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RESUMO GERAL

A producdo de vesiculas de membrana é um processo ubiquo em microrganismos.
Diversas fungdes sdo atribuidas a estas estruturas e por isso constituem um dos campos
de pesquisa em ascensao. Entretanto, ainda hd uma lacuna sobre a presenca e o papel das
vesiculas em ecossistemas complexos, como o ramen. Neste estudo, as vesiculas de
membrana foram isoladas do ramen pela primeira vez em trés bovinos de corte. A
microscopia eletronica de transmissao revelou uma diversidade de tamanhos e formatos
das vesiculas. A aplicacdo de abordagens analiticas usando espectrometria de massa
combinada com anélise quimiométrica e plataforma Global Natural Products Social
Molecular Networking demonstrou que metabdlitos e proteinas sdo enriquecidos ao
contetdo das vesiculas isoladas do liquido ruminal. A analise quimiométrica revelou a
diferenca no perfil metabolico das vesiculas em comparacdo a sua matriz original. A
metaboldmica demonstrou a presenca de compostos bioativos nas vesiculas, envolvidos
no metabolismo de lipideos, degradacdo de material vegetal e sinalizacdo celular.
Proteinas envolvidas no transporte mediado por vesiculas, traducdo e metabolismo de
lipideos também foram identificadas através da prote6mica. Juntos, estes resultados
revelam fortes indicios de que as vesiculas sdo secretadas pelos microrganismos e que

estdo envolvidas em importantes processos bioldgicos dentro do ambiente ruminal.

PALAVRAS-CHAVE: vesiculas de membrana, ramen, espectrometria de massas,

GNPS, metabolémica, proteémica



ABSTRACT

Membrane vesicles production is a ubiquitous process in microorganisms. Several
functions are assigned to these structures and for this reason they constitute one of the
emerging fields of research. However, there is a gap about the presence and role of
vesicles in complex ecosystems such as the rumen. In this study, membrane vesicles were
isolated from the rumen for the first time, in three beef cattle. Transmission electron
microscopy revealed a variety of vesicle sizes and shapes. Analytical approaches using
mass spectrometry combined with chemometric analysis and Global Natural Products
Social Molecular Networking platform demonstrated that metabolites and proteins are
enriched to the content of vesicles isolated from rumen fluid. Chemometric analysis
revealed the difference in the metabolic profile of the vesicles compared to their original
matrix. Metabolomics demonstrated the presence of bioactive compounds in vesicles,
involved in lipid metabolism, degradation of plant material and cell signaling. Proteins
involved in vesicle-mediated transport, translation and lipid metabolism have also been
identified through proteomics. Together, these results reveal strong evidence that vesicles
are secreted by microorganisms and are involved in important biological processes within

the rumen environment.

KEYWORDS: membrane vesicles, rumen, mass spectrometry, GNPS, metabolomics,

proteomics.



INTRODUCAO

O rumen abriga um rico ecossistema composto por bactérias, arqueas, protozoarios,
fungos e bacteriofagos, que atuam de forma simbiotica com o hospedeiro (1 - 3). O
hospedeiro fornece um ambiente com condigdes para a fermentagdo continua do material
vegetal e para estabilidade de sistemas enziméaticos microbianos. Os microrganismos, por
sua vez, degradam o material vegetal e fornecem uma ampla variedade de metabolitos
que sdo responsaveis por cerca de 70% da energia metabolica do hospedeiro (4, 5). A
maior porcdo do microbioma ruminal existe na forma de biofilmes (6 - 8), e tem as
vesiculas de membrana derivada dos microrganismos como importante componente para

formagéo e manutencéo de sua estabilidade (9, 10).

As vesiculas de membrana sdo um fen6meno fisiolégico ubiquo nos
microrganismos (11) e apresentam didmetro varidvel entre 15 a 250 nm (12, 13).
Evidéncias apoiam o conceito de que a biogénese de vesiculas € um processo regulado e
controlado, e esta atrelada as condi¢des ambientais e de crescimento do organismo (14,
15). Com isso, as vesiculas liberadas por cada microrganismo apresentam composicdes
especificas de lipideos, proteinas, acidos nucléicos e outros componentes periplasmaticos,
que afetam diretamente no destino e fungdes das vesiculas, destacando a importancia

deste mecanismo de seletividade do contetdo (10, 16, 17).

Diferentes fun¢des sdo atribuidas as vesiculas de membrana de microrganismos,
que desempenham papel fundamental na patogénese, sistema de defesa e resisténcia a
antibidticos, formacdo e estabilizacdo de biofilmes, sinalizacdo celular, transporte de
material genético, predacdo, degradacao de substrato e aquisi¢do de recursos (18 - 23).
Ainda, biomoléculas e metabdlitos podem ser enriquecidos as vesiculas, sugerindo a
existéncia de um mecanismo de secrecdo e entrega que pode disseminar produtos

microbianos a distancia que permite interacdo com o ambiente (24).

Embora o estudo de vesiculas de membrana esteja em ascensdo, o direcionamento
maior esta na investigacao de seu envolvimento em processos patolégicos, como doengas
autoimunes e cancer, bem como suas possiveis aplicacdes biomédicas, seja na formulagéo
vacinas ou como veiculo de distribuicdo de drogas (25 - 28). Entretanto, ainda ha uma
lacuna sobre a presenca e papel destas estruturas em ecossistemas complexos, como o
rimen, uma vez que grande parte dos estudos presentes na literatura envolvem

microrganismos isolados.
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Foi descrito que a bactéria ruminal Fibrobacter succinogenes é produtora de
vesiculas de membrana que apresentaram altas concentragdes de glicosil-hidrolases,
contribuindo para a degradacao eficiente do material vegetal (29). Porém, apesar da ampla
diversidade de microrganismos ruminais, apenas uma pequena porcao deles € cultivavel
e muitos ainda permanecem desconhecidos, 0 que torna a area pouco explorada (30, 31).
Dessa forma, isolar e caracterizar as vesiculas de membrana isoladas diretamente do
liquido ruminal surge como passo inicial para verificar se essas estruturas estdo presentes

no ambiente ruminal.

O ré&pido avanco das tecnologias dmicas traz uma nova perspectiva sobre o estudo
de vesiculas de membrana. A metaboldmica ndo-direcionada e protedmica sao
abordagens analiticas amplamente utilizadas para a identificacdo de metabolitos e
proteinas, respectivamente, de uma determinada matriz. Ambas abordagens séo baseadas
na andlise por cromatografia acoplada a espectrometria de massas em tandem, o que
confere sensibilidade, seletividade e alta reprodutibilidade (32). Os dados gerados pelas
analises sdo avaliados com auxilio de estratégias quimiométricas como a analise de
componentes principais, e também através de ferramentas de bioinformatica e softwares
que avaliam a semelhanca de fragmentagdo de moléculas e/ou peptideos e 0s compara
com bancos de dados disponiveis (33, 34). Assim, tais abordagens sao passiveis de serem
empregadas como estratégia para elucidar o perfil do metaboloma e proteoma das
vesiculas de membrana isoladas do liquido ruminal. As informacGes fornecidas podem
auxiliar na compreensdo da atuacdo das vesiculas dentro do metabolismo ruminal, seja
em mecanismos de degradacdo do material vegetal ou interacdo entre a microbiota,

levando a prospeccdo de proteinas e metabdlitos relacionados.

