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RESUMO

O estudo foi realizado com objetivo de identificar as mudangas na composicao proteica do
musculo Longissimus dorsi, por eletroforese unidimensional, de bovinos de diferentes
condicgdes sexuais e grupos genéticos. Foram utilizados 18 bovinos machos da raca Nelore e
16 bovinos mesticos de origem leiteira (% sangue Holandés, ¥2 Zebu), perfazendo um total de
34 amostras. Apés o término do experimento a pasto, estes animais foram abatidos e
amostras do musculo Longissimus dorsi foram retiradas para analise protebmica do tecido.
As amostras foram agrupadas por raca e tratamento da seguinte forma: Nelore sem
imunocastracdo ou inteiros (NI), Nelore imunocastrado (NIC), mestico leiteiro inteiro (M) e
mestico leiteiro imunocastrado (MIC). As amostras foram liofilizadas, maceradas e
homogeneizadas em solucdo tampéo. O sobrenadante foi reservado e a quantidade de proteina
determinada pelo método de Bradford (1976). A separacdo foi feita na 1* dimensdo em um
sistema de focalizagdo isoelétrica em gel de poliacrilamida 12,5%. Os géis obtidos foram
corados, usando o Comassie Blue (R-250) e, posteriormente, descorados com solugéo
contendo metanol (40%) e &cido acético (10%). Apos descoloracdo, o gel foi digitalizado,
utilizando o aplicativo Scannerlmagem (GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA). As proteinas
separadas por 1D PAGE foram submetidas a digestdo com tripsina e, em seguida, foram
identificadas pela espectrometria de massa. Das 35 bandas excisadas, detectaram-se 263
proteinas. Comparando a expressao da intensidade das bandas entre os tratamentos, pode-se
observar diferenca estatistica significativa na intensidade de 20 bandas em fun¢do dos
tratamentos, sendo contabilizadas 31 proteinas distintas. Desse total, sete proteinas foram
selecionadas em funcdo da sua expressdao nos diferentes tratamentos. As proteinas
identificadas neste experimento podem ser classificadas principalmente como citoplasmaticas,
de processo celular e regulacdo, bem como atividade catalitica. A analise do proteoma pode
ser um método muito eficaz utilizado para identificar proteinas marcadoras de qualidade de

carne quando se compara animais de diferencas racas e condicéo sexual.

Palavras-chave: protedmica; imunocastracdo; Bos taurus; qualidade da carne.



ABSTRACT

The study was carried out with the aim of identifying the changes in the composition of
protein of the muscle Longissimus dorsi, by electrophoresis one-dimensional, of bovine
animals of different conditions sex and genetic groups. Were used 18 steers of the breed
Nelore and 16 cattle crossbred (%2 blood Dutch Y2 Zebu), a total of 34 samples. After the end
of the experiment the pasture, these animals were slaughtered and samples of muscle
Longissimus dorsi were taken for proteomic analysis of tissue. The samples were grouped by
breed and treatment as follows: Nellore without imunocastragéo or integers (NI), Nellore
imunocastrado (NIC), mestizo integer (MI) and mestizo imunocastrado (MIC). The samples
were freeze dried, macerated and homogenized in buffer solution. The supernatant was
reserved and the amount of protein determined by the method of Bradford (1976). The
separation was made in the 1st dimension in a system of isoelectric focalization in
polyacrylamide gel of 12.5%. The gels obtained were stained using Comassie Blue (R-250)
and subsequently bleached with a solution containing methanol (40%) and acetic acid (10%).
After discoloration, the gel was scanned using the application Scannerlmagem (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, USA). The proteins separated by 1D PAGE were subjected to
digestion with trypsin and then were identified by mass spectrometry. Of the 35 bands
excisadas detected 263 proteins. By comparing the expression of the intensity of the bands
between the treatments can be observed a statistically significant difference in the intensity of
the 20 bands in function of the treatments, being accounted for 31 distinct proteins. Of this
total, seven proteins were selected on the basis of their expression in the different treatments.
The proteins identified in this experiment can be classified mainly as cytoplasmic, cellular
process and regulation, as well as the catalytic activity. The analysis of the proteome can be a
very effective method used to identify the protein marker for meat quality when compared to

animals of differences races and sexual condition.

Keywords: proteomics; immunocastration; Bos taurus; quality of meat.
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1 INTRODUCAO

A bovinocultura de corte brasileira apresenta destaque no cenédrio mundial do
mercado da carne bovina a medida que a demanda por produtos carneos aumenta. No entanto,
a pecuaria do pais passa por um momento de mudanca, devido a grande exigéncia dos
consumidores brasileiros, aliada a exigéncia de qualidade impostas por paises importadores,
direcionando seus passos a um controle mais rigoroso nas etapas que véo desde a criacdo dos
animais até o produto final, com consequente melhoria da qualidade da carne. Pesquisas
envolvendo a qualidade da carne e a condicdo sexual de animais (castrados e inteiros) tém
demonstrado a ocorréncia de correlagbes entre estas caracteristicas, visto ao efeito
anabolizante da testosterona, o que provoca um ganho de peso médio de 15% com relacdo aos
animais castrados (HADLICH et al., 2013).

A prética da castracdo cirdrgica pode causar complicacdes no pds-operatorio,
quando realizada de maneira ndo adequada. Diante disso, surge a alternativa da substituicdo
do método tradicional pela pratica de imunocastracdo de bovinos. Esse método € realizado
pela imunizacdo com vacinas anti-GnRH, que induzem anticorpos neutralizantes, resultando
na supressao de LH e testosterona (GEARY et al., 2011).

No entanto, os trabalhos sdo escassos quando se trata dos efeitos da
imunocastracdo nas proteinas fibrilares, principalmente ao contrastar animais castrados e nao
castrados em sistemas de criacdo a pasto. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi
identificar e caracterizar as mudancas na composicdo das proteinas fibrilares do musculo
Longissimus dorsi de bovinos Nelore e Mesticos, inteiros e imunocastrados submetidos ao

sistema de suplementacdo a pasto.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O musculo

O mausculo representa 0 componente de maior importancia na carcaca, ja que este
constitui a carne magra, comestivel e disponivel para a venda. Os musculos que amadurecem
mais lentamente representam o indice mais confidvel do desenvolvimento e tamanho do
tecido muscular das carcacas. O musculo dorsal Longissimus dorsi € um musculo de
maturidade tardia e de facil mensuracéo, o que o torna de preferéncia para este proposito. A
unidade estrutural essencial de todos os musculos é a fibra. A relacdo entre o tipo de fibra e a
qualidade da carne é relevante, ja& que os tipos de metabolismos influenciam os eventos
bioquimicos que estimulam a conversdo do tecido muscular em carne (HADLICH et al.,
2013). Em estudo feito por Ouali e Talmant (1990), as fibras musculares com o metabolismo
predominante glicolitico apresentam maior atividade post mortem da calpaina, favorecendo a
protedlise e a maciez.

Dentro das fibras, as miofibrilas ocupam quase todo o volume intracelular. As
miofibrilas sdo estruturas cilindricas, compridas e delgadas, formadas por um agrupamento
ordenado de filamentos grossos e finos, paralelos entre si, cuja distribuicdo ao longo da
miofibrila é responsavel pela formacdo de bandas (LAGE, 2009). A observacao de secgoes
transversais longitudinais de miofibrilas por microscopia eletrénica exibem areas alternadas
escuras (bandas A) e claras (bandas I). A banda | é dividida ao meio por uma linha transversal
escura chamada linha Z. A unidade estrutural repetitiva da miofibrila, onde os eventos
morfolégicos do ciclo de contracdo e relaxamento do muasculo ocorrem, é o sarcdmero, que é
definido como o segmento entre duas linhas Z sucessivas (HOPKINS; THOMPSON, 2002).
Segundo Listrat et al. (2016), os miofilamentos finos consistem principalmente de actina, as
troponinas T, I e C (que regulam a contracdo muscular) e tropomiosina organizadas de ponta a
ponta ao longo do filamento de actina. Os miofilamentos espessos consistem principalmente
de um conjunto de moléculas de miosina cuja atividade ATPasica catalisa a quebra do
trifosfato de adenosina (ATP) em difosfato de adenosina (ADP) e fornece a energia quimica
necessaria para a contragdo muscular.

Imediatamente ap0s o abate, ocorre nos tecidos e em todos 0s Orgdos uma
mudanca nos processos bioquimicos em resposta & parada do sistema respiratorio e da
circulacdo sanguinea, permitindo a conversdo da musculatura em carne propriamente dita,

estabelecendo-se assim o chamado rigor mortis.
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2.2 Animais castrados vs animais inteiros

A castracdo é uma ferramenta de manejo utilizada por alguns produtores de
bovinos de corte visando a evitar a producdo de horménios androgénicos responsaveis pela
manifestacdo de caracteristicas indesejaveis, tais como comportamentos agressivos e de
carater sexual (PRICE et al., 2003). Quando se relaciona qualidade da carne com a condi¢éo
sexual, é possivel observar diferengas importantes entre animais inteiros e castrados. Animais
castrados possuem maior grau de acabamento de carcaca devido a maior deposicdo de gordura
subcutanea, responsavel pela protecdo contra efeitos prejudiciais do resfriamento na industria
frigorifica, maior peso dos quartos traseiros, além de outras caracteristicas organolépticas
satisfatorias como maciez, sabor e textura da carne (JANETT et al., 2012). Restle et al.
(2000b), estudando os efeitos de diferentes composicdes raciais Charolés x Nelore sobre
caracteristicas de carcaca de animais, encontraram valores de espessura de gordura
subcutanea de 4,6 mm para animais castrados vs 2,5 mm para animais inteiros. Além disso, a
castracdo proporciona maior eficiéncia no manejo, ja que o animal torna-se mais manso, com
diminuicdo de brigas e comportamento sexual, em funcdo de os niveis séricos de testosterona
estarem baixos. Como consequéncia, tem-se a conservacao de energia para o crescimento e
desenvolvimento, além de reduzir os danos na carcaca, otimizando o retorno econémico para
o0s produtores de bovinos de corte (PRICE et al., 2003).

Quando criados em condi¢bes adequadas, bovinos ndo castrados (ou inteiros) sao
mais eficientes na conversdo alimentar (transformacéo dos alimentados oferecidos em peso
vivo) e apresentam maior velocidade de ganho de peso, em média 10% no ganho diario para
touros em relacdo aos animais castrados (FEIJO, 1998), resultando em carcacas com mais
musculos e menos gordura que animais castrados (VAZ et al., 2000; COSTA et al., 2007).
Isso se explica devido a acdo da testosterona, que atua sobre o anabolismo do nitrogénio
enddgeno, conferindo a eles melhor eficiéncia alimentar (RESTLE et al., 2000a). Em estudo
realizado por Freitas et al. (2008), constatou-se que bovinos inteiros apresentaram maiores
pesos de carcaga gquente e carcaga fria que bovinos castrados aos 13 e aos 18 meses, sendo
que estes ndo diferiram entre si. No entanto, frigorificos nacionais ainda possuem certa
precaucao com carcaca de animais inteiros, levando a uma perda de valor comercial, visto que
hd uma menor deposicdo de gordura na carcaca, sendo, muitas vezes, insuficiente na
preservacdo da qualidade da carne durante as primeiras horas de resfriamento, levando ao
encurtamento pelo frio (PORTO et al., 2000).

A castragdo cirargica € o procedimento mais comumente utilizado.
Entretanto,
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sabe-se que esse tipo de castracdo pode causar complicacdes no pos-operatorio,
gastos com medicamentos e mao de obra, diminui¢do do bem-estar, podendo levar o animal a
Obito, sendo considerado um procedimento traumatico (ZANELLA et al., 2009). Diante disso,
uma vacina foi desenvolvida como uma alternativa a castracdo cirdrgica. Trata-se de um fator
anti- GnRH, que estimula o sistema imunoldgico do animal a produzir anticorpos que
neutralizamo Fator de Liberacdo de Gonadotropinas, sendo este responsavel pela sintese de
FSH e LH, tendo como consequéncia a inibicdo temporaria da funcéo testicular e a producgéo
de testosterona em bovinos machos (AMATAYAKUL-CHANTLER et al., 2012).

A vacina de nome comercial Bopriva® foi aprovada no Brasil pelo Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento, em 12 de novembro de 2010, conforme consta no
Circular N. 02/2011/DICAR/CGI/DIPOA de 29 de setembro de 2011 — Brasilia/DF. Sua
administracdo é feita por via subcutanea, na dosagem de 1mL por animal, com pelo menos
duas doses injetaveis (dose e reforgo), Brasil, 2011. Apés o reforco, ja se considera 0 bovino
imunocastrado (HENNESSY, 2008). O efeito da imunocastracdo ndo é definitivo, com
retorno do animal a fertilidade normal quando os niveis de anticorpos anti-GnRH circulantes
estdo abaixo de um limiar necessario para neutralizar o GnRH no sangue (D’OCCHIO et al.,
2001). Caso haja necessidade, de acordo com o objetivo da propriedade, podem ser realizadas
novas aplicagdes. Em estudos, comparando o efeito da imunocastracdo em bovinos Nelore
com animais castrados cirurgicamente, os autores relataram gque 0s animais imunocastrados
tiveram area de olho de lombo maior do que os castrados cirurgicamente. No entanto, nao
apresentaram diferencas entre valores médios de pH, maciez, coloracdo da gordura e da carne
e perdas totais por cozimento (ROCA et al., 2011; AMATAYAKUL-CHANTLER et al.,
2013).

2.3 Proteinas do musculo

As proteinas dos musculos podem ser divididas em trés classes: miofibrilares,
sarcoplasmaticas e estromaticas. As proteinas miofibrilares sdo as que estdo em maior
guantidade no musculo (52% a 56%) e sdo representadas principalmente pela miosina, actina,
proteina C, proteina M, tropomiosina, a-actina e [B-actina. S40 proteinas em sua maioria
insoltveis, que formam os miofilamentos grossos e finos que constituem a miofibrila
(SGARBIERI, 1996).

As proteinas encontradas na por¢do do sarcoplasma da célula do mausculo,

denominadas proteinas sarcoplasmaticas, estdo presentes em grande quantidade (30 a 35%),
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séo sollveis em agua e representadas por todas as enzimas da glicdlise e a maior
parte das enzimas da sintese de carboidratos e de proteinas (LUCHIARI FILHO, 2000).

Varias séo as proteinas que constituem o tecido conjuntivo (tecido que envolve as
fibras musculares e o grupos de fibras). Estas sdo denominadas proteinas estromaticas, com
destaque para o colageno e a elastina, responsaveis ndo sé pela protecdo e sustentacdo das
fibras musculares, como também pela resisténcia (rigidez) e elasticidade do mdusculo
(SGARBIERI, 1996).

No post-mortem ocorrem variacbes no processo enzimatico que leva ao
amaciamento da carne, conhecido como maturacdo. Consiste na protedlise dos componentes
estruturais das miofibrilas, através da acdo das enzimas proteoliticas que atuam no tecido
muscular, ocasionando a diminuicéo da rigidez cadavérica e aumento gradativo da maciez da
carne, através da degradacdo e/ou enfraquecimento gradualmente a linha Z, que conduz a
degradacdo das miofibrilas, da desmina e nebulina e, provavelmente, da titina — proteinas
estruturais do tecido muscular — (KOOHMARIE, 1994).

Existem trés sistemas enzimaticos responsaveis pela protedlise dos componentes
estruturais das miofibrilas: o sistema das catepsinas, o complexo multicatalitico de proteases
(MCP) e o sistema enzimético das calpainas. As catepsinas sao as proteases acidas presentes
nos lisossomos, tendo como substratos a actina, a miosina e a linha Z (KOOHMARAIE,
1994). Uma importante caracteristica dessas catepsinas € que elas atuam até em pH mais
baixo (pH<6,0) que as calpainas e degradam ndo s6 proteinas miofibrilares (como as
calpainas o fazem) como também exercem acdo sobre as proteinas do tecido conjuntivo
(colageno), o que pode indicar um sinergismo com o sistema enzimatico das calpainas.O
complexo multicatalitico de proteases (MCP) atua preferencialmente em peptideos, em Ph
neutro ou alcalino, e em temperaturas de 45°C, apresentando por esta razdo pouca
importancia.

O sistema enzimético denominado calpainas é considerado o principal mecanismo
relacionado com a protedlise que conduz ao amaciamento da carne. Dransfield (1993)
demonstrou que 65% da variacdo na maciez da carne pode ser explicada pela variacdo na
atividade da calpaina-l1. De forma semelhante, Goll et al. (1992), com base em algumas
evidéncias, ressaltaram que as calpainas sdo responsaveis por 90% ou mais do amaciamento

post mortem da carne.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento experimental

A primeira etapa do experimento foi realizada na Fazenda Santa Luzia, localizada
no municipio de Araguaina - Tocantins, no periodo de fevereiro a agosto de 2016. Foram
utilizados trinta e quatro bovinos machos de dois grupos genéticos, 18 Nelore e 16 machos de
origem leiteira, com peso inicial médio de 210 kg. O experimento foi executado em duas fases
correspondentes a recria e a terminacdo, com duracdo total de 196 dias experimentais. Os
animais foram distribuidos em quatro lotes, os quais foram sorteados em 4 tratamentos, onde:
machos Nelore ndo castrados ou inteiros (NI); machos Nelore imunocastrados (NC); machos
de origem leiteira ndo castrados ou inteiros (MI); machos de origem leiteira imunocastrados
(MC). No primeiro dia do experimento, os animais receberam 5 ml de Invermectina e 1 ml de
Bopriva®. A imunovacina foi aplicada em cada animal por via subcutanea, com revacinagao
no 63° dia experimental — procedimento que foi realizado por técnico credenciado da Zoetis®.

