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RESUMO

O objetivo geral dessa tese foi avaliar as associacdes da sazonalidade e do clima tropical imido
com as caracteristicas seminais de bufalos criados em regime extensivo, com suplementacao no
periodo de seca. Foram utilizados ao longo dos experimentos de seis a nove touros bufalos da
raca Murrah, submetidos a regime semanal de coleta de sémen com auxilio de vagina artificial
aquecida, durante os periodos de junho de 2014 a maio de 2016. As amostras de s€émen foram
selecionadas quanto a sua qualidade espermatica imediatamente apods a coleta e entdo submetidas
ao processo de congelamento em maquina computadorizada, diluidas em diluidor comercial.
Apds o descongelamento as amostras foram avaliadas quanto a cinética espermdtica (por
metodologia CASA), integridade funcional de membranas (teste hiposmdtico), integridade
estrutural de membrana plasmatica e integridade da cromatina espermatica (citometria de fluxo).
As caracteristicas seminais ap6s o descongelamento foram comparadas de acordo com a época da
realizacdo da coleta do sémen. Amostras de plasma seminal foram obtidas por centrifugagdes
sucessivas das amostras de s€men e posteriormente submetidas a dosagens de proteina total do
plasma seminal, separagdo de bandas proteicas (SDS-PAGE) e mapa da distribuigdo de spots de
proteinas (2D SDS-PAGE). Os spots de proteinas predominantes, bem como aqueles
diferencialmente expressos entre os periodos de coleta de sémen, foram identificados utilizando
espectrometro de massas (ESI-Q-ToF). Nesse estudo foi possivel perceber a associacdo das
variaveis climaticas sobre a resisténcia espermatica ao congelamento, e sobre o padrao de
distribuicao de proteinas no plasma seminal. Em situagdes de pico do indice de pluviosidade
(atipico), obtiveram-se maiores valores dos parametros cinéticos (exceto LIN) e de integridade
estrutural e funcional da membrana plasmatica. Na auséncia de valores extremos de chuva, foram
obtidos maiores valores de cinética espermatica (exceto MT, LIN e BCF) no periodo de menor
estresse térmico, estimado pelo indice de temperatura e umidade (ITU). Quanto a quantificagdo
de proteinas total do plasma seminal, ndo houve diferenca entre os periodos estudados, entretanto
houve mudanc¢a no padrdo de expressao de certas proteinas. As proteinas carboxipeptidase Q e
albumina foram mais intensamente expressas em periodo de menor ITU, ja as proteinas fetuina
B, receptor de imunoglobulina polimérica, ligadora de acrosina, macroglobulina alfa2 e
superdxido dismutase extracelular foram mais expressas no periodo de maior ITU (maior estresse
térmico estimado). O proteoma principal do plasma seminal de bufalos foi pela primeira vez
descrito, sendo as proteinas com maior intensidade de expressdo as isoformas da familia das
secretoglobinas, espermadesinas Z13, clusterinas, familia das BSP, albumina e zinco-alfa2-
glicoproteinas.

Palavras-chave: bufalo, liquido seminal, proteinas, criopreservacdo, regime extensivo.
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ABSTRACT

The general objective of this thesis was to evaluate the associations of seasonality and tropical
humid climate with the seminal characteristics of buffaloes raised in an extensive regime, with
supplementation in the dry season. Six to nine buffalo bulls of the Murrah breed were used
throughout the experiments, under a weekly regimen of semen collection with the aid of a heated
artificial vagina, during the periods from June 2014 to May 2016. The semen samples were
selected on their spermatic quality immediately after the collection and then submitted to the
process of computerized freezing, diluted in commercial diluent. After thawing, the samples were
evaluated for spermatic kinetics (CASA method), membrane functional integrity (hyposmotic
test), structural integrity of plasma membrane and integrity of sperm chromatin (flow cytometry).
Sperm characteristics after thawing were compared according to the time of semen collection.
Seminal plasma samples were obtained by repeated centrifugation of the semen samples and then
submitted to total seminal plasma protein, protein band separation (SDS-PAGE) and protein spot
distribution (2D SDS-PAGE) assays. The predominant protein spots, as well as those
differentially expressed between the semen collection periods, were identified using mass
spectrometer (ESI-Q-ToF). In this study it was possible to observe the association of climatic
variables on sperm resistance to freezing, and on the protein distribution pattern in seminal
plasma. In peak conditions of the (atypical) rainfall index, higher values of kinetic parameters
(except LIN) and structural and functional integrity of the plasma membrane were obtained. In
the absence of extreme rain values, higher values of spermatic kinetics (except MT, LIN and BCF)
were obtained in the period of lower thermal stress, estimated by the temperature and humidity
index (THI). Regarding the total protein quantification of the seminal plasma, there was no
difference between the periods studied, however, there was a change in the expression pattern of
certain proteins. The carboxypeptidase Q proteins and albumin were more intensely expressed in
the period of lower THI, whereas the fetuin B proteins, polymeric immunoglobulin receptor,
acrosin binding, alpha2 macroglobulin and extracellular superoxide dismutase were more
expressed in the period of higher THI (higher thermal stress). The main proteome of the seminal
plasma of buffaloes was first described, the proteins with the highest expression intensity being
the isoforms of the secretoglobin family, spermadesin Z13, clusterins, BSP family, albumin and
zinc-alpha2-glycoproteins.