Neste trabalho, foi realizado o primeiro protocolo de isolamento de vesiculas de
membrana a partir do liquido ruminal de bovinos de corte. A metabolémica ndo-
direcionada foi empregada para explorar o perfil metabdlico das vesiculas de membrana
isoladas do microbioma ruminal. A partir disso, foram avaliadas as diferencas em
metabolitos das vesiculas quando comparadas com a sua matriz de origem. Metabdlitos
diferenciais foram putativamente identificados e atribuidos as suas classes quimicas
através de ferramentas da plataforma Global Natural Products Social Molecular
Networking. Finalmente, foi utilizado estudo de protedbmica nas vesiculas para investigar

a presenca de proteinas e relaciona-las a processos biologicos.
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RESULTADOS
Caracterizacdo morfoldgica das vesiculas de membrana isoladas

O protocolo de isolamento foi baseado na remog¢do gradativa de particulas do
alimento dos animais, da sedimentacdo da microbiota, e outros. Uma vez que o rimen
abriga uma vasta populacdo microbiana, as centrifugacdes e filtragens garantiram que a
amostra final de vesiculas de membranas estivesse livre da presenca de microrganismos.
Isso foi comprovado através da microscopia eletrénica de transmissdo e negative staining,
validando assim o protocolo de isolamento proposto neste estudo. A microscopia também

forneceu uma visdo das estruturas destas vesiculas de membrana isoladas (Figura 1).

Figura 1. Microscopia eletronica de transmissdo e negative staining de amostras de
vesiculas de membrana isoladas do liquido ruminal de bovinos de corte. As imagens A,
B e C estdo representadas em escala de 50 nm. As imagens D, E e F estdo representadas
em escala de 100 nm. Em A e D, vesiculas isoladas do bovino 1; em B e E, vesiculas
isoladas do bovino 2; em C e F, vesiculas isoladas do bovino 3).

As amostras dos trés bovinos apresentaram uma grande concentracao de vesiculas

de membrana, que exibem diversidade de tamanhos e formatos. Em sua maioria, 0
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diametro demonstra ser préximo de 50 nm (Figura 1, A, B e C), entretanto, é possivel

observar vesiculas de diametro maior, em torno de 100 nm (Figura 1, D, E e F).

Figura 2. Microscopia eletronica de transmissdo e negative staining de amostras de
vesiculas de membrana isoladas do liquido ruminal de bovinos de corte. Na imagem G,
as setas pretas indicam vesiculas que apresentam formato alongado. Nas imagens H e I,
as setas amarelas indicam o tipo especializado de vesiculas que exibem formato
semelhante a tubos. A barra representa a escala de 100 nm. Na imagem J, as setas rosas
indicam vesiculas mais densas, enquanto a seta azul indica uma vesicula aparentemente
menos densa. Na imagem K, a seta em branco indica uma vesicula que aparenta ter uma
membrana em excesso aparentando formar um halo ao redor do nucleo denso da vesicula.
Na imagem L, as setas vermelhas indicam dois agregados de vesiculas de membrana.

Embora haja predominancia do formato esférico, foram observadas algumas
vesiculas de membrana com formato alongado e eliptico (Figura 2, imagem G), enquanto
outras apresentaram um tipo especializado que se assemelha a tubos (Figura 2, imagem
H e ). Algumas vesiculas aparentam possuir um nucleo mais denso do que em
comparacao as demais (Figura 2, imagem J), evidenciado pela coloragdo mais escura. 1sso
pode ser reflexo dos diferentes tipos de contetdo enriquecidos a elas. Ainda, foi

observada a presenca de vesiculas que exibem um excesso de membrana, dando aparéncia
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de um halo ao redor do nucleo denso (Figura 2, imagem K). Outro fenémeno morfologico
detectado na microscopia foram os agregados de vesiculas (Figura 2, imagem L). Todas
essas caracteristicas Unicas demonstram que o rimen abriga uma rica diversidade de

vesiculas de membrana, em formatos, tamanhos e peculiaridades.

Analise por UHPLC/ESI(+)-MS/MS

A técnica UHPLC-ESI(+)-MS/MS foi empregada para avaliar o perfil
metabolémico das amostras de liquido ruminal bruto, pellet microbiano, sobrenadante
livre de células e vesiculas de membrana. A extracdo dos metabdlitos de cada amostra foi
realizada em duplicata e os cromatogramas da analise foram obtidos em triplicata,
totalizando 72 cromatogramas. Os cromatogramas de ions totais (MS) indicaram
diferencas nos perfis metabdlicos entre os grupos de amostras. No entanto, apenas a
inspecdo visual destes cromatogramas ndo € suficiente para discriminar as diferencas
metabdlicas de cada grupo. Por este motivo, a analise quimiométrica foi utilizada nos
dados de UHPLC-ESI(+)-MS/MS.

Analise de componentes principais (PCA)

As matrizes de dados dos trés animais foram analisadas por PCA, um método nao
supervisionado empregado para determinar padrdes entre amostras multivariadas.
Amostras com alta correlacdo se agrupam e a diferenca entre pontos quaisquer

representando amostras é uma aproximacao da sua similaridade em relagéo as variaveis.

A andlise de PCA mostrou uma tendéncia clara de separacao entre o conjunto de
dados das amostras de liquido ruminal bruto, sobrenadante livre de células, pellet
microbiano e vesiculas de membrana (Figura 3), refletindo as caracteristicas metabdlicas
diferenciais entre estes grupos. Os graficos também revelam que as amostras de vesiculas
de membrana estdo mais distantes das amostras do pellet microbiano do que em
comparagdo com as demais. Isso pode ser indicio de que mesmo sendo estruturas
derivadas dos préprios microrganismos ruminais, as vesiculas apresentam ion diferentes
que influenciaram nesta separacéo. Os ions da amostra do branco ndo se assemelharam a
nenhuma das demais, o0 que valida as analises por mostrar que os ions produzidos sao

sinais provenientes das amostras. Ainda, no grafico do bovino 1 é notavel que algumas
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Figura 3. Analise quimiométrica ndo supervisionada com dados de UHPLC-ESI(+)-
MS/MS. Pontuagbes de PCA para as amostras dos bovinos 1, 2 e 3. Legenda de cada
amostra conforme o indicado na figura.