Durante todo periodo experimental, os animais foram mantidos em area de 4,0 ha,

dividida em quatro piquetes de 1,0 ha cada, formada com pastagem de Panicum
maximum cv. Massai, sob pastejo com lotacdo continua. Todos 0s piquetes possuiam
bebedouro ecochos para suplementacdo dos animais. Na fase de recria, 0s animais receberam
1,0% do peso vivo (PV) de suplemento e, na fase de terminacdo, os animais receberam 2,0%
PV de suplemento. O concentrado foi formulado com grdo de milho inteiro e nlcleo proteico

mineral e vitaminico, utilizados nas proporg¢des 85 e 15%, respectivamente.

3.2 Coleta e extracdo do musculo Longissimus dorsi

Ao final da fase de terminacdo, todos os animais foram abatidos em frigorifico
comercial na cidade de Araguaina-TO, de acordo com as normas do comité de ética no uso de
animais da Universidade Federal do Tocantins (CUA-UFT), sob processo n°
23101.003704/2017-77. ApGs o abate, as carcacas foram identificadas, lavadas, separadas ao
meio e pesadas. Foi realizado um corte transversal no musculo Longissimus dorsi entre a 122 e
132 costela da meia carcacga direita e retirados bifes de 2,5 cm de espessura que foram
acondicionados em tubos e congelados em nitrogénio liquido. Posteriormente, esse material
foi transportado para o laboratorio de fisiologia animal da Universidade Federal do Ceard para

analise. As amostras foram pesadas, liofolizadas, maceradas e armazenadas a - 20° C. Dez
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miligramas de cada amostra foram reidratadas em agua ultrapura com 1% de
Triton-X 100 e permaneceram incubadas na geladeira por 60 minutos, sob leve agitagdo a
cada 15 minutos. Em seguida, foram adicionados 400 pL de tampédo de amostra (7M ureia,
2M  tioureia, 40mM  ditiotreitol, 4%  3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-
propanossulfonato). O extrato foi sonicado em microtubos de 1,5mL (Unique, USC-1600A,
40 kHz) por 3 minutos e, posteriormente, centrifugado por 30 minutos a 5000g, em
temperatura de 4°C, de acordo com metodologia de Fernandes e colaboradores (2018). O
sobrenadante foi reservado e a quantificacdo de proteinas foi realizada, utilizando o método de
Bradford (1976).

3.3 Quantificacdo da concentracdo de proteina do musculo Longissimus dorsi

Inicialmente, foi feita uma curva analitica de calibracdo obtida a partir de solucdes
padrbes, com concentracdes de proteinas conhecidas, como a BSA (albumina sérica bovina).
A concentracdo de proteinas nas amostras de plasma seminal foi determinada pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976). O reagente de Bradford utilizado contém como seu principal
componente o corante Coomassie Blue G-250 em solucdo &cida, e este, ao ligar-se as
proteinas, tem a sua absorbancia alterada de 465 nm para 595 nm. Esta interacdo entre o
corante com a proteina estabiliza a forma ani6nica do corante, causando uma visivel mudanca
de coloracdo inicialmente castanha para tons de azul, de acordo com a concentracdo de
proteinas. O aparelho utilizado para a leitura das concentracdes de proteinas foi o Nanodrop
2000c Spectrophotometer, da marca Thermo Scientific. A comparagdo dos resultados com

uma curva padréo permite a determinacdo da concentracdo da proteina em estudo.

3.4 Eletroforese unidimensional das proteinas do muasculo Longissimus dorsi

As proteinas foram separadas pelo método 1D SDS-PAGE, adaptado de Martins
et al. (2013). Amostras de musculo contendo 20 pg de proteina foram diluidas em tampéo de
amostra (0.125M Tris-HCI, pH 6,8, 4% SDS, 20% (v/v) glicerol, 0,2 M de DTT, 0,02% de
azul de bromofenol), fervidas por 90s, e aplicadas em gel de empilhamento com concentragédo
de 4%, sobre gel de resolucéo de poliacrilamida em concentragcdo de 12,5%. Foi utilizado o
sistema SE 600 Ruby™ (GE Life Sciences, USA), com corrente de 25 mA/gel. Apds a
corrida eletroforetica, os geéis foram corados com solugédo azul brilhante de Coomassie (R-
250) por 12h e, posteriormente, descorado com solucdo contendo metanol (40%) e acido
acético (10%) (SOUZA et al., 2012; RODRIGUES et al., 2013). Apos descoloracéo, o gel foi
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digitalizado a 300 dpi (Scannerimagem, GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA) e
salvo como arquivo .tiff, para posterior anélise no software Quantity One® (v.4.6.3, Bio-Rad,
Rockville, MD, EUA).

3.5 Digestdo das proteinas

As proteinas separadas por eletroforese unidimensional foram digeridas com
tripsina, segundo metodologia descrita por Moura et al., 2006 e Van Tilburg et al., 2013.
Foram recortadas individualmente em pedacos menores (Imm?) as bandas selecionadas do
gel, as quais foram descoradas por meio de trés lavagens a cada 15 minutos com solugéo
contendo 400 puL de solugdo de acetonitrila 50%/ bicarbonato de amonio (25 mM, pH 8,0). As
bandas foram desidratadas com 200 pL de acetonitrila por 5 minutos e, em seguida, secas
completamente por 15 minutos no Speed Vac (Concentrator plus, Eppendorf). Os pedacos de
gel foram reduzidos em solugdo de 100 uL de DTT 10mM, por 30 minutos, a temperatura
ambiente (vortex), alquilados com 100 pL de iodoacetamida SO0mM por 30 minutos e, em
seguida, foram feitas trés lavagens com 200 pL de bicarbonato de amoénio 100mM por 10
minutos e desidratagdo com 200 pL de acetonitrila, por 5 minutos no vortex. Apos a remogao
da acetonitrila, os pedacos de géis foram secos no Speed Vac por 15 minutos. Foi
acrescentada as bandas uma solugdo de tripsina (20 ug de tripsina (Promega, cat. # V5111,
Madison, WI, USA) dissolvidas em 100 pL de acido acético 50 mM e 900 uL de bicarbonato
de aménio 50 mM); apds 5 minutos, essa solucdo foi retirada e acrescentaram-se 20 pL de
bicarbonato de am6nio 50 mM as amostras e incubados overnight a 37°C (16 a 24 horas).
Posteriormente, os peptideos foram extraidos por meio de duas lavagens com solucdo de
acido férmico 5%/ acetonitrila 50% por 30 minutos. Os peptideos foram acondicionados em

microtubos e secos no Speed Vac.

3.6 ldentificacdo das proteinas por espectrometria de massa — (ESI-Q-Tof)

Os peptideos oriundos da digestdo triptica foram analisados conforme a
metodologia descrita por Tilburg et al., 2013. Os peptideos foram injetados em solvente A
(acetonitrila:agua:acido férmico, correspondendo a 5:94,9:0,1, respectivamente), utilizando a
bomba auxiliar da unidade de UPLC para interagir com uma coluna Waters Symmetry
300TM(C-18, filme de Sum; 0,3mmx=5mm) para dessalinizacdo em linha e pré-concentracéo.

Depois da lavagem durante 3min com solvente A com 5ml/min, os peptideos foram entdo
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eluidos num gradiente de concentragéo para a coluna analitica nanoacouiry HSS T3
(C-18, 0,075mm x 150mm). A coluna analitica foi corrida num gradiente (5 a 42% de
solvente B; acetonitrila:dgua:acido férmico, correspondendo a 95:5:0,2, durante 40min). O
espectrometro de massa foi calibrado utilizando fragmentos de ions do peptideo Glu-1-
fibrinopeptideo B (Glu-Fib), para manter a precisao em 10 partes por milhdo. O espectrdometro
de massas foi operado para obter espectros MS/MS dos peptideos tripticos em modo
dependente de dados (data-dependent acquisition; DDA) para o ion precursor usando o
reconhecimento de estado de carga e limite de intensidade como critérios de selecéo,
utilizando o aplicativo MassLynx

4.1. Para obter os dados MS/MS, uma varredura (2 seg.) foi executada nos dados
de relacdo massa/carga (m/z) entre 400-1500. A partir de cada varredura, baseando-se nos
critérios de selecdo, foram escolhidos até quatro ions mais intensos, para obtencdo da
producdo dos espectros resultantes da dissociacédo induzida por colisdo (CID) na presenca de
argonio. Os espectros i0nicos resultantes (6-8 seg.) foram processados utilizando o
aplicativo ProteinLynx Global Server 2.4 e convertidos em arquivos de lista de picos (peak

list files; PKL) para,posteriormente, ser feita a pesquisa em banco de dados.

3.7 Pesquisa em banco de dados

Os dados foram coletados (com o software MassLynx 4.1), processados — usando
o Protein Lynx Global Server 2.4 (Waters Corp.) — e convertidos em arquivos de texto de lista
de pico (.pkl) para pesquisa de banco de dados. Para a identificacdo das proteinas, 0s arquivos
foram analisados pelo MASCOT (Matrix Science, Londres, UK, v.2.6), utilizando o banco de
dados NCBIprot e SwissProt, a partir dos seguintes critérios: maximo de uma perda de
clivagem de tripsina, peptideos mono-isotopicos com carga +1, +2 e +3, com modificacdo
varidvel de residuos de metionina oxidada e variacdo fixa de residuos de cisteina
carbamidometilados, usando ions MS/MS, de acordo com o modo de pesquisa. A tolerancia
de massa do peptideo e da massa do fragmento foi de + 1,2 Da e + 0,6 Da, respectivamente.

3.8 Gene Ontology

Os dados da identificacdo das proteinas musculares obtidos apds a pesquisa do
MASCOT foram analisados utilizando o software STRAP (Boston, MA). Os termos da
ontologia génica para 0s processos bioldgicos, componentes celulares e fun¢ées moleculares
foram obtidos da base de dados do UniProtkKB (BATHIA et al., 2009; REGO et al.,2014).
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3.9 Analise das redes de interacdo das proteinas

As interagOes interproteicas foram analisadas por meio do banco de dados
STRING 10.0 (http://string-db.org) (SNEL et al., 2000), a partir de predi¢bes coletadas,
baseando-se em associagOes diretas (fisicas) ou indiretas (funcionais). A andlise das redes de
interacdo s6 foi realizada para as proteinas mais expressas no muasculos Longissimus dorsi,

baseando-se no percentual de intensidade e quantidade de bandas.

3.10 Analise estatistica

Variagdes nos componentes proteicos do musculo de bovinos Nelore e Mesticos,
inteiros e imunocastrados foram calculadas baseadas nas densitometrias de cada banda
proteica com o uso do software Quantity One. Os valores da densitometria das bandas
proteicas foram logaritmizados em base 10, avaliados por analise de variancia (ANOVA) e
teste estatistico de Tukey para determinar diferencas significativas das bandas proteicas entre

os tratamentos (p<0,05), utilizando o pacote R (versdo 3.3.1).
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4 RESULTADOS

4.1 Eletroforese unidimensional e identificacdo das proteinas por espectrometria de

massa ESI-Q-Tof (Electrospray ionization quadrupole-time-of-flight)

Na analise do perfil eletroforético das proteinas do musculo Longissimus dorsi
dos grupos genéticos Nelore e mestico de origem leiteira, imunocastrados e inteiros, foram
identificadas aproximadamente 35 bandas por grupo experimental, das quais foi excisada a
lane 1 do grupo do Nelore inteiro (figura 1) e apontadas um total de 263 proteinas, sendo + 62
proteinas distintas (Apéndice).

Figura 1 - Lane 1 do gel de eletroforese SDS-PAGE 12,5% de proteinas do musculo Longissimus dorsi de
bovinos Nelore inteiros (NI). Na imagem Bl a B35 representam as bandas submetidas a identificagdo por
espectrometria de massas ESI-Q-Tof.

Fonte: Elaborada pela propria autora.

De acordo com a analise estatistica, vinte bandas foram diferencialmente
expressas entre 0s grupos, sendo identificadas 37 proteinas diferentes nestas bandas. A figura
2 mostra as intensidades das bandas do musculo Longissimus dorsi que

diferiramsignificativamente (p<0,05) entre os tratamentos e entre as racas.
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Figura 2 - Expresséo diferencial das bandas de proteinas do musculo Longissimus dorsi de bovinos Nelore e
mestigos de origem leiteira, inteiros e imunocastrados. As barras representam a intensidade das bandas expressas
em cada tratamento. N-1: Animais da raca Nelore ndo submetidos a imunocastracdo; M-I: Animais Mesticos ndo
submetidos a imunocastracdo; N-C: Animais da raca Nelore submetidos a imunocastracdo; M-C: Animais
Mesticos submetidos a imunocastragdo. As letras (a,b,c) representam a diferenca estatistica entre os tratamentos
(p<0,05).
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4.2 Andlise da ontologia génica

De acordo com os dados, as proteinas identificadas no musculo Longissimus dorsi
de ambos 0s grupos genéticos estudados e sob as condigdes sexuais diferentes eram
principalmente de origem citoplasmatica (20,37%) e participam de diferentes processos
bioldgicos, como processo celular (31,87%), regulacdo (19,78%), processo metabdlico
(10,44%), interagdo com celulas e organismos (9,89%), outros processos (9,34%),
desenvolvimento de processos (8,79%), além de resposta a estimulos (7,69%) e localizacdo
(2,20%). No que diz respeito a funcdo molecular, observou-se que 50% destas proteinas
possuem funcédo de ligacéo, 35,37% atividade cataliticas, 6,71% atividade estrutural e 3,66%
atividade antioxidante (Figura 3).

Figura 3 - Processo biologico, componente celular e fungdo molecular das proteinas do musculo de Bos taurus
identificadas por espectrometria de massa ESI-Q-TOF. Os dados de proteina foram analisados utilizando o
software para pesquisa de anotagdes de proteinas (STRAP®). Os termos da ontologia genética foram obtidos a
partir dos bancos de dados UniProtKB.
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4.3 Analise das redes de interacdes de proteinas

As proteinas identificadas por espectrometria de massas e diferencialmente
expressas no musculo Longissimus dorsi, que tem relacdo com qualidade de carne, diferenca
entre racas e, principalmente, aquelas relacionadas com a condi¢do sexual do animal (castrado
ou ndo), foram selecionadas e analisadas através do STRING. As andlises de interagdo
interproteica feitas com as sete proteinas expressas em maior frequéncia no musculo
Longissimus dorsi de bovinos inteiros e imunocastrados que diferiram significativamente

(P<0,05) mostram que houve interacéo entre elas, de acordo com as figuras 6, 7, 8, 9 e 10.

Figura 4 - Anélise in silico das interacfes da proteina C de ligacdo a miosina, tipo lento (MYBPC1). TNNT3
(troponina T, musculo esquelético rapido); TNNC2 (troponina C, musculo esquelético); TNNC1 (troponina C,
musculos esqueléticos e cardiacos lentos); TNNI1 (troponina); TCAP (teletonina); TPM1 (cadeia alfa-3 de
tropomiosina); MYH6 (miosina-7); MYL1 (cadeia leve de miosina 1/3, isoforma do musculo esquelético);
MYHS8 (miosina-8); MYL3 (cadeia leve de miosina 3).

Fonte: Plataforma STRING (http://stringdb.org)

Figura 5 - Anélise in silico das interacdes da proteina C de ligacdo a miosina, tipo rpido (MYBPC2). MYL1
(cadeia leve de miosina 1/3, isoforma do musculo esquelético); MYL3 (cadeia leve de miosina 3); MYBPC1
(proteina C de ligacdo a miosina, tipo lento); ACTN3 (alfa actina); ACTN2 (alfa actina 2)TNNI3 (tropinina I);
TNNI2 (troponina I, masculo esquelético rapido); TNNT3 (troponina T, musculo esquelético rapido); TNNT2
(troponina T); TNNC2 (troponina C).

Fonte: Plataforma STRING (http://stringdb.org)
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Figura 6 - Analise in silico das interacdes da creatina kinase tipo M (CKM). GAMT (guanidinoacetato de N-
metiltransferase); CKMT2 (creatina quinase tipo S); CKMT1B (creatina quinase do tipo U, mitocondrial);
MYOD1 (proteina de determinacdo de mioblastos 1); MEF2D (fator potenciador especifico de midcito 2D);
ACTN4 (alfa-actinina-4); ACTNS3 (actina); ACTNL1 (alfa-actinina-1); ATCN2 (alfa-actinina-2).

Fonte: Plataforma STRING (http://stringdb.org)

Figura 7 - Andlise in silico das interacGes da creatina kinase tipo S (CKMT2). GAMT (guanidinoacetato de N-
metiltransferase); CKM (creatina quinase tipo M); CKMT1B (creatina quinase do tipo U, mitocondrial);
ALDOA (frutose-bisfosfato aldolase A); MIB2 (ubiquitina); MIBZ1(ubiquitina); MB (mioglobina); COX6A2
(citocromo); HSPA13 (proteina do choque térmico); LDHC (L-lactato desidrogenase isoforma da cadeia C).