Keywords: buffalo, seminal fluid, proteins, cryopreservation, extensive regime.
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INTRODUCAO GERAL

O inicio da criacdo de bubalinos no Brasil datam oficialmente de 1902 quando os primeiros
animais foram importados da Italia. Contudo, a espécie despertou pouco interesse entre o0s
pesquisadores e pecuaristas da época. Dessa forma, o desenvolvimento dos rebanhos ocorreu de
forma lenta e localizada, muito provavelmente em razdo da impossibilidade do cruzamento com
outras espécies de bovideos e da dificuldade de importagdo de material genético de outros paises.
As caracteristicas fisioldgicas, bem como o seu potencial produtivo, foram ignoradas por anos,
sendo esse animal criado sob as mesmas premissas de criacdo dos bovinos. Com o agravante que,
devido a maior resisténcia aparente a patdgenos e melhor subsisténcia em pastagens de pior
qualidade, foi relegado as 4areas menos férteis das propriedades, impedindo o pleno
desenvolvimento das suas caracteristicas genéticas. Também em razdo do desconhecimento, o
bufalo doméstico (Bubalus bubalis) foi e ainda €, por vezes, confundido com o bufalo africano
selvagem (Syncerus caffer) ou com o bisdo americano (Bison bison), também selvagem,
recebendo o estigma de serem animais agressivos e de dificil manejo.

A bubalinocultura comecou a se desenvolver de fato no Brasil a partir da segunda metade do
século XX, ganhando destaque nos ultimos anos, com um aumento de mais de 200 mil cabegas
nos ultimos dez anos (FAOSTAT, 2017). O crescimento no numero de adeptos ocorreu
principalmente em razdo das caracteristicas organolépticas e nutricionais dos subprodutos leite e
carne, que tornam esse produto com maior valor agregado no mercado consumidor, refletindo em
maiores ganhos também para o produtor. Aliado ao aumento dos rebanhos estdo as buscas por
melhorias nos programas de melhoramento genético e reprodutivo da espécie que, se comparado
ao de racas bovinas, encontram varias defasagens. As caracteristicas proprias da espécie devem
ser estudadas e respeitadas, procurando protocolos que maximizem o potencial reprodutivo e
supram “defici€ncias” por ora apresentadas.

Reconhecendo a importancia do touro como disseminador de genética e o seu grande impacto
econdmico na fertilidade do rebanho, o grupo de estudos em andrologia da Escola de Veterinaria
da UFMG tem realizado varios trabalhos, parte dos quais sera apresentada nesse trabalho de
conclusao de doutorado.

O sémen da espécie bubalina é considerado de baixa resisténcia ao processo de congelamento, o
que influencia nos baixos indices de fertilidade encontrados nos programas de inseminacao
artificial. Apenas o conhecimento profundo da composi¢cdo molecular ¢ bioquimica do plasma
seminal e do espermatozoide da espécie, bem como quais e de que forma os fatores externos
podem influenciar nessa composicdo, irdo permitir o aprimoramento das técnicas de
criopreservagao.