No PCA do bovino 1, o primeiro componente principal (PC1) explicou 37,77 %
da variabilidade total do conjunto de dados, enquanto o segundo componente principal
(PC2) explicou 33,62 % da variabilidade total do conjunto de dados. No bovino 2, PC1
explicou 63,67 % da variabilidade total do conjunto de dados, enquanto PC2 explicou
13,75 %. Ja no bovino 3, PC1 explicou 52,04 % da variabilidade total do conjunto de

dados enquanto PC2 explicou 13,75 %. A anélise de PCA foi reprodutiva para cada grupo
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de amostra, uma vez que as replicatas encontram-se agrupadas. Observa-se também que
embora os dados de cada um dos gréaficos de PCA sejam referentes a trés animais
distintos, a distribuicdo das amostras nos quadrantes apresenta semelhancas, indicando
que a reprodutibilidade também ocorreu entre os animais, 0 que consolida os dados

obtidos neste estudo.

Classificagdo quimica e identificagdo de metabolitos

Para a metabolémica nao-direcionada, os dados de andlise por UHPLC-ESI(+)-
MS/MS foram importados na plataforma do GNPS para gerar um mapa quimico pela
ferramenta Molecular Network (MN). O mapa quimico apresenta a correlacdo dos
espectros de fragmentacdo (MS/MS) de acordo com a similaridade no padrdo de
fragmentacdo do ion precursor. Espectros de um mesmo composto sdo agrupados em um
espectro consenso, representado por um nd. Compostos distintos, mas que apresentam
similaridade de fragmentacdo, sdo agrupados em clusters. Ainda, compostos relacionados
com dados presentes em bibliotecas espectrais sdo destacados, o que auxilia na
comparacdo dos espectros de MS/MS e possibilita a identificacdo putativa de outros
compostos. O fluxo de trabalho MolNetEnhancer incorporado ao MN gerado forneceu
importantes informacdes sobre as estruturas quimicas presentes em cada familia

molecular.

Uma vez que os compostos detectados nos grupos de amostra dos trés bovinos
foram combinados, um total de 638 espectros MS/MS consenso (entidades quimicas)
foram obtidos no mapa quimico (Figura 4). Deste total, 31 entidades quimicas foram
encontradas exclusivamente em amostras do sobrenadante livre de células, 9 entidades
foram detectadas nas amostras de liquido ruminal bruto, 46 entidades detectadas
exclusivamente nas amostras de vesiculas de membrana e 172 entidades exclusivas das
amostras de pellet microbiano. As demais 380 entidades foram detectadas em comum em
mais de um grupo de amostra. Essa notdvel diferenca no ndmero de metabolitos
individuais de cada grupo de amostra revela perfis metabdlicos distintos ainda que dentro
de um mesmo sistema bioldgico - o rimen - consolidando o resultado demonstrado pelo
PCA (Figura 3). Ao mesmo tempo, isso evidencia a ampla integracdo de vias metabolicas
da microbiota ruminal, uma vez que mais de 59,5% das entidades quimicas foram

compartilhadas por mais de um grupo de amostra.
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Figura 4. Mapa quimico dos espectros MS/MS obtidos pela anélise das amostras de
liquido ruminal bruto, pellet microbiano, sobrenadante livre de células e vesiculas de
membrana, colorido conforme indicado na legenda anotada no mapa quimico.

Através do fluxo de trabalho MolNetEnhancer, os compostos presentes no MN
foram atribuidos as classes quimicas de lipideos e moléculas relacionadas, acidos
carboxilicos e derivados, compostos organicos oxigenados, compostos organicos
nitrogenados e outros (Figura 5). A partir de todas estas informacdes, 41 metabolitos
foram identificados putativamente (Tabela 1), considerando o erro de massa inferior a 5
ppm. Formulas moleculares também foram atribuidas para alguns compostos individuais,

assim como a classificacdo quimica correspondente.

A Figura 5 evidencia a predominancia da classe de lipideos e derivados na analise,
que corresponde a 55,65% de todas as entidades quimicas (em laranja). Esse resultado
esta atrelado tanto a escolha do solvente extrator, que tem influéncia direta na polaridade
dos compostos extraidos, como também pelo metabolismo de lipideos estar mais ativo
apos a alimentacao dos animais, momento em que foi realizada a amostragem do liquido
ruminal. Como mostrado na Tabela 1, os quatro grupos de amostras apresentaram
compostos atribuidos aos lipideos e moléculas relacionadas, seja como metabdlito

compartilhado ou exclusivo. No entanto, a exclusividade destes metabolitos lipidicos é
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maior nos grupos do pellet microbiano e vesiculas de membrana. Quando destacamos 0s
compostos exclusivos das vesiculas (Figura 5, em destaque), 38 deles correspondem
somente & essa classe. Considerando o papel que os lipideos exercem como compostos
microbianos, eles podem estar vinculados tanto a estrutura de membrana das vesiculas

como também fazer parte do contetdo enriquecido a elas.

Lipideos e moléculas relacionadas
: . Compostos organicos nitrogenados
. Compostos orginicos oxigenados
. Acidos carboxilicos e derivados

Qutros

Sem correspondéncia

Figura 5. Mapa quimico dos espectros MS/MS obtidos pela analise das amostras de
liquido ruminal bruto, pellet microbiano, sobrenadante livre de células e vesiculas de
membrana, colorido por classes quimicas conforme indicado na legenda anotada no mapa
quimico. As bordas pretas destacam as entidades quimicas exclusivas de vesiculas de
membrana.

Analisando os componentes da classe de lipideos, os ions [M + H]* m/z 263.2363
e [M + H]" m/z 295.2264 foram atribuidos ao acido linoleico conjugado (CLA) e 4cido 9-
Ox0-10E,12Z-octadecadiendico, respectivamente. Dois compostos importantes no
metabolismo de lipideos no ramen. Ja o ion [M + H]* m/z 299.1273 corresponde a
enterolactona, composto derivado da conversdo de lignanas pela microbiota de
mamiferos, enquanto o ion [M + H]* m/z 180.1018 corresponde a N-acetiltiramina,
composto relatado pela primeira vez no rimen mas que exibe fungdo ja descrita em

comunidades de microrganismos.
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Tabela 1. Identificacdo putativa de metabdlitos a partir da analise de metabolémica nao-direcionada.