HSPAL3

Fonte: Plataforma STRING (http://stringdb.org)
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Figura 8 - Andlise in silico das interagbes da tropinina T (TNNT1). GAMT (guanidinoacetato de N-
metiltransferase); CKM (creatina quinase tipo M); CKMT1B (creatina quinase do tipo U, mitocondrial);
ALDOA (frutose-bisfosfato aldolase A); MIB2 (ubiquitina); MIB1(ubiquitina); MB (mioglobina); COX6A2
(citocromo); HSPAL13 (proteina do choque térmico); LDHC (L-lactato desidrogenase isoforma da cadeia C).

Fonte: Plataforma STRING (http://stringdb.org)

Figura 9 - Analise in silico das interagBes da troponina T (TNNT3); creatina quinase tipo S (CKMT2); creatina
quinase tipo M (CKM); actina, musculo esquelético alfa (ACTAL); miosina de cadeia leve (MYLL1) e cadeia beta
de tropomiosina (TPM2).

Fonte: Plataforma STRING (http://stringdb.org)
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5 DISCUSSAO

O presente estudo, apresentando uma abordagem protedmica unidimensional,
permitiu a identificacdo de 263 proteinas do musculo Longissimus dorsi de bovinos Nelore e
mesticos de origem leiteira, sendo um trabalho inovador — j& que na literatura sdo escassas as
pesquisas envolvendo esse tema. Vinte bandas apresentaram diferenca estatistica entre os
tratamentos, sendo encontradas 141 proteinas. Dentre as proteinas mais expressas entre as
bandas diferenciais, destacam-se: troponina T (TNNT3); creatina quinase tipo S (CKMT?2);
creatina quinase tipo M (CKM); actina (ACTA1); miosina de cadeia leve (MYL1); cadeia
beta de tropomiosina (TPM2); piruvato quinase (PKM) e colageno (COL1AL).

Miosina, uma proteina do sistema contréatil, consiste de duas cadeias pesadas e
quatro isoformas de cadeia leve (MUROYA et al., 2007) e é concomitantemente uma proteina
estrutural e uma enzima, sendo responsavel pela atividade ATPase (DUBOWITZ, 1985).
Primeiramente, foi identificada por Hoh (1975) em sua forma nativa pelo método de
eletroforese em gel de poliacrilamida. Diferentes isoformas das cadeias leves e pesadas da
molécula de miosina foram identificadas pela técnica de eletroforese bidimensional (2D),
exibindo pesos moleculares que variavam entre 16 e 27 kDa., para as cadeias leves, e entre
200 kDa e 204 kDa, para as cadeias pesadas (BARANY; BARANY; GIOMETTI, 1995). A
miosina de cadeia leve é uma proteina ligada ao aparato contratil do mdsculo esquelético,
ligada a miosina de cadeia pesada e a actina, e possui um importante papel na estrutura da
fibra muscular, sendo relatada na literatura que a intensidade de post mortem da miosina de
cadeia leve pode ter relacdo com a maciez (LAMETSCH et al., 2003). A liberacdo desta
proteina pode estar provavelmente relacionada com a lesdo celular pré-abate e varias causas
podem estar envolvidas como o estresse ocasionado no momento do abate. Fato este que pode
explicar a maior expressao dessa proteina principalmente em animais inteiros, devido a acéo
da testosterona. Diversas isoformas da miosina foram encontradas no presente trabalho.
Isoformas sdo proteinas muito similares, com ligeiras alteracbes em suas sequéncias de
aminoacidos, capazes de substituir umas as outras com pequenas diferencas estruturais e
funcionais (REGGIANI; BOTTINELLI; STIENEN, 2000).

E interessante salientar que através do controle coordenado de miosina de agéo
rapida (miosina tipo 1 (MYH1) ou miosina tipo 4 (MYH4)) e genes sarcoméricos rapidos
(incluindo as troponinas, proteinas carreadoras de ATP e piruvato), associados nas
miofibrilas, podem promover a inibicdo do tipo de miosina de acdo lenta e aumentar a

expressdo génica do tipo répido, favorecendo o encurtamento dos sarcOmeros e,
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consequentemente, 0s animais apresentardo carnes mais rigidas (ZHAO et al.,
2011), representando, dessa forma, o comportamento que ocorre em animais Nelores
(zebuinos), os quais apresentam menor deposi¢do de gordura intramuscular e de cobertura,
que estdo associadas diretamente a este tipo de proteina de acdo rapida (BACKES et al.,
2010). Segundo estudo feito por Crouse et al. (1989), a menor fragmentacdo da miofibrila
talvez sejaa principal causa da diferenca na maciez e por existir maior quantidade de tecidos
conjuntivosem animais zebuinos que europeus. Contrariando os estudos feitos por Johnson et
al. (1990), que ndo observaram diferencas nas quantidades de tecido conjuntivo entre animais
Brahman eAngus.

A troponina também estd entre as proteinas expressas diferencialmente no
trabalho. Consiste em uma proteina composta de trés subunidades, uma com afinidade a
tropomiosina, outra com afinidade a actina e, a Ultima, com massa molecular de afinidade
pelo célcio (troponina C) (MCARDLE et al., 2003), apresentando altas correlagcdes entre pos-
mortem com a degradacdo da troponina T e forca de cisalhamento (WHEELER;
KOOHMARAIE, 1999). A tropomiosina também esta na lista de proteinas estruturais do
musculo esquelético encontradas por eletroforese e consiste de duas sub-unidades, que sdo
classificadas de acordo com sua mobilidade eletroforética na SDS-PAGE em a (rapida) e a 3
(lenta). A forma a apresenta uma isoforma nas fibras de contracdo rapida e outra nas fibras de
contracdo lenta, enquanto a forma ¢ comum entre os tipos de fibora (MUTHUCHAMY et
al.,1997; ARRUDA et al., 2014). A unido das proteinas estruturais actina, tropomiosina e a
troponina sdo responsaveis pela formacdo dos filamentos finos que, ao interagir com 0s
filamentos grossos de miosina, promovem 0 processo de contracdo muscular. As proteinas
identificadas nesse experimento estdo expressas de acordo com os achados de Carvalho et al.
(2014), estudando proteinas estruturais associadas a maciez da carne em bovinos de corte da
raca Nelore.

Provavelmente, as proteinas estruturais encontradas sdo resultantes da protedlise,
pelo fato de estas proteinas estarem associadas a fracdo miofibrilar insoltvel, sendo
geralmente produtos da degradacdo das calpainas. A literatura indica biomarcadores
detectados durante as primeiras 48h pos-abate que incluem proteinas estruturais (actina,
miosina e troponina T), assim como enzimas metabdlicas, sendo este acumulo especifico
relacionado com a maciez da carne (LAMETSCH et al., 2002; 2003).

A piruvato quinase (PKM) teve expressdo diferente entre 0s grupos
experimentais. Trata-se tipicamente de uma enzima alostérica, que participa com uma maior

funcdo no controle do fluxo metabolico da frutose-1-6 bifosfato a piruvato, o qual esta



32

envolvido em uma variedade de rotas metabolicas, indicando que esta enzima
pode ser considerada chave ndo somente para a rota glicolitica, mas também para o
metabolismo celular (MATTEVI et al., 1996). A maior intensidade na concentracdo e de
atividade da PKM denota claramente um maior metabolismo glicolitico do tecido muscular,
caracteristica esta detecidos com maior proporcdo de fibras musculares de contracédo rapida e
de metabolismo glicolitico, as fibras FG (fast glicolytic) ou Type lIx (BALDASSINI et al.,
2013). Os animais inteiros, especialmente os da raca Nelore, apresentam crescimento
hipertréfico muscular mais acelerado comparado aos castrados, devido a acdo anabolizante da
testosterona. Consequentemente, possuem maior concentracédo de fibras do tipo I1x (PICARD;
CASSAR- MALEK, 2009) e maior expressao da piruvato quinase, comprovando a capacidade
do musculo esquelético em se adaptar a diversas situacdes por mudancas qualitativas e
quantitativas no suprimento energético e catabolico, especialmente com respeito ao aumento
na capacidade das vias metabdlicas oxidativas.

Dentre as proteinas de mais destaque que podem estar envolvidas no efeito da
técnica de imunocastracao, esté a creatina quinase tipo M (CKM) e creatina quinase do tipo S
(CKMT2). A enzima creatina quinase € uma enzima encontrada no citoplasma de musculos
cardiacos e esqueléticos, tendo sua atividade elevada em situacGes de estresse. Ela é
responsavel por catalisar a via mais rapida de producdo de energia na forma de Adenosina
Tri-Fosfato (ATP) pela conversdo de fosfocreatina a creatina com liberacdo de grupamentos
fosfatos (MITCHELL; HEFFRON, 1982). Além disso, ligam-se a outras proteinas que
desempenham papel de controle sobre o0s niveis de progesterona circulante. Nos
espermatozoides humanos, o influxo de Ca®* induzido pela progesterona é mediado pelo
CatSper, um canal de Ca?* especifico do espermatozoide. Um influxo de Ca** é
significativamente associado e mais prevalente em homens com parametros anormais de
sémen e esta associado a reducdo da capacidade de fertilizacdo (LEE et al., 1998). Baseada
nessa informacdo, é possivel dizer que os animais imunocastrados apresentam reducao
dréstica em seus niveis de androgenos, possibilitando assim correlacionar o papel desta
proteina & menor expressao observada nos animais imunocastrados para ambas as ragas.

A gquantidade de colageno insollvel no tecido conjuntivo de animais inteiros é,
segundo estudos feitos por Burson et al. (1986) e Gerrard et al. (1987), o que diferencia na
maciez da carne de animais inteiros e castrados, possuindo uma carne com menor teor de
marmoreio 0S animais que nao passaram pela castracdo. Animais inteiros, eventualmente,
podem apresentar carne mais macia que os castrados (VAZ et al., 2001). Isso se explica em

funcdo de os animais inteiros serem mais propensos ao estresse pré-abate, fator que resulta na
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diminuicdo do glicogénio do organismo que, posteriormente, ird dificultar a
reducdo do pH post-mortem, além do nivel de Ca livre incrementar rapidamente. Nessa
circunstancia, com alto pH e alta concentracdo de Ca, ocorre a maior atividade das calpainas
e, consequentemente, leva a maciez da carne (CENA et al., 1992). Esta pesquisa contraria o
estudo feito por Wheeler et al. (1990) e Morgan et al. (1993), quando argumentaram que
animais inteiros possuem maior concentracdo de calpastatina no musculo, inibindo a atuacéo
das enzimas proteoliticas das calpainas, tendo como reflexo uma carne mais rigida. Em estudo
feito por Koohmaraie (1992), foi atribuida a maior parte (85%) do processo de amaciamento
da carne as variacOes nas alteracbes post-mortem, ou seja, no processo enzimatico conhecido

como maturagao.
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6 CONCLUSAO

A castracdo imunoldgica mostrou-se como uma alternativa vidvel em relacdo a
castracdo cirurgica, com destaque para a eliminacdo de intervencdo ciruargica. Isso favorece o
bem-estar animal, facilita o manejo, diminui gastos com o poés-operatorio, dentre outras
vantagens.

A andlise do proteoma € um método bem sucedido para identificar proteinas
marcadoras de predicdo da qualidade da carne. Neste estudo, as proteinas identificadas séo
altamente relevantes para o0 processo de maciez da carne como pode ser visto pelos resultados.

A expressdo aumentada das proteinas piruvato quinase (PKM) e miosina de
cadeia leve (MYL1) sdo candidatas a marcadores para a carne de animais inteiros de ambas as
racas, assim como a supressdo da expressdo da enzima de quebra do glicogénio (AGL).
Houve uma expressdo maior das proteinas beta-enolase (ENO3), creatina quinase tipo M
(CKM), frutose bifosfato (ALDOA) em animais castrados, especialmente nos mesticos.

Sao necessarios mais estudos no intuito de elucidar essas complexas interacGes
entre as vias metabolicas, a fim de identificar as atividades enzimaticas de cada parte do

metabolismo celular para tentar elucidar este complexo metabdlico.
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APENDICE A - PROTEINAS IDENTIFICADAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSA DO MUSCULO LONGISSIMUS DORSI DE BOVINOS
DE CORTE INTEIROS E IMUNO CASTRADOS EM SISTEMA DE SUPLEMENTACAO A PASTO

MS/MS
Proteina Nﬂmero_de Nome do escore Cobertura Peptideos Escpre Iz
acesso (Uniprot) gene da (%) do ion
proteina

Banda 1
Alpha-S1-casein CASA1_BOVIN CSN1S1 51 4 10y| GYLEQLLR®* 51 634.3541 2
Phosphoglucomutase-1 PGM1_BOVIN PGM1 40 4 8\ FQSSSNYAENFIQSIISTVEPAQR®? 40 939.1381 3
Myosin-2 FIMRC2_BOVIN MYH2 1232 27 "YEDQVFPMNPPK® 45 659.3113 2
WDENQSILITGESGAGK*®? 78 752.3670 2
@3 OGTLEDQIISANPLLEAFGNAK 3" 58 814.7642 3
@3 OGTLEDQIISANPLLEAFGNAK 3" 62  1221.6436 2
I QGTLEDQIISANPLLEAFGNAK®™ 82 733.3702 2
%) TGAVMHYGNLK®® 32 660.3422 2
“NGQTVEQVTNAVGALAK 81 793.4305 2
OO AFLFSGTPTGDSEASGGTK®®) 105 1022.5051 2
4G SSFQTVSALFR®®” 82 650.3226 2
8 TPGAMEHELVLHQLR®®) 121  437.4666 4
& TPGAMEHELVLHQLR®®) 76 582.9567 3
729\ NASAIPEGQYIDSK* 60 852.9344 2
39 | ASIDIDHTQYK"®? 37 758.8988 2
("AGLLGLLEEMR®? 61 609.3251 2
D DDLELTLAK® 61 623.3026 2
C8INLTEEMAGLDETIAK®®® 85 825.8806 2
4

(9%)ALQEAHQQTLDDLQAEEDKVNTLTK®%” 47 710.6019



(1120 EEL EEEIEAER™!3
(115%) FEEAGGATSAQIEMNK ™
182D EEATLQHEATAAALR*%®
182D EEATLQHEATAAALR*%®
(122 SEMKMEIDDLASNVETISK %)
(1289 QTESGEFSR®?%
(1350)EQYEEEQ ESK(359)
(1369)ANTEVAQW R(l377)
ISTOTKYETDAIQR 38N
(1420 ONEVEDLMLDVER®*%9
(1426) ONEVEDLMLDVER™**?
(1426) ONEVEDLMLDVER™**?
9INLQQEISDLTEQIAEGGK %)
19INLQQEISDLTEQIAEGGK %
SINLQQEISDLTEQIAEGGKR®?"
WS9INLQQEISDLTEQIAEGGKR®?"

9 SEIQAALEEAEASLEHEEGK ™%
15495 EIQAALEEAEASLEHEEGK %%

1398\ \VESMQTMLDAEIR®™
8SNDTQIHLDDALR™ ")
)G QEDLKEQLAMVER™ 8
)G QEDLKEQLAMVER™ 8
168 ANLLQAEIEELR!E9
(708 AEQELLDASER®™D

K LETDITQIQGEMEDILQEAR®®?

(763 AITDAAMMAEELKK®"™®
(763 A|]TDAAMMAEELKK*""®
ATNEQDTSAHLER!8®)
(1802)) DEAEQLALK 8D
(1826)F) EGEVESEQK 1836
1909k | QHELEEAEER ¥

64
76
47
40
48
60
42
65
72
75
94
75
55
99

100

65
75
84
72
72
81

100

76
81
69
59
75
83
60
56
70

41

744.8555
832.8795
613.6436
613.9713
724.6715
577.2520
649.7717
537.7709
612.8145
859.9210
859.9227
860.4099
658.3246
986.9838
710.3552
710.6895
723.9925
1085.5173
827.3977
648.8149
554.6037
831.4096
700.3768
687.3428
826.0802
518.5826
777.3762
593.2772
565.7766
638.7984
504.2486

W NN DNDNWWNDNDNOWDNDNDNWWWNWDNDNDNDNDNDNDNDDNDNDNDNDNDNWWWDNDDN



Myosin-7

Myosin-1

MYH7_BOVIN

MYH1_BOVIN

MYH7

MYH1

(1909 QHELEEAEER™%*¥
(1919 ADIAESQVNK 19
551 16 OENQSILITGESGAGK*®
19y\/|QYFAVIAAIGDR
@8 ASADIETYLLEK®™
S AYLMGLNSADLLK®?"
“9GQNVQQVVYAK ¥
729 LNPAAIPEGQFIDSR"?
eDAGLLGLLEEMR"""
3| DDLELTLAK®®

%) ALQEAHQQALDDLQAEEDKVNTLTK %

(18| EELEEELEAER®™!?)
WD LEEATLQHEATAAALR™%)
WD EEATLQHEATAAALR)

ISTKYETDAIQR 382
(1399 QDAEEAVEAVNAK 419
(1420 ONEIEDLMVDVER 434
42| ONEIEDLMVDVER®4*%
1NLQEEISDLTEQLGSSGK ™
182D TQIQLDDAVR 662
UE7ONNLLQAELEELR*689
(709K | AEQELIETSER®™?

