarias que ocorreram com as serpentes resultando em uma peconha
de grande poténcia, Rokyta e colaboradores (2013) realizaram um estudo com
a serpente C. horridus que habita o nordeste da Flérida.

A glandula de peconha desta serpente foi sequenciada em comparacao
com um trabalho anteriormente realizado que descrevia as analises do
transcritoma da glandula de peconha da espécie Caudisona adamanteus que &
uma congénere com uma peconha de cascavel mais tipicamente visualizada.
Os transcritos de C. adamanteus analisados consistiam principalmente de
metaloproteinases, lectinas tipo C, proteinases séricas e miotoxina A, por sua
vez, os transcritos encontrados na C. horridus, eram bem mais simples em sua
composicdo, onde, consistiu basicamente de proteinases séricas, fosfolipases
A2, potencializador de bradicinina e peptideos natriuréticos tipo C.
Curiosamente, nos transcritos da serpente C. hurridus, ndo estavam presentes
metaloproteinases hemorragicas e nem lectinas tipo C. Pode-se observar entdo
que, a evolucdo das familias de toxinas compartilhadas envolvem expanséo
diferencial e a perda de classes de toxinas dentro de cada espécie, indicando
uma diferenca nos paralogos de toxinas altamente expressos, 0S genes de
toxinas mostraram taxas significantemente maiores em substituicdo néo-
sinbnimas do que em genes gque ndo sao de toxinas. Portanto, os padrdes de
genes codificantes de moléculas néo téxicas se mostraram conservados entre
as espécies apesar de uma enorme diferenca entre os genes codificantes de
proteinas téxicas (Rokyta et al., 2013). Por fim, o trabalho representa a primeira
comparacao completa baseada em sequéncias entre peconhas de serpentes
de espécies estreitamente relacionadas, mostrando sem precedentes a rapida
evolucdo das peconhas de serpentes, assim, 0s resultados mostram as
alteracbes macicas na genética do fenotipo da peconha, enfatizando a
instabilidade evolucionaria e flexibilidade desta caracteristica ecologicamente
critica (Rokyta et al., 2013).
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Outro trabalho visando analisar o transcritoma de glandulas de peconha
de serpentes, desenvolvido por Rokyta e colaboradores (2012), descreveram
analises de montagem de novo do transcritoma da glandula da serpente C.
adamanteus (a espécie mais perigosa e endémica dos Estados Unidos da
Ameérica), baseando em 95,643,958 pares de alta qualidade, e leiturasc com
tamanho de 100 pares de bases gerados pelo equipamento Illumina. Foram
identificadas 123 sequéncias de proteinas que foram reunidas em 78 grupos
com uma divergéncia de menos de 1% de nucleotideos e 2,879 sequéncias
nao pertencentes a toxinas. Onde, as sequéncias de toxinas foram
responsaveis por 35,4% do total de leituras. As proteinas mais expressas
identificadas foram pequenas miotoxinas relacionadas a crotaminas que
representam 5,9% do total de leituras. As metalo-proteinases sdo responsaveis
pela maior porcentagem do mapeamento das classes das toxinas
correspondendo 24,4%, seguido das lectinas tipo C com 22,2% e proteinases-
serinicas com 20%. As classes de toxinas mais diversas foram as lectinas tipo
C (21 clusters), as metalo-proteinases de peconha de serpente (16 clusters), e
as proteinases séricas (14 clusters) (Rokyta et al., 2012). A maior abundancia
de transcritos de proteinas ndo téxicas foram relacionadas a proteinas de
dobramento e traducéo (Rokyta et al., 2012).

Trabalhos comparando a diferenca entre o contetdo da peconha dentro
de uma mesma espécie, porém com idades diferentes foram realizados.
Envenenamento por serpentes € um problema de saude publica negligenciado
em varios paises, principalmente em area rurais (Zelanis et al., 2012). A
espécie Bothrops jararaca, causa grandes acidentes por todo o Brasil, e
estudos anteriores ja demostraram a atividade farmacolégica exibida pela sua
peconha, mostrando também uma variacdo dessa atividade de acordo com a
ontogenicidade, apesar de similares o proteoma de individuos jovens e adultos
possuem uma diferenca significativa, devido a sua dieta associada quando
jovem (animais ectodérmicos) e adultos (animais endotérmicos). Levando isso
em consideracdo, os soros fabricados para individuos adultos sdo pouco
efetivos no tratamento com acidentes de individuos jovens. Devido a esse fato,
Zelanis e colaboradores (2012) realizaram um trabalho de comparacao entre
glandulas de peconha da espécie B. jararaca, de individuos adultos e
individuos jovens. Foram avaliadas as bibliotecas de cDNA de ambos, para tal,
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as analises revelaram que a variacao entre os transcritomas das glandulas de
B. jararaca adultos e jovem é quantitativa, indicando uma maior quantidade de
metaloproteinases em individuos jovens. Nos adultos, entretanto, o teor de
precursores de metaloproteinases diminuiram drasticamente, contudo houve
um aumento no nimero de transcritos para proteinases serinicas, lectinas tipo
C e peptideos potencializares de bradicinina (Zelanis et al., 2012). Além disso,
comparando as ESTs que codificam toxinas em machos adultos e em fémeas
adultas também apresentaram diferencas relacionas com o género, por fim,
deve-se dar mais atencdo a certas diferencas ontologicas dentro de uma
mesma espécie quando se trata de estudos relacionados as atividades
farmacoldgicas (Zelanis et al., 2012).

Assim como trabalhos com transcritbmica utilizando plataformas de
sequenciamento de Ultima geracdo sao utilizados para Viperideos, essas
plataformas também vém sendo utilizadas para estudo de Elapideos. Kraits
(Género Bungarus) e cobras (Género Najas) sdo dois representantes dos
elapideos do “Velho Mundo”. Entretanto, os dois géneros possuem uma
relacdo de género muito proxima e as peconhas de ambos sdo extremamente
perigosas, porém a composi¢do é muito diferente, com o intuito de desvendar
as suas peconhas detalhadamente, assim como seus padrdes evolutivos,
bibliotecas de cDNA e a genémica do cromossomo artificial bacteriano (BAC)
para Bungarus multicinctus e Naja atra foram construidos por Jiang e
colaboradores (2011). Foram sequenciados cerca de 1,500 clones de cDNA
para cada uma das bibliotecas de cDNA de peconha, e rastreadas bibliotecas
BAC das duas serpentes utilizando quatro tipos de sondas para toxinas [three-
finger toxin (3FTx), fosfolipase A2 (PLA2), inibidor de proteinase do tipo Kunitz
(Kunitz), e peptideos natriuréticos (NP)] (Jiang et al., 2011). Um total de 1,092
ESTs para B. multicinctus e 116 para N. atra foram gerados, 70% dessas ESTs
podem ser descritas como proteinas de toxinas de peconha de serpente. As
3FTx (64,5%) e as B-bungarotoxin (25,1%) compreenderam a maior parte das
toxinas em B. multicinctus, enquanto para N. atra, as 3FTx (95.8%) foram as
predominantes, além disso foram observadas varias proteinas menos
abundantes em B. multicinctus e N. atra, tais como, PLA2, lectinas tipo C, e
Kunitz, peculiarmente, um grupo de precursores de NPs, com NPs em
sequéncia, foram encontrados em B. multicinctus. Um total de 71 clones
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positivos para toxinas de B. multicinctus e N. atra foram identificados usando
quatro tipos de toxinas provaveis (3FTx, PLA2, Kunitz, and NP), dentre estas,
39 BACs positivos para 3FTx foram sequenciados para revelar as estruturas
génicas para 3FTx (Jiang et al., 2011). Baseados entdo nas ESTs de toxinas e
nas sequéncias génicas de 3FTx, os maiores componentes do transcritoma da
glandula de peconha de B. multicinctus sdo neurotoxinas, incluindo as alfa
neurotoxinas de cadeia longa (a-ntx) e as recentes - bungarotoxinas, por outro
lado, para o transcritoma das glandulas de peconha de N. atra, se observou
principalmente 3FTx citotoxicas e a-ntx de cadeia curta neurotoxicas. Os dados
obtidos também revelaram que ndo sé familias de toxinas multigénicas, mas
também toxinas menos abundantes podem ter sido originadas em uma répida
diversificagao evolutiva (Jiang et al., 2011).

As serpentes corais sdo representadas por um grupo de trés géneros e
mais de 120 espécies e subespécies que sdo capazes de causar grande
morbidade e mortalidade, a peconha da cobra coral ainda € pouco estudada
em comparacdo com os elapideos do “Velho Mundo”, porém, sequenciamentos
de alto desempenho sdo capazes de identificar milhares de locus enquanto
fornecem caracterizacdes de padroes de expressdo e forgcas evolutivas
moleculares que atuam dentro das glandulas de peconha (Margres et al.,
2013). Neste contexto, Margres e colaboradores (2013) descreveram um
estudo de sequenciamento de novo do transcritoma da glandula de uma
serpente coral Micrurus fulvius. Foram identificados nesse estudo 1,950
transcritos ndo téxicos e 116 transcritos de toxinas, esses transcritos
correspondem a 57,1% do total de leituras, com toxinas correspondendo a uma
contagem de 45,8% do total de leituras. Dentre essas leituras, as fosfolipases
A2 e as 3TFx somam 86% dos leituras de toxinas. Um total de 15 familias
foram identificadas, revelando uma complexidade anteriormente ndo conhecida
para serpentes corais do “Novo Mundo” (Margres et al., 2013). Os transcritos
de toxinas mostraram um elevado nivel de heterozigose em relacdo aos
transcritos agentes ndo toxicos e uma sobredominéancia que pode favorecer a
duplicac&o génica levando a fixagdo de alelos favoraveis (Margres et al., 2013).
Os resultados mostraram que as fosfolipases A2 estédo distribuidas por toda a
classe, enquanto as 3TFx sdo dominadas por varias transcricbes e que
também por uma andlise filogenética foi capaz de mostrar que a divergéncia
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das toxinas podem ter ocorrido apds a especiacao. Por fim, a selecao positiva
foi detectada em trés das quatro classes de toxinas mais diversas, o que
sugere que a diversificacdo da peconha é impulsionada por selecéo direcional
recorrente (Margres et al., 2013).

Mamiferos

Somente cinco espécies de mamiferos sdo conhecidas por serem
peconhentos, enquanto varios estudos sdo desenvolvidos com peconhas de
répteis. Um trabalho de revisdo desenvolvido por Whittington e colaboradores
(2009) mostrou a importancia de pesquisas com a glandula da peconha de
ornitorrinco, um mamifero australiano que faz postura de ovos. O estudo
prop6s uma analise transcritbmica global de uma pequena amostra da glandula
de peconha em conjunto com técnicas protedmicas, propondo a elucidacédo de
toda a gama de componentes da peconha para este mamifero, com uma
perspectiva dessa peconha isolada do ornitorrinco ser utilizada como fonte para
novas moléculas que possam ser utilizadas como novos farmacos (Whittington
et al., 2009).

Pouco se sabe sobre os estudos transcritbmicos de animais
monotremados (equidnas e ornitorrincos). Estes sdo mamiferos depositores de
ovos, uma das caracteristicas Unicas desses animais é a presenca de uma
glandula de peconha, somente nos machos e que sédo ativas sazonalmente
(Wong et al., 2013). Os ornitorrincos machos produzem peconha na época da
amamentacao de suas femeas, esta peconha é inoculada através de esporas e
auxilia na competicdo contra outros machos (Wong et al., 2013). As equidnas
por outro lado néo sdo capazes de levantar suas esporas, porem uma secrecao
leitosa é produzida durante a época de reproducdo, a composicdo do veneno
ainda é desconhecida. No trabalho desenvolvido por Wong e colaboradores
(2013), eles compararam o transcritoma da glandula de veneno de um equidna
durante a temporada crural ao de um ornitorrinco, procurando provaveis genes
de venenos ou peconhas com intuito de fornecer pistas sobre o papel do
veneno do equidna na historia evolutiva dos monotremados (Wong et al.,
2013). Foi descoberto pelo estudo que, os transcritos da glandula do equidna

sdo notavelmente diferentes dos transcritos do ornitorrinco numa correlacéo

32



entre os 50 genes mais expressos, quatro peptideos da peconha do
ornitorrinco foram encontrados também nos de equidna, entretanto esses
genes ndo se mostram altamente expressos em equidna, sugerindo uma
histéria evolutiva remanescente de ancestrais (Wong et al., 2013). A ontologia
génica dos 100 genes mais expressos em equidna mostraram funcdes
associadas a acidos graxos e esteroides, sugerindo que o veneno de equidna
pode desempenhar um papel na comunicacdo durante a estacdo reprodutiva.
Por fim, a perda da forca de erguer a espora e outras forcas evolutivas
desconhecidas que atuam na linhagem do equidna, resultou na decadéncia
gradual dos componentes do veneno e incrementou a evolugdo de um novo

papel para a glandula crural (Wong et al., 2013).

Andlises transcritbmicas de animais peconhentos aquaticos

Assim como a protedmica, trabalhos com a transcritbmica de animais de
ambientes aquaticos ainda sdo pouco abordados no meio cientifico. Contudo,
um trabalho desenvolvido por Magalhdes (2006) fez uma andlise transcritbmica
da glandula de peconha de um peixe brasileiro Thalassophryne nattereri
(Niquim), utilizando bibliotecas de cDNAs e ndo por sequenciamento de RNAmM
total. A peconha deste peixe apresenta caracteristicas parecidas com
envenenamento por arraias, que séo caracterizados por formacgéao de edema,
nocicepcao e efeitos citotoxicos e miotdxicos (Magalhaes et al., 2006).
Magalhdes e colaboradores (2006) descreveram 516 sequéncias precursoras,
das quais, 288 ja foram encontradas em outras espécies, incluindo peixes. Das
sequéncias encontradas cujas funcbes ja foram descritas, somente 18,8%
correspondem a toxinas, as demais estdo subdivididas entre proteinas de
metabolismo, transporte e outras. As proteinas chamadas de naterinas
representam 18% do total de toxinas encontradas, representando a maior parte
de proteinas contidas na peconha do peixe (Magalhaes et al., 2006). Trés
sequéncias de lectinas tipo ¢ também foram encontradas. Essas proteinas séo
de origem animal, calcio-dependentes, se ligam a carboidratos e estéo
envolvidas na organizagdo da matriz extracelular, endocitose e mediacdo do
reconhecimento de patdégenos (Weis et al., 1998). Além de sequéncias de

chaperonas, tioredoxina, enzima que age na reducdo de sulfidril, foram
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encontradas também sequéncias de clusterinas que consistem em um grupo
de glicoproteinas secretadas no plasma, leite e urina. Apesar de sua funcgéo
ainda ndo ser muito bem descrita, sabe-se que ela é capaz de formar
complexos com lipidios e heparinas (Poon et al., 2000). Apesar da técnica
empregada ter sido eficaz, pouco se encontrou de toxinas responsaveis pelos
danos causados pelo envenenamento desse peixe.

Caracois aquaticos do género Conus também vém atraindo a atencao de
muitos pesquisadores devido a sua ampla gama de peptideos, esses caracois
também podem se tornar um sistema de modelo de estudo da evolucdo das
familias multigénicas e diversidade (Pi et al., 2006). Estes caracois sdo 0s mais
mortais em todo o planeta terra, onde, sem uma intervencdo médica, 70 % dos
casos de envenenamentos sao fatais (Hu et al.,, 2012). Apesar de a sua
peconha ser conhecida por sua ampla gama de peptideos ligantes de canais
iOnicos e receptores de canais i0nicos, a maior parte dos seus constituintes,
seus locais de fabricacdo, sua abundéncia e como eles funcionam
coletivamente, ainda permanecem desconhecidos (Hu et al., 2012). Uma maior
compreensdo da evolucdo da especializacdo ecologica é de grande
importancia para fazer inferéncias sobre a biodiversidade. Os membros deste
predador gastropode exibem uma habilidade impressionante na captura de
presas, onde, sua peconha possui uma gama de toxinas neurotoxicas
denominadas conotoxinas (Remigio and Duda, 2008).

Um estudo desenvolvido por Pi e colaboradores (2006) analisou um
conjunto de 897 ESTs derivadas do ducto da peconha da espécie Conus
litteratus, a fim de esclarecer a diversidade e a evolucdo do mecanismo de
acado das conotoxinas. Quase metade dessas ESTs representam sequéncias
codantes de conotoxinas, as quais foram agrupadas em 42 novas sequéncias
de conotoxinas (sete superfamilias), com a superfamilia T-superfamily como a
dominante. Mais estritamente, foi identificada uma nova superfamilia de
conotoxina. Esses resultados deram uma viséo inicial do transcritoma de C.
litteratus que pode vir a contribuir para um melhor entendimento da evolucao
das conotoxinas (Pi et al., 2006).

Um trabalho realizado por Remigio e Duda (2008), identificou
conotoxinas da espécie Conus leopardus, que é uma espécie predadora
exclusiva de hemicordados e comparou o0 seu transcritoma do ducto de
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peconha com outras quatro espécies de Conus, para avaliar se uma dieta
especializada também esta associada as mudancas na composicdo da
peconha dessas espécies. Também foram avaliadas as estruturas secundarias
das sequéncias de aminoacidos que foram previstos nas transcricbes de
conotoxinas de C. leopardus com finalidade de identificar mudangcas que
possam estar ligadas a essa dieta de hemicordados. Logo, foram identificadas
sete sequéncias de conotoxinas distintos em C. leopardus que parecem
representar setes locos distintos (Remigio and Duda, 2008). Os niveis de
expressao e a diversidade de conotoxinas expressas nessa espécie de Conus
sdo consideravelmente menores quando comparadas a outras espécies de
Conus. Além disso os produtos dos genes de dois transcritos se apresentaram
anicos para essa espécie, isso demonstra que uma restricdo na dieta tem uma
relacdo também em uma menor diversidade dos componentes das peconhas
de Conus (Remigio and Duda, 2008).

Hu e colaboradores (2012) usaram sequenciamento transcritbmico para
elucidar sistematicamente o contetdo do ducto da peconha da espécie Conus
geographus, dividindo este ducto em quatro segmentos para se investigar 0os
RNAms de cada segmento. Nesse ambito, trés tipos diferentes de canais de
calcio, e pelo menos dois receptores nicotinicos diferentes parecem ser alvos
desses peptideos. Além disso, o componente que se mostrou mais expresso
nao é paralitico, porém causa uma desorientacdo sensorial e foi expresso em
um segmento diferente do ducto, ao qual se acredita causar uma disrupcéo
sensorial, por outro lado, novas toxinas de interesse farmacoldgico para a
pesquisa em neurociéncias também foram identificadas. Hu e colaboradores
(2012) acreditam, através de seus dados, que a desorientacdo da presa é o
foco central da estratégia de envenenamento uma vez que, o C. geographus
caca se escondendo em fendas de recifes durante a noite, além disso, os
resultados demostrados sugerem que ha uma estratificacdo da producao das
toxinas dentro do ducto, com toxinas causadoras de paralisia e desorientacao,
sendo expressas em regides diferentes. Sendo assim, as analises dos dados
transcritbmicos apresentados por Hu (2012) apresentam uma nova
compreensao das estratégias moleculares de envenenamento nesses caracois.

Conotoxinas vém sendo investigadas ao longo das Ultimas décadas,
entretanto pouco se sabe sobre uma abordagem geral de conopeptideos e
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proteinas, principalmente no ambito do transcritoma (Terrat et al., 2012). Se a
maioria dos estudos anteriores com foco em um ndmero limitado de
sequéncias tem contribuido para uma melhor compreensédo das superfamilias
de conopeptideos, eles ainda ndo deram acesso ao panorama completo do
ducto de peconha, além disso, as transcricbes raras geralmente ndo foram
identificadas devido ao efeito de amostragem utilizado (Terrat et al., 2012). O
trabalho desenvolvido por Terrat e colaboradores (2012) apresenta dados da
analise de um grande numero de sequéncias obtidas de um sequenciamento
por 454 de ultima geragdo, usando ductos de peconha de Conus consors, um
caracol piscivoro da regido indo-pacifico. Um total de 213,561 sequéncias
expressas (ESTs) com um comprimento médio de 218 pares de base (pb) foi
obtido, estas leituras foram reunidas em 65,536 sequéncias de DNA contiguas
(contigs), e em seguida, em 5,039 clusters. Os dados revelaram 11
superfamilias de conopeptideos representando um total de 53 novas isoformas,
onde a diversidade de isoformas é consideravel e grandes diferencas no nivel
de transcricdo podem ser notadas entre superfamilias. As superfamilias A, S e
M se apresentaram as mais diversas. As isoformas da superfamilia A somaram
mais de 70% dos conopeptideos, além das superfamilias e familias
tradicionais, alguns transcritos menores, incluindo peptideos livres de cisteinas
e peptideos ricos em cisteinas puderam ser detectados, alguns deles
representando novos subtipos de conopeptideos (Terrat et al.,, 2012).
Finalmente, varios grupos de transcritos relacionados a proteinas, geralmente
recrutados pela peconha, puderam ser identificados no ducto de Conus.
Portanto, o trabalho desenvolvido por Terrat (2012) apresenta um dos primeiros
estudos de ESTs em larga escala do ducto de peconha des espécies de
Conus, utilizando sequenciamento de nova geracdo para ampliacdo das
andlises de transcritoma global mostrando que, além dos peptideos ricos em
cisteinas, caso das proteinas detectadas envolvidas na maturacdo pos-
translacional e dobramento, pode-se revelar componentes hemoliticos
classicos e mecanismos de penetracdo da peconha na presa. Por fim, uma
futura comparacdo com a protedmica e gendmica pode levar a um melhor
entendimento da diversidade dos conopeptideos e os mecanismos subjacentes

envolvidos na evolucdo destas moléculas (Terrat et al., 2012).
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Por conseguinte, a falta de estudos transcritbmicos em animais de
ambientes aquéticos se mostra ainda muito grande, e uma vez que esses
animais podem representar uma fonte extensa de moléculas para aplicacédo
meédica e biotecnoldgica, um foco maior deve ser dado e esse tipo de animais.
Vale ressaltar, que o ambiente em que eles vivem, € um local altamente
competitivo e por esse motivo eles apresentam um amplo desenvolvimento do

arsenal toxico para caca e defesa.