. N Erro de
Identificacio Putativa de Metabolitos hlzg{gﬁllgr - M + & M + ﬁ] Massa Oﬁsrre]?\?;[j?s*
xperimental Teorica (opm)
Acidos Carboxilicos e derivados
Composto Desconhecido Ci1sH33sNO 280.2625 280.2635 -3.54 P
Composto Desconhecido Ci1sH3sNO» 298.2735 298.2741 -1.86 P
Composto Desconhecido Ci1sH39NO> 302.3052 302.3054 -0.52 VM; P
Composto Desconhecido CaH11NO> 328.3202 328.3210 -2.46 P
Compostos Organicos Nitrogenados
Composto Desconhecido C12HzsNO 200.2009 200.2009 0.04 SLC; LR; VM; P
Palmitamida Ci6H33sNO 256.2629 256.2635 -2.31 SLC; LR; VM; P
Octadecanamida CisH37NO 284.2941 284.2948 -2.43 SLC; VM
Compostos Organicos Oxigenados
Enterolactona C18H1804 299.1273 299.1278 -1.62 LR; VM; P
R A
Composto desconhecido C24H33sNOg 432.2373 432.2381 -1.77 SLC; LR; VM; P
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Tabela 1. Continuacao

N N Erro de
\dentificagéo Putativa de Metaitos Formula - BATHEE MR e Amostras
Experimental Tedrica (ppm)
Lipideos e moléculas relacionadas
Composto Desconhecido C1oH24N120; 345.2223 345.2218 1.47 SLC; LR; VM
Composto Desconhecido Ci16H23N110; 402.2101 402.2109 -1.98 LR; VM
Composto Desconhecido C17H3sNO3 302.2689 302.2690 -0.23 VM
Composto Desconhecido CigH3002 279.2309 279.2319 -3.43 LR; VM; P
Composto Desconhecido CigH3003 295.2265 295.2268 -0.92 SLC; LR; VM; P
Acido 13S-Hidroxi-9Z,11E,15Z-octadecatrienoico C1sH3003 277.2149 277.2162 -4.71 LR; P
Acido 9-Oxo-10E,12Z-octadecadienoico Ci1sH3003 295.2264 295.2268 -1.26 P
Composto Desconhecido CisH3,02 281.2469 281.2475 -2.16 SLC; LR; VM; P
Acido Linoleico Conjugado CisH3,02 263.2363 263.2369 -2.44 SLC; LR; VM; P
Composto Desconhecido CigH3,03 297.2422 297.2424 -0.74 SLC; LR; VM; P
Acido 12(13)-Epoxi-9Z-octadecenoico CigH3,03 297.2419 297.2424 -1.75 SLC; LR; VM; P
Composto Desconhecido C1sH33N7Os 4442571 444.2565 1.33 LR; VM; P
Acido Octadecenoico C1sH3402 283.2625 283.2632 -2.32 SLC; LR; VM; P
Composto Desconhecido C1gH3403 299.2576 299.2581 -1.57 SLC; LR; VM; P
Composto Desconhecido C1sH3602 285.2782 285.2788 -2.13 RL; MV; P
Composto desconhecido C1gH37/NO> 300.2897 300.2897 -0.02 SLC
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Tabela 1. Continuacao

N N Erro de
\dentificagéo Putativa de Metaitos Formula - BATHEE MR e Amostras
Experimental Tedrica (ppm)
Composto desconhecido CisH37NO2 300.2884 300.2897 -4.35 VM
Composto Desconhecido C1sH39N30s 394.2915 394.2912 0.86 VM
2,3-dihidroxipropil-hexadecanoato C19H3504 331.2837 331.2843 -1.77 SLC; LR; VM; P
N-Oleoil-Etanolamina C20H3sNO> 326.3040 326.3054 -4.16 P
N-Oleoil-Leucina C24H4sNO3 396.3461 396.3472 -2.83 P
N-Oleoil-Phenilalanina C27H43NOs 430.3302 430.3316 -3.19 P
Composto Desconhecido Ca0HoN6O4 429.3177 429.3184 -1.58 LR; VM
Outros
N-acetiltiramina C10H1sNO> 180.1018 180.1019 -0.58 SLC; LR; VM; P
Composto Desconhecido Ci2H10Ns 239.1049 239.1040 3.89 VM
Composto Desconhecido C12H17NO2 208.133 208.1332 -0.99 SLC; LR; VM; P
Composto Desconhecido Ci3H19NO2 222.1485 222.1489 -1.60 SLC; LR; P
Composto Desconhecido C14H12N206 305.0759 305.0768 -2.99 VM
Composto Desconhecido C14H29NO> 244.2268 244.2271 -1.25 VM
Composto Desconhecido C16H32N6O4 373.2551 373.2558 -1.82 VM
Composto Desconhecido CasH36N4Os 593.2756 593.2758 -0.42 VM

*SLC: sobrenadante livre de células; LR: liquido ruminal bruto; VM: vesiculas de membrana; P: pellet microbiano.
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Analises de proteinas por espectrometria de massas

O método bottom up, também denominado shotgun, foi utilizado para analise de
proteinas das amostras de vesiculas de membrana. Este método inclui a separacdo por
cromatografia liquida dos peptideos obtidos apds a digestdo triptica das solucdes
proteicas, seguida por analise por espectrometria de massa (MS°®). A avalia¢do dos dados
foi realizada aferindo o valor do score e de cobertura da anélise, fornecidos pelo software
ProteinLynx. As proteinas identificadas sdo mostradas na Tabela 2.

Tabela 2. Proteinas identificadas em vesiculas de membrana usando a abordagem bottom up e
LC-MS®

Identificacdo Cobertura

Uniprot Proteina (%) Score Processo Biol6gico
Proteina contendo <
GOvQ27 dominio de Hidrolase 4 41.4 430.4469 Né&o relatado
Proteina ribossémica x
AOAO017H517 50S L7/ L12 28.9 611.6105 Tradugdo
Lipase putativa Autofagia, Degradacéo de
ASDCI0 ATG15 265 226.6546 lipideos, Metabolismo de lipideo

Transporte intracelular de
AO0A4V2EQH9 Cadeia leve de Clatrina 20.8 343.5609 proteinas, transporte mediado por
vesiculas

A andlise demonstrou que as vesiculas de membrana isoladas do rimen sao
enriquecidas com proteinas envolvidas em diferentes processos bioldgicos (Tabela 2). A
proteina ribossdmica 50S L7 / L12, relatada em bactérias, tem funcdo no processo de
traducdo; a lipase putativa Atgl5, proteina transmembrana relatada em leveduras, tem
envolvimento nos processos de autofagia, degradacdo e metabolismo de lipideos; a
cadeia leve de clatrina, uma das proteinas que comp&em a estrutura poliédrica da clatrina,
que esta envolvida no transporte mediado por vesiculas. A proteina contendo o dominio
de Hidrolase 4 também foi identificada neste estudo com as vesiculas de membrana e
embora ainda ndo tenha uma atribuicdo conhecida a um processo bioldgico especifico,
foi predita no proteoma da bactéria ruminal Megasphaera elsdenii (DSM 20460). Estes
resultados da analise protedmica sugerem que o conteldo de proteinas das vesiculas

isoladas do rimen se sobrepGe amplamente aos proteomas de microrganismos existentes,



uma vez que as proteinas encontradas nesta analise sdo compartilhadas com proteinas ja

relatadas em diferentes espécies.