758 A TDAAMMAEELKK®*"™

758 A TDAAMMAEELKK®*"™
AT2EQDTSAHLER®Y
(797 DEAEQIALK 1809

(88O AEEAEEQANTNLSK %)

1919ADIAESQVNK 1919
1347 30 "YEDQVFPMNPPK®

ADENQSILITGESGAGK !

56
38
78
93
82
35
52
59
61
61
36
64
47
40
72
98
75
75
48
56
40
50
73
59
75
83
60
65
38
45
78

42

691.8314
537.7738
752.3670
768.4340
733.3702
756.3948
617.3299
870.9656
609.3251
623.3026
702.8518
744.8555
613.6436
613.9713
612.8145
743.8679
859.9210
860.4099
974.4833
637.3178
721.3844
466.2433
773.4106
518.5826
777.3762
593.2772
565.7766
831.3901
537.7738
659.3113
752.3670

NN DN DNDNDNDNWODNDNDNDNDNDNDNDNDDNDNDNNMNDNDDNDNDWWOWONDEDNMNDNDNNNMNNMNMNNNMNNMDNNDNNDDNDDN



@P\MQGTLEDQIISANPLLEAFGNAK®”
@) ASADIETYLLEK®™
#%%) TGAVMHYGNLK®%®
G3)AAYLQGLNSADLLK“
COONKDPLNETVVGLYQK®*
6197 ALLFSGPASGEAEGGPK®*"
¢+ GSSFQTVSALFR®®
&) TPGAMEHELVLHQLR®?"
&) TPGAMEHELVLHQLR®?"
2D\ NASAIPEGQFIDSK?
(TOAGLLGLLEEMR®?
58D |DDLELTLAK®®
CCONLTEEMAGLDETIAK®®?
(100DAL QEAHQQTLDDLQAEEDKVNTLTK 0%
(1064) AQESTMDIENDKQQLDEK"%?
(8| EELEEEIEAER®!?Y
(153 EEAGGATSAQIEMNK!*%®)
180D EEATLQHEATAAALR®)
180D EEATLQHEATAAALR®9®)
(12295 EMKMEIDDLASNMETVSK*24)
U297 EDQLSELK®2%?
(1283 QTESGEFSR!%%?

13305 AL AHALQSAR®™#40)
HOEQYEEEQEGKAELQR™%?
IS7OTKYETDAIQR®®)

(1400 ODAEEHVEAVNAK™?
(1429 QNEVEDLMIDVER®#*")
(1429 QNEVEDLMIDVER®#*")
424 ONEVEDLMIDVER®*¥")
WSONLQQEISDLTEQIAEGGK !
ONLQQEISDLTEQIAEGGK !

82
82
32
62
54
93
82
121
76
56
61
61
85
a7
78
64
76
47
40
46
48
60
63
56
72
98
75
94
75
55
99

43

826.0816
733.3702
660.3422
738.8977
859.4670
901.4598
650.3226
437.4666
582.9567
844.9383
609.3251
623.3026
825.8806
710.6019
751.0161
744.8555
832.8795
613.6436
613.9713
735.9886
573.2881
577.2520
562.8017
622.6213
612.8145
776.8873
859.9210
859.9227
860.4099
658.3246
986.9838

N W N DNDNDNDNWDNDNDDNWWWNDNDWOWBEDNDNDDNDNDNDNWPAEDNDNMNMNDNMDMNDNMNDNNDDNDOW



Beta-casein

Banda 2

Actin, aortic smooth muscle
Glyceraldehyde-phosphate-
dehydrogenase, partial
Pyruvate kinase 2 protein,
partial

PREDICTED: Myomesin-2
isoform X2

CASB_BOVIN

ACTA_BOVIN
G3P_BOVIN

Q3zC87_BOVIN

Q32LP3_BOVIN

CSN2

ACTA2
GAPDH GAPD

PKM2

MYOM2

WONNLQQEISDLTEQIAEGGKR**®)
WSONNLQQEISDLTEQIAEGGKR**®)
(14D SEIQAALEEAEASLEHEEGK ™Y
(14D SEIQAALEEAEASLEHEEGK ™Y
5%/ ESMQSTLDAEIR ™%
1SS DTQIHLDDALR (69
(1650 GQEDLKEQLAMVER®¢™
(169G QEDLKEQLAMVER™ ™)
UEBHANLLQAEIEELR(6%?)

09 AEQELLDASER®™*
73K ETDITQIQGEMEDIIQEAR®?
TEDAITDAAMMAEELKK ™
78D A I TDAAMMAEELKK® ™
ATSEQDTSAHLER®8Y
(1800)) DEAEQLALK (8%
(1829 | EGEVESEQK (83
(190K | QHELEEAEER®*?
(1902)] QHELEEAEER®%1?)
9IADIAESQVNK 1922
90 8 19pPMPIQAFLLYQEPVLGPVR®"

199PMPIQAFLLYQEPVLGPVR®"

82 4 @DsYELPDGQVITIGNER®?®
75 4 1EGAAQNIIPASTGAAK?®
93 2 e EGVEQNVDMVFASFIR®?E?
650 8 MyQSMVAAYGEAK™??
@72y PYTGLFEGR“Y
(0L SEAVAALDPVDLR®™

("1 AVNAVGTSENSQESDVIK"®?
"OESGGSPILGYYVDKR™Y

100
65
75
84

106
72
81

100
76
81
69
59
75
83
60
56
70
56
38
49
78

82
75

93

60
77
63
85
68

44

710.3552
710.6895
723.9925
1085.5173
804.4034
648.8149
554.6037
831.4096
700.3768
687.3428
826.0802
518.5826
777.3762
593.2772
565.7766
638.7984
504.2486
691.8314
537.7738
729.3923
1093.5967

895.954
685.3314

937.9659

667.3077
569.7967
727.8967
924.4581
553.6182

N W NN WNDNDNDNWWDNDNDNDDNDWDNDNDDNWWW

N

N

W NDNDNDDN



Myosin-2

Myosin-1

MYH2_BOVIN

MYH1_BOVIN

MYH2

MYH1

99 TVEGLTEGSLYEFK®*
1129503 SSLVLIGDAFK®
IZNGQDVSTLEIAGK!24®

(1249 YEDMILAMSR®*?%9
1699 14 ¢4 GSSFQTVSALFR®®"
"IAGLLGLLEEMR®?
3L AEDEEEINAELTAK®*
58D DDLELTLAK®®®

C8INLTEEMAGLDETIAK®®®

(109 EDEQALGIQLQK ™Y
(120 EEL EEEIEAER™3Y
1159 EEAGGATSAQIEMNK ™
182D EEATLQHEATAAALR%®
1182p EEATLQHEATAAALR®%®
(120D ADSVAELGEQIDNLQR*?"
1285 QTESGEFSR!#%¥
WSTETKYETDAIQR*%)
(1426) ONEVEDLMLDVER™*?
(M9DNAYEESLDQLETLKR*™
9DNAYEESLDQLETLKR ™
1INLQQEISDLTEQIAEGGK %)
1INLQQEISDLTEQIAEGGKR™?"
INLQQEISDLTEQIAEGGKR™?"
(1683)ATLEQTER(1694)
(1695) ATLEQTER(NOZ)
79K |AEQELLDASER™
3K LETDITQIQGEMEDILQEAR®™
ATEQDTSAHLER® 89
(1909 QHELEEAEER®'¥
1764 15 6197 ALLFSGPASGEAEGGPK®®"
G4 GSSFQTVSALFR®

73
93
73
66
80
63
91
61
82
66
73
88
70
117
68
60
63
103
79
61
87
95
58
72
73
98
81
64
60
64
80

45

899.9818
682.8752
609.3222
680.3188
650.3393
609.3305
781.3674
623.3317
825.9015
742.9015
744.8536
832.8889
613.6337
919.9663
632.3093
577.2753
612.8132
859.9204
859.9204
904.9600
986.9954
710.3591
1065.0533
699.8796
474.2430
751.3977
826.0785
593.2777
691.8312
901.4752
650.3393

NN NN WNDNDNDNWDNDNOWODNDNDNDDNOWONOWNDNDNDNDDNDNDNDNDNDNDNDNDDNDNDDNDDNDDNDDN



Myosin-binding protein C, fast-
type, partial

TPA: Myomesin 1, 185kDa
isoform 1

L8HZG4_9CETA

MYOM1_BOVIN

M91_17580

MYOM1

("G SSFQTVSALFR®)
29 AEDEEEINAELTAK®*
O DDLELTLAK®®®
(80N TEEMAGLDETIAK®®?
(106%9) AQESTMDIENDKQQLDEK ™82
(18| EELEEEIEAER® ')

(1153 EEAGGATSAQIEMNK 68
180D EEATLQHEATAAALR®)
180D EEATLQHEATAAALR(9)
199HADSVAELGEQIDNLQR™*

(1283 QTESGEFSR!%%?
ISOTKYETDAIQR®*®)
(1424 QNEVEDLMIDVER®*#*")
48INAYEESLDQLETLKR®%
48INAYEESLDQLETLKR®%
WONLQQEISDLTEQIAEGGK %
ONLQQEISDLTEQIAEGGKR™?)
WOINLQQEISDLTEQIAEGGKR®?)
IBSDANLLQAEIEELR*69)
(1693)A-|—LEQTER(17OO)
70K AEQELLDASER™
73K ETDITQIQGEMEDIIQEAR®?
SEQDTSAHLER®8Y
(1902)) QHELEEAEER**?
288 4 SDTAGELDFSGLLK®
@) AFQYGITDLR®?
“32QLEVLQDIADLTVK
19\ TNPVGEDVASILLK®®
473 5 EUpLSTTMSQYQQEK®?

129g| | SGEEKENLPSDYMVPIFSGR*4®

“NQVHVSGITDTEEQR™®

63
91
61
82
72
73
88
70
117
68
60
63
103
79
61
87
95
58
72
73
98
81
64
60
61
95
65
74
64
67
74

46

609.3305
781.3674
623.3317
825.9015
751.0169
744.8536
832.8889
613.6337
919.9663
632.3093
577.2753
612.8132
859.9204
603.6340
904.9600
986.9954
710.3591
1065.0533
699.8796
474.2430
751.3977
826.0785
593.2777
691.8312
726.8664
648.8491
792.9448
777.9425
787.8571
862.0925
799.8937

N W N DNDNDNDNDNDNDNDNDWOWDNDNDDNDNDOWODNDNDWDNDDNDNDDNDOWODNWDNMNDNDWDNDMDNDDNDDN



Glycogen debranching enzyme
Banda 3

FIMHT1_BOVIN AGL

Glycogen debranching L8HW90_9CETA M91_07297
enzyme, partial

Glycogen phosphorylase, brain PYGB_BOVIN PYGB
form

TPA: Collagen, type VI, alpha CO1Al1 BOVIN COL1A1
3-like isoform 1

PREDICTED: Myosin-1 isoform MYOM1_BOVIN MYOM1

X2

G4DEPYTGLIEGR®?
G4DEPYTGLIEGR®
150D YVPTEDSPR(19
(34)QSTAEGIR™5?)
(1359 YSEVTYYVDDLK 369

80 0 E9ILTLAELNQVLYR®™
80 0 ®99) T AELNQVLYR®™?
65 2 @) KQEYFVVAATLQDIIR®®
63 0 (1493) | TPLTTLTAGQIQQLLASTR*#)
2404 23 6197 ALLFSGPASGEAEGGPK®®"
G SSFQTVSALFR®®
S TPGAMEHELVLHQLR®®"
TIAGLLGLLEEMRDEK®?
EEOMVTLTQEKNDLQLQVQSEADALADAEER®”
8N TEEMAGLDETIAK®?

CSONLTEEMAGLDETIAK®®
(100DAL QEAHQQTLDDLQAEEDKVNTLTK 0%
(100DAL QEAHQQTLDDLQAEEDKVNTLTK 0%
10281 EQQVDDLEGSLEQEK®™*)
(1964 AQESTMDIENDKQQLDEK *%?
11539 EEAGGATSAQIEMNK*1¢®
180D EEATLQHEATAAALR®%®
8D EEATLQHEATAAALR®®
M99 ADSVAELGEQIDNLQR™*
1229\ EIDDLASNMETVSK ¥
1283)] QTESGEFSR!%%?
ISTOTKYETDAIQR*3)
(1490 ODAEEHVEAVNAK ™

69
69
66
67
71
106

80

65

65

64
94
66
78
81
74
83
58
58
70
85
69
62
102
93
63
59
78
97

47

544.7927
545.3002
589.7680
487.7646
813.4132
716.9124

716.9124

669.7106

1120.1646

901.4763
650.3373
582.9653
795.4129
1054.5184
817.9057
825.8850
710.3650
710.6020
697.0090
751.0182
832.8890
613.6262
919.9507
632.3066
857.8830
577.2678
612.8132
776.8870

N NDDNDNDNDN

N

NN NN WDNWDNWWPAEBEDNMNNDNODNDNOWODNONDN



Myosin-8

FIN775_BOVIN

MYH8

429 ONEVEDLMIDVER®**")
429 ONEVEDLMIDVER®*¥")
48INAYEESLDQLETLKR %)
48INAYEESLDQLETLKR %)
SONNLQQEISDLTEQIAEGGK !
SO\ LQQEISDLTEQIAEGGK**?
1S0)NLQQEISDLTEQIAEGGK ™2
ONLQQEISDLTEQIAEGGK !
OONLQQEISDLTEQIAEGGKR™?)
OINLQQEISDLTEQIAEGGKR™?)
WOINLQQEISDLTEQIAEGGKR®?)
4 )SEIQAALEEAEASLEHEEGK ™%
DSEIQAALEEAEASLEHEEGK™®)
(159)VESMQSTLDAEIR?%)

(1620 MEGDLNEMEIQLNHANR %"
(1620 MEGDLNEMEIQLNHANR %"
ISBHANLLQAEIEELR(6%?
IBBHANLLQAEIEELR(6%?
703K |AEQELLDASER® ™
71O\ QLLHTQNTSLINTK® 2
73K | ETDITQIQGEMEDIIQEAR®?
76D A TDAAMMAEELKK®™
ASEQDTSAHLER®™ 8

1553 13 ¢ GSSFQTVSALFR®®
&) TPGAMEHELVLHQLR®?"
TIAGLLGLLEEMRDEK®
(1153 FEAGGATSAQIEMNK*1%®
180D EEATLQHEATAAALR®%®
8D EEATLQHEATAAALR®®
M99 ADSVAELGEQIDNLQR™?
1S7OTKYETDAIQR®%)

90
103
86
114
66
98
98
58
81
95
78
75
64
106
69
81
72
64
105
88
95
86
83
94
66
78
69
62
102
93
78

48

859.9116
859.9205
603.6279
904.9602
658.3252
986.9889
987.4744
987.4885
1065.0446
710.6883
710.6886
723.9883
1085.5194
804.3980
544.2484
725.3351
699.8612
700.3735
751.3781
855.4771
826.0802
777.3796
593.2767
650.3373
582.9653
795.4129
832.8890
613.6262
919.9507
632.3066
612.8132

N W N WNDNWDNDNDDNWDNDNDNDNDNWPEDNDNDWWWOWODNDNDDNDNWDNDWDNDDN



Myosin-2

F1IMRC2_BOVIN

MYH2

(1490 ODAEEHVEAVNAK ™

1424 ONEVEDLMLDVER®™*®"

(1429 QNEVEDLMLDVER®*®"

148I)NAYEESLDQLETLKR %)

W4EINAYEESLDQLETLKR®®

SO\ LQQEISDLTEQIAEGGK**%
1S0)NLQQEISDLTEQIAEGGK ™2
ONLQQEISDLTEQIAEGGK !
ONLQQEISDLTEQIAEGGK !
159\ \ETMQSTLDAEIR®%)
(1620 MEGDLNEMEIQLNHANR %"
(1620 MEGDLNEMEIQLNHANR %"
(UEBHANLLQAEIEELR(6%?
(USBHANLLQAEIEELR(69?)
70K AEQELLDASER™

71O\ QLLHTQNTSLINTK®3?
S DAITDAAMMAEELKK®"™

ATSEQDTSAHLER®8Y
2114 19 *49GSSFQTVSALFR®”

68 TPGAMEHELVLHQLR®®)
(") AGLLGLLEEMRDEK"®
O8NLTEEMAGLDETIAK®®
C8INLTEEMAGLDETIAK®®®

(1009)A| QEAHQQTLDDLQAEEDKVNTLTK®2"
(1009)A| QEAHQQTLDDLQAEEDKVNTLTK®2"

030 TKLEQQVDDLEGSLEQEK "
(1099 EDEQALGIQLQK !
(159 EEAGGATSAQIEMNK !
118 EEATLQHEATAAALR®)
18| EEATLQHEATAAALR®)
120D ADSVAELGEQIDNLQR™!"