Propriedades bioquimicas das peconhas de arraias descritas

Peptideos atuantes em microcirculacdo

O primeiro estudo, investigando as propriedades bioquimicas e
farmacoldgicas da peconha das arraias, foi realizado por Russell e Van
Harreveld (1954), onde foram demonstrados os efeitos da peconha de Urobatis
helleri no sistema cardiovascular. Os mesmos autores (1954) também
demonstraram a presenca de polipeptidios de alta massa molecular, serotonina
e fosfodiesterases em pegonhas de arraias marinhas. Mais recentemente,
Conceicéo (2006) isolou um peptideo da peconha do ferrdo de Potamotrygon
orbignyi através de métodos cromatograficos, o padrédo proteico dessa peconha
apresentou 10 fracbes bem definidas e seus efeitos foram testados na
microcirculacdo in vivo em camundongos. A fracdo com maior atividade foi
usada na caracterizacao bioquimica; essa fracdo continha somente o peptideo,
entdo denominado de Orpotrina com massa de 1001,53 Da. O peptideo causou
uma diminuicdo no didmetro das arteriolas dos grupos tratados, porém
nenhuma mudanca foi observada no diametro das vénulas. Com base nos
alinhamentos dos residuos de aminoacidos, o peptideo Orpotrina apresentou
similaridade as sequéncias de creatinina quinase (CK) que atuam no centro do
controle energético celular (Conceicao et al., 2006).

Outro trabalho desenvolvido por Conceigdo et al. (2009) isolou um
peptideo de P. orbignyi também por meio de métodos cromatograficos. O
peptideo foi analisado por MS/MS e denominado Porflan, com massa de 2006

Da. Para investigar a atividade desse peptideo e outros analogos (Porflan N e
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C), os autores testaram o efeito dos mesmos na microcirculacdo e constataram
que tanto o Porflan quanto o Porflan N aumentavam a quantidade de
leucocitos, porém nenhum deles mostrou uma mudanga na capilaridade e na
permeabilidade vascular (Conceicao et al., 2009). O peptideo Porflan C néo
provocou alteracdo no numero de leucdcitos, mas exibiu uma atividade
citotoxica imediatamente apds a aplicacdo nos camundongos (Conceicao et al.,
2009).

Enzimas hidrolases

As hidrolases correspondem a um grande grupo de enzimas que
catalisam reacdes utilizando 4gua como nucledfilo, sem necessidade de um co-
fator, essas enzimas tém contribuido muito nas indastrias de agroquimicos e
produtos farmacéuticos (Busto et al., 2010). Um trabalho desenvolvido por
Magalhdes (2008) isolou uma hialuronidase da peconha de P. motoro. A toxina
foi isolada por meio de cromatografias de exclusdo molecular dando origem a 1
fragcdo onde continha a hialuronidase. A enzima apresentou uma atividade
otima em pH 4.2 e sua temperatura ideal foi a 40°C no pH de 4.2. Um gel de
poliacrilamida realizado com a enzima isolada no estudo demonstrou que a
proteina apresenta uma massa de aproximadamente 74 kDa (Magalhaes et al.,
2008). Hialuronidases sao enzimas que quebram &cido hialurénico, um dos
principais componentes da matriz extracelular dos vertebrados. Essas enzimas,
portanto, facilitam a absorcdo e difusdo da peconha nos tecidos das vitimas,
aumentando o envenenamento sistémico. Atividade proteolitica também foi
demonstrada para as peconhas de Potamotrygon cf. scobina e P. gr. orbignyi
(Magalhaes et al., 2006).

A grande maioria dos estudos disponiveis, focado na peconha de peixes
dulciaquicolas, incluindo as arraias, aborda os aspectos relativos ao
envenenamento causado por esses animais (Haddad et al.,, 2004). Porém,
pouco se sabe sobre os demais constituintes destas peconhas, especialmente
com relacdo aos peptideos e suas possiveis interagdes farmacolédgicas. Desse
modo, estudos com estas peconhas podem evidenciar uma importante fonte de

novos agentes terapéuticos.
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Justificativa

O envenenamento pela peconha de animais aquéaticos em areas
ribeirinhas, principalmente em pescadores, ndo tem sido devidamente relatado
nas estatisticas de divulgacdo nacional. Entretanto, o envenenamento por
arraias pode causar danos permanentes as vitimas, como amputacbes de
membros e necrose local, levando a uma lenta recuperagdo da vitima apos o
acidente, acarretando dificuldades socioeconémicas. Neste contexto, o
transcritoma do ferrdo que contém a peconha das arraias P. falkneri e P.
motoro se torna um interessante alvo de estudo a fim melhor compreender o
mecanismo de acdo dessa peconha, uma vez que essa ferramenta tem sido
constantemente utilizada para estudos com peconhas, visando futuramente,
amenizar 0os mecanismos fisiopatolégicos associados a esse tipo de
envenenamento e também um possivel achado que pode ser utilizado a favor

da biotecnologia.
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Objetivo Geral

O trabalho tem como objetivo a andlise de perfil funcional comparativo
do transcritoma do ferrdo de duas espécies de arraias de agua doce P. falkneri
e P.motoro, objetivando a elucidagdo das possiveis moléculas que possam

estar relacionadas aos danos causados pelo envenenamento.

Objetivos especificos

e Coletar as amostras de P. falkneri e P. motoro para as analises
transcritbmicas, bem como a extracdo de RNA do ferrdo de ambas as
espécies;

e Identificar os transcritos associados as lesdes proporcionadas pela
peconha de P. falkneri e P. motoro através do sequenciamento do
transcritoma dos ferrdes.

¢ |dentificar possiveis proteinas e peptideos que possam ser de interesse

biotecnoldgico.
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Material e Métodos

Metodologia desenvolvida

Coleta dos ferrdes

Os ferrdes foram extraidos de arraias da espécie P. falkneri (n=3) e P.
motoro (n=3) apos a coleta no Rio Salobra, Mato Grosso do Sul (-20° 46’
59.52", -51° 37' 41.17"), sobe licenca do ICNBio 31241-2. Para as andlises de
RNA, o ferrdo foi imediatamente colocado em uma solucdo conservante (RNA
Latter - QIAGEN™). Apdés 24h, a solugdo foi descartada e os ferrdes foram
mantidos a -80°C até o uso. Foram utilizadas um pool dos ferrdes coletados na

mesma época, nao sendo diferenciado idade, nem sexo.

Extracao do RNA

Para as analises de RNA do ferrdo de P. falkneri, 0 mesmo foi raspado
com a ajuda de uma espatula e 100 mg do material foi usado para extracdo de
RNA com trizol. O material raspado do ferrdo (100 mg) foi acrescido
primeiramente de 1 mL do reagente trizol (TRIzol® Reagent by life tecnologies),
homogeneizado e centrifugado a 12,000 x g a 4°C por 10 minutos, apés, o
sobrenadante foi acrescido de 200 pL de cloroférmio para cada 1mL de trizol
utilizado. Em seguida, a solucéo foi homogeneizada, e incubada por 3 minutos
a temperatura ambiente com seguinte centrifugacao por 15 minutos a 12,000 x
g a 4°C para a separacao de fase. Apds a separacao, a fase aquosa foi retirada
e colocada em um novo tubo. Foram adicionados 500 uL de isopropanol 100%
para cara 1 mL de trizol utilizado, incubado por 10 minutos e centrifugando
conforme o passo anterior. O precipitado foi lavado com etanol 75% e
centrifugado por 5 minutos a 12,000 x g a 4°C e ressuspendido em agua

RNAse free e posteriormente estocado a -80°C para futuras analises.
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Quantificacao e eletroforese de RNA

A quantificacdo do material para as analises de RNA foi realizada por
fluorimetria, por meio do Qubit® RNA Assay Kit (Invitrogen™). Para tal, foi
preparada uma solugdo com 199 uL de tampao do fabricante e 1 pL do
fluorimetro de acordo com a amostra, em seguida 1 pL dessa solucdo foi
descartada e 1 pL da amostra foi adicionada, a solucdo foi agitada e
permaneceu em repouso por quinze minutos para a solucdo de quantificacédo
proteina e dois minutos para a solucdo de quantificacdo de RNA e por fim, os
tubos foram colocados no quantificador e foi medida sua absorbancia. Para a
avaliacdo da integridade de RNA da amostra foram realizadas analises
eletroforéticas em gel de agarose a 1%. As aliquotas das amostras foram
adicionados 5 pL de tampéo de Amostra (0,25% azul de bromofenol, 0,25%
xileno de cianol FF, 15% ficol em agua) e, entdo, aplicadas nos pocos do gel.
Apoés adicdo do tampéo de corrida (Tris-acetato 40 mM e EDTA 1 mM) na
cuba, a corrida foi feita a 80 V e 60 mA, por cerca de 50 minutos. Os géis foram
corados com brometo de etideo (20 mg.mL™1).

Andlise da integridade do mRNA extraido

A integridade do RNA livre de rRNA, denominado nesse trabalho de
RNAmM, por se tratar do tipo de RNA mais presente nas amostras ap0s a
realizacdo da remocéo do RNA ribossomal, foi avaliada antes da construgcédo da
biblioteca de cDNA, através do Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent
Technologies). O gel para andlise do mRNA foi preparado, conforme descrito
no kit Agilent RNA Pico, pipetando 2 pL do corante e 40 pL da matriz do gel em
um frasco de 0,5 mL livre de RNase. Em seguida, a amostra foi
homogeneizada e centrifugada a 1,300 g por 10 min a T. A. Foram pipetados 9
pL da mistura preparada no poc¢o correspondente do chip Agilent RNA-1000 e
posteriormente com auxilio do aplicador, o restante dos poc¢os do chip foram
preenchidos. Foram pipetados 9 pL de solucdo RNA Pico conditioning nos
pocos marcados e 5 uL do marcador RNA Pico nos pocos do marcador e das
amostras. Foram pipetados 1 pL de marcador de RNA no po¢o correspondente
e 1 pL do mRNA de cada amostra. O chip foi homogeneizado por vortex
durante 60 s a 2,400 rpm e utilizado para carregar o equipamento.
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Construcéo da biblioteca de RNA e Sequenciamento por RNA-

seq

Sintese da primeira fita de cDNA

A construcéo das bibliotecas de DNA complementar (cDNA) foi realizada
conforme descrito no kit TruSeq® Stranded mRNA Sample Preparation
(Nlumina). Foram utilizados 5 pL de RNA livre de rRNA de cada amostra,
contendo de 6 a 40 ng do RNA pré-isolado. Esse material foi homogeneizado
nos pocos da placa RBP (RNA Bead Plate, iniciais do inglés) com 13 uL do
tampéo FPF (Fragment Prime Finish Mix, iniciais do inglés). A placa RBP foi
selada com plastico adesivo e incubada a 94 "C por 1 min no termociclador.
Apos esse periodo, a placa foi centrifugada rapidamente e incubada no suporte
magnético a Temperatura Ambiente por 5 min. O selo da placa foi retirado e
transferiu-se 17 pL do sobrenadante de cada poco para os poc¢os da placa CDP
(cDNA plate, do inglés). Foi preparada uma mistura contendo os tampdes
SuperScript Il e First Strand Synthesis Act D (1:9) e adicionou-se 8 pL dessa
mistura de tampdes a cada poco da placa CDP contendo os mRNA
fragmentados. As amostras foram homogeneizadas, a placa CDP foi selada
com plastico adesivo, centrifugada rapidamente e incubada no termociclador a

25°C por 10 min, a 42°C por 15 min e por ultimo a 70°C por 15 min.

Sintese da segunda fita de cDNA

Apbs o periodo de incubacédo, a placa foi retirada, o plastico adesivo
descartado e foram adicionados 5 pL de tampao de ressuspensado a cada poco
da placa CDP e 20 pL do tampao Second Strand Marking Master Mix. As
amostras foram homogeneizadas, a placa novamente selada e incubada no
termociclador a 16°C por 1 h. Apds incubacgao, o selo adesivo foi retirado e a
placa permaneceu em repouso até atingir a T.A. Posteriormente, foram
adicionados 90 pL de AMPure XP beads a cada poco da placa CDP que
continha os 50 uL de cDNA dupla fita (ds cDNA). Ap6s homogeneizagéo, a
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placa CDP foi incubada a T. A. por 15 min. Em seguida, a placa foi transferida
para 0 suporte magnético e permaneceu incubada a T. A. por 5 min. O
sobrenadante foi descartado, foram adicionados 200 pL de etanol 80% para
lavagem das micropérolas magnéticas e a placa CDP foi incubada por30sa T.
A. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado, essa etapa de lavagem foi
repetida e a placa CDP permaneceu incubada a T. A. por 15 min para secar. A
placa CDP foi retirada do suporte magnético, adicionou-se 17,5 pL do tampéo
de ressuspensdo a cada poc¢o da placa e apdés homogeneizacdo a placa foi
incubada a T. A. por 2 min. Em seguida, a placa foi incubada no suporte
magnético por 5 min a T. A. e foram transferidos 15 pL do sobrenadante (ds
cDNA) para os pocos da placa ALP (Adapter Ligation Plate).

Adenilacdo da extremidade 3’ dos fragmentos e ligagao de

adaptadores

Foram adicionados 2,5 pL de tampéo de ressuspensao e 12,5 pL de A-
Tailing Mix a cada poco da placa ALP. A placa foi homogeneizada, selada e
incubada a 37°C por 30 min e em seguida a 70°C por 5 min. Apds a adenilagéo,
cada amostra foi ligada a um adaptador contendo uma sequéncia diferente
(index) para a identificacdo apds a corrida. O plastico adesivo foi removido,
foram adicionados 2,5 pL de tampé&o de ressuspenséo, 2,5 UL de tampéao de
ligacdo e 2,5 pL de RNA Adapter Index a cada poco da placa ALP, a placa foi
homogeneizada, selada, centrifugada a 280 g por 1 min e incubada a 30°C por
10 min. ApGs a incubagéo, o adesivo plastico foi removido, foram adicionados 5
uL de tampédo Stop Ligation em cada poco da placa para inativar a ligacao.
Adicionou-se 42 pyL de AMPure XP beads a cada poco, a placa ALP foi
homogeneizada, incubada por 15 min a T. A. e em seguida, incubada no
suporte magnético a T. A. por 5 min. Foram descartados 79,5 pL de
sobrenadante de cada poco, adicionados 200 uL de etanol 80% e a placa foi
incubada por 30 s a T. A. O sobrenadante foi descartado, essa etapa foi
repetida mais uma vez e o sedimento permaneceu incubado a T. A. por 15 min
para secagem. O sedimento foi, entdo, ressuspendido com 52,5 yL de tampéao
de ressuspensédo, homogeneizado, incubado por 2 min a T. A. e também por 5

min a T. A. no suporte magnético. Foram transferidos 50 pL do sobrenadante
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para a placa CAP (Clean Up ALP Plate, iniciais do inglés) e adicionados 50 pL
do AMPure XP beads. A placa CAP foi homogeneizada, incubada a T. A. por
15 min e posteriormente incubada no suporte magnético por 5 min a T. A.
Foram descartados 95 pL do sobrenadante de cada poco, adicionados 200 uL
de etanol 80% e a placa foi incubada por 30 s a T. A. Todo o sobrenadante foi
removido, a lavagem com etanol repetida por mais uma vez e o sedimento de
cada poco foi ressuspendido em 22,5 uL de tampdo de ressuspensdo. Apos
homogeneizacéo, a placa CAP foi incubada primeiramente a T. A. por 2 min e

depois por 5 min no suporte magnético para a recuperacao do sobrenadante.

Enriquecimento dos fragmentos de cDNA

Foram transferidos 20 puL do sobrenadante de cada poco para a placa PCR
(Polymerase Chain Reaction, iniciais do inglés), 5 uL de PCR Primer Cocktail e
25 pL de PCR Master Mix para cada poco. Os pocos foram homogeneizados, a
placa selada e incubada no termociclador para a reacdo de amplificacdo. O
ciclo consistiu na desnaturagdo a 98°C por 40 s, seguida de anelamento dos
oligos por 30 s a 60°C e a polimerizagcao e extensao foram executadas a 72°C
por 30 s. Foram realizados no total 15 ciclos por reacdo e uma etapa final de
extensdo a 72°C por 5 min. Apds a PCR, o selo da placa foi removido, 50 yL de
AMPure XP beads foram adicionados, homogeneizados e a placa foi incubada
a T.A. por 15 min. Em seguida, a placa foi incubada no suporte magnético por 5
min, foram descartados 95 puL de sobrenadante de cada poco e adicionados
200 pL de etanol 80%. A placa foi incubada por 30 s a T. A., todo o
sobrenadante foi removido e essa etapa de lavagem novamente repetida por
mais uma vez. O sedimento foi entdo ressuspendido em 32,5 pL de tampéo de
ressuspensao, a placa foi incubada por 2 min a T. A., posteriormente incubada
no suporte magnético por 5 min e foram transferidos 30 uL do sobrenadante de
cada poco para a placa TSP (Target Sample Plate, iniciais do inglés), que
correspondem a biblioteca de cDNA. Esse material foi utilizado para validacao,

conforme descrito abaixo e armazenado no - 20°C até sua utilizagao.
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Validacao e mistura das bibliotecas de cDNA

A biblioteca de cDNA foi validada utilizando o Agilent 2100 Bioanalyser
(Agilent Technologies). O gel foi preparado, conforme descrito no kit Agilent
High Sensitivity DNA, adicionando-se 15 pL do corante de DNA concentrado de
alta sensibilidade ao frasco contendo a matriz do gel de DNA de alta
sensibilidade. Em seguida, a amostra foi homogeneizada em vortex,
centrifugada rapidamente, transferida para o filtro e centrifugada a 2240 x g por
10 min. Foram pipetados 9 pL da mistura preparada no pogo correspondente
do chip Agilent DNA-1000 e posteriormente com auxilio do aplicador, o restante
dos pocos do chip foram preenchidos, conforme as orientac6es do fabricante.
Foram pipetados 5 pL de marcador em todos os pocos do chip. Foram
pipetados 1 pL de marcador de peso molecular no pogo correspondente e 1 pL
da biblioteca de cada amostra da placa TSP. O chip foi homogeneizado por
vortex durante 1 min a 2400 rpm, incubado por 5 min a T. A. e carregado no
equipamento. A pureza e o0 tamanho dos fragmentos de cDNA foram
analisados e apds a validacdo da biblioteca, foram transferidos 10 pyL da
biblioteca de cada amostra para os pocos da placa DCT (Diluted Cluster
Template) e a concentracdo das amostras foi normalizada para 10 nM com
uma solucéo contendo Tris-HCI 10 nM, pH 8,5 e Tween 20 0,1%. Em seguida,
10 pl de cada amostra a 10 nM foram misturadas em um Unico pool para a

corrida de sequenciamento.

Sequenciamento das amostras

ApoOs a validacdo e mistura das bibliotecas de cDNA das triplicatas de cada
amostra (P. falkneri e P. motoro) foi realizado o sequenciamento de segunda
geracao e obtencdo das sequéncias para andlise. Foram realizadas 2 corridas
na plataforma MiSeg® (lllumina) em leituras paired-end de 2x250 pb Para a
aplicacdo no sequénciador, o pool de amostras foi desnaturado com uma
solucdo de NaOH a 0,2 N e diluida a fim de se alcancar a quantidade ideal de
moléculas de DNA para serem ligadas na flowcell e amplificadas na PCR em
ponte. A primeira corrida foi feita com 12 pM da mistura de bibliotecas e a

segunda corrida foi feita com 10 pM. Apds o0 sequenciamento, as amostras

46



foram individualizadas de acordo com os index e convertidas para o formato

fastqg utilizando o programa MiSeq Reports (lllumina).

Processamento dos dados e montagem do transcritoma

Os dados brutos provenientes do sequenciamento Illumina foram
submetidos a um pré-processamento utilizando se a ferramenta Trimmomatic
para eliminar adaptadores de sequéncia, utilizando-se um arquivo fasta
contendo todos os adaptadores lllumina ja conhecidos, para uma melhoria nas
analises as sequéncia de baixa qualidade foram removidas através de uma
exploracdo das sequéncias com uma janela deslizante a cada 5 bases, no qual
aquelas sequéncias com qualidade média abaixo de 15 bp foram excluidas
(Lohse et al., 2012). As sequéncias resultantes, com tamanho médio abaixo de
36 bp foram excluidas, além disso, uma normalizacdo dos dados foi realizada
pelo préoprio Trinity fazendo com que houvesse uma melhor montagem e
caracterizagao dos transcritos. A montagem do transcriptoma foi realizada pela
metodologia de novo através do Trinity assembler (Meryl k-mer cunter)
(Grabherr et al., 2011), utilizando-se sequéncias de alta qualidade paired-end

como entradas.