DISCUSSAO

Evidéncias sugerem a influéncia do meio na qualidade e quantidade de vesiculas
(14, 43). Dessa forma, a amostragem de liquido ruminal foi realizada em trés bovinos
para avaliar a heterogeneidade do conteudo das vesiculas de membrana, e no periodo de
2 horas ap06s a alimentacdo dos animais, onde a atividade microbiana ruminal se encontra
elevada. As andlises de microscopia eletrdnica de transmissdo revelaram a rica
diversidade de vesiculas de membrana isoladas do ramen (Figura 1 e Figura 2). As
vesiculas sdo estruturas adaptaveis que exibem variedade de tamanhos e formatos. 1sso
pode ser reflexo principalmente dos microrganismos dos quais sdo derivadas e da rota de
formacdo da vesicula (44). Os resultados mostram que as vesiculas isoladas do rumen
variam de 50 nm a 100 nm e sdo consistentes com o que ja foi relatado de vesiculas
derivadas de Gram-positivos, Gram-negativos, fungos, arqueas (12, 13). Além disso, 0
formato alongado e eliptico (Figura 2, imagem G) em vesiculas foi relatado na espécie
bacteriana Acinetobacter baylyi (43), assim como estruturas em formato de tubos (Figura
2, imagem H e I) foram observados na bactéria Myxococcus xanthus (45). Estas
estruturas sdo consideradas tipos especializados de vesiculas e possivelmente atuam
conectando células dentro de um biofilme, contribuindo no trafego molecular (44 - 46).
Considerando que a maior por¢do do microbioma ruminal existe na forma de biofilmes,
estas estruturas podem desempenhar papel importante na comunicacdo e troca de
componentes entre 0s microrganismos ruminais. Outra estrutura observada foram os
agregados de vesiculas (Figura 2, imagem L). Esse fendmeno ja foi relatado e pode estar
relacionado com caracteristicas da superficie da membrana externa envolvidas na adesao
de células, como também por acéo de biomoléculas presentes em biofilmes que causam

essa agregacao de vesiculas (47).

A metabol6mica de vesiculas de membrana ainda é um campo nascente,
mas com grande potencial. Neste estudo, a combinacdo da técnica UHPLC-ESI(+)-
MS/MS associada as ferramentas quimiometricas e MN forneceu importantes
informagdes sobre o perfil metabolico das vesiculas de membranas. Os metabdlitos foram

atribuidos a diferentes classes quimicas de acordo com sua estrutura quimica, o que ajuda
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a presumir o destino dos metabolitos, uma vez que fazem parte de reacfes bioquimicas
importantes dentro de um sistema biologico (48). Ainda, analisar o perfil metabolémico
das vesiculas em comparagdo com as demais amostras da mesma matriz de origem foi
fundamental para constatar as possiveis sobreposi¢cdes de metabolitos que ocorrem em
sistemas bioldgicos como o rimen, mas principalmente para evidenciar que certas classes
de metabdlitos sdo enriquecidas exclusivamente as vesiculas. A Figura 4 ilustra a ampla
integracdo das redes metabdlicas dentro do rdmen, uma vez que 59,5 % das entidades
quimicas foram compartilhadas entre os grupos de amostra. Entretanto, analisando
exclusivamente as vesiculas (nds em azul), observamos que elas apresentam um perfil
distinto das demais. Isso mostra que as vesiculas de membranas sdo metabolicamente
ativas e sugere um recrutamento efetivo de metabdlitos para as mesmas. A nivel de
classe, a Figura 5 evidencia a predominéncia da classe de lipideos e moléculas
relacionadas como um todo na andlise, mas principalmente nas vesiculas de membrana,
ja que 38 de seus metabolitos exclusivos sdo atribuidos a essa classe (Figura 5, em
destaque). Esse resultado pode ser sustentado principalmente em virtude da composigéo
lipidica da membrana das vesiculas, mas também pela atuagdo destas estruturas no
transporte varias espécies de lipideos, incluindo acidos graxos, colesterol, eicosandides,

contribuindo para a regulacéo de lipideos bioativos (17).

Além de lipideos oriundos da dieta animal, 0s microrganismos ruminais
produzem metabolitos lipidicos que apresentam propriedades bioativas relacionadas a
saude e desempenho do hospedeiro (49). Um exemplo disso € o CLA, identificado nos
quatro grupos de amostra (Tabela 1), que demonstra efeitos a satide animal, como o efeito
imunomodulador (50, 51). Bactérias ruminais, incluindo Butyrivibrio, Lactobacillus e
Megasphaera estdo envolvidas diretamente no processo de biohidrogenacéo ruminal, que
da origem ao CLA (52), embora alguns fungos anaer6bios também apresentam essa
capacidade em uma taxa mais lenta (53). Outro metabdlito lipidico bioativo identificado
neste estudo foi 9-Oxo-10E,12Z-octadecadienoico, presente somente na fragdo do pellet
microbiano (Tabela 1). Ele age como mediador lipidico inflamatério em ruminantes e
deriva de reacdes enzimaticas e ndo enzimaticas do acido linoléico (54). Acidos graxos
insaturados derivados do metabolismo lipidico ruminal ndo sdo utilizados como fonte
direta de energia microbiana, mas podem ser incorporados aos lipideos bacterianos (52).

Entretanto, o CLA e outros acidos graxos insaturados que passam pela reacdo de
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biohidrogenacéo seguem do rimen para 0 abomaso, nao sendo utilizados pela microbiota

ruminal (55).

Outros compostos que exibem atividades importantes também foram relatados
neste estudo. A enterolactona foi observada nas amostras do liquido ruminal, pellet
microbiano e vesiculas de membrana (Tabela 1). E um enterolignano de mamiferos e um
dos produtos da conversédo de lignanas presentes em plantas por acdo da microbiota. Em
ruminantes, a conversdo ocorre tanto pela microbiota ruminal como intestinal. Zhou e
colaboradores (2009) demonstraram que 0S microrganismos ruminais realizam a
conversao eficiente da lignana vegetal em enterolactona e que esta, por sua vez, pode ter
efeito benéfico na fermentacdo ruminal, através do aumento da concentracdo de acidos
graxos volateis e de proteina microbiana bruta (56). Ainda, este estudo corrobora com o
observado por Cortés e colaboradores (2008), onde a conversdo ruminal da enterolactona
¢ maior do que a conversdo intestinal nestes animais (57). No entanto, as vias de
conversao, microrganismos envolvidos ainda ndo sdo totalmente elucidados. A presenca
da enterolactona nas amostras de liquido ruminal, pellet microbiano e vesiculas de
membrana, observadas neste estudo, pode ilustrar como as espécies ruminais interagem
com compostos da dieta animal e do seu ambiente para produzir metabolitos que

apresentam possiveis implicacdes para a saude do hospedeiro e da microbiota.