97
90
103
86
114
66
98
98
58
71
69
81
72
64
105
88
86
83
94
66
78
74
83
58
58
70
65
69
62
102
93

49

776.8870
859.9116
859.9205
603.6279
904.9602
658.3252
986.9889
987.4744
087.4885
804.3980
544.2484
725.3351
699.8612
700.3735
751.3781
855.4771
777.3796
593.2767
650.3373
582.9653
795.4129
817.9057
825.8850
710.3650
710.6020
697.0090
742.8867
832.8890
613.6262
919.9507
632.3066

W N WNDNWEBEDNDNDNWDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDDNWOBREDNDNDDNDDNDWDNWDNMNDNDDN



Myosin-binding protein C, slow-
type

ABQP89_BOVIN

MYBPC1

(1289 QTESGEFSR®?*
WSTETKYETDAIQR*%®)
(1428)) ONEVEDLMLDVER"*?
(1428)) ONEVEDLMLDVER"*?
4N AYEESLDQLETLKR®®)
4N AYEESLDQLETLKR®®)
1S0INLQQEISDLTEQIAEGGK™%®
(1509)NLQQEISDLTEQIAEGGK(1526)
19INLQQEISDLTEQIAEGGK %)
19INLQQEISDLTEQIAEGGK %)
1INLQQEISDLTEQIAEGGKR™?"
10INLQQEISDLTEQIAEGGKR™?"
9INLQQEISDLTEQIAEGGKR™?"
1343)SEIQAALEEAEASLEHEEGK ™%
1343)SEIQAALEEAEASLEHEEGK ™%
1598\ \ESMQTMLDAEIR®™
(1622 MEGDLNEMEIQLNHANR %39
1622 MEGDLNEMEIQLNHANR 639
(18I ANLLQAEIEELR™E9Y
(18I ANLLQAEIEELR™69Y
709K |AEQELLDASER!™
718\ QLLHTQNTSLINTK®"3?
3K LETDITQIQGEMEDILQEAR!™®
763 A TDAAMMAEELKK7"®
WTEQDTSAHLER®™ 80
18O AEEAEEQSNTNLSK®%
414 6 ¥)SGEGQDDAGELDFSGLLK®?

CEAFQYGITDLR®?
‘e ADSAEYSVMTTGGQSSAK“8?
CINSETDTIVFIR®®
O TSATITELVIGNEYYFR!V

59
78
90
103
86
114
66
98
98
58
81
95
78
75
64
73
69
81
72
64
105
88
95
86
83
59
82
111
74
63
88

50

577.2678
612.8132
859.9116
859.9205
603.6279
904.9602
658.3252
986.9889
987.4744
087.4885
1065.0446
710.6883
710.6886
723.9883
1085.5194
827.3998
544.2484
725.3351
699.8612
700.3735
751.3781
855.4771
826.0802
777.3796
593.2767
839.3861
919.4334
648.8391
903.4030
647.8312
989.0103

NN DN DNDNDNDNDNDNWOWDNMNDNDNDNDNOOPEDNDNWWWOWDNDNDDNDNDNDWODNDWDNDNDDNDDN



Banda 4

Beta-enolase

Myosin-binding protein C, fast-
type, partial

Pyruvate kinase 2 protein,
partial

Alpha-enolase

PREDICTED: LOW QUALITY
PROTEIN: Myosin-4

Myosin-1

ENOB_BOVIN
L8HZG4_9CETA

Q3ZC87 _BOVIN

ENOA_BOVIN
E1BP87_BOVIN

MYH1_BOVIN

ENO3
M91_17580

PKM2

ENO1
MYH4

MYH1

58
57

57

58
907

2250

CIAAVPSGASTGIYEALELR®?
1\ TNPVGEDVASILLK®?®

@S EGVEQNVDMVFASFIRE?

BIAAVPSGASTGIYEALELR®?
29 AEDEEEINAELTAK®*

(1029 TK| EQQVDDLEGSLEQEK !
1153 EEAGGATSAQIEMNK!*%®)
2B9MEIDDLASNMETVSK®#®
ISQAFTQQIEELKR®3%)

(1429 ONEVEDLMLDVER™*4?
(1429 ONEVEDLMLDVER"**?
(1429 ONEVEDLMLDVER™**?
(1429 ONEVEDLMLDVER™*4?
49NAYEESLDQLETLK !
(629K MEGDLNEMEIQLNHANR %%
(160D TQLHLDDAIR®™ )

K LETDITQIQGEMEDILQEAR®®"
K LETDITQIQGEMEDILQEAR®®"

U8SNE TYQTEEDR®8%9
(1908)K | QHELEEAEER™"

29 AEDEEEINAELTAK®*
(980N TEEMAGLDETIAK®®?
10287 EQQVDDLEGSLEQEK %)
1153 EEAGGATSAQIEMNK*%®
180D EEATLQHEATAAALR®)
1994 ADSVAELGEQIDNLQR™*
129V EIDDLASNMETVSK 4

58
59

57

58
86
66
65
69
66
80
88
103
88
59
94
71
94
62
67
88
86

76
66
65
58
96
69

51

902.9822
777.4280

937.9644

902.9822
781.3667
697.0108
832.8983
857.8837
497.5951
859.9197
859.9201
859.9228
860.4171
826.9040
725.3358
648.8215
826.0794
1238.6272
642.2911
755.8798
781.3667

825.8825
697.0108
832.8983
613.6368
632.3086
857.8837

N
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(1283 QTESGEFSR®"?%?
1S)QAFTQQIEELKR 320
429 ONEVEDLMIDVER®*¥")
429 ONEVEDLMIDVER®*¥")
429 ONEVEDLMIDVER®*¥")
(1429 ONEVEDLMIDVER®#*")
(489INAYEESLDQLETLK %
ONLQQEISDLTEQIAEGGK !
ONLQQEISDLTEQIAEGGK !
ONLQQEISDLTEQIAEGGK !
ONLQQEISDLTEQIAEGGK !
OINLQQEISDLTEQIAEGGKR™?)
WONLQQEISDLTEQIAEGGKR®?)
WOINLQQEISDLTEQIAEGGKR®?)
4DSEIQAALEEAEASLEHEEGK ™%
DSEIQAALEEAEASLEHEEGK™®)
(159)VESMQSTLDAEIR®%)
(1620 MEGDLNEMEIQLNHANR“¢%"
(89D TQIHLDDALR™ %)

6O QEDLKEQLAMVER® ™)
e GQEDLKEQLAMVER® ™)
(EEORANLLQAEIEELR®%%)
IBSDANLLQAEIEELR*69)
(1693)A-|—LEQTER(17OO)
0N AEQELLDASER®™

60
66
80
88
103
88
59
58
99
58
99
95
88
82
112
84
106
94
71
64
87
67
72
60
92

52

577.2740
497.5951
859.9197
859.9201
859.9228
860.4171
826.9040
658.3305
986.9994
658.6550
987.4863
710.3508
1065.0509
710.6848
724.0074
1085.5180
804.4000
725.3358
648.8215
554.6025
831.4131
777.9358
699.8520
474.2396
687.3484
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Banda 5
Actin, aortic smooth muscle

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

Glycogen phosphorylase,
muscle form

Myosin-1

Alpha-actinin-3

ACTA_BOVIN
G3P_BOVIN

PYGM_BOVIN

MYH1_BOVIN

ACTN3_BOVIN

ACTA2
GAPDH

PYGM

MYH1

ACTN3

63
65

337

165

1347

732K | ETDITQIQGEMEDIIQEAR"®?
732K | ETDITQIQGEMEDIIQEAR"®?
@76h) A TDAAMMAEELKK®™
TEQDTSAHLER®
1822\ RELEGEVESEQK "%
(1852)E| TYQTEEDR®%Y
) AEEAEEQSNVNLSK!#%®)
(190K | QHELEEAEER®*?

4 e*DSYELPDGQVITIGNER®®
4 199G AAQNIIPASTGAAK )

6 @NDENVGGYIQAVLDR?™
@) KQEYFVVAATLQDIIR®™®
(%) GEEYIADLDQLR®??
¢22) | SYVDDESFIR®®®

1 192\ |QYFATIAVTGEK®®)
19T ALLFSGPASGEAEGGPK®"
25 ®2AGTQIENIEEDFR"Y

121 VSIGAEEIVDGNLK®®
BOMTLGMIWTIILR™4”
BEAIQDISVEETSAK™ Y
COOHRPDLIDYAK?®)
@SMLDAEDIVNTPKPDEK®?
299 ASELLEWIRG®
G GEPSMSAMQR®?
G749 ySDIANAWR®SE?
“BDYETASLQEVR™
“ORHEAFESDLAAHQDR“*"
GLLETIDQLQLEFAR®?

94
62
71
71
90
67
60
88

63
65

95
80
77
87
80
89
67
76
80
86
67
57
70
65
83
78
60
89

53

826.0794
1238.6272
777.3841
593.2769
766.3870
642.2911
838.3959
755.8798

895.9548
685.3748

783.9020
669.7130
767.8926
728.8706
770.4287
901.4760
761.3651
778.9328
740.4100
769.3912
614.3265
610.9611
615.3485
612.7703
572.8067
655.8123
446.2067
844.9697

N N N NN N DN W

NN

N AN DNDNDNDNWDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDDNDWDND



Alpha-actinin-2

Banda 6

Pyruvate kinase 2 protein,
partial

Glycogen phosphorylase,
muscle form

Myosin-2

ACTN2_BOVIN

Q3zC87_BOVIN

PYGM_BOVIN

FIMRC2_BOVIN

ACTN2

PKM2

PYGM

MYH2

748 13
81 2
416 9
403 4

©29DQMLQEELTR®®®

670 AAGMAGSLEEQMAGLR®®

(29\/GWEQLLTSIAR?
*DTINEVENQVLTR®?
(5OGLSQEQLNEFR"®®
@4 LAGDKNYITAEELR®®
@4 LAGDKNYITAEELR®®
®)AGTQIENIEEDFR®"
149 VSIGAEEIVDGNVK !
IMTLGMIWTILR®?
WDEAIQDISVEETSAK™
@72\/LAVNQENER®Y
@) ASELLEWIR®®®
G8)\|QSYSIR®?
5%39)SSSNPYSTVTVDEIR®®
BOTINEVETQILTR?
)G TQEQMNEFR"?

S EGVEQNVDMVFASFIR?E?

OGLAGVENVTELKK®?
@NDENVGGYIQAVLDR?™
@) KQEYFVVAATLQDIIR®™®
“OH QIYEINQR™
19y AAAFPGDVDR“?
622 | SYVDDESFIR®®®
192\ |QYFATIAVTGEK®®)
@) ASADIETYLLEK®™

1T AFLFSGTPTGDSEASGGTK®?

¢40GSSFQTVSALFR®®”
) TPGAMEHELVLHQLR®%)

79
110
60
84
81
75
68
67
61
80
86
71
70
62
114
75
67

81

65
61
83
66
66
77
68
76
62
81
63

54

639.8028
868.9230
686.8815
708.3796
660.8265
569.3048
853.4641
761.3651
771.9260
740.4100
769.3912
586.3055
615.3485
483.2710
884.4468
708.8882
684.8143

937.9652

679.3878
783.9015
669.7097
713.8944
559.2803
728.8714
770.4276
733.3936
1022.5060
650.3370
582.9658
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Alpha-actinin-3

Alpha-actinin-2

ACTN3_BOVIN

ACTN2_BOVIN

ACTN3

ACTN2

@279 INDLTTQR®28?
1233 25 62 AGTQIENIEEDFR"™
2 VSIGAEEIVDGNLK™®
BOMTLGMIWTIILR™”
WOEAIQDISVEETSAK Y
@HAIMTYVSCFYHAFAGAEQAETAANR®™
@O ASELLEWIR®®
G VSDIANAWR®)
“BDYETASLQEVR™?
“ORHEAFESDLAAHQDR“®"
G10) | ETIDQLQLEFAR®®?
79 AAGMAGSLEEQMAGLR®®
29GWEQLLTSIAR*?)
T4DTINEVENQVLTR®?
*9G| SQEQLNEFR"®®
"YNGMMEPDDFR(®
@49 LAGDKNYITAEELR®®
®0F| pAEQAEYCIR®™
1040 19 ®)AGTQIENIEEDFR®”
19 vSIGAEEIVDGNVK™®)
EINMTLGMIWTIILR™?
WDEAIQDISVEETSAK™
@+ AIMTYVSCFYHAFAGAEQAETAANR®®
(289 ASELLEWIR®®®
G#)GYEEWLLNEIR®®
4D YESSTLTEVR“®
G8)|QSYSIR®?
5%9)SSSNPYSTVTVDEIR®®
EOTINEVETQILTR?
G TQEQMNEFR"?
®DETADTDTAEQVIASFR®®

61
72
84
73
71
77
76
83
80
82
60
78
70
88
71
59
60
67
72
61
73
71
77
76
80
77
72
117
82
69
122

55

537.2980
761.3633
778.9321
740.4069
769.3934
932.4247
615.3471
572.8065
655.8120
446.2056
844.9678
868.9218
686.8814
708.3751
660.8293
622.7318
569.3038
739.8521
761.3633
771.9246
740.4069
769.3934
932.4247
615.3471
711.3572
650.3046
483.2699
884.4409
708.8880
684.8135
877.4193
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Banda 7
TPA: nebulin
Myosin-2

Myosin-1

Alpha-actinin-2

Aconitate hydratase,
mitochondrial

Banda 8
Actin, alpha cardiac muscle

Gastrin Binding Protein-like,
partial
Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase
Beta-enolase

Glucose-6-phosphate
isomerase
Lamin

Succinate dehydrogenase
[ubiquinone] flavoprotein
subunit, mitochondrial
PREDICTED: Myosin-7

Q28140_BOVIN
MYH2_BOVIN

MYH1_BOVIN

ACTN2_BOVIN

ACON_BOVIN

ACTC_BOVIN
062831_BOVIN

G3P_BOVIN

ENOB_BOVIN
G6PI_BOVIN

Q3SzI2_BOVIN
SDHA_BOVIN

MYH7_BOVIN

NEBL
MYH2

MYH1

ACTN2

ACO2

ACTC1

GAPDH

ENO3
GPI

LMNA
SDHA

MYH7

54
438

388

270

190

62
66

62

84
68

72
66

280

12D TvVQDTPEILR®%®
@) ASADIETYLLEK®™
GEAAYLQSLNSADLLK
“NGQTVEQVTNAVGALAK®?
OO AFLFSGTPTGDSEASGGTK®?
(BB ANLLQAEIEELR(6%
@MQGTLEDQIISANPLLEAFGNAK @3
@D ASADIETYLLEK®™
“NGQTVEQVYNAVGALAK
19T ALLFSGPASGEAEGGPK®”
UEBHANLLQAEIEELR(6%?
(289 ASELLEWIR®®®
%939 SSSNPYSTVTVDEIR®®
OTINEVETQILTR?
9DINQEVYNFLATAGAK®?
“ASOFTITPGSEQIR“

“SONDANPETHAFVTSPEIVTALAIAGTLK®®

CAOEYDEAGPSIVHRE™
@8) TSYALSIPFVR®™

199G AAQNIIPASTGAAK

(6% AMQEFMILPVGASSFR"™
@29 LANFLAQTEALMR“®)

) TESEEVVSR?
53 GANSLLDLVVFGR“®®

GYENQSILITGESGAGK™®
D\ IQYFAVIAAIGDR®™

58
81
67
103
89
100
70
81
59
89
100
83
102
85
61
63
66

62
66

62

84
68

72
66

61
77

56

692.3968
733.3937
753.9146
793.4335
1022.5060
699.8831
826.0834
826.0834
824.4421
901.4769
699.8831
615.3489
884.4444
708.8891
877.4476
732.3803
927.4898

500.9030
683.8908

685.3719

964.9904
860.4812

574.7918
737.4260

752.3900
768.4349
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PREDICTED: LIM domain- Q3zZBC9_BOVIN
binding protein 3 isoform X2

Glycogen phosphorylase, PYGM_BOVIN
muscle form
Myosin-2 F1IMRC2_BOVIN

Pyruvate kinase 2 protein, Q3ZC87_BOVIN

partial

Banda 9

Myosin-1 MYH1_BOVIN
Myosin-2 MYH2_BOVIN
Myosin-7 MYH7_BOVIN
Alpha-enolase ENOA_BOVIN

Dihydrolipoyllysine-residue
acetyltransferase component of
pyruvate dehydrogenase

FING690_BOVIN

complex

Glucose-6-phosphate G6PI_BOVIN
isomerase

Succinate dehydrogenase SDHA_BOVIN

[ubiquinone] flavoprotein
subunit, mitochondrial
TPA: Dihydrolipoamide S-
acetyltransferase-like

V6F7T1_BOVIN

LDB3

PYGM

MYH2

PKM2

MYH1
MYH2
MYH7
ENO1
DLAT

GPI

SDHA

DLAT

247

131

612

164

72
72
74
65
63

59

99

63

N O OO

@58) ASADIETYLLEK®™®
@D YHIFYQILSNK®®?
@2DENMPLTISR®Y
198\ \VANSPANADYQER"?V
“GAPAYTPPPPAPQVSPLAR?
@) KQEYFVVAATLQDIIR®®
622 | SYVDDESFIR®*?
WDENQSILITGESGAGK !
19\/|QYFATIAVTGEK®®)
C1OGTLEDQIISANPLLEAFGNAK 3"
@) ASADIETYLLEK®™
@BISYHIFYQITSNR®?®
OO AFLFSGTPTGDSEASGGTK®®)
¢G5 SSFQTVSALFR®”
(BB ANLLQAEIEELR(6%
2NEATESFASDPILYRPVAVALDTK "9
@ EGVEQNVDMVFASFIR®?