Perfil transcritbmico dos ferrdes de P. falkneri e P. motoro

Nem todos os transcritos montados pelo Trinity séo codificantes. Para a
identificacdo dos transcritos traduzidos foi utilizado o TransDecoder que
seleciona as 500 maiores ORFs identificadas nos transcritos para estabelecer
um modelo de predicdo de genes dentro dos demais transcritos. A analise
funcional dos unigenes foi realizada através de alinhamento com a base de
dados ndo redundante de proteinas do National Center for Biotechnology
Information (NCBI NR, http://www.ncbi.nim.nih.gov/) e The Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes (KEGG, http://www.genome.jp/kegg/) (Kanehisa and
Goto, 2000), baseando-se na anotacdo, por meio de BLASTX (Limiar de
significancia: e-value <1.0e-5).

47



Resultados e discussao

Sequenciamento e montagem dos transcritomas de

Potamotrygon falkneri e Potamotrygon motoro

A fim de obter um maior conhecimento acerca das proteinas que séo
expressas pelo ferrdo das duas espécies de arraias (P. falkneri e P. motoro)
utilizou-se a técnica de transcritdbmica pela plataforma lllumina MiSeq truseq. O
sequenciamento desenvolvido gerou um total de 29,325 genes preditos para as
amostras do ferrdo de P. falkneri, onde 3,945 foram genes preditos onde
somente a parte da fita 3’ foi encontrada e 7,652 foram do genes preditos onde
somente a parte da fita 5’ foram encontradas, além disso foram obtidos 12,894
genes completos, possuindo ATG e cédon de parada e 4,834 genes parciais
sem a sequéncia ATG e o cddon de parada. Por outro lado, foram encontrados
um total de 34,723 genes preditos para o ferrdo de P. motoro, onde 3,762
foram genes preditos onde somente a parte da fita 3’ e 8,251 foram do genes
preditos onde somente a parte da fita 5’°, genes completos com ATG e codon
de parada foram encontrados 18,724 genes e 3,986 genes incompletos sem o
coédon stop. Apos a montagem de novo dos transcritomas pelo programa Trinity
(Grabherr et al., 2011), um total de 101,144 transcritos foram encontrados para
P. falkneri, além de 76,222 componentes e um total de 149,780 transcritos
foram encontrados para P. motoro, além de 121,750 componentes, o tamanho
médio de contigs foi de N50:1,781 e 1,704 para P. motoro e P. falkneri
respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Sequenciamento e montagem de novo do transcritoma de P. falkneri e P.
motoro, utilizando o sequenciador lllumina MiSeq

Sumario de sequenciamento e montagem
P. falkneri  P. motoro
Pares de leituras totais 15,327,582 14,123,757
Leituras ap0s refinamento 15,166,975 13,990,001
Total de sequéncias Paired-ends 30,655,164 28,247,514
Total de sequéncia paired-ends apos refinamento | 30,333,950 27,980,002
Contigs N50 1,704 1,781
Total de transcritos montados através do Trinity 101,144 149,780
Total de genes assinalados 29,325 34,723
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Trabalhos desenvolvidos com sequenciamento de nova geracao (RNA
seq) com arraias de qualquer ambiente, seja marinhas ou dulciaquicolas, sé&o
desconhecidos. Até o presente momento, nenhum trabalho dessa natureza foi
publicado, até mesmo para outros animais peconhentos de ambiente aquatico
é extremamente raro se encontrar trabalhos dessa natureza. Por outro lado, o
sequénciamento vem sendo utilizado no estudo de glandulas de pegonhas ou
venenos de diversas espécies de animais, principalmente animais terrestres.
Contudo, Hu e colaboradores (2012) utilizaram o sequenciamento de nova
geracao 454 Sequencer FLX Titanium para resolucao do transcritoma do ducto
da peconha de Conus (C. geographus). Neste trabalho com Conus foram
gerados em média 200,000 leituras de alta qualidade com um N50 de 580 bp,
para o transcritoma de referéncia foram gerados através do programa Mira 3
(Chevreux et al., 2004) um total de 60,305 contigs e ap6s um refinamento das
analises, para retirada de contigs redundantes, restaram 49,515 contigs para o
transcritoma de referéncia (Hu et al., 2012).

Outro trabalho relacionando andlise transcritbmica de glandulas de
peconha e sequenciamento de nova geracdo com animais terrestres foi
desenvolvido por He e colaboradores (2013). Eles utilizaram a glandula de
peconha de aranhas fémeas de Latrodectus tredecimguttatus. Nesse trabalho,
foi utilizado a plataforma Illumina HiSeq 2000. Foram encontradas para a
glandula de Latrodectus tredecimguttatus um total de 27,605,467 paired-end
leituras com uma média de 90 pb, no que diz respeito a transcritos foram
encontrados 34,334 apresentando um comprimento médio de 628bp (He et al.,
2013a). Todas as leituras foram montadas através do programa Trinity
(Grabherr et al., 2011).

Por fim, um trabalho realizado com glandulas de peconha de duas
espécies de serpentes Ovophis okinavensis e Protobothrops flavoviridis foram
realizadas por Aird e colaboradores (2013), utilizando a plataforma lllumina
GAIl. Apés o refinamento das analises, foram obtidos 13,572,340 e 12,184,487
paired-end leituras, bem como, 2,079,603 e 3,110,164 single-end leituras para
O. okinavensis e P. flavoviridis, respectivamente. Apés uma filtragem dos

transcritos de baixa qualidade, estes foram reduzidos de 46,631 e 58,199
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transcricoes para de 13,998 e 19,970 transcritos para O. okinavensis e P.
flavoviridis, respectivamente (Aird et al., 2013).

Quando observado, os dados obtidos neste trabalho com a literatura
apresentada, podemos observar que a diferenca de quantidade de informacéao
varia de forma consideravel, salientando que para 0 nosso trabalho, obtivemos
uma maior quantidade de dados quanto comparado ao dados apresentados na
literatura aqui apresentada.

Perfil transcritomico funcional

Para a caracterizacdo funcional das proteinas preditas, os dados foram
submetidos a uma busca no BLAST contra a base de dados UniProt. Para uma
construcdo do perfil funcional o conjunto de dados transcritbmicos gerados
provenientes de uma montagem de novo foi comparada a uma base de dados
do KEGG Orthology gerando KOs para as proteinas preditas. Para avaliacao
de igualdade das amostras no que diz respeito aos KOs obtidos para cada uma
delas, um diagrama de Venn foi criado, mostrando que foram obtidos para as
amostras de P. falkneri 382 KOs exclusivos, e para as amostras de P. motoro
597 KOs exclusivos, poréem KOs que foram compartilhados entre as espécies
mostrou um soma de 4,631 (Figura 5).

No diagrama de Venn apresentado, também foram indicadas as classes
gue compdem os KOs exclusivos para as duas espécies de arraias, bem como
a sobreposicao delas, mostrando os KOs que estdo presentes em ambas
(Figura 5).
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Figura 5. Diagrama de Venn mostrando a sobreposicéo de KOs obtidos para as duas espécies de arraias, bem com as
classes de transcritos relacionados a cada uma das espécies e também para ambas.
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Para a amostra de P.falkneri foram obtidos 17,822 genes com hits
proporcionando um total de 5,013 KOs diferentes, por outro lado, para a
amostra de P. motoro foram obtidos 20,162 genes com hits, proporcionando
um total de 5,228 KOs diferentes. Para esses KOs de ambas as amostras, 0s
transcritos foram divididos em 7 classes diferentes que podem ser visualizadas
nas Figuras 6 e 7, essas classes estdo contando também os genes e os KOs
que se apresentam repetidos uma vez que genes diferentes podem originar
KOs que estdo envolvidos em mais de uma classe, logo, os dados podem
sofrer sobreposicédo. Dentre essas classes de transcritos, a que se apresentou
com uma maior porcentagem de transcritos foi a classe de transcritos
denominada miscelanea (KOs que ndo se enquadraram em nenhuma das
classes do transcritos encontrados), ao qual para P. falkneri se obteve 30% de
KOs e para P. motoro se obteve 31% de KOs que néo estéo relacionadas com
nenhuma via biolégica. Este dado pode ter ocorrido dado que a montagem
aconteceu sem um genoma referéncia, dificultando a atribuicdo de uma via
para grande parte dos transcritos, por este motivo também néo foi possivel a
obtencéo de transcritos relacionados especificadamente com toxinas (Figuras 6
e 7), podendo também essa quantidade estar relacionada a artefatos gerados
na montagem.

Segundo as andlises, a segunda classe de transcritos que obteve uma
maior porcentagem de KOs foi a classe dos transcritos de metabolismo celular,
onde se obteve 15% para P. falkneri e 14% para P. motoro, seguido por 12% e
13% de KOs de sistemas do organismo para P. falkneri e P. motoro,
respectivamente. Para ambas as amostras obteve-se para a categoria de KOs
relacionadas a doencas humanas uma porcentagem de 11%. Essa classe se
deu pelo fato dos transcritos ndo terem sido contrastados contra um genoma
de referéncia, e sim pelo transdecoder, que utilizou as 500 maiores ORFs como
modelo para fazer a predicdo génica. Por fim, a classe de processos celulares
correspondeu a 10% para ambas as espécies, e ainda, para a classe de
processamento de informagdo ambiental foram obtidos 9% também para
ambas as espécies. Finalizando, a ultima classe de proteinas geradas a partir
dos dados obtidos foi a classe de processamento de informacgdes genéticas,
onde se obteve 13% para P. falkneri e 12% para P. motoro (Figuras 6 e 7).
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Varios trabalhos com transcritoma de glandulas de peconha de diversos
animais vém recebendo atencdo desde que se criou a técnica de RNASeq. Um
trabalho recente realizado por Valez-Velazquez e colaboradores (2013)
desenvolveu um estudo utilizando a glandula de peconha do escorpido
Centruroides tecomanus, onde se obteve o transcritoma utilizando a plataforma
ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer. Apés a montagem dos transcritos, foi
observada uma maior quantidade dos transcritos relacionados a Toxinas
(53%), seguido de 19% de transcritos de processos celulares, e assim como
neste trabalho grande parte das proteinas foram caracterizadas como
desconhecidas e sem funcdo definida, que foram 20% dos transcritos. Além
disso, 4 % foram identificadas como outros componentes proteicos e mais 4%
de peptideos antimicrobianos (Valdez-Velazquez et al., 2013). Os dados
gerados foram contrastados com um banco de dados utilizando os algoritmos
blastx e blastn, porém o banco de dados néo foi informado.

Outro trabalho utilizando sequenciamento de nova geragédo foi
desenvolvido por Rendon-Anaya e colaboradores (2012), com a glandula de
peconha do escorpido da espécie Centruroides noxius, neste trabalho foi
utilizado a plataforma 454, e os dados foram avaliados contra o banco de
dados de Drosophila melanogaster e toxinas depositadas no ToxProt

(http://www.expasy.ch/sprot/tox-prot/tox-prot_stat.html). Apdés as analises das

proteinas identificadas, se obteve uma separacdo de classes de proteinas,
onde, as 5 principais categorias foram as relacionadas a processos celulares
com 22% das proteinas identificadas, 18% de processos metabdlicos, 9% de
regulacdo bioldgica, seguido por 8% de processos multicelulares do organismo
e 7% para processos de desenvolvimento. As andlises para a glandula de
veneno de C. noxius ndo apresentou nenhuma proteinas sem funcéo
relacionada (Rendon-Anaya et al., 2012).

Grande parte de trabalhos que tratam de analises transcritbmicas de
glandulas de peconhas tem sua concentracdo em serpentes de géneros
distintos. Rodrigues e colaboradores (2012) utilizaram a plataforma de andlises
MEGA-BACE1000 automated DNA sequencer para analisar o perfil
transcritbmico da glandula da serpente da espécie Bothropoides pauloensis,
utilizando a anotacdo do BLASTX e BLASTN contra o GeneBank NCBI
database. Para tais analises foram identificados trés grandes grupos proteicos,
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onde, 41,9% foram identificados como toxinas, 30,9% relacionados a proteinas
celulares, e 27,2% nao foram identificados.

Além do sequenciamento de Ultima geracao ser utilizado em organismos
que ja sdo corriqgueiramente estudados, o0 mesmo pode também ser utilizado
para o estudo de novos organismos assim como feito no presente trabalho.
Nesse sentido, Bouzid e colaboradores (2013) realizaram um trabalho que foi o
primeiro transcritoma realizado em espécies de formiga, utilizando a glandula
de peconha da espécie Tetramorium bicarinatum. Nesse trabalho foi utilizado a
plataforma ABI Prism BigDye Terminator v3.1, onde, dados foram contrastados
contra o algoritmo BLASTX, usando o gene de referéncia de insetos extraidos
do UniProtkKB. Apds analises de dados, os transcritos foram classificados em
cinco grupos, nesse sentido, o maior dos grupos foi o grupo de funcdes
bioldgicas que correspondeu em cerca de 40% dos transcritos, seguidos de
18% de transcritos de componentes de peconhas de Hymenoptera, 26% de
transcritos sem identificacdo, 13% de func&o desconhecida e, por fim, 5% de
candidatos a toxinas (Bouzid et al., 2013). Por fim, pode-se observar que
grande parte dos trabalhos mesmo contendo genoma de referéncia e utilizando
varias plataformas de andlises e varios programas de busca, uma grande parte
dos transcritos podem ndo ser identificados ou nao serem atribuidos a

processos celulares conhecidos.

Vias biologicas encontradas nos transcritos

As vias metabdlicas representaram grande parte das classes de
transcritos encontrados para ambas as espécies de arraias, apresentando um
total de 1,233 KOs para as andlises de P. falkneri e 1,235 para as analises de
P. motoro. Dentro da classe de metabolismo, as de aminoacidos, carboidratos
e lipideos correspondem a 15% do total para ambas as espécies, seguido por
biossintese de glicanos correspondendo a 12%, metabolismo energético com
11%, metabolismo de nucleotideos com 10%, metabolismo de cofatores e
vitaminas com 9%, metabolismo e biodegradagdo de xenobidticos com 5%,
metabolismo de outros aminoacidos com 4% e por fim, metabolismo de
terpendides e policetideos e metabolismo de biossintese de outros metabdlitos

secundarios com 2% para ambos (Figuras 6 e 7).
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Metabolismo de aminoacidos

Dentre 0 metabolismo de aminoacidos, 6 KOs foram encontradas para
as vias de biossintese de aminoacidos exclusivas para P. falkneri, além de 10
KOs para P. motoro, além disso 113 KOs foram compartilhadas por ambas,
podendo ser citadas, as de biossintese de aminoacidos, degradacéo de lisina,
metabolismo de aminoacidos como arginina, prolina, cisteina, metionina,
glicina, serina e treonina (Tabela suplementar 1 e Figuras suplementares 1-5).

Nos ultimos 20 anos, grandes esforcos tém sido voltados para a
definicdo de requisitos ideais de aminoacidos para espécies de animais,
incluindo suinos (Wu et al.,, 2007), ruminantes (Firkins et al., 2006), aves
(Baker, 2009), peixes (Li et al., 2009) e humanos (Elango et al., 2009), sobre
varias condicfes, tais como, nutricionais, de desenvolvimento, ambientais e
patolégicas. Aléem disso, ha um interesse crescente sobre funcdes de L- e D-
aminoacidos em aspectos fisiolégicos (Kim and Wu, 2009), bem com
mecanismos celulares e moleculares subjacentes (Katane et al., 2008; Wang et
al., 2009). Embora cada aminoacido tenha sua propria via catabdlica Gnica, o
catabolismo em varios organismos exibe um nimero comum de caracteristicas,
tais como, reducdo, hidrélise, oxidacao, entre outros (Wu, 2009). Metabdlitos
importantes de aminoacidos incluem amdnia, CO2, &cidos graxos de cadeia
longa e &cidos graxos de cadeia curta, glicose, H2S, corpos cetdnicos, 6xido
nitrico (NO), uréia, acido Urico, poliaminas, e outras substancias nitrogenadas
com enorme importancia biolégica (Blachier et al., 2007; Montafiez et al., 2008;
Morris, 2007).

Os aminoacidos sdo 0s compostos essenciais para a producao de
proteinas. A sintese e a degradacdo continua de proteinas num ambiente
celular sdo coletivamente denominadas de turnover de proteina intracelular,
esse processo por sua vez vai determinar o equilibrio de proteinas nos tecidos
(Wu, 2009). Esse turnover de proteinas requer grande quantidade de energia,
ou seja, trifosfato de adenosina (ATP), que corresponde a cerca de 20-25% de
toda a energia gasta num corpo humano adulto. Entretanto, esse ciclo
metabolico de alto custo cumpre fungbes que sdo essenciais, incluindo a

homeostase proteica, renovagdo celular, remocdo de proteinas danificadas,
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proteinas imunolégicas, cicatrizacdo de feridas, alteracbes patoldgicas e
respostas imunes (Wu, 2009). Outro aspecto que pode ser ressaltado quando
falamos de metabolismo de aminoacidos, que futuramente levara a producao
de proteinas, e que, por consequéncia levara a processos celulares, consiste
na producdo de proteinas utilizadas na a defesa e predacdo. Peconhas séo
misturas complexas de compostos proteicos e nao proteicos (Morgenstern and
King, 2013). As proteinas encontradas em peconhas sao o resultado de um
processo de recrutamento, onde, uma proteina normal, tipicamente envolvida
num processo regulatério chave, é duplicada, e o0 novo gene é expresso
seletivamente na glandula (Fry et al., 2009). Em muitos casos, esses genes de
toxinas foram amplificados para se obter familias multigénicas com uma
extensiva neurofuncionalizacdo (Fry, 2005), seguida por uma delecdo de
algumas copias génicas e a degradacao de outras copias nao funcionais (Fry et
al., 2003). Essas familias de toxinas multigénicas recém-criadas a partir de
genes de proteinas anteriormente com fungBes basais da célula, na maioria
das vezes mantiveram os padrées moleculares (incluindo estrutura terciaria) de
seus ancestrais proteicos (proteinas de funcdo basal), entretanto, alguns
residuos funcionais que estédo fora desses padrdes, foram modificados gerando
uma infinidade de novas atividades (Fry, 2005; Fry et al., 2003; Possani et al.,
1999).

Metabolismo de carboidratos

Vias metabdlicas de carboidratos também foram identificadas a partir
dos KOs gerados, correspondendo a grande parte do metabolismo em que o0s
KOs foram enquadrados. 14 KOs exclusivos foram relacionados as vias de P.
falkneri e 11 KOs para as vias exclusivas de P. motoro, além disso foram
encontradas 175 KOs compartilhados entre ambas (Tabela suplementar 2),
podendo ser citadas ainda vias como ciclo do citrato, glicélise, metabolismo de
amido e sucrose, metabolismo de acgUcar amido, frutose e manose (Figura
suplementar 6-10). Os polissacarideos (carboidratos) sdo a maior fonte de
carbono para os organismos heterotroficos, nos trés dominios da vida:
bactérias, arqueobactérias, e eucariotos. Sua utilizacdo geralmente envolve a

hidrélise de polissacarideos extracelulares com posterior absorcdo dos
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oligossacarideos formados, através de transportadores especificos, e a sua
hidrélise intracelular para gerar hexoses (por exemplo, glucose, galactose,
manose e frutose) e pentoses (por exemplo, xilose e arabinose).
Posteriormente, esses monossacarideos podem ser oxidados através de um
conjunto conservado na regido central das vias metabdlicas (Verhees et al.,
2003). Os carboidratos (polissacarideos/monossacarideos) se mostram uma
grande fonte de reserva de energia na natureza (Roach et al., 2012). A glicose
polimerizada em glicogénio serve como meio de armazenamento na célula
para uso em caso de necessidade (Roach et al.,, 2012). Sendo assim, uma
grande variedade de vias esta envolvida na degradacéo da glicose em piruvato
para a geracao de energia, podendo ressaltar a via da glicélise (Verhees et al.,
2003). A via de Embden-Meyerhof (EM), mais conhecida como glicdlise, € a via
geral para a degradacédo de glicose e todos os dominios da vida. Além disso
alguns organismos sao capazes de utilizar rotas alternativas para a degradacgéo
da glicose, isto €, a via Entner-Doudoroff (ED) (Verhees et al., 2003). A via
classica de EM se mostra bem conservada em eucariotos e bactérias, onde,
dez enzimas catalisam a oxidacdo de glicose para piruvato. Uma vez que a
vias de glicolise sdo as vias de metabolismo energético, sua importancia na

producéo de peconhas por glandulas utilizando energia (ATP) é inegavel.

Metabolismo de glicanos

A biossintese e metabolismo de glicanos foi 0 segundo grupo mais
expressivo dentro das classes de metabolismos. As analises mostraram 14
KOs exclusivos nesta via para P. falkneri. Entretanto, para P. motoro, foram
obtidos somente 7 KOs exclusivos. Para ambas as espécies foram encontrados
123 KOs para essa via metabdlica (Tabela Suplementar 3), para exemplificar,
foram encontradas vias de biossintese de glicosaminoglicanas heparanas,
biossintese de N glicanos, biossintese de outros tipos de O glicanos, vias de
degradacdo de glicosaminoglicanos e metabolismo de glicerofosfolipideos
(Figuras Suplementares 11-15).