O objetivo geral dessa tese foi avaliar as associa¢des da sazonalidade e do clima tropical umido
com as caracteristicas seminais de bufalos criados em regime extensivo, com suplementacido no
periodo de seca. No capitulo 1 sera apresentada uma revisdo de alguns pontos relacionados a
fisiologia da reproducao masculina, com ateng@o especial ao espermatozoide de bufalos. A partir
do capitulo 2 serdo apresentados os experimentos desenvolvidos. No capitulo 2 foram tomados
como referéncia dois anos de congelamento de sémen. Dentro desse periodo foram selecionadas
duas épocas para a analise, com base nas variaveis climaticas da regido: inverno e verdo. Os
resultados apontaram para a existéncia de um efeito da época de coleta sobre as caracteristicas
seminais apds o descongelamento, porém mostrando interagcdo dos fatores ano e época de coleta.
Com base nos resultados do capitulo 2, optou-se por fazer uma analise mais detalhada das
associagdes externas dentro de um ano de coleta de sémen, mantendo-se as duas épocas para
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analise. Por isso, no capitulo 3 buscou-se identificar se existiriam variagcdes do perfil proteico do
plasma seminal de bufalos em razdo da época de coleta, utilizando o SDS-PAGE 1D. Uma vez
tendo-se comprovado a variacao do perfil de expressdo de proteinas, no capitulo 4 uma técnica
mais complexa de separacdo de proteinas, 2D SDS-PAGE, foi adotada em conjunto com a
identificacdo das proteinas diferencialmente expressas entre as estagdes de coleta do s€men, pela
técnica de espectrometria de massas. Também no capitulo 4 foi possivel a descri¢do do proteoma
principal do plasma seminal de btfalos, o qual ainda ndo havia sido descrito na literatura. Buscou-
se associar funcionalmente as variagdes de expressdo de proteinas encontradas no plasma seminal
com caracteristicas seminais apds o descongelamento, com base na literatura disponivel.

CAPITULO 1 — Revisio de literatura

1. Aspectos na espermatogénese de bifalos

A espermatogénese em mamiferos € um processo complexo e altamente sofisticado responsavel
pela produgdo continua de gametas masculinos. A sequéncia de eventos que resulta na produgio
dos espermatozoides ocorre nos tubulos seminiferos, que sdo compostos essencialmente por
células de Sertoli, células germinativas em diferentes graus de diferenciacdo e células miodides
peritubulares. Em geral os tubulos seminiferos ocupam de 60 a 80% do volume testicular total,
correspondendo a aproximadamente 82% do parénquima testicular em bufalos (Pawar e Wrobel,
1991a). O compartimento intersticial, que compde o restante do parénquima testicular, ¢
composto por células de Leydig, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e células do sistema imune
(Franga et al., 2005).

Na maioria das espécies mamiferas domésticas, as células de Sertoli apresentam duas fases
proliferativas bem marcadas, uma fase pré-natal (células precursoras) e outra pds-natal que
continua até proximo a puberdade, quando o numero de células ¢ estabilizado. Na espécie
bubalina a segunda fase de proliferagdo e diferenciagdo das células de Sertoli foi descrita entre
nove e dezoito meses de idade, em touros do tipo Rio (Rana e Bilaspuri, 2004). Fungdes criticas
para o sucesso da espermatogénese sdo atribuidas as células de Sertoli, dentre elas a
compartimentalizagdo dos tubulos seminiferos, proporcionando um ambiente imunologicamente
privilegiado adequado a cada tipo celular; secrecao de fluido, proteinas e fatores de crescimento;
fagocitose de células em degeneracdo. Sdo também essas células as responsaveis por dar suporte
e nutri¢do a todos os estagios das células germinativas em desenvolvimento, tendo, entretanto,
capacidade de suporte individual limitada. Essa capacidade de suporte varia de acordo com a
espécie (Franca et al., 2005). Em cortes histoldgicos de testiculo de bufalos maduros, a cada célula
de Sertoli foi encontrado de 6 a 7 espermatides, em média (Pawar e Wrobel, 1991b). Em funcao
dessa relagdo numero de células versus capacidade de suporte, a propor¢do de células de Sertoli
no tibulo seminifero do animal adulto é usado como um indicador da capacidade de produgio de
espermatozoides diaria da espécie. Os bufalos sdo incluidos no grupo de animais com média
eficiéncia espermatogénica, produzindo em torno de 13 milhdes de espermatozoides por grama
de testiculo por dia (Da Luz et al., 2012), apresentando de 30 a 40% de células de Sertoli, em
relacdo ao total de células do tabulo seminifero (Pawar e Wrobel, 1991b).