@) ASADIETYLLEK®™
@D ASADIETYLLEK®™
@®) ASADIETYLLEK®™
)AAVPSGASTGIYEALELR®?
G3)GLETIANDVVSLATK®"

U2 LLANFLAQTEALMR"®®

“53)) GANSLLDLVVFGR“®®

C3)GLETIANDVVSLATK®*"

83
61
78
87
82
57
76
61
77
62
83
59

110

72
93
74
92

74
74
74
65
63

59

99

63

57

733.3801
770.8987
605.2997
767.3689
944.0156
669.7111
728.8706
752.3900
770.4280
1221.6569
733.3801
764.8836
22.505
650.3363
699.8836
831.7675
937.9644

733.3960
733.3960
733.3960
902.9822
765.9254

860.4831

737.4279

765.9254
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PREDICTED: Heat shock 70
kda protein 6

FIMWU9_BOVIN

Phosphoglucomutase-1 PGM1_BOVIN
Heat shock cognate 71 kda HSP7C_BOVIN
protein

Heat shock 70 kda protein 1A HS71A_BOVIN

Pyruvate kinase 2 protein, Q3ZC87_BOVIN

partial

Serum albumin protein ALBU_BOVIN
Banda 10

Actin, aortic smooth muscle ACTA BOVIN
Bifunctional purine biosynthesis ~ PUR9_BOVIN
protein PURH

Glucose-6-phosphate G6PI_BOVIN
isomerase

Myc box-dependent-interacting  Q2KJ23_BOVIN
protein 1

Serum albumin ALBU_BOVIN

HSPAG

PGM1

HSPAS

HSPA1A

PKM2

ALB

ACTA2
ATIC

GPI

BIN1

ALB

138

243

211

344

176

524

60
84

82

64

71

12

13

@8\EILANDQGNR®®
DL LQDFFDGR®*?
@®\/FQSSSNYAENFIQSIISTVEPAQR®?
GOALYETPTGWKE®
609 SGTGSAGATIR®™®
@\/EIIANDQGNR®®
MISEYPEEVSSMVLTK™)
OPAGTIAGLNVLR™™
@e\EIIANDQGNR®?
GINQVALNPQNTVFDAKR?
) AFYPEEISSMVLTK®?®
L2D\MKEIAEAYLGHPVTNAVITVPAYENDSQR®®
OPDAGVIAGLNVLRY™
) pIDSPPITARY”

@ EGVEQNVDMVFASFIR®?E?
G*DAFLGSFLYEYSR®
G4 )DAFLGSFLYEYSR®®
CORHPEYAVSVLLR®™
“2D) GEYGFQNELIVR“*)
“NKVPQVSTPTLVEVSR“Y
“NKVPQVSTPTLVEVSR“Y
“SIMPCAEDYLSLILNR“5?
GEOTVMENFVAFVGK®E

@DSYELPDGQVITIGNER®®
@INLASVGLNLIASGGTAK®?

29| LANFLAQTEALMR“®®
228)) NQNLNDVLISLEK®*

%)y |ICDNQDTISSK®"

71
67
71
60
114
71
77
64
71
62
66
85
59
58
120
72
67
75
123
68
100
87
67

60
84

82

64

71

58

614.8165
555.7816
939.1375
639.8410
545.7941
614.8165
816.9007
600.3366
614.8165
605.6515
815.9133
813.4128
599.3489
599.3253
937.9658
784.3771
784.3784
720.4094
769.3894
547.3124
820.4677
855.9198
679.3402

895.9563
793.4515

860.4802

806.9501

722.3261
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Phosphoglucomutase-1

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

Myosin-binding protein H

PGM1_BOVIN

G3P_BOVIN

L8ISX1_9CETA

PGM1

GAPDH

M91_14770

1175 36 MAYQDQKPGTSGLR®?
MAYQDQKPGTSGLR®??

@®\/FQSSSNYAENFIQSIISTVEPAQR®?
@®\/FQSSSNYAENFIQSIISTVEPAQR®?
@8\ FQSSSNYAENFIQSIISTVEPAQR
@8\/FQSSSNYAENFIQSIISTVEPAQR®?

GIQEATLVVGGDGR®
GIQEATLVVGGDGR®
CIEAIQLIVR®
CIEAIQLIVR®
®8) VIGQNGILSTPAVSCIIR®™

BDEKPETVEIVDSVEAYATMLR®

@22 DAMHGVVGPYVK®?*
EOSMPTSGALDRE?
EOSMPTSGALDRE?
CNALYETPTGWK®®
G*UFFGNLMDASK®™

“2yDYEEVEAEGANK*?

“"DIDNFEYSDPVDGSISR“®®
“#92)| | FADGSR“)

(00 FRLSGTGSAGATIR®
%) SGTGSAGATIR®™
%) SGTGSAGATIR®™
%) SGTGSAGATIR®™
%) SGTGSAGATIR®™
%) SGTGSAGATIR®™
®%) SGTGSAGATIR®™
®1OLYIDSYEKDLAK®?"

146 8 199G AAQNIIPASTGAAK
@3¥)\PTPNVSVVDLTCR®®
146 5 159 AAVSSAGAGPPAVLER®™

80
87
118
77
89
77
63
63
72
72
64
57
89
59
64
70
59
80
64
60
58
84
114
60
114
114
87
60
72
75
69

59

474.2389
710.8643
1408.1987
1408.1987
939.1362
1408.4705
600.7925
601.2799
471.2810
471.7840
1006.5715
778.0658
701.3608
525.7454
525.7454
639.8167
573.2660
758.8290
907.4158
439.7221
540.9701
545.7802
545.7889
545.7926
545.7932
545.7938
545.7951
729.3786
685.3254
778.4676
776.4315
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Pyruvate kinase 2 protein,
partial

Banda 11

Creatine kinase M-type
Myosin-7

Actin, alpha skeletal muscle

Glucose-6-phosphate
isomerase
Phosphoglucomutase-1

Myotilin

Pyruvate kinase isozymes
M1/M2, partial

Q3ZC87 _BOVIN

KCRM_BOVIN
MYH7_BOVIN
ACTS_BOVIN
G6PI_BOVIN

PGM1_BOVIN

QOVCX9_BOVIN

L8I1IM9_9CETA

PKM2

CKM
MYH7
ACTAl
GPI

PGM1

MYOT

M91

339 12
79 3
67 0

109 5
67 2
83 2

191 7

1118 35

@HTGDQDSILFIR®?®
2NEATESFASDPILYRPVAVALDTK®4)
@*AGVNLPGAAVDLPAVSEK®®
“EGVEQNVDMVFASFIR®??

@S EGVEQNVDMVFASFIR?
¥ RFDEILEASDGIMVAR®?®

@50 SVEALNSLTGEFK™™
@) ASADIETYLLEK®#™
@*DLYANNVMSGGTTMYPGIADR®™
“29)| LLANFLAQTEALMR®®

%) SGTGSAGATIR®™
%) SGTGSAGATIR®™
@D QPPGPEISSYSSQTK®®
IS EALIQDLER™®?)
CEINNEMVQFNTDRE®
@) pIDSPPITAR®Y
CANTGIICTIGPASR®™
4DEATESFASDPILYRPVAVALDTK®?)

4DEATESFASDPILYRPVAVALDTKGPEIR"®®

A GSGTAEVELKK®®Y
) GSGTAEVELKK "
@22)yyDDGLISLLVK®?
@22)yyDDGLISLLVK®?
@*)QKGPDFLVTEVENGGSLGSK®*?
@K GVNLPGAAVDLPAVSEK®™?
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CTEGVEQNVDMVFASFIR®
CTEGVEQNVDMVFASFIR®?

78
90
79
84
103
69

81
67
109
67

83
83
62
69
60
77
63
75
55
82
68
61
66
80
58
84
67
79
101

60

632.8303

831.766
818.9473
625.6388
937.9587
613.3071

754.4059
733.3958
1139.5237
860.4819

545.7964
546.2693
859.9379
543.7914
692.3013
599.3192
680.3549
831.7682
762.1379
559.8052
559.8054
724.4221
724.4265
688.0182
588.9959
882.9959
818.9238
625.6363
937.9567

W N WNWNDN

N NDDNDN

N W NN WWDNDNDNDNDNDDWDNDNDDNMNDNDNDNDNDDN



Banda 12

Myosin-7

ATP synthase subunit beta,
mitochondrial
Calsequestrin-1 precursor

Fructose-bisphosphate
aldolase A

Glucose-6-phosphate
isomerase

Beta-enolase

Pyruvate kinase isozymes
M1/M2, partial

Desmin

MYH7_BOVIN
ATPB_BOVIN

QO5JF3_BOVIN
ABQLLS_BOVIN

G6PI_BOVIN

ENOB_BOVIN

L8I1IM9_9CETA

DESM_BOVIN

MYH7
ATP5B

CASQ1
ALDOA

GPI

ENO3

M91_19178

DES

79
78

59
76

146

287

222

829

@CEGVEQNVDMVFASFIR??
@CEGVEQNVDMVFASFIR®?
C"9EGVEQNVDMVFASFIR®?
C"9EGVEQNVDMVFASFIR®?
@CEGVEQNVDMVFASFIR®?
2 )RFDEILEASDGIMVAR®*?
2 RFDEILEASDGIMVAR®*?

2 RFDEILEASDGIMVAR®*?
“32EAEAAMFHR 40
“49ASSHSTDLMEAMAMGSVEASYK“™?
“9)ASSHSTDLMEAMAMGSVEASYK“®
“9ASSHSTDLMEAMAMGSVEASYK“®
“BAPIIAVTRE®)
®OGIFPVVCKDPVQEAWAEDVDLR®®"

0 @%8) ASADIETYLLEK®™

2 @82\ ALTGLTVAEYFR®

3 20 GLTEEDSVYVFK®®)

3 @)GILAADESTGSIAK®?

5 CATETTQETITNAETAK#®)
29| LLANFLAQTEALMR“®®

17 OGNPTVEVDLHTAK®®

39| ADLAGNPELILPVPAFNVINGGSHAGNK*?
)| ADLAGNPELILPVPAFNVINGGSHAGNK 2
189 AMQEFMILPVGASSFR"™
@0\/\/IGMDVAASEFYR®?)
10 4DEATESFASDPILYRPVAVALDTK®®?
CTEGVEQNVDMVFASFIR®?
“9ASSHSTDLMEAMAMGSVEASYK“?
27 A TEGGAPSFPLGSPLSSPVFPR®"

86
77
80
80
83
62
68
105
64
56
67
57
59
79

79
78

59
76

81
64
88
54
54
79
66
70
93
61
109

61

937.9634
937.9648
937.9656
938.4556
938.4575
613.3077
613.3083
919.4666
539.2408
784.3316
784.3319
784.3319
420.7410
848.4227

733.3947
720.3998

750.3861
666.8533

828.4130
860.4808
690.8599
759.6530
759.9055
964.9896
786.8934
831.7675
937.9653
784.3316

1059.5623
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ATP synthase subunit alpha,
mitochondrial

Actin, aortic smooth muscle

Banda 13
Myosin-7
Elongation factor 1-alpha 1

Fructose-bisphosphate
aldolase A

Pyruvate kinase 2 protein,
partial

Creatine kinase M-type

Beta-enolase

ATPA_BOVIN

ACTA_BOVIN

MYH7_BOVIN
EF1A1_BOVIN
A6QLL8_BOVIN

Q32C87_BOVIN

KCRM_BOVIN

ENOB_BOVIN

ATP5A1

ACTA2

MYH7
EEF1A1
ALDOA

PKM2

CKM

ENO3

207 7
145 6
79 0
63 2
64 5
92 2
171 9
569 24

®ITSGGAGGLGALR
10vELQELNDR™®
1289 EQQNAALAAEVNR 42
IS\ AEIYEEELRYS?
2EEAENNLAAFR®?)
CIIADVDAATLAR®???
OEASEASGYQDNIARG®)
®MALDVEIATYR O
“OINLPIQTFSALNFR“#)
39T GAIVDVPVGEELLGR™*?
150\ vDALGNAIDGK Y
GBEAYPGDVFYLHSRE
CYAGFAGDDAPR®?
e*DSYELPDGQVITIGNER®®

@8) ASADIETYLLEK®™®
9 GGIGTVPVGR®®

IS GEHTPSSLAIMENANVLAR®™

@ EGVEQNVDMVFASFIR®?E?

157 SVEALNSLTGEFK ™

GG TGGVDTAAVGSVFDVSNADR®

OGNPTVEVDLHTAK®®

)AAVPSGASTGIYEALELR®?
GIAAVPSGASTGIYEALELRDGDK®?
39| ADLAGNPELILPVPAFNVINGGSHAGNK*?
39| ADLAGNPELILPVPAFNVINGGSHAGNK*?
(163 AMQEFMILPVGASSFR"™
163 AMQEFMILPVGASSFR®™

29T AIQAAGYPDK®?
240\/\/IGMDVAASEFYR®*®)

91
70
84
72
74
69
95
84
87
75
71
64
63
82

79
63
64

92

108
65
66

126
58
66
66
85
67
65

103

62

508.7712
558.2865
837.4369
625.8134
632.3012
501.7623
764.8575
649.3260
817.4579
812.9522
586.3190
777.3751
488.7267
895.9540

733.3928
513.3038
713.6996

937.9661

754.4033
997.9802
690.8480
902.9679
740.7086
1012.5370
1012.8728
964.9767
643.6555
567.7860
786.8895
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Desmin

ATP synthase subunit beta,
mitochondrial

TP synthase subunit alpha,
mitochondrial

Actin, alpha skeletal muscle

Banda 14

Creatine kinase S-type,
mitochondrial
Fructose-bisphosphate
aldolase C, partial

Pyruvate dehydrogenase E1
component subunit alpha,
somatic form, mitochondrial
Phosphoglycerate kinase 1

DESM_BOVIN

ATPB_BOVIN

ATPA_BOVIN

ACTS_BOVIN

KCRS_BOVIN

L8JOU4_9CETA

ODPA_BOVIN

PGK1_BOVIN

DES

ATP5B

ATP5A1

ACTAl

CKMT2

M91_14627

PDHA1

PGK1

190

681

156

643

75

106

69

138

19

30

A TEGGAPSFPLGSPLSSPVFPR®”
“ONLPIQTFSALNFR“?9)

%) VLEVAQHLGESTVR®
%) VLEVAQHLGESTVR®
MO AMDGTEGLVR®
129y DSGAPIRIPVGPETLGR™?
139 PVGPETLGR"*?)

139 PVGPETLGR®*?
CAHGGYSVFAGVGER®?)
@3\ ALVYGQMNEPPGAR®™?
@8\ ALTGLTVAEYFR®?
CETQAGSEVSALLGR®?Y
3 TGAIVDVPVGEELLGR™?
@OTSIAIDTINQK®?
“HAGFAGDDAPR®?
GHAVFPSIVGRPR™Y
*¥DSYVGDEAQSKR®"

COTTGIVLDSGDGVTHNVPIYEGYALPHAIMR®™
OTTGIVLDSGDGVTHNVPIYEGYALPHAIMR®®

@S YELPDGQVITIGNER®?®

@S)KDLYANNVMSGGTTMYPGIADR®
@DLYANNVMSGGTTMYPGIADR®

(QEYDEAGPSIVHRE™

@19 SEMTEQDQQR®?

9GVVPLAGTDGETTTQGLDGLSER"®®

“O EEGPPVTTVLTR®®

@4\ NNMEIGTSLFDEEGSK®®¥

103

87
61
83
87
97
72
72
80
71
99
94
83
75
63
60
64
53
62
87

105
119

85

75

107

69

75

63

1059.5631
817.4597
550.9721
825.9663
639.8208
649.7017
519.7877
520.2925
703.8458
809.4132
720.4008
718.3679
812.9522
658.8747
488.7269
599.8482
677.8170
803.9044

1071.5504
895.9435
802.7092

1139.5211
750.8583

690.8073

1137.0769

706.3930

999.9730
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80 TLPVDFVTADKFDENAK "

Fructose-bisphosphate ABQLL8_BOVIN ALDOA 164 11 MAG\YVPLAGTNGETTTQGLDGLSER™?
aldolase A ) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™
Creatine kinase M-type KCRM_BOVIN CKM 347 20 ®)pLFEDPIIQDR®®

@57 SVEALNSLTGEFK®™

O SMTEQEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR
#2DGTGGVDTAAVGSVFDVSNADR®
Beta-enolase ENOB_BOVIN ENO3 895 37 OGNPTVEVDLHTAK®®
O GNPTVEVDLHTAK®®
O GNPTVEVDLHTAK®®
GIAAVPSGASTGIYEALELR®?
GIAAVPSGASTGIYEALELR®?
)AAVPSGASTGIYEALELR®?
GIAAVPSGASTGIYEALELR®?
GIAAVPSGASTGIYEALELR®?
GIAAVPSGASTGIYEALELRDGDK®?
O\ DKFMIELDGTENK
3| ADLAGNPELILPVPAFNVINGGSHAGNK %2
39| ADLAGNPELILPVPAFNVINGGSHAGNK*?
3| ADLAGNPELILPVPAFNVINGGSHAGNK 2
3| ADLAGNPELILPVPAFNVINGGSHAGNK 2
163 AMQEFMILPVGASSFR"™
(6% AMQEFMILPVGASSFR"™
163 AMQEFMILPVGASSFR®™
163 AMQEFMILPVGASSFR®™
163 AMQEFMILPVGASSFR®™
(1639 AMQEFMILPVGASSFR"™
(163 AMQEFMILPVGASSFR"™
@)D ATNVGDEGGFAPNILENNEALELLK®?®
@3IDATNVGDEGGFAPNILENNEALELLK®?®
29T AIQAAGYPDKVVIGMDVAASEFYR®?)