Desde o surgimento do termo glicobiologia (Rademacher et al., 1988)
tem se apreciado a glicosilacdo como um espectro do processo biologico
fundamental (Dalziel et al., 2014). Os avancos nos trabalhos com
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sequenciamento de glicanos vem mostrando que glicoproteinas e glicolipidios
existem em muitas variantes glicosiladas, ou glicoformas, podendo variar
consideravelmente em suas funcbes e também propriedades bioquimicas. O
controle biossintético individual de estruturas glicanas, permite a regulacao
tanto de materiais como o desenvolvimento da glicosilacdo de acordo com os
requisitos celulares (Dalziel et al., 2014). Os glicanos possuem estruturas muito
diversas, podendo incorporar uma vasta gama de residuos de
monossacarideos e ligacdes glicosidicas, eles também sdo sintetizados por
uma enorme variedade de enzimas biossintéticas localizadas ao longo do

reticulo endoplasmaético (RE) e aparelho de Golgi.

Metabolismo de lipideos

Vias metabdlicas envolvendo lipideos também se mostraram em grande
porcentagem nos transcritos aqui apresentados. Dentre essas vias 11 sdo KOs
exclusivos para P. falkneri e 16 KOs para P. motoro, além disso 143 KOs
compartiihados em ambas as espécies (Tabela suplementar 4), para
metabolismo de lipideos, vias metabdlicas também podem ser citadas, tais
como, vias de degradacdo de acidos graxos e metabolismo de acidos graxos,
metabolismo de esfingolipideos e glicerofosfolipideos, bem como metabolismo
de glicerofosfatidilinusitol (Figuras suplementares 16-20).

Os acidos graxos (AG) desenvolvem varias funcbes em seres humanos
e outros organismos (Tvrzicka et al., 2011). A composi¢do de acidos graxos
sofre variacbes de acordo com as espécies, assim como tecidos nos
organismos. Em tecidos de origem animal e vegetal, 0os 4cidos graxos possuem
16 e 18 atomos de carbono, ou seja, palmitico, estearico, oleico e linoleico.
Olhando de um ponto de vista quimico, os lipideos sdo ésteres de AG com
alcodis organicos (colesterol, glicerol e esfingozina). Lipideos sdo encontrados
na corrente sanguinea sobre a forma de lipoproteinas, os quais sdo compostos
por ésteres colesteraois, triacilglicerois e fosfolipidios (Tvrzicka et al., 2011). Os
AG sob a forma de fosfolipidios (principalmente de fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, esfingomielina) formam todas as membranas celulares e
sdo essenciais para a sua fluidez e a funcionalidade, nesse sentido, o

metabolismo envolvendo a degradacdo desses acidos graxos se mostra
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importante, uma vez que a matriz celular € um dos principais alvos de proteinas

de peconhas e estes acidos a compdem.

Vias de cascata de coagulacéo

KOs envolvidos em vias de cascata de coagulacdo também foram
identificados nesse estudo. Foram encontrados para a espécie P. falkneri 5
KOs exclusivos envolvidos em vias de cascata de coagulacdo e 7 para P.
motoro, por outro lado, foram encontrados 18 KOs envolvidos nessas vias que
se mostraram compartilhadas em ambas (Tabela Suplementar 5 e Figura
Suplementar 21). Esta via merece uma maior énfase neste trabalho, uma vez
que a peconha de varios organismos atua na cascata de coagulacao.

Em um individuo saudavel, o sangue circula com grande fluidez, no
entanto, a ocorréncia de lesdo vascular requer que o0 sangue gelifique
rapidamente (hemostasia), formando um coagulo, a fim de evitar hemorragia.
Quando o endotélio sofre algum dano, as plaquetas aderem ao subendotélio e
ativam a cascata da coagulacao, induzindo a producao de fibrina, que faz uma
malha para a retencdo das plaguetas, selando do local da lesdo (Norris, 2003).
Apesar da ativacdo quase instantanea do sistema hemostéatico ser necessaria,
para evitar a formacdo de coagulos de forma inadequada, resultando em
complica¢gBes tromboticas, a capacidade de coagulacdo do sangue tém de ser
cuidadosamente regulada. A ativagdo da cascata de coagulacdo €
desencadeada através da liberacdo de fatores de tecido a partir do local da
leséo e, na presenca de superficies de células pro-coagulantes, a producao de
fibrina pode ser alcancada em poucos segundos (Norris, 2003).
Tradicionalmente, duas vias principais tém sido descritos para a coagulacao do
sangue: a via intrinseca ou extrinseca de contato e a via do fator tecidular. A
via intrinseca pode ser ativada quando o sangue entra em contato com uma
superficie carregada negativamente, resultando na ativagdo do fator XII. No
entanto, as deficiéncias em fator de XIlI ndo estdo associadas com hemorragia
e pode até mesmo ser associada com tromboses (Lammle et al., 1991). Além
disso, a ativagao do fator IX pode ser alcancado tanto pelas vias extrinsecas
quanto intrinsecas. A principal funcao do sistema intrinseco pode ser amplificar

a ativacdo da coagulacédo desencadeada através da via do fator de tecido. A
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via do fator de tecido € desencadeada quando a proteina do fator de tecido
ligada @ membrana (TF) entra em contato com o plasma que contém o fator VII
(Bugge et al., 1996). O fator de tecido ndo é normalmente expresso em células
gue entram em contato com o plasma, no entanto, apos a lesdo vascular, as
células que expressam o fator tecidular estdo expostas ao plasma e podem
ligar-se o fator VII (Norris, 2003).

Possiveis transcritos presentes na pegconha de arraia

Fosfolipases

Fosfolipase A2

Grande parte dos transcritos identificados em ambas as amostras do
ferréo das arraias foram identificadas como fosfolipases A2 (Tabela 2).

Tabela 2. Transcritos encontrados relacionados as classes de fosfolipases.

Fosfolipases

Potamotrygon motoro Potamotrygon falkneri

Transcritos KO
Fosfolipases A2 | KO1047 X X
Fosfolipases D | KO1115
Fosfolipases Al | K13619

X X
X X

Fosfolipases A2 sdo enzimas que hidrolisam glicerofosfolipideos na
posicdo sn-2 e sdo distribuidas em muitos grupos na natureza (Schaloske and
Dennis, 2006). Elas sdo proteinas ricas em cisteinas que contém 119-134
aminoacidos e dividem estruturas e funcbes similares, cerca de 50% dos
residuos de aminoacidos sao incorporados em a-hélices e cerca de 10% em
folnas betas e quatorze cisteinas conservadas formando 7 pontes dissulfeto
mantendo a estrutura tridimensional estavel (Samy et al., 2012). Os primeiros
esforcos na caracterizacdo dessas enzimas podem ser encontrados nas
primeiras décadas do século passado, onde, grandes avancos foram realizados

por grupos distribuidos por todo o mundo para desvendar o mecanismo de
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acao dessas enzimas, principalmente em relacdo ao bloqueio das transmissdes
neuromusculares e na inducdo de lesdo muscular aguda, que sdo as duas
grandes manifestagbes clinicas em humanos envolvendo acidentes com
animais que possuem fosfolipases A2 em seu arsenal (Warrell, 2012). Quase
todas as fosfolipases A2 contém um grupo conservado de um loop ligante Ca?*
(XCGXGG) e um sitio catalitico (DXCCXXHD) (Dennis et al., 2011). A
superfamilia de fosfolipases A2 geralmente incluem seis tipos (secretadas,
citosolicas, independentes de calcio, hidrolases PAF-acetil, associadas a
lipoproteinas e lisossomais). As fofolipases de serpentes foram as primeiras
descritas, e existem 3 grandes grupos de fosfolipases de animais baseadas em
suas distribuicbes de pontes dissulfeto (Lomonte and Rangel, 2012).

Todas as fosfolipases A2 do grupo 1 sdo encontradas em serpentes
elapidicas, por outro lado as do grupo 2 quase que em sua totalidade s&o
encontradas em serpentes viperidicas, esse grupo difere na posicdo de uma
ponte disulfeto das sete presentes e pela presenca de uma extensao curta no
C terminal (Lomonte and Rangel, 2012). Por outro lado, o grupo 3 possui uma
grande diferenca em relacdo ao grupo 1 e 2 (Scott et al., 1990), e incluem
enzimas presentes em peconhas de artrépodes, como abelhas e escorpides. O
grupo 1 de fosfolipases que sdo pertencentes aos elapideos e secrecao
pancreatica de mamiferos possuem sete pontes disulfeto, Cys11-72, Cys27-
Cysl119, Cys29-Cys45, Cys44-Cys100, Cys51-Cys93, Cys61-Cys86 e Cys79-
Cys91l (Kang et al., 2011). Até o presente, as estruturas cristalinas dos varios
grupos de fosfolipases ja foram elucidadas, as estruturas consistem em um N
terminal com uma hélice H1 (dos residuos 2-12), hélice H2 (dos residuos 40-
55) e hélice H3 (dos residuos 86-103). Além disso, as outras duas hélices
curtas envolvem os residuos 19-22 (SH4) e 108-110 (SH5) (Kang et al., 2011).
Existem também uma B-wings com duas cadeias curtas de folhas beta
antiparalelas (70-74 e 76-79) (Kang et al., 2011).

Fosfolipase D

Essa classe de fosfolipases foram encontradas em ambas as amostras
(Tabela 2).
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As fosfolipases D foram descobertas primeiramente em plantas com
uma atividade distinta de fosfodiesterase fosfolipidio especifica, que hidrolisa
fosfatidilcolina (PC) em acido fosfatidico e colina, no entanto, o interesse nessa
enzima so teve atencdo quando se demonstrou, em experimentos com cultura
celular, sua rapida ativacdo e rapida resposta a estimulos celulares (Cockcroft,
1984). Esses estudos foram revisados por Exton (1990) e Billah and Anthes
(1990) indicando que as PLD sé&o fosfolipases genuinamente ativadoras de
sinais. Como tal, elas foram agrupadas junto com as fosfolipases C,
fosfolipases A2 e as esfingomielinases, todas estas sendo enzimas que
degradam fosfolipideos que geram produtos biologicamente ativos, e que
desempenham fung¢des importantes na regulacdo da célula (Liscovitch and
Cantley, 1994). As fosfolipases ativadoras de sinal junto com as quinases
lipidicas representam a base molecular para um rapido crescimento na area de
sinalizagéo lipidica (Liscovitch and Cantley, 1994). A atividade destas enzimas
€ estimulada quando se d& a ligacdo do receptor pelos agonistas, resultando
na alteracdo de varios componentes lipidicos da membrana, quer pela
degradacdo ou por fosforilacdo, e a geracdo de um ou mais produtos
‘mensageiros” que sao capazes de recrutar ou modular proteinas-alvo
especificas (Liscovitch et al., 2000).

As PLDs sao relativamente pouco estudadas, mas um grande interesse
pode ser dado as PLDs que utilizam lisofosfolipidios como substrato. PLDs
dependentes de Mg?* que degradam lisofosfolipideos foram primeiramente
identificadas em microssomas de cérebro de ratos, e posteriormente, em
microssomas de outros tecidos (Wykle et al.,, 1977). Um PLD dependente de
Ca?* foi encontrado em microssomas de medula renal de coelhos (Kawasaki
and Snyder, 1987). Ambas as enzimas hidrolisam um éster especifico ligado a
lisofosfatidilcolina e lisofosfatidiletolamina. As propriedades destas enzimas e
as suas possiveis funcdes do metabolismo fosfoacilglicerol foram revistos
(Wykle and Strum, 1991). Além disso, até agora nao houve nenhuma evidéncia
de ativacao liso-PLD por estimulos extracelulares. O produto de liso-PLD é o
acido lisofosfatidico (liso-PA), um hormdnio extracelular multifuncional cujos
mecanismos de formacdo n&do séo totalmente claros. Liso-PLDs pode muito
bem contribuir para a geracao de liso-PA no corpo, mas a confirmagao dessa
especulacao exige uma melhor investigacéo (Liscovitch et al., 2000).
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Fosfolipase Al

Esta classe de fosfolipases foi encontrada em ambas as amostras
(Tabela 2). As fosfolipases Al (PLA1) também conhecidas como fosfolipases
DDHD1 também sédo pouco abordadas no meio cientifico, elas hidrolisam as
ligacbes éster dos fosfolipidios na posicdo sn-1 produzindo 2 - acil-
lisofosfolipidos e acidos graxos (Aoki et al., 2007). Além de ter atividade na
hidrolise de fosfatidil colina (PC) e lisofosfatidil colina (Aoki et al., 2002). As
PLA1 tiveram suas atividades detectadas em muitos tipos celulares e tecidos
diferentes, tais como, plaquetas de ratos (Sato et al., 1997), cérebro bovino
(Pete et al., 1994) e unicamente até o presente, em peconhas de himenopteras
(Soldatova et al., 1993). Em contraste com outras fosfolipases como a C e a
A2, as PLA1 séo restritamente conhecidas. Recentemente, varias isoenzimas
PLA1 foram identificadas e muito se aprendeu sobre a estrutura e funcao
molecular de PLAls. Todas as PLAls extracelulares pertencem ao gene das
familias das lipases pancreaticas, esse gene se mantém conservado em
organismos de insetos a mamiferos (Carriere et al., 1998). Os estudos
cristalografico de lipases pancreéaticas humanas, mostram que cada lipase é
composta de dois dominios (dominios amino-(N-) e carboxy (C-) terminais), 0s
dominios N terminais sdo essenciais para as atividades cataliticas, uma vez
que, os residuos de aminoacidos responsaveis pela catalise (Ser, Asp e His)
estdo dispostos no N-terminal, curiosamente, todas as moléculas de lipase
semelhantes as observadas em insetos (Drosophila melanogaster, Bombyx
mori e zangado) tem apenas o dominio N terminal (Soldatova et al., 1993).
Adicionalmente, residuos de cisteinas conservadas sao localizadas nos
dominios N terminais, formando pontes disulfeto. Embora o N terminal seja
bem conhecido, o C terminal ainda é pouco conhecido, no entanto, os dominios
C-terminais de algumas lipases tém sido implicados na regulacdo da atividade
catalitica (Aoki et al.,, 2007). A estrutura terciaria das PLA1 tem um loop
chamado de lids e loops B9. Esses loops sdo curtos (residuos de 7-12) nos lids
e (residuos de 12-13) nos B9. Em comparagédo com lipases que possuem
longos lids e B9, as PLA1 demonstram ser, através de seus curtos loops, a

chave da atividade desta enzima (Carriere et al., 1998).
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Metaloproteinases

Colagenases

Esse grupo de metaloproteinases € composto por 3 grupos (matriz
metaloproteinase 1 (MMP-1), 8 (MMP-8) e 13 (MMP-13)) que foram nomeados
como colagenases 1, 2 e 3, respectivamente. Esta classe de metaloproteinases
foi encontrada em ambas as espécies, esses grupos de metaloproteinases
possuem a capacidade de clivar coldgenos de tripla hélice em fragmentos
caracteristicos de 3/4 e 1/4 (Fanjul-Fernandez et al., 2010). Dois desse grupos
foram identificados nesse trabalho, no entanto, somente a MMP-1 (Colagenase
1) foi identificada nas analises de P. falkneri, e as MMP-13 (Colagenases 3)

foram identificadas em ambas as espécies, P. falkneri e P. motoro (Tabela 3).

Tabela 3. Transcritos encontrados relacionados as classes de metaloproteinases.

Metaloproteinases

Potamotrygon falkneri Potamotrygon motoro

Transcritos KO
Colagenase 1 K01388 X -
Colagenase 3 K07994 X X
Estromelisina 2 K01396 X -
Macrofago elastase | KO1413 X -
Enamelisinas K07999 X -
Metaloproteinase 27 | KO8005 X -
Gelatinase A K01398 X X
Gelatinase B K01403 X X
Epilisinas K08006 X X
Metalopeptidase MepB | K13726 X X

As colagenases 1 sdo as colagenases principais capazes de degradar
fibras de colageno tipo lll, | e Il em um sitio especifico 3/4 a partir do N
terminal, esse tipo de colagenase é produzida por diversos tipos celulares,
como fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais, macrofagos, hepatdcitos,
condrocitos e osteoblastos (Visse and Nagase, 2003). Aléem da capacidade de

clivagem, as colagenases sao capazes de processar proteoliticamente outras
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proteinas da matriz extracelular (ECM), assim como uma série de moléculas
bioativas, como interleucina 8 (Tester et al., 2007), fatores de necrose tumoral
(TNF-a) (Gearing et al., 1994), ativadores do receptor 1 de proteinases (Boire
et al., 2005) e varios fatores de ligacdo de proteinas do tipo insulina (Overall,
2002). Com a retirada do dominio hemopexina dessas MMPs, elas se
transformam em enzimas capazes de degradar colageno nativo, sugerindo que
a cooperacgao entre o dominio catalitico e a hemopexina sdo essenciais para a
sua atividade colagenolitica (Murphy and Knauper, 1997). Por outro lado,
colagenases do tipo Ill clivam colagenos do tipo Il mais eficientemente que
coldgenos do tipo | e Ill. Além disso, eles apresentam uma maior atividade
gelanotinolitica quando comparado a MMP-1 e MMP-8 (Amalinei et al., 2007).

Gelatinases

Outras metaloproteinases encontradas nesse estudo para ambas as
espécies foram as metaloproteinases matrizes -2 (MMP-2) e -9 (MMP-9)
também conhecidas como gelatinase A e gelatinase B, respectivamente,
(Tabela 3). Ambas s&o constitutivamente expressas por diversos tipos
celulares, incluindo fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais, condrdcitos
e mondécitos no caso da MMP-2, e macréfagos alveolares, leucdcitos
polimorfonucleares e osteoclastos no caso da MMP-9 (Fanjul-Fernandez et al.,
2010). Essas duas MMPs possuem um dominio de fibronectina localizado
dentro do dominio catalitico, esse dominio permite a ligacdo e o
processamento de gelatina ou colageno desnaturados. (Gomis-Ruth, 2009),
sugerindo também que essas MMPs podem remodelar os coladgenos das ECM.
Essas gelatinases tem a capacidade de degradacdo de uma gama de
moléculas da matrix extracelular (ECM), tais como; colagenos do tipo I, IV, V,
VII, IX, X, elastinas, fibronectina, agrecanas, vitronectinas e laminas (Overall,
2002). Elas nao séo capazes de degradar somente componentes de ECM, elas
também podem degradar Pro-TNF-a (Gearing et al., 1994), pro-IL-1j3, pro-IL-8
e proteinas de mondcitos quimioatrativos (Fu et al., 2009). Desta forma, essas
enzimas sao capazes de liberar varios fatores com propriedades pro ou anti
angiogénicos (Egeblad and Werb, 2002). Além disso, ambas as gelatinases

tém sido associadas a diversas patologias, incluindo cancro, doencas 0sseas,

67



doencas inflamatdrias e vasculares, tais como aterosclerose, aneurisma da

aorta e enfarte do miocardio (Hu et al., 2007).

Estromalisina

Estromalisina 2 € um outro tipo de metaloproteinase identificada neste
trabalho somente para a espécie P. falkneri, e sdo conhecidas também como
metaloproteinase matriz -10 (Tabela 3). Essas estromalisinas mostram
basicamente o mesmo desenho estrutural das colagenases, podendo degradar
muitos componentes da ECM, entretanto elas ndo possuem a capacidade de
degradar colageno nativo (Fanjul-Fernandez et al., 2010). Apesar disso, elas
degradam colageno tipo IV, V, IX e X, além de proteoglicanas, gelatina,
fibronectina, laminina e fibrilina-1 (Amalinei et al., 2007). De certa forma, as
estromalisinas tem participacdo na ativacdo das pro MMP, através da sua
capacidade de remover o dominio propeptideo de trés procolagenases
(Barksby et al., 2006) e pro MMP-9 (Geurts et al., 2008), gerando a forma
totalmente ativa dessa enzima. As estromalisinas s&o expressas por
fibroblastos e células epiteliais, e sdo secretadas para o espaco extracelular,
onde desempenham um importante papel em processos bioldgicos, como
desenvolvimento de glandulas mamarias, imunidade e cicatrizacdo de feridas
(Page-McCaw et al., 2007).

Outras metaloproteinases

Outros integrantes das classes de metaloproteinases encontradas nesse
trabalho, porém, somente para P. falkneri, foram as metaloproteinases matrizes
-12 (MMP-12), também conhecidas como macrofago elastases (Tabela 3).
Essa MMP12 ndo é classificada dentro de um grande subgrupo de MMPs
devido a sua divergéncia de sequéncia e especificidade de substrato (Fanjul-
Fernandez et al., 2010). As MMP-12 ainda s&o conhecidas como
metaloelastases e sdo as que apresentam a maior atividade elastolitica, assim
como as outras MMPS, estas também séo capazes de degradar diversos
outros componentes da ECM, tais como, agrecanas, fibronectinas, lamininas e

colageno tipo IV (Overall, 2002), além de elastina, vitronectina, proteoglicanas,
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proteina de mielina basica e a1-antitripsina (Amalinei et al., 2007). Essas
MMPs-12 sdo comumente expressas por macréfagos (Shapiro et al.,, 1993),
porém sdo produzidas também por condrdcitos hipertroficos e osteoclastos
(Hou et al., 2004).