Nas espécies mamiferas a espermatogénese ocorre de forma similar e ¢ dividida em trés fases. A
primeira fase, denominada proliferativa ou espermatocitogénica, ¢ caracterizada por multiplas
divisdes mitoticas das espermatogdnias. Na segunda fase, ou fase da meiose, sdo produzidas as
espermatides haploides, resultantes de uma recombinagdo génica ocorrida nos espermatocitos
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primdrios. Por fim, na fase final da espermatogénese, conhecida com espermiogénese, as
espermatides sdo convertidas em espermatozoides através de uma série de modificagdes, como
condensagao nuclear, formacao do acrosoma e diferenciacao das pecas intermediaria e principal.
As maiores perdas celulares por apoptose ocorrem durante a primeira e segunda fases. Em bufalos
uma perda de até 63% do niimero total de células esperadas ao fim do processo foi descrita nessas
mesmas fases (Pawar e Wrobel, 1991a).

Como em todos os outros mamiferos, as células germinativas em btfalos formam arranjos de
tipos celulares especificos, ao longo de secdes do epitélio seminifero. Esses arranjos permitem a
identificacdo de oito estagios que formam um ciclo do epitélio seminifero (Pawar e Wrobel,
1991a). A duragdo do ciclo do epitélio seminifero em bufalos ¢ de aproximadamente 8,6 dias, o
que resulta em uma espermatogénese de 38,7 dias, considerando-se 4,5 ciclos para uma
espermatogénese completa (Sharma e Gupta, 1980). Em relacdo aos grandes mamiferos
domésticos esse € um ciclo considerado curto, sendo similar ao do suino (Franga ef al., 2005).

Todo esse intrincado processo de proliferagdo e diferenciacdo celular é controlado por fatores
autdcrinos, endocrinos, pardcrinos e sinalizacdo contato-dependente, que sdo resultado de
ativacdo/repressdo de varios genes e proteinas, que sdo por vezes especificos do ambiente
testicular (revisado por Chocu et al, 2012). E sobre os mecanismos de regulagdo da
espermatogénese, sobretudo aqueles envolvendo a comunicacdo entre células germinativas e
células de Sertoli, que os estudos t€m se pautado, empregando ferramentas moleculares como a
gendmica, a transcriptdmica e a protedmica (Com ef al., 2014). Esses estudos geraram um grande
banco de dados de proteinas potencialmente importantes para a fungdo testicular. Porém as
informagdes sobre a importancia dessas proteinas em cada estagio da espermatogénese ainda sao
uma questao em aberto, bem como a participacao de cada uma delas no processo espermatogénico
(Chocu et al., 2012).

Com o objetivo de obter informacdes sobre a secrecdo diferenciada de proteinas durante a
espermatogénese, ao longo da vida dos animais, Huang et al. (2016) e Zhang et al. (2017)
apresentaram os perfis proteicos dos tibulos seminiferos de bufalos do tipo Pantano em diferentes
idades: pré-puberes (6-10 meses), puberes (2-3,5 anos) e maduros sexualmente (8-10 anos). Os
autores identificaram, respectivamente, 304 e 13 proteinas diferencialmente expressas durante o
curso do desenvolvimento. As proteinas identificadas foram envolvidas em processos de
desenvolvimento celular, diferenciagdo, espermatogénese e processos apoptoticos, de acordo com
sua ontologia génica. Ambos os estudos apontam para a necessidade de outras investigacdes para
esclarecer a participagdo das proteinas identificadas nos processos de diferenciagdo celular
(Huang et al., 2016; Zhang et al., 2017). Ressalta-se que a diferenga quanto ao nimero de
proteinas encontradas se deve principalmente a metodologia de identificacdo empregada, sendo
que Huang et al. (2016) utilizaram “tandem mass tag” e Zhang et al. (2017) empregaram a técnica
de separagdo por eletroforese 2D, seguidas de identificagdo em espectrometro de massas.

2. Maturacio espermatica

Os epididimos sdo orgaos tubulares, altamente convolutos, e com composicao celular do epitélio
heterogénea. De acordo com a distribuigdo celular ao longo do ducto, e consequentemente dos
eventos que ocorrem em cada segmento, o epididimo é comumente dividido em trés segmentos.
O segmento inicial e a cabega, onde se encontram sobretudo células apicais e estreitas, estdo
principalmente relacionados a absor¢do de fluidos de origem testicular via trocas idnicas e
acidificagcdo do meio. A fun¢do desse segmento foi confirmada na espécie bubalina através de
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estudos imunohistoquimicos, que demonstraram a intensa expressdo das proteinas enzima
conversora de angiotensina (ACE) e S-100, envolvidas em processos absortivos (Alkafafy et al.,
2011).