A presenca de N-acetiltiramina foi observada em todos os grupos neste estudo,
liquido ruminal, pellet microbiano, sobrenadante livre de células e vesiculas de
membrana (Tabela 1). Esse composto ja foi relatado em estudos prévios com cepas de
Streptomyces e Actinokineospora sp e suas atividades bioldgicas descritas envolvem
eliminacdo de radicais e atividade fungicida (58 - 60). Recentemente, Reina e
colaboradores (2019) relataram pela primeira vez a acdo de N-acetiltiramina como um
composto inibidor do quérum-sensing na bactéria marinha Vibrio alginolyticus,
demonstrando capacidade de inibir significativamente a patogenicidade bacteriana (61).
Enquanto o quérum-sensing é meio de regulacdo de fatores de viruléncia dentro de uma
microbiota, 0 mecanismo de inibi¢do surge como um promissor mecanismo de prevengao
a patogenicidade bacteriana. Nossos resultados podem sugerir que seja necessaria uma
concentragdo minima da N-acetiltiramina no meio intracelular microbiano para que seja
excretado para 0 meio extracelular ou ser enriquecido em vesiculas de membrana para

disseminacao a distancia.
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Os resultados da anélise proteémica (Tabela 2) demonstram que as vesiculas de
membrana isoladas do ramen estdo envolvidas em alguns processos biologicos. Além
disso, as proteinas encontradas correspondem a resultados ja relatados em outros
microrganismos, fornecendo confianca no que foi obtido neste estudo. A proteina com
dominio de hidrolase 4, por ser apenas predita no proteoma da bactéria ruminal
Megasphaera elsdenii (DSM 20460), ainda ndo exibe uma funcdo exata atribuida. O
dominio hidrolase 4, classificado como serino aminopeptidase, é encontrado em bactérias
e eucariotos, em associagédo a proteinas alfa/beta-hidrolases
(pfam.xfam.org/family/Hydrolase 4, acesso em junho de 2021), uma superfamilia que
engloba enzimas hidroliticas com diferentes origens filogenéticas e funcdes cataliticas,
mas que compartilham uma dobra comum em sua estrutura (62, 63). As funcdes desta
superfamilia incluem éster hidrolase de &cido carboxilico, lipase, tioéster hidrolase,
peptideo hidrolase, haloperoxidase, desalogenase, epoxido hidrolase e outros (64, 65).
Fundamentado nisso, a proteina com dominio hidrolase 4 encontrada nas vesiculas de
membrana pode estar diretamente envolvida com alguma dessas atividades enzimaticas

dentro do metabolismo ruminal.

A Proteina Ribossémica 50S L7/L12 apresenta funcao estrutural fazendo parte da
haste ribossdmica, que ajuda o ribossomo a interagir com os fatores de traducéo ligados
ao GTP. Assim, é uma proteina essencial para o processo de traducdo em bactérias
(www.uniprot.org, acesso em junho de 2021). J& a lipase putativa Atgl5 tem
envolvimento relatado nos estagios finais da autofagia, desempenhando papel na lip6lise
intravacuolar de corpos autofagicos (66). Essa lipase também é responsavel pela quebra
de triacilglicerol em vacutolos quando a sintese de novo de &cidos graxos no organismo
estd comprometida (67) e também pode desempenhar papel de fosfolipase regulada por
fator de transcricdo responsivo ao estresse durante o processo de autofagia (68). Ja a
cadeia leve de clatrina é uma das proteinas principais para formacéo da estrutura final da
clatrina, proteina essa que desempenha papel importante na endocitose mediada por
receptor e na selecdo de contetido a ser transportado na vesicula (69). Apesar da clatrina
estar envolvida na biogénese e transporte mediado por vesiculas em mamiferos,
recentemente, a presenca desta proteina foi relatada em vesiculas extracelulares do fungo
Zymoseptoria tritici (70), o que sustenta o resultado observado na analise de vesiculas de

membrana do presente estudo.
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Ainda que algumas proteinas estejam localizadas em compartimentos
intracelulares de eucariotos, elas também podem ser encontradas em alguns tipos de
vesiculas de membrana secretadas de didmetro préximo a 200 nm (71), o que justifica a
presenca da lipase Atg 15 e cadeia leve de clatrina nas vesiculas ruminais.

CONCLUSAO

As vesiculas sdo Unicas, o que implica na diversidade de componentes estruturais
e do tipo de contetdo enriquecido a elas. Ainda ha certa dificuldade na identificacdo
completa de metabolitos e proteinas em estudos in vivo como este, uma vez que dentro
de um microbioma complexo ha interferéncias durante o processo metabélico. Ainda,
muitos microrganismos ruminais permanecem desconhecidos, o0 que explica porque
alguns compostos da andlise metabolémica foram atribuidos somente & sua classe
quimica e formula molecular. Isso também foi refletido na analise protedmica das
vesiculas, uma vez que a limitacdo de informacdes em bancos de dados sobre o proteoma
de microrganismos ruminais dificulta a elucidagcdo completa sobre o contetido proteico
nas respectivas vesiculas. Porém, todas as informacdes obtidas com este estudo ajudaram
na deducdo de algumas de suas caracteristicas bioguimicas basicas. O protocolo de
isolamento proposto neste estudo mostrou, pela primeira vez, que as vesiculas de
membrana estdo presentes no rumen. A microscopia revelou a rica diversidade de
formatos e tamanhos destas vesiculas isoladas. Os resultados de caracterizacdo
consolidaram a hipdtese que as vesiculas de membrana sdo secretadas pelos
microrganismos ruminais para desempenhar diversas fun¢des dentro do metabolismo do
ramen. Isso é fundamentado pela presenca de lipideos e derivadas com fungdes bioativas
na composi¢do metabdlica das vesiculas, como o CLA, mas também dos compostos
enterolactona e N-acetiltiramina. 1sso também é consolidado com os resultados obtidos
pela protedmica das vesiculas. Juntos, estes resultados revelam fortes indicios de que
estas estruturas estdo envolvidas em importantes processos bioldgicos dentro do rimen,
como o metabolismo de lipideos, degradacdo de material vegetal e sinalizagéo celular.
A metabol6mica e protebmica de vesiculas de membranas de microrganismos ruminais
ainda s&o um campo nascente, mas com grande potencial. A aplicacdo destas abordagens
usando espectrometria de massa combinada com analise quimiométrica e plataforma
Global Natural Products Social Molecular Networking demonstrou que metabdlitos e

proteinas estdo presentes no conteudo das vesiculas isoladas do liquido ruminal. Os
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resultados obtidos com o presente estudo sdo 0s primeiros passos para a compreensao de

um campo que estd em constante ascenséo.

MATERIAIS E METODOS
Animais e coleta de liquido ruminal

Trés bovinos de corte foram alimentados com silagem de milho a vontade, no
periodo de 30 dias. Apoés este periodo, foi realizada a coleta de 500 mL do contetdo do
rumen através de canula ruminal, duas horas apés a alimentacdo da manha. O liquido
ruminal de cada animal foi filtrado individualmente através de seis camadas de gaze
estéril e armazenados em frascos a -20 °C. Os procedimentos foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais, da Universidade Estadual de Maringa
(CEUA/UEM), sob o protocolo de numero 84102304109.