As metalloproteinases matrizes -20 (MMP-20) (Enamelisinas) também
foram identificadas neste trabalho para P. falkneri (Tabela 9). Essas MMPs
foram nomeadas assim, pois sua primeira identificagdo foram no 6rgéo suino
enamel (6rgdo dental), essas MMPs sdo secretadas por ameloblastos e
odontoblastos da papila dental e estdo envolvidas na formacdo do esmalte
dental (LIano et al., 1997). Sdo capazes de degradar amelogenina (Amalinei et
al., 2007).

Metaloproteinases Matrizes -27 (MMP-27) também foram identificadas
neste trabalho para P. falkneri. Foram primeiramente clonadas de fibroblastos
embrionarios de galinhas (Yang and Kurkinen, 1998). Vem sendo reportadas
que essas enzimas possuem a capacidade de degradar gelatina e caseina.
Estas podem ser expressas em tecidos intactos como testiculos, intestino,
pulmdo e pele, sugerindo que o papel dessas MMPs nesses tecidos pode
manter a homeostase (Amalinei et al., 2007). Especulacdes dizem que essas
MMPs participam da defesa desses tecidos, através do processamento de
peptideos antimicrobianos (Amalinei et al., 2007).

MMP secretada

Por fim, as dltimas MMPs descritas nesse trabalho foram as
metaloproteinases matrizes -28 (MMP-28), também conhecidas como
epilisinas, essas foram identificadas para ambas as espécies (Tabela 3). Ao
contrario das outras MMPs secretadas, as MMPs-28 tem seu processamento
intracelularmente através de proteinases de furina e secretadas
posteriormente, em sua forma ativa (Fanjul-Fernandez et al., 2010). MMPs-28
sao expressdo em varios tecidos diferentes, como, testiculos, pulméo, coracgéao,
colon, intestino, cérebro e epiderme (Lohi et al.,, 2001). Alguns trabalhos
reportam que essas MMPs estdo envolvidas como mediadores de certas
doencas do sistema nervoso central, como a esclerose multipla,

desempenhando um papel na desmielinizagao (Werner et al., 2008).
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Metalopeptidase MepB

Neste trabalho, p6de também ser identificada, através dos transcritos, a
proteina metalopeptidase MepB, em ambas as espécies de arraias (Tabela 3).
Essa metalopeptidases MepB é uma enzima primeiramente purificada por
Ibrahim-Granet e colaboradores (1997), como sendo uma metaloproteinase
intracelular de 85 kDa capaz de hidrolisar coldgeno tipo | nativo. Uma atividade
semelhante foi identificada por uma ampla variedade de fungos patogénicos,
sugerindo que essas proteinas possam estar envolvidas em mecanismos
celulares conservados (Ibrahim-Granet et al., 1996). Devido a essa habilidade
de clivar colageno nativo, foi especulado durante algum tempo que estas
proteinas poderiam estar envolvidas no catabolismo fisiologico de colageno
durante infeccdo, e além disso elas pertencem a familia das colagenases
intersticiais (Rawlings and Barrett, 1995). Essa familia € uma das maiores
familias de metalopeptidases, incluindo uma grande variedade de enzimas
derivadas de bactérias, plantas e animais (Ibrahim-Granet and D'Enfert, 1997).
Essas endopeptidases secretadas em animais sdo chamadas de matrixinas, e
estdo envolvidas na degradacao proteolitica de colageno e outras proteinas da

matriz extracelular (Dioszegi et al., 1995).

As desintegrinas e metaloproteina (ADAM)

Desintegrina 10

Essas desintegrinas 10 (ADAM 10) possuem uma estreita relacdo com
as enzimas de peconhas de serpentes que demostram ser capazes de clivar
colageno tipo IV. Elas foram encontradas em ambas as espécies (Tabela 4).
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Tabela 4. Transcritos encontrados relacionados as classes de desintegrinas.

Desintegrina e metaloproteina (ADAM)

Potamotrygon falkneri Potamotrygon motoro

Transcritos KO
Desintegrina 10 | KO6704 X X
Desintegrina 12 | KO6835 X X
Desintegrina 15 | KO6836 X X

O trabalho desenvolvido por Millichip e colaboradores (1998) isolou uma
ADAM 10 do rim de bovinos que demonstrou ser capaz de clivar colageno tipo
IV da membrana basal. Essa proteina foi isolada por eletroforese com um
epitopo especifico para colageno tipo IV. A demonstracdo de que uma metalo-
desintegrina exibe uma atividade de colagenase tipo IV pode ser relevante para
a metastase de tumores e podem tambem ter relevancia geral para
remodelacdo extracelular na patologia renal, além disso, podem também ser
importante para outros estados patoldgicos, em que ha o comprometimento da
membrana basal (Millichip et al., 1998). Por sua vez, essas proteinas podem

ajudar também no comprometimento de acidentes causados por arraias.

Desintegrina 12

As desintegrinas e metaloproteinas 12 (ADAM 12) sdo membros da
familia desintegrinas contendo metaloproteinases, que sao associadas a varias
doencas. Essas proteinas também possuem a capacidade de degradar
algumas proteinas de membrana como demonstrado por Roy e colaboradores
(2004), e foram identificadas em ambas as espécies.

Roy isolou uma ADAM 12 de pacientes com cancer na mama, onde
quatro fragmentos foram identificados como pertencentes a essas
desintegrinas, posteriormente, analises de imunobloting foram realizadas para
a deteccédo da ADAM 12 que se encontrava numa banda de 68 kDa em um gel
unidimensional. Posteriormente, essas desintegrinas e metaloproteinas 12
foram testadas contra substratos diferentes, mostrando que tais proteinas

apresentam acédo proteolitica contra gelatina, colageno tipo IV, e fibronectina,
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porém ndo mostrou atividade contra caseina e colageno tipo | (Roy et al.,
2004). Sendo assim, essas proteinas podem estar responsaveis também pela

acao na matriz celular in vivo causando danos nos acidentes com arraias.

Desintegrina 15

Essa desintegrina somente foi encontrada nas analises dos transcritos
de P. falkneri (Tabela 4). As desintegrinas 15 (ADAM 15) s&o os Unicos
membros da familia ADAM com a ligacao integrina Arg-Gly-Asp (RGD) no seu
dominio tipo integrina (Lu et al., 2010). Estas integrinas com esses dominios
também s&o encontradas na maioria das desintegrinas de peconha de
serpentes e outras proteinas semelhantes a desintegrina. Essa proteinas
também estdo relacionadas a varios tipos de doencas, porém Sun e
colaboradores (2010) mostraram que essas proteinas regulam a
permeabilidade endotelial e podem ser consideradas uma chave nos processos
celulares e para o desenvolvimento de desordem inflamatéria, ou seja, pode
mtambém estar envolvida no processo inflamatério causado pelos acidentes

com arraias.

Caspases

Caspase 2

As caspases 2 foram identificadas nos transcritos de ambas as espécies
de arraias (Tabela 5). As capazes sao proteinases que catalisam ligacdes
peptidicas apds o residuo de acido aspartico.
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Tabela 5. Transcritos encontrados relacionados as classes de caspases.

Caspases

Potamotrygon falkneri Potamotrygon motoro

Transcritos KO

Caspases 2 | K02186
Caspases 6 | KO4396
Caspases 7 | KO4397
Caspases 8 | K04398
Caspases 9 | KO4399
Caspases 10 | K04400 -

X X X X X

XX X X X X

As caspases 2 foram primeiramente identificadas em mamiferos. Esta
enzima se mostra Unica por suas caracteristicas como iniciadoras e efetoras de
caspases. A caspase 2 parece ser iniciadora necesséria para O
desencadeamento da apoptose causada por varios insultos, incluindo danos no
DNA, administracdo de TNF e diferentes patdgenos e virus (Zhivotovsky and
Orrenius, 2005). As caspases 2 sdo altamente distribuidas em vérios tecidos e
tipos celulares diferentes, podendo ser encontrada no nucleo, citoplasma e em
grande quantidade no complexo de Golgi (Fan et al., 2005). Sendo assim,
estudos demonstram que as caspases 2 atuam como um indutor de apoptose
em varios tipos celulares (Fan et al., 2005). Um estudo desenvolvido por Paroni
e colaboradores (2002), mostrou que, na fase inicial da apoptose, as caspases
2 no interior do nucleo, poderiam ocasionar uma disfuncdo mitocondrial sem
estar presentes no citosol da célula (Paroni et al., 2002). No entanto, a
caspase-2 ndo € necessaria para a apoptose neuronal ou de timdcitos, sendo
provavel que outra caspase complemente o papel da caspase-2 nestas células
(O'Reilly et al., 2002).

Caspases 6e 7

Ambas as bibliotecas apresentaram essas duas caspases (Tabela 5). A
caracteristica estrutural dessas caspases é compartilhada. Elas possuem um

predominio curto conectado com uma regido catalitica de caspases (CASc).
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Esta propriedade sugere que eles sao incapazes de formar um complexo com
outras moléculas através do seu pré-dominio, e para assumir suas formas
ativas, outras caspases devem processa-las (Fan et al.,, 2005). Essas
moléculas atuam principalmente como executores da apoptose. Embora as
capazes 6 atuem juntamente com as caspases iniciadoras, os substratos
dessas enzimas sdo restritos a poucas proteinas, incluindo a laminina A
(Takahashi et al., 1996; Wolf and Green, 1999). As lamininas nucleares, o
principal componente estrutural do citoesqueleto do nucleo, séo clivados pela

caspase-6 durante o processo de apoptose (Lazebnik et al., 1995).

Caspases 9

Essa caspase foi identificada para ambas as amostras (Tabela 5). As
caspases 9 foram isoladas como caspases iniciadora contendo um dominio de
recrutamento de caspase (CARD) no N-terminal. Essas caspases
desempenham um importante papel na via de morte celular mediada por
mitocondrias (via intrinseca) (Li et al., 1997), gerando caspases efetoras ativas
através da cascata. Por outro lado, as caspases 9 parecem desempenhar um
papel importante na apoptose induzida por dexametasona, agentes
quimioterapéuticos e y-irradiagdo, mas nao em apoptose ativada por

estimulacao de receptor de morte (Kuida et al., 1998).

Caspases 8 e 10

Para essas caspases, neste estudo foram identificados transcritos de
caspase 8 para ambas as espécies e caspase 10 somente nos transcritos de P.
motoro (Tabela 5). As caspases 8 carregam um dominio efetor de morte
(DED) em tandem no seu dominio amino terminal e um dominio CASc no seu
carboxi terminal (Boldin et al., 1996). Essas caspases séo proteinases chaves
na inducdo da apoptose mediada por receptores de morte da superficie celular
como por exemplo os Fas (APO-1/CD95) em mamiferos (Fan et al., 2005).
Assim como as caspases 8, as caspases 10 também possuem 0s dominios
DED e CASc, e sua estrutura é semelhante as das caspases 8. Embora as

caspases 8 possuam um papel ja estabelecido na indugdo de apoptose
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mediada por receptores de morte, a funcdo da caspase 10 ainda ndo se
mostrou bem estabelecida (Fischer et al., 2006). Apesar da sobreposicédo de
aparente funcdo entre essas duas caspases, foi demonstrado que em células T
elas desempenham papéis diferentes (Chun et al., 2002), além disso, h&
hipoteses de que essas duas caspases sdao moléculas filogeneticamente

relacionadas.

Neuromedina U

Para este peptideo foi encontrado somente um transcrito nas amostras
de P. motoro. Os peptideos neuromedinas U (NmU), sdo neuropeptideos
multifuncionais que foram primeiramente isolados da medula espinal de suinos
e foi nomeado assim devido a sua potente atividade como indutor de contracdo
uterina (Budhiraja and Chugh, 2009). Eles pertencem a uma nova classe de
neuropeptideos chamados de neuromedinas, as quais estdo inseridas as
neuromedinas B, C, K, L, N e U (Budhiraja and Chugh, 2009). A neuromedina é
um peptideo altamente conservado em cérebro e intestino e presente em uma
grande variedade de animais, de mamiferos a anfibios. Tal peptideo apresenta
uma enorme homologia em sua sequéncia de aminoacidos, em diferentes
espécies, indicando que seu papel pode ser essencial (Budhiraja and Chugh,
2009; Holmgren and Jensen, 2001). Uma gama de atividades tem sido
atribuidas ao NmU, tendo como atividades dos sistema nervoso periférico,
contracdo do musculo liso, elevacdo da pressdo arterial, nocicepcao,
inflamacédo, formacéo éssea, e modificacdo de transporte de ions intestinal, por
outro lado, como atividades sistema nevoso central, o NmU suprime a
alimentacéo e afeta a liberacdo de hormbénios, como por exemplo o hormdnio
luteinizante (LH) (Budhiraja and Chugh, 2009). NmU, pode além disso,
desempenhar um papel em doencas como a dor neuropatica, cancer,
obesidade, disfuncdo do sistema imunoldgico, condicbes de estresse, jet lag,
osteoporose e disturbios da contracdo do musculo liso no trato gastrointestinal

e geniturinario.
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Outras proteinas

1-alquil-2-acetilglicerofosfocolina esterase

A enzima l1-alkyl-2-acetylglycerophosphocholine esterase foi identificada,
neste trabalho, para ambas as espécies. Essas proteinas também sé&o
conhecidas como lipoproteinas associadas a fosfolipases A2 (Lp-PLA2),
PAFAD; PAFAH; LDL-PLA2. Estas proteinas sdo o Unico membro da
superfamilia PLA2 que possuem quinze grupos separados e identificados além
de numerosos subgrupos. Essas enzimas também sdo caracterizadas por sua
habilidade de hidrolisar as ligacbes sn-2 de fosfolipidios, e sédo atribuidas a
determinados grupos de acordo com seu padrdo de massa molecular, padrdes
de ligacdo de dissulfeto, exigéncia de Ca?*" e outras caracteristicas (Rosenson
and Stafforini, 2012). Dentro dos grupos de PLA2, as LP-PLA2 foram
classificadas como o grupo VIIA (PLAG7). Essa enzima hidrolisa grupos acetil
na posicao sn-2 de fatores de agregacdo plaquetéaria (PAF), gerando liso-PAF e
acetato (Farr et al., 1980). Lp-PLA2 €& produzido principalmente pelos
macrofagos e circula no plasma na forma ativa como um complexo com LDL e
HDL (Stafforini et al., 1987). Essas enzimas Lp-PLA2 Ca?* independentes,
possuem 45 kDa. A andlise do gene PLAG7 que codifica a LP-PLA2 revelou a
presenca de um motivo GXSXG, que é caracteristico de lipases neutras e
serino esterases. Essa enzima também abriga uma triade catalitica constituida
por serina / aspartato / histidina cuja orientacdo linear e espacamento se
mostra consistente com a conformacao a/f hidrolases de lipases neutras e
serino esterases (Tjoelker et al., 1995). Em contraste com a maioria das
atividades PLA2 que iniciam a transducao de sinal e sdo reguladas pelo estado
de ativacdo celular, as Lp -PLA2 néo sao reguladas de forma aguda (Prescott
et al.,, 2000). Esta caracteristica, combinada com a independéncia Ca?*,
poderia ameacar a integridade dos componentes de fosfolipidios das
membranas celulares e lipoproteinas (Stafforini, 2009). Uma outra
caracteristica dessas Lp-PLA2 é a sua associagcdo com lipoproteinas incluindo
HDL e LDL, porém a ligagéo da Lp-PLA2 ao LDL requer um W115 e L116, que
estdo alocados na regido composta pelos aminoacidos mais hidrofébicos

(Papavasiliou et al., 2006; Stafforini et al., 1999). Estudos recentes mostram
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que esses residuos de aminoacidos mediam a entrada dessa enzima na
superficie da membrana lipidica, e que eles sdo de grande importancia para a
ligacdo das Lp-PLA2s as superficies hidrofobicas (Cao et al.,, 2011). Além
disso, a tirosina 205, um residuo que se mostra conservado entre ortologos de
Lp-PLA2, que se associam com particulas endégenas de LDL, também é
necessario para a associacado com o LDL (Stafforini et al., 1999). Em estudos
recentes, observou-se que, a regido carboxi terminal de aminoécidos (H367—-
K370) Unicos para Lp-PLA2 em humanos sao necessarios para a associacao
com HDL (Gardner et al., 2008).

Concluséao

Neste trabalho, foi utilizado o sequenciamento de Ultima geracdo, para
exploracdo do contetdo produzido pelo ferrdo de duas espécies de arraias de
agua doce, P. falkneri e P. motoro. Os dados obtidos puderam corroborar com
outros trabalhos que esta técnica é de grande valia para as andlises de uma
fonte produtora de toxinas, mesmo essa, ndo possuindo um banco de dados
com uma espécie de referéncia. Os resultados puderam demonstrar que 0s
transcritos dos ferrdes de ambas as espécies sdo muito parecidos, indicando
gque ha uma diferenca diminuta entre essas duas espécies, onde, todas as
classes se mostraram com uma distribuicdo muito aproximada em questdo de
porcentagem de expressao. Apesar da classe de transcritos que nao podia ser
classificada em uma via bioldgica exata ter sido a mais expressa no trabalho,
em especial devido ao fato da falta de uma referéncia adequada, o
metabolismo, que se mostra de grande importancia, também se mostrou muito
aparente. Assim, isto pode nos levar a inferéncia de que esse metabolismo
pode estar envolvido na producdo de toxinas, uma vez que, no tecido em
analise, as glandulas produtoras de toxinas se apresentam em grande maioria.
Por fim, transcritos identificados como sendo caracteristicos de toxinas em
outros tipos de animais também puderam ser identificados, corroborando com a
sintomatologia tipica de acidentes causados por essas espécies de animais.
Onde as proteinas apresentadas sédo responsaveis por dano tecidual, como

necrose, levando consequentemente a uma dor elevada
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Tabelas suplementares

Tabela suplementar 1. Metabolismo de aminoéacidos

Metabolismo de Aminoéacidos

Vias Metabdlicas
Degradacdao de lisina
Metabolismo de alanina,
aspartato e glutamato
Metabolismo de cisteina e
metionina
Metabolismo de histidina
Metabolismo de tirosina
Metabolismo de triptofano

Vias Metabodlicas
Biossintese de fenilalanina,
tirosina e triptofano
Degradacdao de lisina

Metabolismo de arginina e
prolina

Metabolismo de cisteina e

KOs
K09188

K01940

KO00797

K00817
K00151
K10217

KOs
K00891

K11425
K00819,
K12657,
K13253
K00548

Exclusivas de Potamotrygon falkneri

Transcritos
histone-lysine N-methyltransferase MLL3 [EC:2.1.1.43]

argininosuccinate synthase [EC:6.3.4.5]

spermidine synthase [EC:2.5.1.16]

histidinol-phosphate aminotransferase [EC:2.6.1.9]
5-carboxymethyl-2-hydroxymuconic-semialdehyde dehydrogenase [EC:1.2.1.60]
aminomuconate-semialdehyde dehydrogenase [EC:1.2.1.32]

Exclusivas de Potamotrygon motoro
Transcritos

shikimate kinase [EC:2.7.1.71]

histone-lysine N-methyltransferase NSD3 [EC:2.1.1.43]
ornithine--oxo-acid transaminase [EC:2.6.1.13],
delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthetase [EC:2.7.2.11 1.2.1.41],
nitric-oxide synthase, invertebrate [EC:1.14.13.39]
5-methyltetrahydrofolate--homocysteine methyltransferase [EC:2.1.1.13]
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metionina
Metabolismo de tirosina

Metabolismo de triptofano

Vias Metabolicas

Biossintese de lisina

Biossintese de isoleucina,
leucina e valina

Degradacdao de lisina

K00455,
K00505,
K01826
K00453

KOs
K00825,
K14157
K01869,
K01870,
K01873
K00292,
K00471,
K00473,
K00474,
K01423,
K06101,
K09186,
K09187,
K09189,
K11419,
K11420,
K11421,
K11422,
K11423,
K11424,
K11427,

3,4-dihydroxyphenylacetate 2,3-dioxygenase [EC:1.13.11.15],
tyrosinase [EC:1.14.18.1],
5-carboxymethyl-2-hydroxymuconate isomerase [EC:5.3.3.10]
tryptophan 2,3-dioxygenase [EC:1.13.11.11]

Compartilhadas entre ambas as espécies
Transcritos
kynurenine/2-aminoadipate aminotransferase [EC:2.6.1.7 2.6.1.39],
alpha-aminoadipic semialdehyde synthase [EC:1.5.1.8 1.5.1.9]
leucyl-tRNA synthetase [EC:6.1.1.4],
isoleucyl-tRNA synthetase [EC:6.1.1.5],
valyl-tRNA synthetase [EC:6.1.1.9]
saccharopine dehydrogenase (NAD+, L-glutamate forming) [EC:1.5.1.9],
gamma-butyrobetaine dioxygenase [EC:1.14.11.1],
procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1 [EC:1.14.11.4],
trimethyllysine dioxygenase [EC:1.14.11.8],

histone-lysine N-methyltransferase ASH1L [EC:2.1.1.43],
histone-lysine N-methyltransferase MLL1 [EC:2.1.1.43],
histone-lysine N-methyltransferase MLL2 [EC:2.1.1.43],
histone-lysine N-methyltransferase MLL5 [EC:2.1.1.43],
histone-lysine N-methyltransferase SUV39H [EC:2.1.1.43],
euchromatic histone-lysine N-methyltransferase [EC:2.1.1.43],
histone-lysine N-methyltransferase SETDB [EC:2.1.1.43],
histone-lysine N-methyltransferase SETD1 [EC:2.1.1.43],
histone-lysine N-methyltransferase SETD2 [EC:2.1.1.43],
histone-lysine N-methyltransferase NSD1/2 [EC:2.1.1.43],
histone-lysine N-methyltransferase, H3 lysine-79 specific [EC:2.1.1.43],
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Degradacéao de valina,
leucina e isoleucina