63
82
82
61
108
75
106
66
63
63
126
96
91
113
101
106
90
78
78
72
60
66
87
66
99
58
100
100
66
61
70

64

674.9974
1137.0769
713.7105
616.3109
754.3855
226.2839
997.9622
690.8538
690.8624
691.3427
902.9650
602.3153
902.9815
902.9843
902.9843
740.6883
827.8967
759.3921
759.6444
1012.5405
1518.8131
948.9970
956.9950
964.9023
964.9503
643.6562
964.9824
965.4760
915.1110
915.4465
896.7793
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Actin, alpha skeletal muscle

Banda 15

Creatine kinase S-type,
mitochondrial
Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase
Phosphoglycerate kinase 1

ACTS_BOVIN

KCRS_BOVIN
G3P_BOVIN

PGK1_BOVIN

ACTAl

CKMT2

GAPDH

PGK1

@297 AIQAAGYPDKVVIGMDVAASEFYR®?
@40\/\/|GMDVAASEFYR®?
@40\/\/|IGMDVAASEFYR®?
@40\/\/|IGMDVAASEFYR®?
@40\/\/|GMDVAASEFYR®?
@40\/\/|GMDVAASEFYR®?

%) AQSNGWGVMVSHR®™

359 AQSNGWGVMVSHR®™
856 42 eHAGFAGDDAPR®?
GHAVEPSIVGRPR™Y
GHAVFPSIVGRPRY
GHAVFPSIVGRPRY
®IpSYVGDEAQSK®?

8\ APEEHPTLLTEAPLNPK®®

2UMTQIMFETFNVPAMYVAIQAVLSLYASGR®
WSO TGIVLDSGDGVTHNVPIYEGYALPHAIMR®
AOTTGIVLDSGDGVTHNVPIYEGYALPHAIMR®™
WO TGIVLDSGDGVTHNVPIYEGYALPHAIMR®

e*DSYELPDGQVITIGNER®®
@S YELPDGQVITIGNER®?®
@S YELPDGQVITIGNER®?®
@)K DLYANNVMSGGTTMYPGIADR®*
@pLYANNVMSGGTTMYPGIADR®™
CAOEYDEAGPSIVHRE™
CAOEYDEAGPSIVHRE™
CAOEYDEAGPSIVHRE™

76 39 ISIEVENVAITALEGLK
62 4 199G AAQNIIPASTGAAK
218 11 159 GDVYVNDAFGTAHR®""™Y

109

67
89
65
66
68
69
59
89
78
78
78
64
63
86
61
61
66
83
76
86

105
134

84
75
88

76

62

75

65

1344.6866
778.8942
786.8352
786.8690
786.8922
786.8939
520.2368
779.8628
488.7240
599.3343
599.8217
600.2308

599.766
978.5015
100.5483
803.6531
803.8863

1071.5396
895.3713

1790.8987
895.9548
802.7118

1139.4857
750.8408
500.9013

750.859

743.4135

685.3662

545.5787
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66

0A| ESPERPFLAILGGAK®® 72 885.0026

280 T|_pVDFVTADKFDENAK®®" 72 675.0022
Fructose-bisphosphate AB6QLL8_BOVIN ALDOA 564 28 @I)GILAADESTGSIAK®? 87 666.8340
aldolase A “I QSIGTENTEENR®® 75 746.3511
GOQLLLTADDR®? 71 522.7816
GOQLLLTADDR®? 71 523.2866
M1AGVVPLAGTNGETTTQGLDGLSER 82 137.0742
MGy VPLAGTNGETTTQGLDGLSER®3 68 137.0817
59| GEHTPSSLAIMENANVLAR®® 90 708.3665
59| GEHTPSSLAIMENANVLAR®® 97  1070.0565
) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™ 85 713.7091
) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™ 97  1070.5479
@*)YSHEEIAMATVTALR®® 61 569.9294
@44y SHEEIAMATVTALR®® 83 854.4047
CZIAAQEEYVKREY 69 547.2845
Fructose-bisphosphate Q3ZBY4_BOVIN ALDOC 94 6 M2IGVVPLAGTDGETTTQGLDGLSER™® 96  1137.0742
aldolase C MAGyVPLAGTDGETTTQGLDGLSER®3 70  1137.0817
Creatine kinase M-type KCRM_BOVIN CKM 654 31 12 NFKAEEEYPDLSK® 78 841.9224
®)pLFDPIIQDR®® 59 616.3160
MNGGDDLDPNYVLSSR™? 77 754.2932
@50 SVEALNSLTGEFK™™ 108  754.3193
@50 SVEALNSLTGEFK™™ 79 754.4028
37 SVEALNSLTGEFK®™ 79 754.4030
@50 SVEALNSLTGEFK™™ 76 754.4033
@50 SVEALNSLTGEFK®™ 80 754.4046
@50 SVEALNSLTGEFK®™ 73 754.4049
37 SVEALNSLTGEFK®™ 89 754.4049
37 SVEALNSLTGEFK®™ 79 754.4050
@50 SVEALNSLTGEFK®™ 80 754.4052
@50 SVEALNSLTGEFK®™ 77 754.4057
(170)

(57 SVEALNSLTGEFK®™ 107 754.4058
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Beta-enolase

Actin, alpha skeletal muscle

ENOB_BOVIN

ACTS_BOVIN

ENO3

ACTAl

153

983

49

@57 SVEALNSLTGEFK®™
@57 SVEALNSLTGEFK®™®
@50 SVEALNSLTGEFK™™
@50 SVEALNSLTGEFK™™
@57 SVEALNSLTGEFK®™
@57 SVEALNSLTGEFK®™
ASMTEQEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR®%)
ESMTEQEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR®%)
BSMTEQEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR®®)
BSMTEQEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR®®)
OSMTEQEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR®%)
OSMTEQEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR®%)
@2)SELVWVNEEDHLR®®
@25F| VWVNEEDHLR®®
F2ORGTGGVDTAAVGSVFDVSNADR®*
F2ORGTGGVDTAAVGSVFDVSNADR®*
GG TGGVDTAAVGSVFDVSNADRG
OGNPTVEVDLHTAK®®
(6% AMQEFMILPVGASSFR"™
@)AGFAGDDAPR®?
GHAVFPSIVGRPR™Y
GHAVFPSIVGRPR®Y
GHAVEPSIVGRPR™Y
3IpSYVGDEAQSKR®
8\ APEEHPTLLTEAPLNPK®®
2DMTQIMFETENVPAMYVAIQAVLSLYASGR®
ZDMTQIMFETENVPAMYVAIQAVLSLYASGR®
ZDMTQIMFETENVPAMYVAIQAVLSLYASGR®)
2DMTQIMFETENVPAMYVAIQAVLSLYASGR®
2DMTQIMFETENVPAMYVAIQAVLSLYASGR®
OTTGIVLDSGDGVTHNVPIYEGYALPHAIMR®™

61
107
85
79
108
76
69
96
75
96
75
75
67
78
94
60
68
68
85
86
77
77
77
74
63
91
80
77
100
77
65

67

754.4059
754.4066
754.4070
754.4070
754.8394
754.8830
915.9577
1225.9429
919.7143
1226.2607
919.9499
920.2069
548.5973
822.3945
717.6867
1076.0342
665.6504
690.8594
964.9938
488.7191
599.3455
599.8160
600.2316
677.8165
978.4813
100.5483
100.5497
100.5511
100.5526
100.8839
799.9041
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Beta-actin

Banda 16

Aspartate aminotransferase,
cytoplasmic

Tropomyosin beta chain

Fructose-bisphosphate
aldolase A

ACTB_BOVIN

AATC_BOVIN

TPM2_BOVIN

A6QLL8_BOVIN

ACTB

GOT1

TPM2

ALDOA

BOTTGIVLDSGDGVTHNVPIYEGYALPHAIMR®™®
30T TGIVLDSGDGVTHNVPIYEGYALPHAIMR®™®
@*DSYELPDGQVITIGNER®®
@*USYELPDGQVITIGNER®®
@K DLYANNVMSGGTTMYPGIADR®
@K DLYANNVMSGGTTMYPGIADR®
@*pLYANNVMSGGTTMYPGIADR®™
BB YSVWIGGSILASLSTFQQMWITK
(AQEYDEAGPSIVHR®™
(AQEYDEAGPSIVHR®™
(QEYDEAGPSIVHRE™

364 16 IAGFAGDDAPR®
@IAVEPSIVGRPR®?
@)AVFPSIVGRPR®?
@)AVFPSIVGRPR®?
GYpSYVGDEAQSKR®?
MOMTQIMFETENTPAFYVAIQAVLSLYASGR®*”
MOMTQIMFETEFNTPACYVAIQAVLSLYASGR™*"

60 5 eDIANDSSINHEYLPILGLAEFR®

383 20 K ATDAEADVASLNR®
©2QLVEEELDR®
169 \/ILEGELER®™®
@0)g) EAQADKYSTK®"
52T\ DDLEDEVYAQK®
1107 51 @PHQYPALTPEQK™®
I9ELCDIAHR®)
@)G|LAADESTGSIAK"?
@)G|LAADESTGSIAK®?
@)G|LAADESTGSIAKR®?

74
77
82
87
100
119
145
75
78
82
78
86
77
77
77
74
71
62

60

102
66
74
70
70
66
70
97
83
78

68

1066.2188
1071.5239
895.8594
895.9356
803.0326
1204.0604
1139.4713
920.8193
500.8771
750.8142
501.2202
488.7191
599.3455
599.8160
600.2316
677.8165
1100.8839
1105.8853

791.4168

730.8729
622.3167
585.8368
670.8384
769.8670
704.8472
507.2394
666.7905
666.8536
744.9100
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I QSIGTENTEENR®®
COQLLLTADDR®?
199\/DKGVVPLAGTNGETTTQGLDGLSER™
M1AGVVPLAGTNGETTTQGLDGLSER
MAG\YVPLAGTNGETTTQGLDGLSER™?
MAGVYVPLAGTNGETTTQGLDGLSER™?
M1AGVVPLAGTNGETTTQGLDGLSER
) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™
59| GEHTPSSLAIMENANVLAR®®
59| GEHTPSSLAIMENANVLAR®®
) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™
) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™
59| GEHTPSSLAIMENANVLAR®®
) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™
) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™
) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™
59| GEHTPSSLAIMENANVLAR®®
) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™
59| GEHTPSSLAIMENANVLAR®®
) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™
) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™
) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™
59| GEHTPSSLAIMENANVLAR®®
) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™
) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™
) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™
59| GEHTPSSLAIMENANVLAR®®
59| GEHTPSSLAIMENANVLAR®®
) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™
) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™
59| GEHTPSSLAIMENANVLAR®™®

71
78
72
127
76
74
83
79
90
85
58
95
85
65
74
82
70
71
95
67
90
80
90
84
72
86
85
82
91
82
58

69

745.8254
522.7794
872.1222
1136.5427
1136.9875
1137.032
758.3805
708.3557
1062.0624
713.6732
713.6857
1070.0322
713.6924
713.6974
713.6979
713.6979
713.698
713.6983
713.6983
713.6983
713.6983
713.6984
713.6985
713.6987
713.6987
713.6987
713.6988
713.6994
1070.055
713.7069
714.0047
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Fructose-bisphosphate
aldolase C

Creatine kinase M-type

Actin, alpha skeletal muscle

Banda 17

Aspartate aminotransferase,
mitochondrial

Creatine kinase M-type
Troponin T, fast skeletal
muscle

Q3ZBY4_BOVIN

KCRM_BOVIN

ACTS_BOVIN

AATM_BOVIN

KCRM_BOVIN
TNNT3_BOVIN

ALDOC

CKM

ACTAl

GOT2

CKM
TNNT3

258

187

273

89

106
63

14

17

16

) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™
) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™
")y ASICQQNGIVPIVEPEILPDGDHDLKR®
")y ASICQQNGIVPIVEPEILPDGDHDLKR®
@4y SHEEIAMATVTALR®®
@4y SHEEIAMATVTALR®®
@)y SHEEIAMATVTALR®®
@)y SHEEIAMATVTALR®®
@)y SHEEIAMATVTALRR®?

@)Y SHEEIAMATVTALRR®?
@0TVPPAVPGITFLSGGQSEEEASINLNAINK#
CZAAQEEYVKR®Y
CZ)AAQEEYVKR®Y
199\ DKGVVPLAGTDGETTTQGLDGLSER®**¥
Ay VPLAGTDGETTTQGLDGLSER®
MGy VPLAGTDGETTTQGLDGLSER®
MAGyVPLAGTDGETTTQGLDGLSER®3
Ay VPLAGTDGETTTQGLDGLSER®
")y ASICQQNGIVPIVEPEILPDGDHDLKR®
)y ASICQQNGIVPIVEPEILPDGDHDLKR®
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Tropomyosin beta chain TPM2_BOVIN

Fructose-bisphosphate
aldolase A

A6QLLS_BOVIN

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

G3P_BOVIN

TPM2

ALDOA

GAPDH
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Beta-enolase
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Creatine kinase M-type
Tropomyosin beta chain

Troponin T, fast skeletal
muscle

Fructose-bisphosphate
aldolase A

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase
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TPM2_BOVIN
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ALDOA

GAPDH
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Beta-enolase

Banda 19

Creatine kinase M-type
Fructose-1,6-bisphosphatase
isozyme 2

L-lactate dehydrogenase A-like
6B

Pyruvate kinase 2 protein,
partial

Troponin T, slow skeletal
muscle

Tropomyosin alpha-3 chain

Tropomyosin beta chain

ENOB_BOVIN

KCRM_BOVIN
F16P2_BOVIN

LDH6B_BOVIN
Q3zC87_BOVIN
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CKM
FBP2

LDHALGB
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Tropomyosin alpha-1 chain

Fructose-bisphosphate
aldolase A

L-lactate dehydrogenase A
chain

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

Banda 20

Beta-enolase

Creatine kinase M-type
Fructose-1,6-bisphosphatase
isozyme 2
Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

Malate dehydrogenase,
cytoplasmic

Pyruvate kinase 2 protein,
partial

Tropomyosin alpha-3 chain

TPM1_BOVIN TPM1

A6QLL8_BOVIN ALDOA
LDHA_BOVIN LDHA
G3P_BOVIN GAPDH
ENOB_BOVIN ENO3
KCRM_BOVIN CKM
F16P2_BOVIN FBP2
G3P_BOVIN GAPDH
MDHC_BOVIN MDH1
Q3zZC87_BOVIN PKM2
TPM3_BOVIN TPM3
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Tropomyosin beta chain

Tropomyosin alpha-1 chain

Fructose-bisphosphate
aldolase A

Myozenin-1

Malate dehydrogenase,

TPM2_BOVIN

TPM1_BOVIN

AGQLLS_BOVIN

MYOZ1_BOVIN

MDHM_BOVIN

TPM2

TPM1
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MYOZ1

MDH2
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mitochondrial

Banda 21

Four and a half LIM domains
protein 1 isoform 3

Actin, aortic smooth muscle
Beta-enolase

Carbonic anhydrase 3
Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

L-lactate dehydrogenase A
chain

Myosin light chain 1/3, skeletal
muscle isoform

Troponin T, fast skeletal
muscle

PREDICTED: LIM domain-
binding protein 3 isoform X5

Fructose-bisphosphate
aldolase A

Creatine kinase M-type

Banda 22
Fructose-bisphosphate
aldolase A

Glycogen phosphorylase,
muscle form

Creatine kinase M-type
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GAPDH
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Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase
Heat shock protein beta-1

Myosin light chain 1/3, skeletal
muscle isoform
Triosephosphate isomerase

Myozenin-3

Carbonic anhydrase 3

Banda 23
Creatine kinase M-type

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase
Heat shock protein beta-1

Myosin light chain 1/3, skeletal
muscle isoform

Myozenin-3

Peroxiredoxin-6
Phosphoglycerate mutase 2

Carbonic anhydrase 3
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Creatine kinase M-type
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PRDX6_BOVIN
PGAM2_BOVIN
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GAPDH
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Triosephosphate isomerase TPIS_BOVIN

Peroxiredoxin-6 PRDX6_BOVIN

Phosphoglycerate mutase 2 PGAM2_BOVIN

Myosin light chain 1/3, skeletal MYL1_BOVIN
muscle isoform

Heat shock protein beta-1 HSPB1_BOVIN
Carbonic anhydrase 3 CAH3_BOVIN
Banda 25

Carboxymethylenebutenolidase ~ Q3T141_BOVIN
protein, partial

Creatine kinase M-type KCRM_BOVIN
Glutathione S-transferase Mu2 A5PKMO BOVIN
protein, partial B
Triosephosphate isomerase TPIS_BOVIN

TPI1

PRDX6
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HSPB1

CA3
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GSTM2
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79