Isolamento de vesiculas de membrana do microbioma ruminal

O liquido ruminal foi centrifugado (Hitachi; Himac CR21G High Speed
Refrigerated Centrifuges; Rotor R20A2) a 3000 g durante 30 minutos a 4 °C. O pellet
resultante foi separado, armazenado e o sobrenadante foi novamente centrifugado a
20000 g durante 30 minutos a 4 °C. Esta Gltima centrifugacdo foi realizada quatro vezes.
O pellet das centrifugagdes foi armazenado e o sobrenadante foi filtrado em um sistema
a vacuo sob pressdo de 400 mmHg, utilizando uma membrana Durapore® em PVDF
(Millipore) com porosidade de 0,45 um. A filtracdo foi realizada duas vezes, em banho
de gelo. Em seguida, o sobrenadante resultante foi ultracentrifugado (Hitachi; Himac
CP9OWX Preparative Ultracentrifuge; Rotor PA5SAT) a 120000 g durante 120 minutos a
4 °C. O pellet (vesiculas de membrana) foi ressuspendido em tampéo Tris-magnésio (pH
6,8) e filtrado utilizando uma seringa acoplada a um filtro de membrana estéril
Chromafil® Xtra em PVDF com porosidade de 0,20 pm e armazenado em microtubos a
-20 °C. Durante o processo, amostras do liquido ruminal bruto, pellet microbiano,

sobrenadante livre de células também foram armazenados para analises.
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Microscopia eletrénica de transmisséo e negative staining

As amostras de vesiculas de membrana dos trés bovinos foram preparadas
seguindo o protocolo de coloracdo negative staining de Doane e Anderson (1987) com
algumas modificacGes (35). Para isso, 10 pL da suspensdo de vesiculas de membrana
foram colocados sob um grid de 300 mesh cobertos com carbono formvar, formando uma
gota. Apds 60 segundos, o excesso de amostra foi retirado com um papel filtro. Em
seguida, 10 pL de uma solucdo 2 % de &cido fosfotingstico (PTA; pH 7,2) foram
colocados sob o grid para contrastacdo negativa. Apés 60 segundos, o excesso foi
removido com papel filtro. As amostras foram visualizadas utilizando o microscépio
eletronico de transmissdo JEOL JEM1400 (JEOL Ltd, Japan) a 120 kV.

Extracdo de metabolitos para analise metabolémica

A extracdo dos metabdlitos foi realizada nos quatro grupos de amostras referentes
a cada um dos trés animais: liquido ruminal bruto, pellet de centrifugac&o, sobrenadante
livre de células e vesiculas de membrana. O protocolo de extragdo foi realizado de acordo
com Almeida e colaboradores (2018) com modificacdes (72). Para isso, 250 pL de
amostra foram transferidos para frascos de vidro, seguido da adi¢do de 500 pL do
solvente extrator acetato de etila. Os frascos foram agitados em vortex por 2 minutos e
mantidos em repouso para a separacdo de fases. A fase organica foi coletada e a amostra
foi novamente extraida. O processo foi repetido por mais duas vezes. A extracdo de cada
amostra foi realizada em duplicata. As fases organicas foram concentradas em fluxo de
nitrogénio para posterior analise por cromatografia liquida de ultra-alto desempenho
acoplada a espectrometria de massas em tandem com ionizacdo por eletrospray
(UHPLC-ESI-MS/MS). Uma amostra denominada Controle de Qualidade foi preparada

a partir da mistura de quantidades iguais de todos 0s extratos das amostras.

Analise dos extratos por UHPLC-ESI(+)-MS/MS para metabolémica néo-
direcionada

Os extratos foram ressuspendidos em 400 pL de agua:acetonitrila (1:1; v:v) e
filtrados com filtro de membrana hidrofilica PTFE (Flowsupply; 0,22 pum; 13 mm).

Posteriormente, 2 puLL de cada extrato foram analisados usando cromatografia liquida de



ultra-alto desempenho (Shimadzu, Nexera X2, Toéquio, Japdo) acoplada a um
espectrometro de massas de alta resolucdo de geometria Q-TOF (Impac Il, Bruker
Daltonics Corporation, Bremen, Alemanha) equipado com um fonte de ionizagdo por
electrospray. A separacao cromatogréfica foi realizada utilizando a coluna Intensity Solo
2 C18 (Bruker, 2,0 pm, 100 x 2,1 mm) com uma taxa de fluxo de 0,200 mL/min. O
gradiente de eluicdo foi realizado com um sistema de solvente binario, sendo A (H20
com 0,1 % de acido férmico; v:v) e B (acetonitrila com 0,1 % de &cido férmico; v:v). O
gradiente seguiu com 5 % B 0-1 min, 50 % B 1-5 min, 70 % B 5-10 min, 95 % B 10-13
min, mantido a 95 % B 13-15 min, 5 % B 15-17 min a 40 °C, com os trés minutos finais
para reconstituicdo da coluna antes da analise seguinte. O instrumento foi calibrado
utilizando os ions de uma solugéo de formiato de sédio (10 mmol/L de NaOH em solu¢éo
de isopropanol 1:1 [v:v] contendo acido formico concentrado). A fonte de ionizacéao foi
operada em modo positivo e ajustada para 3500 V, com um potencial de deslocamento
da placa final de =500 V. Os parametros do gas de secagem foram configurados para
uma taxa de fluxo de 8 L/min a 180 °C com pressdo de nebulizagdo a 4 bar. Os dados
foram coletados na faixa de razdo massa/carga (m/z) 50 a 1500 com uma taxa de aquisicao
de cinco espectros por segundo. Os trés ions mais intensos foram selecionados para
fragmentacdo automatica (auto MS/MS). Os cromatogramas foram obtidos em triplicata

para cada amostra analisada.