O maior segmento do epididimo em comprimento, o corpo € onde ocorrem os principais eventos
da maturagdo espermdtica com intensa atividade secretoria pelas chamadas células principais,
quer seja por via apocrina (liberagdo dos chamados epididimossomos) ou via merocrina (via
exocitose). Essas células representam de 65-80% de todas as células do epididimo e sua estrutura
e tipo de secre¢do variam de acordo com sua localizagdo ao longo do ducto epididimario (Robaire
e Orgebin-Crist, 2006). A identifica¢do de proteinas como a galactosiltransferase nessas células,
por meio de marcagdo imunohistoquimica de fragmentos de epididimo de bufalos, reafirma o
papel na sintese de glicoproteinas que poderdo compor a membrana do espermatozoide em
transito (Alkafafy et al., 2011).

Por fim o segmento da cauda, constituido principalmente pelas células claras e células basais,
cumpre o papel de armazenamento dos espermatozoides e remogdo de células anormais e restos
citoplasmaticos (Oliva et al., 2009).

As fungdes do epitélio epididimario sdo coordenadas por hormdnios esteroidais de origem
testicular ou local, sobretudo os hormonios 5-alfa-dihidrotestosterona e estradiol. O padrdo
diferencial de expressao dos receptores hormonais ao longo do ducto epididiméario contribui para
a marcada segmentagdo da expressdo gé€nica, caracteristica desse 6rgao, que resulta nas diferentes
fungdes desempenhadas em cada regido (Oliva et al., 2009; Joseph et al., 2011).

O processo de maturacdo espermatica nas espécies mamiferas envolve uma série de eventos que
ocorrem durante o transito epididimario, que proporcionam modifica¢des estruturais, bioquimicas
e mecénicas aos espermatozoides imaturos provenientes dos testiculos. Essas modificacdes
culminam em espermatozoides funcionais e aptos a fertilizagdo. O processo ndo envolve
modificagdes genéticas e sim interacdes das células com o fluido epididimdrio. Na espécie
bubalina, o transito epididimario dos espermatozoides tem uma duragdo aproximada de 9,3 dias
(consolidado da literatura por Franga et al., 2005).

A principal modificagdo morfologica sofrida pelo espermatozoide em maturagdo é o
deslocamento da chamada gota citoplasmatica da regido proximal para a regido distal da pega
intermediaria, ao longo de sua passagem pelo epididimo. Os mecanismos exatos que coordenam
essa transi¢do ndo sao ainda bem descritos, porém sabe-se que esse fendmeno ocorre no segmento
de maior concentragdo espermatica e proteica no limen do ducto (Dacheux e Dacheux, 2014).

Em relagdo a modificagdo da composicdo da membrana plasmatica do espermatozoide, que o
prepara para se tornar apto a capacitagao e fertilizagao, percebe-se uma alteracdo da proporgao de
fosfolipedes e glicoproteinas em relagdo a concentragdo de colesterol (Oliva et al., 2009). A razio
entre esses componentes na membrana plasmatica ira determinar a capacidade de resposta aos
componentes do fluido do trato reprodutor da fémea, e determina a resisténcia aos processos de
armazenamento do sémen (Manjunath, 2012).

Apenas o espermatozoide maduro, encontrado na cauda do epididimo, apresenta o potencial para
motilidade progressiva. Essa habilidade é adquirida ao longo da trajetoria epididimaria por
mecanismos nao totalmente elucidados, mas que envolvem o aumento intracelular de adenosina
monofosfato ciclica (CAMP) e calcio, bem como pela fosforilagdo de proteinas especificas

(Dacheux e Dacheux, 2014).

16



3. Puberdade e maturidade sexual

O conhecimento da idade a puberdade e maturidade sexual ¢ ferramenta essencial para os
programas de selecdo genética, com consequente avango zootécnico da espécie. Entretanto, essas
caracteristicas sdo muitas vezes afetadas ndo s6 por fatores genéticos, mas também pelo regime
nutricional e manejo a que o animal ¢ submetido desde o nascimento. Como resultado dessas
variaveis externas, o que se observa na literatura ¢ uma grande diversidade de referenciais para
idade a puberdade ¢ maturidade sexual para a espécie bubalina, sobretudo no que se refere ao
macho (Henry et al., 2017). Um senso comum € que aparentemente o touro bubalino atinge a
puberdade mais tardiamente que o touro bovino, principalmente quando se comparam com ragas
europeias (Ohashi et al., 2007).

