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Figure  S1.  Image  of  proteins  identified  by MS/MS.  A)  Spot  obtained  from  2‐DE  gel  (S1  – 

arylsulfatase B). B) Bands retrieved from SDS‐PAGE gel (B1 – heat shock protein 70, B2 – 14‐3‐3 

protein, B3 – rab3, B4 – serine protease). 

   



 

Figure  S2.  Alignment  of  the  peptides  obtained  from MS/MS  and  RNAseq.  Similarities  are 

indicated as follow: ʺ*ʺ ‐ Indicative of fully conserved residue, ʺ:ʺ – Indicative of strongly similar 

properties  –  scoring  >  0.5  in  the Gonnet  PAM  250 matrix,  ʺ.ʺ  –  Indicative  of weakly  similar 

properties – scoring  0.5 in the Gonnet PAM 250 matrix.   



Table S1. Sequences of primers used  in RT‐qPCR. Primers were designed using primer blast 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer‐blast/index.cgi,  National  Center  for  Biotechnology 

Information)  and  their  quality  assessed  using  OligoAnalyzer  Tool 

(www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer,  Integrated DA  Technologies)  and  optimized  by 

PCR. 

Target  Forward primer (5ʹ‐3ʹ)  Tm (°C)  Reverse primer (5ʹ‐3ʹ)  Tm (°C)  Amplicon 

Gap_dh 
CAGGGGTGCTAAGCAGT

TGG 
60.96 

GAGAAGGCTGGGGCTCA

TTT 
60.03  165 

Rab3 
CAGTTGCTCTCATCCAC

GGT 
60.04 

AGCCTGGAATGGAAGTC

ACG 
60.04  136 

14‐3‐3 
GTCCGTTGTTTGACACG

CTC 
60.04 

GACCCACAACTCCTACT

GGC 
60.04  155 

ArsB  GACACTGGCGACCTCTACTG 
 

59.83 
GGTAGCTCTCCTTTGTGC

GT 
60.04  155 

SP  ACGGGGTTGCTTAATTCGGT 
 

59.96 
AGCCACACTAATGCGAA

CGA 
60.04  158 

Hsp70  TCCCGTACTCTTGTCCACAG 
 

58.75 
AGCGTGCCATGACAAAG

GAT 
60.32  152 

   



 

Figure S3. Expression analysis of key proteins in the mucus extract by RT‐qPCR, comparing the 

proboscis  and  body wall. Data  are  expressed  as mean  relative  expression  of Rab3,  14‐3‐3 

protein, ArsB (Arylsulfatase B), SP (Serine protease) and Hsp70 (Heat‐shock protein 70 kDa). The 

housekeeping gene Gap‐dh was used as calibrator. 

   



 

Figure S4. Production of Reactive Oxygen Species (A) and Mitochondrial Membrane Potential 

(B) in A2780 cells exposed during 48 hours to the extract (IC50, 0.08 μg. μL–1) and the control (PBS). 

No significant statistical differences were found between treatments.   



 

Figure S5. Autophagy assay of cells exposed to the extract and the control (PBS) during 12 h, 24 

h and 48 h to an extract concentration of IC50 (0.08 μg. μL‐1) and during 48 h to a concentration of 

1/10  IC50  and  1/5  IC50.  A2780  cell  lines  stained with  CytoGreen  (green)  for  autophagy  and 

counterstain with hoechst 33342 (blue).   



 



Figure S6. Immunofluorescent assay used in A2780 cells exposed to the extract (IC50, 0.08 μg. μL‐

1) and the control (PBS) during 3 h, 6 h, 12 h and 48 h. The cells were probed with F‐actin (green) 

and α‐tubulin (red) and counterstained with Hoechst dye 33258 (blue).



. 



Table S2. Individual results from STRING for each of the homologous in Homo sapiens (ARSB ‐ arylsulfatase B, PRSS1 ‐ trypsin‐1 serine protease, YWHAZ ‐ 14‐3‐3 protein zeta, RAB3C 

‐ Ras‐related protein Rab‐3C, HSPA8 ‐ Heat shock protein 70 kDa), for the proteins identified in Eulalia sp.. The network for each protein has been expanded to additional ten proteins 

and the confidence cut‐off for showing interaction links has been set to medium (0.400). 
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