Oy FGESDELIGQK™? 71 729.8350

9 AHALAEGLGVIACIGEK®Y 59 603.3300

@S\ VLAYEPVWAIGTGK®™ 72 801.9231

@78\ VLAYEPVWAIGTGK™®® 60 733.8673

19N VSDAVAQSAR® 72 602.3138

19SNVSDAVAQSAR® 72 602.8049

@20EL ASQPDVDGFLVGGASLKPEFVDIINAK#%®) 76  1010.5370

Phosphoglycerate mutase 2 PGAM2_BOVIN PGAM2 121 17 1) EGMSDQAIMELNLPTGIPIVYELDQALKPTKP 3V 56 820.2192
@3 GDEETVR®@? 65 533.2656

Fructose-bisphosphate ABQLL8 _BOVIN ALDOA 136 7 CHQLLLTADDR®? 69 522.7874
aldolase A ) GEHTPSSLAIMENANVLAR®™ 67 713.6997
Myosin light chain 1/3, skeletal ~ MYL1_BOVIN MYL1 305 29 “9QQQDEFKEAFLLFDR®? 60 638.6476
muscle isoform “¥»QQQDEFKEAFLLFDR®? 73 957.9739
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©3\/SLDVNHFAPEELTVK®® 61 899.4658

BKYTLPPGVDPTLVSSSLSPEGTLTVEAPLPK®” 89  1065.2490

BV TLPPGVDPTLVSSSLSPEGTLTVEAPLPK®” 79  1022.5516

S ATQSAEITIPVTEFQAR™ 73 910.4742

Fast-twitch myosin light chain MYL1_BOVIN MYL1 305 33 “)QQQDEFKEAFLLFDR®® 60 638.6476
1, partial “YQQQDEFKEAFLLFDR®® 73 957.9739
“NTLSQVGDVLR® 98 600.8501

“NTLSQVGDVLR® 85 601.2285

®2)|EFEEFLPMLQAISNNKDQGTYEDFVEGLR™ 61  1183.2441
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Banda 26

Fructose-bisphosphate
aldolase A
Creatine kinase M-type

Flavin reductase (NADPH)

Mitochondrial peptide
methionine sulfoxide reductase

Myosin light chain 6B
Triosephosphate isomerase

Myosin light polypeptide 6

Myosin light chain 3

Myosin light chain 1/3, skeletal
muscle isoform

A6QLL8_BOVIN

KCRM_BOVIN
BLVRB_BOVIN
MSRA_BOVIN

Q148H2_BOVIN
TPIS_BOVIN

MYL6_BOVIN

MYL3_BOVIN

MYL1_BOVIN

ALDOA

CKM
BLVRB
MSRA

MYL6B
TPI1

MYL6

MYL3

MYL1

89

77
78
62

64
412

143

249

608

34

10

14

52

®9pQGTYEDFVEGLR™™

@)GILAADESTGSIAK®?

150 SVEALNSLTGEFK®™
e)TVAGQDAVIVLLGTR™®
(180\/| SEHGFGLITTDIR"®¥

9GSYQDYLEGLR™
@ONNLGELINTLNAAK®?
O\ ANGAFTGEISPGMIK®
®p GATWVVLGHSER®?
OV FGESDELIGQK™?

M9\ AHALAEGLGVIACIGEK™Y
1%BISNVSDAVAQSAR®P®
®\/FDKEGNGTVMGAEIR®™
CIEGNGTVMGAEIR?
EALGQNPTQAEVLR®®
43\ FDKEGNGTVMGAELR™®
4DEGNGTVMGAELR®®®
OKPAAAAAPAPAPAPAPAPAPAPPK®?
OKPAAAAAPAPAPAPAPAPAPAPPKEEK®®
OKPAAAAAPAPAPAPAPAPAPAPPKEEK®®
OKPAAAAAPAPAPAPAPAPAPAPPKEEK®®
“)QQQDEFKEAFLLFDR®?

I T.SQVGDVLR™®
I T.SQVGDVLR™®
I T.SQVGDVLR™®
I T.SQVGDVLR™®
I T.SQVGDVLR™®
I T.SQVGDVLR™®
I T.SQVGDVLR™®

74

89

78
78
62

64
66
61
85
67
67
66
81
62

107

81
62
78
93
93

102

60
61
90
61
73
61
85
61

80

764.8279

666.8508

754.4055
756.9450
553.2973

650.8121
743.3998
804.4038
770.4019
729.8627
603.3276
602.7952
580.2717
625.2950
698.8820
580.2717
625.2950
700.0645
621.5900
621.8291
828.7880
638.6432
600.3350
600.8395
600.8439
600.8488
600.8497
601.2362
601.3330
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Heat shock protein beta-1

Banda 27

Glutathione S-transferase P
PDZ and LIM domain protein 7
Peroxiredoxin-2

Fast skeletal troponin |

Myosin light chain 1/3, skeletal
muscle isoform

Adenylate kinase isoenzyme 1

HSPB1_BOVIN

GSTP1_BOVIN

PDLI7_BOVIN

PRDX2_BOVIN
F8SWQ8_BOVIN

MYL1_BOVIN

KAD1_BOVIN

HSPB1

GSTP1
PDLIM7
PRDX2

MYL1

AK1

159

75

71

83
263

162

304

19K IEFEQFLPMLQAISNNK®??

(123) (135)
DQGTYEDFVEGLR

UZ)DQGTYEDFVEGLR™®

(136) (151)
VFDKEGNGTVMGAELR
HOEGNGTVMGAELR®Y

22 COALPAAAIEGPAYNRY
KYTLPPGVDPTLVSSSLSPEGTLTVEAPLPK "

7 CFQDGDLTLYQSNAILR"

2 ©\WLEGPAPWGFR®"

8 OYEGGLGPLNIPLLADVTR®**?

17 @5y MLQIAATELEK®?
)5V MLQIAATELEKEEGR®?

")\ DAAEEEKYDMEIR®?
2\ DAAEEEKYDMEIR®?
")\ DAAEEEKYDMEIR®®
")\ DAAEEEKYDMEIR®®
")\ DAAEEEKYDMEIR®®
2\ DAAEEEKYDMEIR®?
")\ DAAEEEKYDMEIR®®
2 DAAEEEKYDMEIR®?
12 O TLSQVGDVLR™®
2)DQGTYEDFVEGLR™
24 GAYGYTHLSTGDLLR"
®AYGYTHLSTGDLLR“"
“YGQLVPLETVLDMLR)"
®)GQLVPLETVLDMLR""
®)GQLVPLETVLDMLR""
¢)GQLVPLETVLDMLR""
N AQPTLLLYVDAGPETMTK®”
WO AQPTLLLYVDAGPETMTKR™?®

58
78
65
81
62
80
79

75
71
83
72
82
102
108
86
68
100
109
79
87
99
63
90
77
86
64
70
70
56
74

81

722.6834
764.8367
764.8542
580.2717
625.2950
707.3595
1065.2498

927.4785
664.3618
867.9973
724.8889
640.6646
576.5864
576.5934
576.5956
576.5956
576.5960
864.3947
864.3974
864.4000
600.8320
764.8508
499.2481
748.3838
800.4159
800.4442
800.4457
800.9455
1039.0586
745.0667
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Banda 28
Alpha-crystallin B chain

Phosphatidylethanolamine-
binding protein 1

Myosin light chain 1/3, skeletal
muscle isoform

Beta-enolase

Troponin |, fast skeletal muscle

Banda 29
Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

Cofilin-1

Fast-twitch myosin light chain
1, partial

Myoglobin

Myosin light chain 1/3, skeletal
muscle isoform

PREDICTED: LIM domain-
binding protein 3 isoform X5
Myosin regulatory light chain 2,
ventricular/cardiac muscle
isoform

Creatine kinase M-type

TPA: fast skeletal muscle
troponin C

Banda 30

CRYAB_BOVIN
PEBP1_BOVIN

MYL1_BOVIN

ENOB_BOVIN

A5PIM2_BOVIN

G3P_BOVIN

COF1_BOVIN
MYL1_BOVIN

MYG_BOVIN
MYL1_BOVIN

Q3ZBC9_BOVIN

MLRV_BOVIN

KCRM_BOVIN

TNNC1_BOVIN

CRYAB
PEBP1

MYL1

ENO3

TNNI2

GAPDH

CFL1
MYL1

MB
MYL1

LDB3

MYL2

CKM

TNNC1
TNNC

61
171

129

140

139

59

58
83

105
83

104

211

237

216

14
18

19

14

30

10

37

129 pADVDPLAITSSLSSDGVLTVNGPR®?
3 yTLVLTDPDAPSR"®
CYGNNISSGTVLSDYVGSGPPK™?
OKPAAAAAPAPAPAPAPAPAPAPPKEEK®®
I TLSQVGDVLR"™®
®IAAVPSGASTGIYEALELR®?

(189 AMQEFMILPVGASSFR"?
@I5VMLQIAATELEK®?

"2\ DAAEEEKYDMEIR®

199G AAQNIIPASTGAAK

EyALYDATYETK®?
“ITLSQVGDVLR®

CIHGNTVLTALGGILK?
I T.SQVGDVLR™®

198/ ANSPANADYQER "

CNNVKNEEIDEMLK™
MOADYIKEMLTTQAER®?
OESKEEIDQMFAAFPPDVTGNLDYK™?
(2RGTGGVDTAAVGSVFDVSNADR®*
)G TGGVDTAAVGSVFDVSNADR®Y
2] GSSEVEQVQLVVDGVK®*®
WSy SEEMIAEFK®
@I AAFDMFDADGGGDISVK®?

@I AAFDMFDADGGGDISVK®?
@IAAFDMFDADGGGDISVK®?
CUGKTEEELAECFR™"®?

61
71
100
64
66
68
73
59
81

59

58
83

105
83

104

80
75
55
75
85
78
70
73
87
75
59

82

865.4627
780.9211
974.9902
621.8421
600.8511
902.9811
964.9929
724.8908
576.5953

685.3747

669.3154
600.8503

697.4137
600.8503

767.3702

788.8990
562.2722
926.7712
717.6831
997.9826
893.4883
731.8351
866.3835
866.3840
866.3848
734.8419

W NDNDNDNDNDWDNDNOW

N

N NDNDNDNDNDNDNNWWWDN



PREDICTED: LIM domain-
binding protein 3 isoform X2
Troponin C, skeletal muscle

Myosin regulatory light chain 2,
skeletal muscle isoform

Myoglobin

Banda 31
Troponin C, skeletal muscle

Myosin regulatory light chain 2,
skeletal muscle isoform

Banda 32

Q3zZBC9_BOVIN

Q148C2_BOVIN

MLRS_BOVIN

MYG_BOVIN

Q148C2_BOVIN

MLRS_BOVIN

LDB3

TNNC2

MYLPF

MB

TNNC2

MYLPF

94

259

366

182

167

639

25

26

18

18

62

(198\/\/ ANSPANADYQER™??

sy SEEMIAEFK®?
) AAFDMFDADGGGDISVK®?
) AAFDMFDADGGGDISVK®?
@) AAFDMFDADGGGDISVK®?
CUGKTEEELAECFR®?
“IpGIIDKEDLR®?
“IEDLRDTFAAMGR®?
2| KGADPEDVITGAFK®%®)
)G ADPEDVITGAFK®®
120p| EELLTTQCDR™Y
“8\EADVAGHGQEVLIR®?
CIHGNTVLTALGGILK™®

sy SEEMIAEFK®

@) AAFDMFDADGGGDISVK®?

3 AAFDMFDADGGGDISVK®?
ORAAAEGGSSSVFSMFDQTQIQEFK®?
1IAAAEGGSSSVFSMFDQTQIQEFK®?

“IpGIIDKEDLR®?
“IpGIIDKEDLR®?
“IEDLRDTFAAMGR®?

D) NVKNEELDAM™?

2 KGADPEDVITGAFK®%®)

2 KGADPEDVITGAFK®®)

)G ADPEDVITGAFK®®
)G ADPEDVITGAFK®®
120p| EELLTTQCDR™Y
e SQEEIKNMWAAFPPDVGGNVDYK %

94

70
106
68
89
83
65
70
95
70
67
77
105

67
66
100
82
61
63
63
72
78
71
88
70
75
64
56

83

767.3690

731.8277
866.3762
866.3820
866.3845
734.8435
587.3052
699.3269
780.9227
660.3263
762.8716
531.6125
697.4074

731.8391
866.3842
866.3845
879.7457
827.7147
586.8005
587.3066
699.3263
783.8684
780.8958
780.9205
660.3184
660.3264
762.8716
920.0977
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PDZ and LIM domain protein 3

Troponin C, slow skeletal and
cardiac muscles
Myoglobin

Myosin regulatory light chain 2,
skeletal muscle isoform

Banda 33
PDZ and LIM domain protein 3
Myoglobin

Myosin regulatory light chain 2,

PDLI3_BOVIN
TNNC1_BOVIN

MYG_BOVIN

MLRS_BOVIN

PDLI3_BOVIN
MYG_BOVIN

MLRS_BOVIN

PDLIM3
TNNC1

MB

MYLPF

PDLIM3
MB

MYLPF

83
64

232

294

104
336

140

18

21

28

) SGGIDFNQPLVITR®Y
WOONADGYIDLEELK™®

“8\EADVAGHGQEVLIR®?
“8\EADVAGHGQEVLIR®?
8\/EADVAGHGQEVLIR®?
“8\EADVAGHGQEVLIR®?
“&\EADVAGHGQEVLIR®?
8\EADVAGHGQEVLIR®?
8\EADVAGHGQEVLIR®?
8\EADVAGHGQEVLIR®?
8\EADVAGHGQEVLIR®?
“8\EADVAGHGQEVLIR®?
8\EADVAGHGQEVLIR®?
8\EADVAGHGQEVLIR®?
CYHGNTVLTALGGILK"®
COHGNTVLTALGGILK"®
COHGNTVLTALGGILK"®
“)DGIIDKEDLR®?
©2) KGADPEDVITGAFK®®
(94) (106)
GADPEDVITGAFK
29p EELLTTQCDR™

N SGGIDFNQPLVITR®Y
8\EADVAGHGQEVLIR®?
8\EADVAGHGQEVLIR®?
8\EADVAGHGQEVLIR®?
8\EADVAGHGQEVLIR®?

CIHGNTVLTALGGILK™®

20 PSDFGADAQAAMSK 3

2| KGADPEDVITGAFK®%

83
64

126
65
87
77
81
69
65
89
80
64
65
69
83

106
81
78
82
70
64

104
97
97

112
60

104

120
70

84

815.4572
690.3381

796.8970
531.6120
531.6123
531.6129
531.6133
531.6135
531.6136
531.6137
796.9232
796.9271
531.9389
531.9615
697.3679
697.3913
697.4117
587.2977
587.2977
660.3212
762.8741

815.453
531.2741
531.6104
796.9243
531.9419
697.4115
774.8426
780.9189
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skeletal muscle isoform
Banda 34

ATP synthase subunit delta,
mitochondrial

Creatine kinase M-type
Hemoglobin subunit beta
Protein cuta

Myosin light polypeptide 6

Myosin light chain 1/3, skeletal
muscle isoform

Banda 35

Cytochrome c oxidase subunit
5A, mitochondrial

Galectin-1

Myosin light chain 1/3, skeletal
muscle isoform

Thioredoxin

Hemoglobin subunit beta

ATPD_BOVIN

KCRM_BOVIN
HBB_BOVIN
CUTA_BOVIN
MYL6_BOVIN

MYL1_BOVIN

COX5A_BOVIN

LEG1_BOVIN
MYL1_BOVIN

THIO_BOVIN
HBB_BOVIN

ATP5D

CKM
HBB
CUTA
MYL6

MYL1

COX5A

LGALS1
MYL1

TXN
HBB

67

66
60
76
148

385

73

70
79

82
323

10

27

11

12
37

CYGADPEDVITGAFK!%

13D AQSELLGAADEATR®?

CGTGGVDTAAVGSVFDVSNADR G

2OEETPYVLQADFQK ™Y
122TQSSLVPALTDFVR®®)
\FDKEGNGTVMGAEIR™*
\VFDKEGNGTVMGAEIR*?
CIEGNGTVMGAEIR™M?
O TLSQVGDVLR™®
O TLSQVGDVLR™®
O TLSQVGDVLR™®
O TLSQVGDVLR™®
2L GNPSNEEMNAK*%?
2)DQGTYEDFVEGLR™®
13\ FDKEGNGTVMGAELR™?
13\ FDKEGNGTVMGAELR™*?
MOEGNGTVMGAELR®

(101 NDFASAVR1%)

13 NLEAINYLSAGGDFK®*?®
O TLSQVGDVLR™®

O YAFQEALNSAGEK®Y
®\DEVGGEALGR®
“IFFESFGDLSTADAVMNNPK®®
2O ETPVLQADFQK®Y
132\ \VAGVANALAHR®*)

70

67

66
60
76
68
84
64
93
71
85
93
63
81
68
84
64

73

70
79

82
69
73
73

110

85

660.3265

716.3605

997.9815
711.8707
767.4201
580.2830
869.9286
625.2961
600.8066
600.8488
600.8502
601.2264
709.8334
764.8538
580.2830
869.9286
625.2961

496.7580

862.9509
600.8499

714.3444
551.2799
1053.4839
711.8558
589.3333
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