Existem diferentes formas de se definir um animal ptibere. Quando se realiza o acompanhamento
do animal desde o nascimento em regime de coleta de s€men, ele se tornara pubere quando em
seu ejaculado forem encontrados mais de 50 milhdes de espermatozoides totais € com uma
motilidade progressiva maior que 10% (Wolf et al., 1965). Seguindo essa metodologia, touros
bubalinos do tipo Rio (2n=50) atingiram a puberdade com, em média, 22 meses de idade, pesando
acima de 335 kg (Ahmad et al.,, 1989). Nesse estudo foi possivel observar um pico na
concentracdo de testosterona previamente a obtencao de um ejaculado dentro dos padrdes.

Outra forma para se identificar idade a puberdade ¢ a partir da andlise de cortes histologicos do
testiculo, quer seja pelo estabelecimento da espermiogénese ou pelo calculo da produgdo
espermatica diaria por grama de parénquima testicular. O aparecimento dos primeiros
espermatozoides no lume tubular de testiculos de btfalos do tipo Rio (2n=50) ocorreu entre 13 a
18 meses de idade (Barreto Filho et al., 1996; Melo et al., 1996; Ahmad et al., 2010). Individuos
mais tardios foram estudados por Mccooll et al. (1989), porém cabe ressaltar que esses animais
eram representantes de bufalos do tipo Pantano (2n=48). Nesse estudo a puberdade foi
estabelecida quando da produgdo espermatica diaria por grama de testiculo minima de 500 mil, o
que ocorreu por volta de 24 meses de idade, com peso corporal acima de 135 kg.

Um individuo ¢ dito maduro sexualmente quando manifesta as seguintes caracteristicas: quadro
espermatico estavel, reducdo da taxa de crescimento testicular, caracteristicas sexuais secundarias
plenamente expressas e maximo potencial de libido (Henry ef al., 2017). A faixa etdria mais
frequentemente descrita na literatura para a maturidade sexual no touro bubalino do tipo Rio ¢ de
22 a 24 meses (Vale et al., 2008), e para bufalos do tipo Pantano ¢ a partir de 30 meses (Mccooll
et al., 1989).

4. Sazonalidade reprodutiva no macho bubalino

O bufalo ¢ uma espécie considerada poliestral, que se reproduz ao longo de todo o ano em regides
tropicais. Porém, com a distdncia do equador eles podem mostrar um padrdo de sazonalidade
reprodutiva relacionada ao fotoperiodo. Em geral, a atividade reprodutiva dos bufalos sera entdo
determinada pela durag@o do dia (dias curtos); pelas condi¢des climaticas, sobretudo temperatura
ambiente e umidade relativa do ar; e pela nutri¢do (Vale, 2007).

Em regides em que se encontram marcadas diferengas na razao escuro/luz, ou seja, regides de
clima temperado principalmente, o comportamento reprodutivo dos bufalos tende a se tornar
altamente influenciado pela liberagdo circadiana de melatonina (Perera, 2011). Os estudos
envolvendo mecanismos enddcrinos de regulagdo do fotoperiodo tem sido melhor descritos em
fémeas bubalinas (Di Francesco, 2010).
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A melatonina ¢ produzida e secretada pela glandula pineal durante a noite. Portanto no inverno,
devido aos dias mais curtos, foram observadas as maiores concentragdes plasmaticas e maior
persisténcia de pico de melatonina, tanto em novilhas quanto em vacas bubalinas, coincidindo
com a reativacdo da atividade endocrina do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal (Borghese, 2005).
A melatonina parece agir sobre sitios hipotalamicos especificos aumentando a secregdo pulsatil
de GnRH, através de um efeito de feedback negativo sobre o estrogeno, o que evita a reducdo da
secrecdo de hormonio luteinizante (Ramadan, 2017). Protocolos hormonais que incluem a
colocacdo de um implante de liberagdo lenta de melatonina conseguiram induzir o retorno da
atividade ovariana, mesmo em bufalas em anestro de verdao (Ramadan, 2017). Esses achados
reforcam a provavel acdo direta desse hormonio sobre a secrecdo de GnRH e gonadotropinas.
Contudo, em touros os estudos disponiveis sdo ainda inconsistentes em demonstrar um perfil
ciclico nas concentragdes de melatonina e de testosterona séricas (Brown ef al., 1991; Malfatti et
al., 2006).