Metabolismo de alanina,
aspartato e glutamato

Metabolismo de arginina e
prolina

K11428,
K11429,
K11431,
K11433,
K11703,
K13645,
K13646,
K14959

K00020,
K00167,
K00253,
K00826,
K01968,
K01969,
K05607,
K08683,
K09699,
K11538

K00272,
K00294,
K01437,
K01755,
K13566,
K14454,
K14455
K00286,
K00318,
K00472,

histone-lysine N-methyltransferase SETD8 [EC:2.1.1.43],
histone-lysine N-methyltransferase SUV420H [EC:2.1.1.43],
histone-lysine N-methyltransferase SETD7 [EC:2.1.1.43],
histone-lysine N-methyltransferase SETMAR [EC:2.1.1.43],
collagen beta-1,0-galactosyltransferase [EC:2.4.1.50],
procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2 [EC:1.14.11.4],
lysyl hydroxylase/galactosyltransferase/glucosyltransferase [EC:1.14.11.4 2.4.1.50 2.4.1.66],
histone-lysine N-methyltransferase MLL4 [EC:2.1.1.43]
3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase [EC:1.1.1.31],
2-oxoisovalerate dehydrogenase E1 component, beta subunit [EC:1.2.4.4],
isovaleryl-CoA dehydrogenase [EC:1.3.99.10],
branched-chain amino acid aminotransferase [EC:2.6.1.42],
3-methylcrotonyl-CoA carboxylase alpha subunit [EC:6.4.1.4],
3-methylcrotonyl-CoA carboxylase beta subunit [EC:6.4.1.4],
methylglutaconyl-CoA hydratase [EC:4.2.1.18],
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase / 3-hydroxy-2-methylbutyryl-CoA dehydrogenase
[EC:1.1.1.351.1.1.178],
2-oxoisovalerate dehydrogenase E2 component (dihydrolipoyl transacylase) [EC:2.3.1.168],
isobutyryl-CoA dehydrogenase [EC:1.3.99.-]
D-aspartate oxidase [EC:1.4.3.1],
1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase [EC:1.5.1.12],
aspartoacylase [EC:3.5.1.15],
argininosuccinate lyase [EC:4.3.2.1],
omega-amidase [EC:3.5.1.3],
aspartate aminotransferase, cytoplasmic [EC:2.6.1.1],
aspartate aminotransferase, mitchondrial [EC:2.6.1.1]
pyrroline-5-carboxylate reductase [EC:1.5.1.2],
proline dehydrogenase [EC:1.5.99.8],
prolyl 4-hydroxylase [EC:1.14.11.2],
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Metabolismo de cisteina e
metionina

Metabolismo de fenilalanina
Metabolismo de glicina,

K00611,
K00620,
K00657,
K00933,
K01438,
K01480,
K01581,
K01750,
KO01777,
K11067,
K11142,
K12255,
K13240,
K13241,
K13242,
K14677
K00456,
K00547,
K00558,
K00772,
K00789,
K00802,
K01011,
K01251,
K01611,
K01762,
K08963
K00146
K00060,

ornithine carbamoyltransferase [EC:2.1.3.3],

glutamate N-acetyltransferase / amino-acid N-acetyltransferase [EC:2.3.1.35 2.3.1.1],

diamine N-acetyltransferase [EC:2.3.1.57],
creatine kinase [EC:2.7.3.2],
acetylornithine deacetylase [EC:3.5.1.16],
agmatinase [EC:3.5.3.11],
ornithine decarboxylase [EC:4.1.1.17],
ornithine cyclodeaminase [EC:4.3.1.12],
proline racemase [EC:5.1.1.4],
N-acetylglutamate synthase [EC:2.3.1.1],
cytosol aminopeptidase [EC:3.4.11.1 3.4.11.5],
guanidinobutyrase [EC:3.5.3.7],
nitric-oxide synthase, brain [EC:1.14.13.39],
nitric-oxide synthase, inducible [EC:1.14.13.39],
nitric-oxide synthase, endothelial [EC:1.14.13.39],
aminoacylase [EC:3.5.1.14]
cysteine dioxygenase [EC:1.13.11.20],
homocysteine S-methyltransferase [EC:2.1.1.10],
DNA (cytosine-5-)-methyltransferase [EC:2.1.1.37],
5'-methylthioadenosine phosphorylase [EC:2.4.2.28],
S-adenosylmethionine synthetase [EC:2.5.1.6],
spermine synthase [EC:2.5.1.22],
thiosulfate/3-mercaptopyruvate sulfurtransferase [EC:2.8.1.1 2.8.1.2],
adenosylhomocysteinase [EC:3.3.1.1],
S-adenosylmethionine decarboxylase [EC:4.1.1.50],
1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase [EC:4.4.1.14],
methylthioribose-1-phosphate isomerase [EC:5.3.1.23]
phenylacetaldehyde dehydrogenase [EC:1.2.1.39]
threonine 3-dehydrogenase [EC:1.1.1.103],
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serina e treonina

Metabolismo de histidina

Metabolismo de tirosina

K00274,
K00276,
K00281,
K00301,
K00306,
K00314,
K00315,
K00542,
K00544,
K00552,
K00639,
K00643,
K01620,
K01697,
K01733,
K01752,
K12235,
K13745
K00492,
K00599,
K00603,
K01590
K00431,
K00457,
K00503,
K00506,
K00680,
K01555,
K01557,

monoamine oxidase [EC:1.4.3.4],
primary-amine oxidase [EC:1.4.3.21],
glycine dehydrogenase [EC:1.4.4.2],
sarcosine oxidase [EC:1.5.3.1],
sarcosine oxidase / L-pipecolate oxidase [EC:1.5.3.1 1.5.3.7],
sarcosine dehydrogenase [EC:1.5.99.1],
dimethylglycine dehydrogenase [EC:1.5.99.2],
guanidinoacetate N-methyltransferase [EC:2.1.1.2],
betaine-homocysteine S-methyltransferase [EC:2.1.1.5],
glycine N-methyltransferase [EC:2.1.1.20],
glycine C-acetyltransferase [EC:2.3.1.29],
5-aminolevulinate synthase [EC:2.3.1.37],
threonine aldolase [EC:4.1.2.5],
cystathionine beta-synthase [EC:4.2.1.22],
threonine synthase [EC:4.2.3.1],
L-serine dehydratase [EC:4.3.1.17],
serine racemase [EC:5.1.1.18],
L-2,4-diaminobutyrate decarboxylase [EC:4.1.1.86]

glutamate formiminotransferase [EC:2.1.2.5],
histidine decarboxylase [EC:4.1.1.22]
thyroid peroxidase [EC:1.11.1.8],
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase [EC:1.13.11.27],
dopamine beta-monooxygenase [EC:1.14.17.1],
tyrosinase-related protein 1 [EC:1.14.18.-],

fumarylacetoacetase [EC:3.7.1.2],
acylpyruvate hydrolase [EC:3.7.1.5],
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K01800, maleylacetoacetate isomerase [EC:5.2.1.2],

K01827, dopachrome tautomerase [EC:5.3.3.12],
K07253 phenylpyruvate tautomerase [EC:5.3.2.1]
K00543 acetylserotonin N-methyltransferase [EC:2.1.1.4],
: . ’ kynurenine---oxoglutarate transaminase / cysteine-S-conjugate beta-lyase / glutamine---
Metabolismo de triptofano i%i?gti phenylpyruvate transaminase [EC:2.6.1.7 4.4.1.13 2.6.1.64],

tryptophanyl-tRNA synthetase [EC:6.1.1.2]

Tabela Suplementar 2. Metabolismo de carboidratos

Metabolismo de Carboidratos

Exclusivas de Potamotrygon falkneri

Vias Metabolicas KOs Transcritos
- . K00131, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (NADP) [EC:1.2.1.9],
Glicolise e gliconeogenese K01834 phosphoglycerate mutase [EC:5.4.2.1]
Interconverséo de pentose e glicoronato  K00012 UDPglucose 6-dehydrogenase [EC:1.1.1.22]
Metabolismo de amino-acicar e K01639, N-acetylneuraminate lyase [EC:4.1.3.3],
nucleotideo-a uca(;: K02473, UDP-N-acetylglucosamine 4-epimerase [EC:5.1.3.7],
¢ K05304 sialic acid synthase [EC:2.5.1.56 2.5.1.57]
. K00135, succinate-semialdehyde dehydrogenase (NADP+) [EC:1.2.1.16],
Metabolismo de butanoato K00139 succinate-semialdehyde dehydrogenase [EC:1.2.1.24]
Metabolismo de frutose e manose K01103 6-phosphofructo-2-kinase / fructose-2,6-bisphosphatase [EC:2.7.1.105 3.1.3.46]
Metabolismo de galactose K01187 alpha-glucosidase [EC:3.2.1.20]
. N K00010, myo-inositol 2-dehydrogenase [EC:1.1.1.18],
Metabolismo de inositol fosfato K00328 inositol-polyphosphate multikinase [EC:2.7.1.151]
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Via de pentose fosfato

Vias Metabdlicas
Glicdlise e gliconeogenese
Ciclo do citrato
Interconversao de pentose e glicoronato
Metabolismo do ascorbato e aldarato
Metabolismo de butanoato

Metabolismo de frutose e manose

Metabolismo de amido e sacarose
Via de pentose fosfato

Vias Metabélicas

Glicolise e gliconeogenese

K00033, 6-phosphogluconate dehydrogenase [EC:1.1.1.44],
K01057 6-phosphogluconolactonase [EC:3.1.1.31]

Exclusivas de Potamotrygon motoro

KOs Transcritos
K01792, glucose-6-phosphate 1-epimerase [EC:5.1.3.15],
K12406 pyruvate kinase isozymes R/L [EC:2.7.1.40]
K00236 succinate dehydrogenase (ubiquinone) cytochrome b subunit [EC:1.3.5.1]
dihydrodiol dehydrogenase / D-xylose 1-dehydrogenase (NADP) [EC:1.3.1.20
K00078
1.1.1.179]
K14190 GDP-L-galactose phosphorylase [EC:2.7.7.69]
K01907 acetoacetyl-CoA synthetase [EC:6.2.1.16]
K00008, L-iditol 2-dehydrogenase [EC:1.1.1.14]
K01809, mannose-6-phosphate isomerase [EC:5.3.1.8]
K05305 fucokinase [EC:2.7.1.52]
K01179 endoglucanase [EC:3.2.1.4]
K00117 guinoprotein glucose dehydrogenase [EC:1.1.5.2]

Compartilhadas entre ambas as espécies

KOs Transcritos
K00001, alcohol dehydrogenase [EC:1.1.1.1],
K00002, alcohol dehydrogenase (NADP+) [EC:1.1.1.2],
K00016, L-lactate dehydrogenase [EC:1.1.1.27],
K00121, S-(hydroxymethyl)glutathione dehydrogenase / alcohol dehydrogenase [EC:1.1.1.284
K00128, 1.1.1.1],
K00129, aldehyde dehydrogenase (NAD+) [EC:1.2.1.3],
K00134, aldehyde dehydrogenase (NAD(P)+) [EC:1.2.1.5],
K00149, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase [EC:1.2.1.12],
K00161, aldehyde dehydrogenase family 9 member Al [EC:1.2.1.47 1.2.1.3],
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Ciclo do citrato

K00162,
K00382,
K00627,
K00844,
K00850,
K00873,
K00927,
K01596,
K01623,
K01689,
K01785,
K01803,
K01810,
K01835,
K01837,
K01895,
K03841,
K08074,
K13951,
K13997,
K14085

K00024,
K00025,
K00026,
K00030,
K00031,
K00164,

pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha [EC:1.2.4.1],
pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta [EC:1.2.4.1],
dihydrolipoamide dehydrogenase [EC:1.8.1.4],
pyruvate dehydrogenase E2 component (dihydrolipoamide acetyltransferase) ,
[EC:2.3.1.12],
hexokinase [EC:2.7.1.1],
6-phosphofructokinase [EC:2.7.1.11],
pyruvate kinase [EC:2.7.1.40],
phosphoglycerate kinase [EC:2.7.2.3],
phosphoenolpyruvate carboxykinase (GTP) [EC:4.1.1.32],
fructose-bisphosphate aldolase, class | [EC:4.1.2.13],
enolase [EC:4.2.1.11],
aldose 1-epimerase [EC:5.1.3.3],
triosephosphate isomerase (TIM) [EC:5.3.1.1],
glucose-6-phosphate isomerase [EC:5.3.1.9],
phosphoglucomutase [EC:5.4.2.2],
bisphosphoglycerate mutase [EC:5.4.2.4 5.4.2.1 3.1.3.13],
acetyl-CoA synthetase [EC:6.2.1.1],
fructose-1,6-bisphosphatase | [EC:3.1.3.11],
ADP-dependent glucokinase [EC:2.7.1.147],
alcohol dehydrogenase 1/7 [EC:1.1.1.1],
dihydrolipoamide dehydrogenase-binding protein of pyruvate dehydrogenase complex
aldehyde dehydrogenase family 7 member A1 [EC:1.2.1.31 1.2.1.8 1.2.1.3]
malate dehydrogenase [EC:1.1.1.37],
malate dehydrogenase [EC:1.1.1.37],
malate dehydrogenase [EC:1.1.1.37],
isocitrate dehydrogenase (NAD+) [EC:1.1.1.41],
isocitrate dehydrogenase [EC:1.1.1.42],
2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component [EC:1.2.4.2],
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Interconverséo de pentose e glicoronato

Metabolismo de ascorbato e aldarato

Metabolismo de amino-agucar e
nucleotideo-acucar

K00234,
K00235,
K00237,
K00240,
K01647,
K01648,
K01679,
K01681,
K01899,
K01900,
K01902,
K01958
K00011,
K00699,
K00854,
K00875,
K00963,
K01195,
K03331,
K13247
K00225
K00326,
K00621,
K00698,
K00820,
K00884,
K00972,
K00983,
K01097,

succinate dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein subunit [EC:1.3.5.1],
succinate dehydrogenase (ubiguinone) iron-sulfur protein [EC:1.3.5.1],
succinate dehydrogenase (ubiquinone) membrane anchor subunit [EC:1.3.5.1],
succinate dehydrogenase iron-sulfur protein [EC:1.3.99.1],
citrate synthase [EC:2.3.3.1],
ATP citrate (pro-S)-lyase [EC:2.3.3.8],
fumarate hydratase, class Il [EC:4.2.1.2],
aconitate hydratase 1 [EC:4.2.1.3],
succinyl-CoA synthetase alpha subunit [EC:6.2.1.4 6.2.1.5],
succinyl-CoA synthetase beta subunit [EC:6.2.1.4 6.2.1.5],
succinyl-CoA synthetase alpha subunit [EC:6.2.1.5],
pyruvate carboxylase [EC:6.4.1.1]
aldehyde reductase [EC:1.1.1.21],
glucuronosyltransferase [EC:2.4.1.17],
xylulokinase [EC:2.7.1.17],

D-ribulokinase [EC:2.7.1.47],
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase [EC:2.7.7.9],
beta-glucuronidase [EC:3.2.1.31],

L-xylulose reductase [EC:1.1.1.10],

L-gulonate 3-dehydrogenase [EC:1.1.1.45]
L-galactono-1,4-lactone dehydrogenase [EC:1.3.2.3]
cytochrome-b5 reductase [EC:1.6.2.2],
glucosamine-phosphate N-acetyltransferase [EC:2.3.1.4],
chitin synthase [EC:2.4.1.16],
glucosamine--fructose-6-phosphate aminotransferase (isomerizing) [EC:2.6.1.16],
N-acetylglucosamine kinase [EC:2.7.1.59],
UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase [EC:2.7.7.23],
N-acylneuraminate cytidylyltransferase [EC:2.7.7.43],
N-acylneuraminate-9-phosphatase [EC:3.1.3.29],
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K01183, chitinase [EC:3.2.1.14],

K01443, N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase [EC:3.5.1.25],
K01787, N-acylglucosamine 2-epimerase [EC:5.1.3.8],
K01836, phosphoacetylglucosamine mutase [EC:5.4.2.3],
K02564, glucosamine-6-phosphate deaminase [EC:3.5.99.6],

K12409 bifunctional UDP-N-acetylglucosamine 2-epimerase / N-acetylmannosamine kinase
[EC:5.1.3.14 2.7.1.60]

K00019, 3-hydroxybutyrate dehydrogenase [EC:1.1.1.30],
K00022, 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase [EC:1.1.1.35],
K00109, 2-hydroxyglutarate dehydrogenase [EC:1.1.99.2],
: K00248, butyryl-CoA dehydrogenase [EC:1.3.99.2],
Metabolismo de butanoato K01027, 3-oxoacid CoA-transferase [EC:2.8.3.5],
K01640, hydroxymethylglutaryl-CoA lyase [EC:4.1.3.4],
K01641, hydroxymethylglutaryl-CoA synthase [EC:2.3.3.10],
K01652 acetolactate synthase I/1l/11l large subunit [EC:2.2.1.6]
Kooioo, e ,
K00846, ketohexokinase [EC:2.7.1.3],
K00966, mannose-1-phosphate guanylyltransferase [EC:2.7.7.13],
K00971, mannose-1-phosphate guanylyltransferase [EC:2.7.7.22],
K00976, fucose-1-phosphate guanylyltransferase [EC:2.7.7.30],
: K01103, 6-phosphofructo-2-kinase / fructose-2,6-bisphosphatase [EC:2.7.1.105 3.1.3.46],
Metabolismo de frutose e manose
Ko1112, e ,
K01628, L-fuculose-phosphate aldolase [EC:4.1.2.17],
K01711, GDPmannose 4,6-dehydratase [EC:4.2.1.47],
K01840, phosphomannomutase [EC:5.4.2.8],
K02377, GDP-L-fucose synthase [EC:1.1.1.271],
K14634 fructose-2,6-bisphosphatase [EC:3.1.3.46]
Metabolismo de galactose K00849, galactokinase [EC:2.7.1.6],
K00965, UDPglucose--hexose-1-phosphate uridylyltransferase [EC:2.7.7.12],
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Metabolismo de glioxilato e dicarboxilato

Metabolismo de inositol fosfato

K01189,
K01784,
K07966,
K07967,
K12047,
K12308,
K12309,
K12316,
K12317
K00865,
K01091,
K01432,
K01816,
K01847,
K01965,
K01966,
K05606
K00888,
K00889,
K00911,
K00913,
K00914,
K00920,
K00921,
K00922,
K00923,
K00999,
K01092,
K01099,

alpha-galactosidase [EC:3.2.1.22],

UDP-glucose 4-epimerase [EC:5.1.3.2],
beta-1,4-galactosyltransferase 1 [EC:2.4.1.22 2.4.1.90 2.4.1.38 2.4.1.-],
beta-1,4-galactosyltransferase 2 [EC:2.4.1.22 2.4.1.90 2.4.1.38 2.4.1.-],

maltase-glucoamylase [EC:3.2.1.20 3.2.1.3],
beta-galactosidase [EC:3.2.1.23],
beta-galactosidase [EC:3.2.1.23],
lysosomal alpha-glucosidase [EC:3.2.1.20],
neutral alpha-glucosidase C [EC:3.2.1.20]
glycerate kinase [EC:2.7.1.31],
phosphoglycolate phosphatase [EC:3.1.3.18],
arylformamidase [EC:3.5.1.9],
hydroxypyruvate isomerase [EC:5.3.1.22],
methylmalonyl-CoA mutase [EC:5.4.99.2],
propionyl-CoA carboxylase alpha chain [EC:6.4.1.3],
propionyl-CoA carboxylase beta chain [EC:6.4.1.3],
methylmalonyl-CoA epimerase [EC:5.1.99.1]
phosphatidylinositol 4-kinase [EC:2.7.1.67],
1-phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase [EC:2.7.1.68],
1D-myo-inositol-triphosphate 3-kinase [EC:2.7.1.127],

inositol-1,3,4-trisphosphate 5/6-kinase / inositol-tetrakisphosphate 1-kinase

[EC:2.7.1.159 2.7.1.134],
phosphatidylinositol 3-kinase [EC:2.7.1.137],
1-phosphatidylinositol-5-phosphate 4-kinase [EC:2.7.1.149],
1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase [EC:2.7.1.150],
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase [EC:2.7.1.153],
phosphatidylinositol-4-phosphate 3-kinase [EC:2.7.1.154],
CDP-diacylglycerol--inositol 3-phosphatidyltransferase [EC:2.7.8.11],
myo-inositol-1(or 4)-monophosphatase [EC:3.1.3.25],
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Metabolismo de propanoato