Molecular Networking e Anotacdes de Metabdlitos

O mapa quimico (ID = 045e3f47bc2b4d42bef3e535bac63eea) foi gerado usando
o fluxo de trabalho online na plataforma Global Natural Products Social Molecular
Networking (GNPS-MN) (www.gnps.ucsd.edu, acesso em abril de 2021) (36). Os dados
foram filtrados removendo todos os ions de fragmento de MS/MS dentro de unidades de
+/- 17 Da do precursor m/z. Os espectros de MS/MS foram filtrados por janela
escolhendo apenas os seis picos superiores na janela de unidades de +/- 50 Da em todo o
espectro. Os dados foram entéo agrupados com MS-Cluster com uma toleréncia de massa
de ions precursores de 0,02 unidades de m/z e uma tolerancia de ions de produto MS/MS
de 0,02 unidades de m/z para criar espectros de consenso. A rede molecular foi entdo
criada onde as linhas foram filtradas para ter uma pontuacdo de cosseno acima de 0,65 e
mais de quatro picos correspondentes. Além disso, as bordas entre dois nds foram

mantidas na rede se, e somente se, cada um dos nds apareceu nos respectivos 10 n0s mais
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semelhantes. Finalmente, o tamanho maximo de uma familia molecular foi definido
como 100, e as bordas de pontuacdo mais baixa foram removidas das familias
moleculares até que o tamanho da familia molecular estivesse abaixo desse limite. Os
espectros experimentais foram comparados com as bibliotecas espectrais do GNPS,
como ReSpect, Massbank, NIST14 e HMDB. Além disso, as bibliotecas espectrais de
Bruker foram usadas. Os dados do MN foram exportados para o Cytoscape 3.8.0 para
visualizagdo (37). Os espectros de ions de produto com semelhangas com aqueles nas
bibliotecas de espectros de massa tiveram esses espectros verificados manualmente
atraves do software DataAnalysis 4.3 (Bruker Daltonik). A tolerancia de erro de massa

considerada foi inferior a 5 ppm.

Anotacdo de classes quimicas através do fluxo de trabalho MolNetEnhancer

Para mais informacdes sobre as estruturas quimicas presentes no mapa quimico,
foram utilizadas as ferramentas de anotacGes de estrutura in silico do GNPS, como
Network Annotation Propagation (38) e MS2LDA Substructure Discovery (39). As
informagdes obtidas foram incorporadas ao MN utilizando o fluxo de trabalho
MolNetEnhancer (40) (ID=c137275179ae45a38785321fd3011dea).

Analise Quimiométrica

Os dados da analise de UHPLC-ESI(+)-MS/MS foram pré-processados atraves
do software Profile Analysis 2.3 para gerar uma matriz com as caracteristicas
moleculares das amostras (tempo de retencdo e m/z). As matrizes de dados foram
avaliadas pelo software MATLAB R2017a® utilizando o pacote PLS Toolbox 7.8® para
realizacdo da anélise de componentes principais (PCA).

Lise celular e determinacao da concentragdo proteica

Para lise celular das vesiculas de membrana, foram adicionados 20 pulL de amostra
em um microtubo, seguido da adi¢do de 80 pL de tampao de lise salina (1 mol L), As
amostras foram submetidas a banho de ultrassom por 10 minutos, a 37 °C. Em seguida,

as amostras foram centrifugadas a 8000 rpm por 5 minutos e o pellet foi descartado. A
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concentragdo proteica das amostras foi realizada utilizando o método de Bradford (41).
Em microtubos, foram adicionados 150 puL do reagente de Bradford e 5 pLL das amostras
lisadas, seguido de repouso durante 10 minutos & temperatura ambiente. A leitura da
concentragéo proteica foi realizada em 595 nm usando o espectrofotdmetro NanoDrop
(NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific).

Preparo de amostras para digestdo de proteinas

As amostras de vesiculas lisadas foram ultrafiltradas utilizando o dispositivo
Amicon (Millipore; Ultra 0.5; Membrana de celulose regenerada; 1000 Da), para trocar
0 tampao do meio. Para isso, foram adicionadas ao sistema Amicon as amostras de
vesiculas lisadas (tampdo de lise salina; 1M) e tampao bicarbonato de aménio (50 mmol
L1). Os tubos foram centrifugados em Mini Centrifuga (Kasvi; K14-0602) a 6400 rpm.
As amostras foram monitoradas para que nao ocorresse a completa secagem do filtro e
foi novamente adicionado o tampao bicarbonato de amonio. Este processo foi feito trés
vezes. Ao final, foram coletadas amostras de proteinas em tampdo bicarbonato de

amonio.

Digestdo enzimatica de proteinas utilizando tripsina para andlise por

espectrometria de massas

A digestdo de proteina foi preparada de acordo com o procedimento descrito por
Villén e Gygi (2008) com modificacBes (42). A concentracdo de proteinas da suspensdo
de vesiculas de membrana dos trés bovinos foi normalizada para 10 pg. As amostras
foram reduzidas com 5 mmol/L de ditiotreitol (DTT), por 25 minutos a 56 °C.
Posteriormente, foi realizada a alquilagdo com 14 mmol L™ de iodoacetamida, protegida
da luz em temperatura ambiente, seguido de quenching com adi¢io de DTT 5 mmol L
por 15 minutos com o mesmo condicionamento. Para digestdo, tripsina para
espectrometria de massas (Promega, EUA) foi adicionada as solugdes na proporcao 1:50
(enzima: substrato, v: v) e incubada a 37 °C por 16 horas. Os peptideos obtidos foram

armazenados a -80 °C até a analise.
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Analise de protedmica por espectrometria de massas (LC-ESI-MSe)

A solucdo de peptideos obtida com a digestdo foi analisada usando um
cromatografo liquido de ultra-alta performance ACQUITY UPLC M-Class System
(Waters, Milford, MA) acoplado a um espectrometro de massas de alta resolucdo de
tempo de voo (Xevo G2, Waters) equipado com uma fonte de ionizagéo por electrospray.
A separacdo cromatogréfica foi realizada com uma coluna Acquity UPLC® M-Class
HSS T3 (tamanho de particula de 1,8 um, 300 um x 150 mm, Waters, Reino Unido), a
uma taxa de fluxo de 6 pL/min. O gradiente da mistura de solventes A (H20 com 0,1%
de acido formico; v: v) e B (acetonitrila com 0,1% de acido formico; v/ v) foi a sequinte:
3% B (0-1 min), 40% B (1-80 min), 97% B (80-90 min), mantido em 97% B (90-97 min),
3% B (97-100 min) e mantido em 3% B (100- 103 min) a 40 °C. A tenséo capilar foi
operada em modo positivo, ajustada para 3,0 kV no capilar, 40 V no cone de amostragem
e gas de desolvatacdo ajustado para 600L/ h a 400 ° C. Os dados foram coletados na faixa
de m/z 50 a 2000 usando uma aquisicdo MSe, tempo de varredura = 0,5 e energia de
colisdo de rampa 15-45 V. Os arquivos de dados (brutos) da anélise foram processados
e analisados usando o software ProteinLynx Global ServerTM 3.0.3. Os bancos de dados
utilizados no processamento foram de Vesiculas de Membrana, Rumen e Swissprot,
disponibilizados no Uniprot (www.uniprot.org, baixados em margo de 2021). Os
seguintes parametros foram usados para pesquisas de banco de dados: especificidade de
clivagem, tripsina com 1 clivagem perdida permitida; correspondéncias de ion de
fragmento minimo por peptideo = 2; correspondéncias de ion de fragmento minimo por
proteina = 5; correspondéncias minimas de peptideo por proteina = 1; reagente
modificador fixo: carbamidometil C; reagentes modificadores variaveis: oxidagdo M.
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