Metabolismo de piruvato

K01106,
K01107,
K01109,
K01110,
K01858,
K03103,
K05857,
K05858,
K05859,
K05860,
K10572,
K13711,
K13712

K00140,
K00249,
K01578,
K01692,
K01913,
K05605,
KO7511,
K07515,
K13524

K00027,
K00029,
K00049,
K00102,

phosphatidylinositol-bisphosphatase [EC:3.1.3.36],
inositol-1,4,5-trisphosphate 5-phosphatase [EC:3.1.3.56],
inositol polyphosphate 1-phosphatase [EC:3.1.3.57],
inositol polyphosphate-4-phosphatase [EC:3.1.3.66],
phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase [EC:3.1.3.67],
myo-inositol-1-phosphate synthase [EC:5.5.1.4],
multiple inositol-polyphosphate phosphatase [EC:3.1.3.62],
phospholipase C, delta [EC:3.1.4.11],
phospholipase C, beta [EC:3.1.4.11],
phospholipase C, gamma [EC:3.1.4.11],
phospholipase C, epsilon,
inositol-pentakisphosphate 2-kinase [EC:2.7.1.158],
phosphatidylinositol 4-kinase type 2 [EC:2.7.1.67],
phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase-like protein 1 [EC:2.7.1.68]
methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [EC:1.2.1.27],
acyl-CoA dehydrogenase [EC:1.3.99.3],
malonyl-CoA decarboxylase [EC:4.1.1.9],
enoyl-CoA hydratase [EC:4.2.1.17],
3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase [EC:3.1.2.4],
enoyl-CoA hydratase [EC:4.2.1.17],
enoyl-CoA hydratase / long-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase [EC:4.2.1.17
1.1.1.211],
4-aminobutyrate aminotransferase / (S)-3-amino-2-methylpropionate transaminase
[EC:2.6.1.19 2.6.1.22]
malate dehydrogenase (oxaloacetate-decarboxylating) [EC:1.1.1.38],
malate dehydrogenase (oxaloacetate-decarboxylating)(NADP+) [EC:1.1.1.40],
glyoxylate reductase (NADP+) [EC:1.1.1.79],
D-lactate dehydrogenase (cytochrome) [EC:1.1.2.4],
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Metabolismo de amido e sacarose

Via de pentose fosfato

K00626,
K01007,
K01069,
K01512,
K01638,
K01759,
K11262

K00688,
K00693,
K00700,
KO00975,
K01194,
K01196,
K01513,
K08678,
K11809,
K13648

K00036,
K00615,
K00616,
K00851,
K00852,
K00948,
K01619,
K01783,
K01807,
K13937

acetyl-CoA C-acetyltransferase [EC:2.3.1.9],
pyruvate, water dikinase [EC:2.7.9.2],
hydroxyacylglutathione hydrolase [EC:3.1.2.6],

acylphosphatase [EC:3.6.1.7],
malate synthase [EC:2.3.3.9],

lactoylglutathione lyase [EC:4.4.1.5],

acetyl-CoA carboxylase / biotin carboxylase [EC:6.4.1.2 6.3.4.14]
starch phosphorylase [EC:2.4.1.1],
glycogen(starch) synthase [EC:2.4.1.11],
1,4-alpha-glucan branching enzyme [EC:2.4.1.18],
glucose-1-phosphate adenylyltransferase [EC:2.7.7.27],
alpha,alpha-trehalase [EC:3.2.1.28],
glycogen debranching enzyme [EC:2.4.1.25 3.2.1.33],
ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family member 1/3 [EC:3.1.4.1
3.6.1.9],

UDP-glucuronate decarboxylase [EC:4.1.1.35],
glucose-1,6-bisphosphate synthase [EC:2.7.1.106],
alpha-1,4-galacturonosyltransferase [EC:2.4.1.43]
glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase [EC:1.1.1.49],
transketolase [EC:2.2.1.1],
transaldolase [EC:2.2.1.2],
gluconokinase [EC:2.7.1.12],
ribokinase [EC:2.7.1.15],
ribose-phosphate pyrophosphokinase [EC:2.7.6.1],
deoxyribose-phosphate aldolase [EC:4.1.2.4],
ribulose-phosphate 3-epimerase [EC:5.1.3.1],
ribose 5-phosphate isomerase A [EC:5.3.1.6],
hexose-6-phosphate dehydrogenase [EC:1.1.1.47 3.1.1.31]
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Tabela complementar 3. Biossintese e metabolismo de glicanos

Biossintese e Metabolismo de Glicanos

Exclusivas de Potamotrygon falkneri

Vias Metabdlicas KOs Transcritos
KOO746 N-acetylgalactosaminyltransferase | [EC:2.4.1.174],
Biossintese de glicosaminoglicanas (Sulfato de K01794’ chondroitin-glucuronate 5-epimerase [EC:5.1.3.19],

condroitina) K10158 galactosylgalactosylxylosylprotein 3-beta-glucuronosyltransferase 3
[EC:2.4.1.135]
Biossintese de glicoesfingolipideos (serie lactato

K03792 Dbeta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase (sialyltransferase 10) [EC:2.4.99.10]
e neolactato)

K00902, dolichol kinase [EC:2.7.1.108],
K03842, beta-1,4-mannosyltransferase [EC:2.4.1.142],
. . K03849, alpha-1,3-glucosyltransferase [EC:2.4.1.],
Biossintese de N-glicanos K06316, oligosaccharidyl-lipid flippase Family,

K07968, beta-1,4-galactosyltransferase 3 [EC:2.4.1.90 2.4.1.38 2.4.1.],
K09659 dolichyl-phosphate mannosyltransferase polypeptide 3

Biossintese de outros tipos de O-glicanos K07635, galactoside alpha-1,3-fucosyltransferase 7 [EC:2.4.1.-],
K09666 beta-1,2-N-acetylglucosaminyltransferase [EC:2.4.1.-]

Biossintese de varios tipos de N-glicanos K14459 hexosaminidase [EC:3.2.1.52]

Degradagéo de outros glicanos K01206 alpha-L-fucosidase [EC:3.2.1.51]

Exclusivas de Potamotrygon motoro

Vias Metabodlicas KOs Transcritos
Biossint li inogli Ifat "
lossintese de g |cosam|.n.og icanos (sulfato de K04743 chondroitin 6-sulfotransferase 7 [EC:2.8.2.17]
condroitina)
Biossintese de glicosaminoglicanos (sulfato de  K01793 heparosan-N-sulfate-glucuronate 5-epimerase [EC:5.1.3.17]
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heparana)
Biossintese de glicoesfingolipideos (serie

ganglioside galactosyltransferase [EC:2.4.1.62]
beta-1,3-galactosyltransferase 2 [EC:2.4.1.-]

phosphatidylinositol glycan, class Z [EC:2.4.1.-]

beta-1,4-galactosyltransferase 5 [EC:2.4.1.-]
heparanase 2 [EC:3.2.1.-]

Compartilhadas entre ambas as espécies

A 1 K00715
ganglio)
Biossintese de glicoesfingolipideos (serie lactato KO7820
e neolactato)
Biossintese de g|ICOfPSfatIdI|InUSItO| (biossintese KO8098
ancora)
Biossintese de mucina tipo O-glicano K09905
Degradagéo de glicosaminoglicanos K07965
Vias Metabolicas KOs
K00733,
K00734,
K00735,
K00747,
Biossintese de glicosaminoglicanos (sulfato de OO,
condroitina) K01020,
K03193,
K03419,
K08105,
K08106,
K13499
K01024,
Biossintese de glicosaminoglicanos (sulfato de  K02366,
heparana) K02367,
K02369,

Transcritos
xylosylprotein 4-beta-galactosyltransferase [EC:2.4.1.133],
galactosylxylosylprotein 3-beta-galactosyltransferase [EC:2.4.1.134],
galactosylgalactosylxylosylprotein 3-beta-glucuronosyltransferase 1
[EC:2.4.1.135],
chondroitin polymerizing factor [EC:2.4.1.175 2.4.1.226],
protein xylosyltransferase [EC:2.4.2.26],
chondroitin 6-sulfotransferase 3 [EC:2.8.2.17],
dermatan/chondrotin sulfate uronyl 2-O-sulfotransferase UST [EC:2.8.2.-],
chondroitin polymerizing factor 2 [EC:2.4.1.226],
dermatan 4-sulfotransferase 1 [EC:2.8.2.-],
N-acetylgalactosamine 4-sulfate 6-O-sulfotransferase [EC:2.8.2.33],
chondroitin sulfate synthase [EC:2.4.1.175 2.4.1.226]

[heparan sulfate]-glucosamine 3-sulfotransferase 1 [EC:2.8.2.23],
glucuronyl/N-acetylglucosaminyl transferase EXT1 [EC:2.4.1.224 2.4.1.225],
glucuronyl/N-acetylglucosaminyl transferase EXT2 [EC:2.4.1.224 2.4.1.225],

alpha-1,4-N-acetylglucosaminyltransferase EXTL2 [EC:2.4.1.223],
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K02370, alpha-1,4-N-acetylglucosaminyltransferase EXTL3 [EC:2.4.1.223 2.4.1.224],
K02513, heparan sulfate 2-O-sulfotransferase HS2ST1 [EC:2.8.2.],

K02514, heparan sulfate 6-O-sulfotransferase HS6ST1 [EC:2.8.2.-],

K02576, heparan sulfate N-deacetylase/N-sulfotransferase NDST1 [EC:3.1.1.- 2.8.2.-],
K02577, heparan sulfate N-deacetylase/N-sulfotransferase NDST2 [EC:3.1.1.- 2.8.2.-],
K02578, heparan sulfate N-deacetylase/N-sulfotransferase NDST3 [EC:3.1.1.- 2.8.2.-],
K02579, heparan sulfate N-deacetylase/N-sulfotransferase NDST4 [EC:3.1.1.- 2.8.2.-],

K07808, [heparan sulfate]-glucosamine 3-sulfotransferase 2 [EC:2.8.2.29],
K07809 [heparan sulfate]-glucosamine 3-sulfotransferase 3 [EC:2.8.2.30]
K00741, N-acetyllactosaminide beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase [EC:2.4.1.149],
Biossintese de glicosaminoglicanos (sulfato de  K04746, carbohydrate 6-sulfotransferase 4 [EC:2.8.2.-],
queratana) K07969, beta-1,4-galactosyltransferase 4 [EC:2.4.1.90 2.4.1.-],
K09671 carbohydrate 6-sulfotransferase 6 [EC:2.8.2.-]
(N-Acetylneuraminyl)-galactosylglucosylceramide N-
K00725, acetylgalactosaminyltransferase [EC:2.4.1.92],

Biossintese de glicoesfingolipideos (serie

ganglio) K03370, lactosylceramide alpha-2,3-sialyltransferase (sialyltransferase 9) [EC:2.4.99.9],

K03372 MFS transporter, PAT family, solute carrier family 33 (acetyl-CoA transportor),
member 1 [EC:2.3.1.-]
galactosylgalactosylglucosylceramide beta-D-acetylgalactosaminyltransferase

Biossintese de glicoesfingolipideos (serie globo) Il<<(())c172%)£:1 [EC:2.4.1.79],
alpha-N-acetylgalactosaminidase [EC:3.2.1.49]

K00718, galactoside 2-L-fucosyltransferase 1/2 [EC:2.4.1.69],

K00742, N-acetyllactosaminide beta-1,6-N-acetylglucosaminyltransferase [EC:2.4.1.150],
Biossintese de glicoesfingolipideos (serie lactato K00743, N-acetyllactosaminide 3-alpha-galactosyltransferase [EC:2.4.1.87],

e neolactato) K03766, beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 5 [EC:2.4.1.206],

K03877, beta-1,3-galactosyltransferase 5 [EC:2.4.1.-],

K07970 beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 3 [EC:2.4.1.-]
Biossintese de glicofosfatidilinusitol (biossintese K03434, N-acetylglucosaminylphosphatidylinositol deacetylase [EC:3.5.1.89],

ancora) K03857, phosphatidylinositol glycan, class A [EC:2.4.1.198],
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K03858, phosphatidylinositol glycan, class H,

K03859, phosphatidylinositol glycan, class C,
K03860, phosphatidylinositol glycan, class Q,
K03861, phosphatidylinositol glycan, class P,
K05283, phosphatidylinositol glycan, class W [EC:2.3.-.-],
K05284, phosphatidylinositol glycan, class M [EC:2.4.1.-],
K05285, phosphatidylinositol glycan, class N [EC:2.7.-.-],
K05286, phosphatidylinositol glycan, class B [EC:2.4.1.-],
K05288, phosphatidylinositol glycan, class O,
K05289, glycosylphosphatidylinositol transamidase,
K05290, phosphatidylinositol glycan, class K [EC:2.6.-.-],
K05292, phosphatidylinositol glycan, class T,
K05293, phosphatidylinositol glycan, class U,
K05294, glycosylphosphatidylinositol deacylase [EC:3.-.-.-],
K05310, ethanolaminephosphotransferase [EC:2.7.-.-],
K07541, phosphatidylinositol glycan, class X,
K07542 phosphatidylinositol glycan, class V [EC:2.4.1.-]
K00717, glycoprotein 6-alpha-L-fucosyltransferase [EC:2.4.1.68],
K00721, dolichol-phosphate mannosyltransferase [EC:2.4.1.83],
K00726, alpha-1,3-mannosyl-glycoprotein beta-1,2-N-acetylglucosaminyltransferase
K00729, [EC:2.4.1.101],
K00736, dolichyl-phosphate beta-glucosyltransferase [EC:2.4.1.117],
L . K00737, alpha-1,6-mannosyl-glycoprotein beta-1,2-N-acetylglucosaminyltransferase
Biossintese de N-glicanos K00738. [EC:2.4.1.143],
K00744, beta-1,4-mannosyl-glycoprotein beta-1,4-N-acetylglucosaminyltransferase
K00778, [EC:2.4.1.144],
K00779, alpha-1,3-mannosylglycoprotein beta-1,4-N-acetylglucosaminyltransferase A/B
K00902, [EC:2.4.1.145],

K01001, alpha-1,3(6)-mannosylglycoprotein beta-1,6-N-acetyl-glucosaminyltransferase
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Biossintese de outros tipos de O-glicanos

K01228,
K01230,
K01231,
K03843,
K03844,
K03845,
K03846,
K03847,
K03848,
K03850,
K05546,
K07151,
K07252,
K07432,
K07441,
K12666,
K12667,
K12669,
K12670,
K13748

K00728,
K03663,

[EC:2.4.1.155],
beta-galactoside alpha-2,6-sialyltransferase (sialyltransferase 1) [EC:2.4.99.1],
beta-galactoside alpha2,6-sialyltransferase (sialyltransferase 2) [EC:2.4.99.1],
dolichol kinase [EC:2.7.1.108],
UDP-N-acetylglucosamine--dolichyl-phosphate N-
acetylglucosaminephosphotransferase [EC:2.7.8.15],
mannosyl-oligosaccharide glucosidase [EC:3.2.1.106],
mannosyl-oligosaccharide alpha-1,2-mannosidase [EC:3.2.1.113],
alpha-mannosidase Il [EC:3.2.1.114],
alpha-1,3/alpha-1,6-mannosyltransferase [EC:2.4.1.132 2.4.1.-],
alpha-1,2-mannosyltransferase [EC:2.4.1.-],
alpha-1,3-mannosyltransferase [EC:2.4.1.258],
alpha-1,2-mannosyltransferase [EC:2.4.1.259 2.4.1.261],
alpha-1,6-mannosyltransferase [EC:2.4.1.260],
alpha-1,3-glucosyltransferase [EC:2.4.1.-],
alpha-1,2-glucosyltransferase [EC:2.4.1.-],
alpha 1,3-glucosidase [EC:3.2.1.84],
dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase [EC:2.4.1.119],
dolichyldiphosphatase [EC:3.6.1.43],
beta-1,4-N-acetylglucosaminyltransferase [EC:2.4.1.141],
beta-1,4-N-acetylglucosaminyltransferase [EC:2.4.1.141],
oligosaccharyltransferase complex subunit alpha (ribophorin 1),
oligosaccharyltransferase complex subunit delta (ribophorin 11),
oligosaccharyltransferase complex subunit gamma,
oligosaccharyltransferase complex subunit beta,
alpha-1,3-mannosylglycoprotein beta-1,4-N-acetylglucosaminyltransferase C
[EC:2.4.1.201 2.4.1.145]
dolichyl-phosphate-mannose-protein mannosyltransferase [EC:2.4.1.109],
4-galactosyl-N-acetylglucosaminide 3-alpha-L-fucosyltransferase [EC:2.4.1.152],
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Biossintese de varios tipos de N-glicanos

Biossintese de mucina tipo O-glicano

Degradagéo de glicosaminoglicanos

Degradacgéo de outros glicanos

K03691,
K05948,
K09667,
K09674,
K13667,
K13675,
K13676

K00781,
K09657

K00710,
K00727,
K00731,
K00780,
K03368,
K09653

K01132,
K01135,
K01136,
K01137,
K01197,
K01205,
K01217,
K01565,
K07964,
K10532
K01191,
K01192,

peptide-O-fucosyltransferase [EC:2.4.1.221],
fringe [EC:2.4.1.222],
polypeptide N-acetylglucosaminyltransferase [EC:2.4.1.-],
carbohydrate 3-sulfotransferase 10 [EC:2.8.2.-],
protein glucosyltransferase [EC:2.4.1.-],
UDP-glucose:O-linked fucose beta-1,3-glucosyltransferase [EC:2.4.1.-],
UDP-xylose:glucoside alpha-1,3-xylosyltransferase [EC:2.4.2.-]
N-acetyllactosaminide alpha-2,3-sialyltransferase (sialyltransferase 6)
[EC:2.4.99.6],
beta-1,4-N-acetylgalactosaminyltransferase 4 [EC:2.4.1.244]
polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase [EC:2.4.1.41],
beta-1,3-galactosyl-O-glycosyl-glycoprotein beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltransferase [EC:2.4.1.102],
glycoprotein-N-acetylgalactosamine 3-beta-galactosyltransferase [EC:2.4.1.122],
beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase (sialyltransferase 4A) [EC:2.4.99.4],
beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase (sialyltransferase 4B) [EC:2.4.99.4],
C1GALT1-specific chaperone 1 [EC:2.4.1.-]
N-acetylgalactosamine-6-sulfatase [EC:3.1.6.4],
arylsulfatase B [EC:3.1.6.12],
iduronate 2-sulfatase [EC:3.1.6.13],
N-acetylglucosamine-6-sulfatase [EC:3.1.6.14],
hyaluronoglucosaminidase [EC:3.2.1.35],
alpha-N-acetylglucosaminidase [EC:3.2.1.50],
L-iduronidase [EC:3.2.1.76],
N-sulfoglucosamine sulfohydrolase [EC:3.10.1.1],
heparanase 1 [EC:3.2.1.-],
heparan-alpha-glucosaminide N-acetyltransferase [EC:2.3.1.78]
alpha-mannosidase [EC:3.2.1.24],
beta-mannosidase [EC:3.2.1.25],
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K01227, mannosyl-glycoprotein endo-beta-N-acetylglucosaminidase [EC:3.2.1.96],

K01444, N4-(beta-N-acetylglucosaminyl)-L-asparaginase [EC:3.5.1.26],
K12311, lysosomal alpha-mannosidase [EC:3.2.1.24],
K12312 epididymis-specific alpha-mannosidase [EC:3.2.1.24]

Tabela suplementar 4. Metabolismo de lipideos

Metabolismo de Lipideos

Vias Metabdlicas
Biossintese de acidos graxos
insaturados
Biossintese de acidos graxos
Biossintese de acidos biliares
primarios
Biossintese de hormdnios esteroides

Biossintese de esteroides
Metabolismo de acido araquidénico
Metabolismo de acidos graxos

Metabolismo de glicerofosfolipideos

Vias Metabodlicas
Biossintese de acidos biliares

KOs
K10203,
K10244
K00059

K00251

K00071,
K10207
K09828
K01830
K00529
K00967,
K00994

KOs
K01796

Exclusivas de Potamotrygon falkneri

Transcritos
elongation of very long chain fatty acids protein 6 [EC:2.3.1.],
elongation of very long chain fatty acids protein 5 [EC:2.3.1.-]
3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductase [EC:1.1.1.100]

3-ox0-5-beta-steroid 4-dehydrogenase [EC:1.3.1.3]

11beta-hydroxysteroid dehydrogenase [EC:1.1.1.146]
testosterone 17beta-dehydrogenase (NADP+) [EC:1.1.1.64]
delta24-sterol reductase [EC:1.3.1.72]
prostaglandin-H2 D-isomerase [EC:5.3.99.2]
ferredoxin--NAD+ reductase [EC:1.18.1.3]
ethanolamine-phosphate cytidylyltransferase [EC:2.7.7.14],
diacylglycerol cholinephosphotransferase [EC:2.7.8.2]

Exclusivas de Potamotrygon motoro
Transcritos
alpha-methylacyl-CoA racemase [EC:5.1.99.4]
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primarios
Biossintese de hormoénios esteroides

Biossintese de esteroides
Metabolismo de acido araquiddnico

Metabolismo de éter lipideo
Metabolismo de glicerolipideo

Metabolismo de glicerofosfolipideo

Metabolismo de esfingolipideo

Vias Metabdlicas

Biossintese de acidos graxos

insaturados

Biossintese de 4cidos graxos

K07410
K00213,
K00801,
K06045
K00432,
K07418
K00803
K01054
K00649,
K06129,
K14621
K00720,
K04628,
K12352,
K12354

KOs
K00507,
K01068,
K07753,
K10224,
K10251,
K10258,
K10703
K00645,
K00665,
K01071,

cytochrome P450, family 1, subfamily B, polypeptide 1 [EC:1.14.14.1]
7-dehydrocholesterol reductase [EC:1.3.1.21],
farnesyl-diphosphate farnesyltransferase [EC:2.5.1.21],
squalene-hopene cyclase [EC:5.4.99.17]
glutathione peroxidase [EC:1.11.1.9],
cytochrome P450, family 2, subfamily J [EC:1.14.14.1]
alkyldihydroxyacetonephosphate synthase [EC:2.5.1.26]
acylglycerol lipase [EC:3.1.1.23]
glyceronephosphate O-acyltransferase [EC:2.3.1.42],
lysophospholipase Il [EC:3.1.1.5],
phospholipase B1, membrane-associated [EC:3.1.1.4 3.1.1.5],
ceramide glucosyltransferase [EC:2.4.1.80],
2-hydroxyacylsphingosine 1-beta-galactosyltransferase [EC:2.4.1.45],
sphingomyelin phosphodiesterase 3 [EC:3.1.4.12],

ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family member 7 [EC:3.1.4.12]

Compartilhadas entre ambas as espécies

Transcritos
stearoyl-CoA desaturase (delta-9 desaturase) [EC:1.14.19.1],
palmitoyl-CoA hydrolase [EC:3.1.2.2],
peroxisomal trans-2-enoyl-CoA reductase [EC:1.3.1.38],
fatty acid desaturase 1 (delta-5 desaturase) [EC:1.14.19.-],
beta-keto reductase [EC:1.1.1.],
enoyl reductase [EC:1.3.1.-],

3-hydroxy acyl-CoA dehydratase [EC:4.2.1.-]
[acyl-carrier-protein] S-malonyltransferase [EC:2.3.1.39],

fatty acid synthase, animal type [EC:2.3.1.85],

oleoyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase [EC:3.1.2.14],
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Biossintese de acidos biliares
primarios

Biossintese de hormoénios esteroides

Biossintese de esteroides

K09458

K00488,
K00659,
K07430,
K07431,
K07439,
K08764,
K10214,
K10223,
K12405,
K12408

K00044,
K00545,
K01131,
K07408,
K07424,
K12345,
K13368

K00222,
K00227,
K00511,
K00637,
K01052,
K01852,
K05917,

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase 1l [EC:2.3.1.179]
cytochrome P450, family 27, subfamily A (cholestanetriol 26-monooxygenase)
[EC:1.14.13.15],
bile acid-CoA:amino acid N-acyltransferase [EC:2.3.1.65 3.1.2.2],
cytochrome P450, family 7, subfamily B (oxysterol 7-alpha-hydroxylase) [EC:1.14.13.100],
cytochrome P450, family 8, subfamily B (sterol 12-alpha-hydroxylase) [EC:1.14.13.95],
cytochrome P450, family 39, subfamily A (24-hydroxycholesterol 7alpha-hydroxylase)
[EC:1.14.13.99],
sterol carrier protein 2 [EC:2.3.1.176],
3alpha,7alpha,12alpha-trihydroxy-5beta-cholestanoyl-CoA 24-hydroxylase [EC:1.17.99.3],
cholesterol 25-hydroxylase [EC:1.14.99.38],
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase / 3a,7a,12a-trinydroxy-5b-cholest-24-enoyl-CoA
hydratase [EC:1.1.1.35 4.2.1.107],
cholest-5-ene-3beta, 7alpha-diol 3beta-dehydrogenase [EC:1.1.1.181],
estradiol 17beta-dehydrogenase [EC:1.1.1.62],
catechol O-methyltransferase [EC:2.1.1.6],
steryl-sulfatase [EC:3.1.6.2],
cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1 [EC:1.14.14.1],
cytochrome P450, family 3, subfamily A [EC:1.14.14.1],
3-oxo0-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase 3 [EC:1.3.99.5],
estradiol 17beta-dehydrogenase / testosterone 17beta-dehydrogenase [EC:1.1.1.62
1.1.1.63]
deltal4-sterol reductase [EC:1.3.1.70],
lathosterol oxidase [EC:1.14.21.6],
squalene monooxygenase [EC:1.14.99.7],
sterol O-acyltransferase [EC:2.3.1.26],
lysosomal acid lipase/cholesteryl ester hydrolase [EC:3.1.1.13],
lanosterol synthase [EC:5.4.99.7],
cytochrome P450, family 51 (sterol 14-demethylase) [EC:1.14.13.70],
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Metabolismo de acidos alfa linoleico

Metabolismo de acido araquidénico

Metabolismo de acido linoleico

Metabolismo de éter lipideo

Metabolismo de acidos graxos

K07419,
KO7748,
KO7750,
K13373
K10226

K00079,
K00458,
K00460,
K00461,
K00490,
K00509,
K00681,
K00807,
K01254,
K01831,
K05309,
K07412,
K07413,
K07415,
K07422,
K08022,
K11987

K07409
K01062,
K01122
K00232,
K00252,

cytochrome P450, family 2, subfamily R, polypeptide 1 (vitamin D 25-hydroxylase),
sterol-4alpha-carboxylate 3-dehydrogenase (decarboxylating) [EC:1.1.1.170],
methylsterol monooxygenase [EC:1.14.13.72],
estradiol 17beta-dehydrogenase / 3-keto steroid reductase [EC:1.1.1.62 1.1.1.270]
fatty acid desaturase 2 (delta-6 desaturase) [EC:1.14.19.-]
carbonyl reductase (NADPH) [EC:1.1.1.184],
arachidonate 12-lipoxygenase [EC:1.13.11.31],
arachidonate 15-lipoxygenase [EC:1.13.11.33],
arachidonate 5-lipoxygenase [EC:1.13.11.34],
cytochrome P450, family 4, subfamily F (leukotriene-B4 20-monooxygenase)
[EC:1.14.13.30],
prostaglandin-endoperoxide synthase 1 [EC:1.14.99.1],
gamma-glutamyltranspeptidase [EC:2.3.2.2],
leukotriene-C4 synthase [EC:4.4.1.20],
leukotriene-A4 hydrolase [EC:3.3.2.6],
cytochrome P450, family 8, subfamily A (Prostacyclin synthase) [EC:5.3.99.4],
prostaglandin-E synthase [EC:5.3.99.3],
cytochrome P450, family 2, subfamily B [EC:1.14.14.1],
cytochrome P450, family 2, subfamily C [EC:1.14.14.1],
cytochrome P450, family 2, subfamily E [EC:1.14.14.1],
cytochrome P450, family 2, subfamily U,
arachidonate 15-lipoxygenase (second type) / 8-lipoxygenase (S-type) [EC:1.13.11.33
1.13.11.],
prostaglandin-endoperoxide synthase 2 [EC:1.14.99.1]
cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 2 [EC:1.14.14.1]
1-alkyl-2-acetylglycerophosphocholine esterase [EC:3.1.1.47],
ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family member 2 [EC:3.1.4.39]
acyl-CoA oxidase [EC:1.3.3.6],
glutaryl-CoA dehydrogenase [EC:1.3.99.7],
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Metabolismo de glicerolipideos

Metabolismo de glicerofosfolipideos

K00255,
K00632,
K01897,
K08765,
K08766,
K09478,
K09479,
K13238,
K13239,
K15013

K00629,
K00864,
K00901,
K01046,
K01080,
K09881,
K11155,
K13506,
K135009,
K13513,
K13517,
K13523,
K13534,
K14073,
K14074,
K14075,
K14452

KO00006,

long-chain-acyl-CoA dehydrogenase [EC:1.3.99.13],
acetyl-CoA acyltransferase [EC:2.3.1.16],
long-chain acyl-CoA synthetase [EC:6.2.1.3],
carnitine O-palmitoyltransferase 1 [EC:2.3.1.21],
carnitine O-palmitoyltransferase 2 [EC:2.3.1.21],
short/branched chain acyl-CoA dehydrogenase [EC:1.3.99.12],
very long chain acyl-CoA dehydrogenase [EC:1.3.99.-],
3,2-trans-enoyl-CoA isomerase, mitochondrial [EC:5.3.3.9],
peroxisomal 3,2-trans-enoyl-CoA isomerase [EC:5.3.3.8],
long-chain-fatty-acid--CoA ligase ACSBG [EC:6.2.1.3]
glycerol-3-phosphate O-acyltransferase 1/2 [EC:2.3.1.15],
glycerol kinase [EC:2.7.1.30],
diacylglycerol kinase [EC:2.7.1.107],
triacylglycerol lipase [EC:3.1.1.3],
phosphatidate phosphatase [EC:3.1.3.4],
acylglycerol kinase [EC:2.7.1.94],
diacylglycerol O-acyltransferase 1 [EC:2.3.1.20 2.3.1.75 2.3.1.76],
glycerol-3-phosphate O-acyltransferase 3/4 [EC:2.3.1.15],
lysophosphatidate acyltransferase [EC:2.3.1.51],
lysocardiolipin and lysophospholipid acyltransferase [EC:2.3.1.- 2.3.1.51],
lysophospholipid acyltransferase 1/2 [EC:2.3.1.51 2.3.1.],
lysophosphatidic acid acyltransferase / lysophosphatidylinositol acyltransferase [EC:2.3.1.51
2.3.1.1],
patatin-like phospholipase domain-containing protein 3 [EC:3.1.1.3 2.3.1.-],
pancreatic triacylglycerol lipase [EC:3.1.1.3],
pancreatic lipase-related protein 1 [EC:3.1.1.3],
pancreatic lipase-related protein 2 [EC:3.1.1.3],
gastric triacylglycerol lipase [EC:3.1.1.3]
glycerol-3-phosphate dehydrogenase (NAD+) [EC:1.1.1.8],
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Metabolismo de esfingolipideos

K00111,
K00551,
K00623,
K00894,
K00968,
K00981,
K00993,
K00995,
K01047,
K01115,
K01126,
K01517,
K01613,
K05929,
K06128,
K06130,
K08729,
K08730,
K08744,
K13510,
K13511,
K13514,
K13515,
K13516,
K13644,
K14156,
K14676

K00654,

glycerol-3-phosphate dehydrogenase [EC:1.1.5.3],
phosphatidylethanolamine N-methyltransferase [EC:2.1.1.17],
choline O-acetyltransferase [EC:2.3.1.6],
ethanolamine kinase [EC:2.7.1.82],
choline-phosphate cytidylyltransferase [EC:2.7.7.15],
phosphatidate cytidylyltransferase [EC:2.7.7.41],
ethanolaminephosphotransferase [EC:2.7.8.1],
CDP-diacylglycerol--glycerol-3-phosphate 3-phosphatidyltransferase [EC:2.7.8.5],
phospholipase A2 [EC:3.1.1.4],
phospholipase D [EC:3.1.4.4],
glycerophosphoryl diester phosphodiesterase [EC:3.1.4.46],
manganese-dependent ADP-ribose/CDP-alcohol diphosphatase [EC:3.6.1.13 3.6.1.16
3.6.1.53],
phosphatidylserine decarboxylase [EC:4.1.1.65],
phosphoethanolamine N-methyltransferase [EC:2.1.1.103],
lysophospholipase | [EC:3.1.1.5],
lysophospholipase Il [EC:3.1.1.5],
phosphatidylserine synthase 1 [EC:2.7.8.-],
phosphatidylserine synthase 2 [EC:2.7.8.-],
cardiolipin synthase [EC:2.7.8.],

monolysocardiolipin acyltransferase [EC:2.3.1.],
lysophosphatidylglycerol acyltransferase 1 [EC:2.3.1.-],
lysophospholipid acyltransferase 5 [EC:2.3.1.23 2.3.1.],
lysophospholipid acyltransferase 7 [EC:2.3.1.],
choline/ethanolamine phosphotransferase [EC:2.7.8.1 2.7.8.2],
choline/ethanolamine kinase [EC:2.7.1.32 2.7.1.82],
lysophospholipid hydrolase [EC:3.1.1.5]
serine palmitoyltransferase [EC:2.3.1.50],

lysophosphatidylcholine acyltransferase / lyso-PAF acetyltransferase [EC:2.3.1.23 2.3.1.67],
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Alongamento de acidos graxos na
mitocondria

K01134,
K01186,
K01201,
K01441,
K01634,
K04708,
K04709,
K04711,
K04712,
K04714,
K04715,
K04716,
K04717,
K04718,
K07553,
K12348,
K12349,
K12350,
K12351,
K12353,
K12357
K01074,
K07508,
K075009,
K07512

arylsulfatase A [EC:3.1.6.8],
sialidase-1 [EC:3.2.1.18],
glucosylceramidase [EC:3.2.1.45],
alkaline ceramidase [EC:3.5.1.23],
sphinganine-1-phosphate aldolase [EC:4.1.2.27],
3-dehydrosphinganine reductase [EC:1.1.1.102],
Acyl-CoA-dependent ceramide synthase [EC:2.3.1.24],
dihydroceramidase [EC:3.5.1.],
sphingolipid delta-4 desaturase [EC:1.14.-.],
shingomyelin synthase [EC:2.7.8.27],
ceramide kinase [EC:2.7.1.138],
sphingosine-1-phosphate phosphatase 1 [EC:3.1.3.],
sphingosine-1-phosphate phosphotase 2 [EC:3.1.3.],
sphingosine kinase [EC:2.7.1.91],
beta-1,4-galactosyltransferase 6 [EC:2.4.1.-],
acid ceramidase [EC:3.5.1.23],
neutral ceramidase [EC:3.5.1.23],
sphingomyelin phosphodiesterase [EC:3.1.4.12],
sphingomyelin phosphodiesterase 2 [EC:3.1.4.12],
sphingomyelin phosphodiesterase 4 [EC:3.1.4.12],
sialidase-2/3/4 [EC:3.2.1.18]
palmitoyl-protein thioesterase [EC:3.1.2.22],
acetyl-CoA acyltransferase 2 [EC:2.3.1.16],
acetyl-CoA acyltransferase [EC:2.3.1.16],
mitochondrial trans-2-enoyl-CoA reductase [EC:1.3.1.38]
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Tabela suplementar 5. Metabolismo complemento e cascata de
coagulacéao

Metabolismo complemento e cascata de coagulacéao

KOs
K03907,
K03986,
K04004,
K04009,
K04011

KOs
K01348,
K03899,
K03987,
K03989,
K03995,
K04002,
K04007

KOs
K01314
K01321
K01343
K03900
K03901
K03902
K03905
K03909
K03910
K03914
K03917
K03982
K03985
K03988
K03992
K03994
K04006
K04012

Exclusivas de Potamotrygon falkneri

Transcritos
Thrombomodulin,
complement C1q subcomponent subunit A,
complement factor H,

C3a anaphylatoxin chemotactic receptor,
complement component (3b/4b) receptor 1

Exclusivas de Potamotrygon motoro

Transcritos
urokinase plasminogen activator [EC:3.4.21.73],
coagulation factor VIII,
complement C1q subcomponent subunit B,

complement component 4,
complement component 6,

complement component 4 binding protein, alpha,
membrane cofactor protein,

Compartilhadas entre ambas as espécies

Transcritos
coagulation factor X [EC:3.4.21.6],
coagulation factor IX (Christmas factor) [EC:3.4.21.22],
tissue plasminogen activator [EC:3.4.21.68],
von Willebrand factor,
coagulation factor Ill (tissue factor),
coagulation factor V (labile factor),
fibrinogen gamma chain,
tissue factor pathway inhibitor,
alpha-2-macroglobulin,
coagulation factor Il (thrombin) receptor,
coagulation factor XIIl A1 polypeptide [EC:2.3.2.13],
plasminogen activator inhibitor-1,
plasminogen activator, urokinase receptor,
complement C1g subcomponent subunit C,
mannan-binding lectin serine protease 1 [EC:3.4.21.],
complement component 5,
decay accelerating fator,
complement component (3d/Epstein Barr virus) receptor 2
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Figuras suplementares
As vias abaixo indicam os alguns KOs encontrados no estudo e suas posicoes

nas vias metabdlicas geradas pelo Kegg Orthology.

Figura suplementar 1. Vias metabdlicas de aminoacidos

Biossintese de aminoacidos
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Figura suplementar 5. Vias metabdlicas de aminoacidos
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Figura suplementar 6. Vias metabdlicas de carboidratos

Glicdlise e gluconeogenese
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Figura suplementar 7. Vias metabdlicas de carboidratos

Metabolismo de aglcar amino e acucar nucleotideo
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Figura suplementar 8. Vias metabdlicas de carboidratos
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Figura suplementar 9. Vias metabdlicas de carboidratos

Metabolismo de frutose e manose
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Figura suplementar 10. Vias metabdlicas de carboidratos
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Figura suplementar 11. Vias metabdlicas de glicanos

Biossintese de N-glicanos
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Figura suplementar 12. Vias metabdlicas de glicanos

Biossintese de glicosaminoglinacos (sulfato de heparana)
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Figura suplementar 13. Vias metabdlicas de glicanos

Biossintese de outros tipos de O-glicanos
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Figura suplementar 14. Vias metabdlicas de glicanos

Degradacgdo de glicosaminoglicanos
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Figura suplementar 15. Vias metabdlicas de glicanos

Metabolismo de glicerofosfolipideo

Glyrerolipid metabolism
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Figura suplementar 16. Vias metabdlicas de lipideos
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Figura suplementar 17. Vias metabo

licas de lipideos

Metabolismo de glicerolipideos
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Figura suplementar 18. Vias metabdlicas de lipideos

Metabolismo de esfingolipidios
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Figura suplementar 19. Vias metabdlicas de lipideos
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Figura suplementar 20. Vias metabdlicas de lipideos

| Metabolismo de acidos graxos |

in miochondcia in cylophsm /phastid
RMOI8 /RMD2D RMO21
ety Cost
R e P oo
| 5CP 9_—l
AeetylCols @ - _P;etyl-[aﬂ:p] @ l Bl :gggzi‘
?—DOA:&@-COA KO0B65 (Achh) O Malongl-facy]
g (#cCos) Yo e 4 (MVElSCF)
K00248, 2 é
k09478 ?z I~-. KO06ES,
*‘_3 ‘," K00668
Butanoyi-Cols Butanoyhscy]
K07508, k ACoh - MAACP
K07509, -* ¢ i R
. -
K00626, g K00665 -~ é
koossz | ¥~~~ _ KO0066S5,
- ﬂ i’ -~ K00668
- - Ay
£ Hexanogi-Coh ~ :,g Hexanoyh-fac]
A MalACP
K00232, i\_ “’\\ R é’_
\ 4
koo248, |\ : R
K00249, ? ', KO7512 e i’
\ P d
koo2ss, ¥ \_- e 1
koos78  f.-7\ L4 s
Ay
oomopconfE '\ KOOBE5 Ormeptiep G) *s N
K k £icCoh, e m k MAACES
PR T-~l_ 0 RS
_ 3 K07508, ! .
‘ Q K07509 o N
s ’
/ ! Kooe32 §----oo 1 Kooess,
! _,_T‘. 4 ‘__-—“'Fff K00668
F V) X
DecaoyiCod (10 y Decsncst {acy] (09 o7
K00232, H AeCoh h ,*—— MAACE /I'l
K00249 o o s
K00255 ¥ R S
! o RVl Kl 7
S S
R V
oo 'K07512 ‘
Dodecanayi-Cols (129 KO0665 Dedecancyfacy] (29
Aol ~Emmmmeoo MAACP
c‘\ Teal - g_
i y
o Y, Ko07508, 9
O\ Ko7509, I
f}, ./ xooe32 i~
_____ 7 ]
{ Tetradecanogh Ools 3‘ Tetndecanoyl eyl (49 C_‘\ N
T ) s. KO0665,
- %—\‘ADCQA L k MALACP ') KO0GG8
K00232, 7 S
ko024, ¥ % oo, o
koozss, § I
e
K09|479 e// K01074 /e',
-—— N ! Palbuitic acid , l
ACoh @: @ - @H — \A 69 Hexarezanoyi facy]
#"  Palmitoglcartitine eTAC CAnD MalACP
K08766  #foacon (P“"““””"cl“'(‘:isw - - K09458
. o o
Ko8765 " ¥~ - K10251 imendoplasn seticulum
L9 @ K10226
K10251 P i é— = K10703 P
. | K10258--]  K0Q507 onn PPt ST~
K10703 s o o P et S
o7 sempannce ‘fﬁ wicon | l As,9,12 l 1
K07753, b b4 g ?
o o --
K10258 é~ - K10251 !’, I |- - k10251 é é K10251
§-- k10703 } ) I--ki070s  §Ko7zsz_ 47 "K10703
KD7752~_ o o b4 K07752 _ b4 o] K10253\'0
K10258 ‘ J l K10258 ‘l l )1 As,g,gq,n
Iecsanayt Cots 609 G st P L3RILIE - God 20 2]
MalCod AlLL4 @ & T @ A11,1417 £3,11,1417 ¢
o é : k10224 : ?
. o o _
é k10251 é J y=----- K10251 - --~~ i K07752
o [e]
-= —- K10258
K07752 é K10703 é l K07752 l ------ K10703---"" % o
K10258 ? =<9 . A47,10,13,16,19
l l l k10258 ‘ 447.10,1316 s1101316.19 (23
Desosanoyl-Cok, 629 — @ o @ sn0136 6 10,1316, ¢ T
3 i L1316 3 2 i’ ?
é‘ - K10251 é }-- k10251 % T* - K10251 ?
o o .
Ko77s2_ ¥ K10703 4 o775z y--kiwozost  Kkozgsz  §TT K070,
k10258 ] ] k10258~ i’ ? K10258 " { 1- - koozs2
%) ) @ ®‘ - K00232 &) G2
Tetmeosanagh.Cok. a1 s seeis soinisIsa 1 61215082
01212 108413 K10226 K10226
(e} Kenehips L aborstories

136




Figura suplementar 21. Via de cascata de coagulagéo
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