Outro estudo aponta para o envolvimento do neurotransmissor kisspeptina no mecanismo de agéo
endocrina da melatonina. A melatonina modularia a acdo do Kiss-1, neurdnio responsavel pela
secrecdo da kisspeptina, que apresenta receptores para estradiol e progesterona. A presenga desses
receptores em Kiss-1 sugere o envolvimento em mecanismos de feedback positivo ou negativo
sobre a secre¢cdo de GnRH. Esse mecanismo indireto da acdo da melatonina foi sugerido em
modelo animal ovino, que também possui comportamento sazonal de dias curtos (Smith et al.,
2007).

Nos ambientes da zona equatorial, onde a razdo luz/escuro ¢ mais ou menos constante ao longo
do ano e nao ha efeito significativo do fotoperiodo, as principais influéncias sobre a reproducao
sd0 o estresse provocado pelo calor e alta umidade e a disponibilidade de alimento. Em paises
como o Brasil, em que a maior parte do rebanho ¢ criado sob regime extensivo, a disponibilidade
de alimento esta condicionada ao ciclo anual de chuvas (Vale, 2007).

A espécie bubalina é dita como altamente susceptivel aos efeitos ao estresse por calor,
especialmente quando exposto a radiagdo solar direta, em razao da baixa capacidade evaporativa
(baixa densidade de glandulas sudoriparas), espessura da pele e escassez de pelos (Marai e Haeeb,
2010). Contudo, estudo realizado em condigdes tropicais na regido Norte do Brasil (1°18°03’S,
47°56°51°°0), apontam para uma eficiente capacidade de ativacdo dos mecanismos de termolise
para manter a homeostasia corporal, mesmo em condi¢des climaticas consideradas estressantes
(Barros et al., 2015). Nesse estudo, apesar de ndo terem sido encontradas mudangas
hematologicas ou de qualidade seminal em relagdo as estagdes do ano, as fortes e significativas
correlagdes apresentadas entre os indices de conforto térmico e caracteristicas espermaticas, como
a integridade de membrana plasmatica, reforcam a necessidade de atengdo no manejo com 0s
touros doadores de sémen (Barros ef al., 2015).

Condigdes climaticas estressantes, influenciam a atividade da glandula tireoide, resultando em
queda na secrecdo de hormonios tireoidianos. Sob essas condi¢des, em bufalos, foi observada
queda sobretudo do horménio tri-iodotironina (T3) (Mayahi et al., 2014). O hipotireoidismo
exerce efeito de feedback positivo sobre a secrecdo do hormonio tireoestimulante (TSH) e entdo
sobre a liberagdo de hormonio liberador de tireotrofinas (TRH). O TRH promove um aumento da
concentragao sérica de prolactina, que tem efeito depressor da secrecao pulsatil de gonadotrofinas,
como o hormoénio luteinizante em bufalos, como em outras espécies (Morais et al., 2008;
Ramadan, 2017).

Em relag¢do aos machos dos mamiferos domésticos, outra caracteristica essencial afetada pelas
altas temperatura e umidade ¢ a termorregulacdo testicular. E sabido que para uma
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espermatogénese normal, os testiculos devem estar de 3 a 5°C abaixo da temperatura corporal,
caso contrario sdo desencadeados processos de degeneragdo dos tibulos seminiferos relacionado,
entre outros fatores, ao estresse oxidativo (Sharma et al., 2016). O resultado observado quando a
capacidade de termorregulacao testicular é superada, é a queda da qualidade seminal, quer seja
reducdo da motilidade espermatica, aumento da propor¢ao de células anormais, redugdo de
volume de sémen, entre outros (Brito et al., 2004).

A capacidade de termorregulacdo testicular, no entanto, ¢ uma caracteristica relacionada a
espécie, a raga, ¢ até mesmo ao individuo. Essa capacidade adaptativa pode ser uma das razdes
da grande variabilidade dos resultados encontrados na literatura para a qualidade do sémen de
bufalos coletados em diferentes épocas do ano e em diferentes latitudes. Sao encontrados desde
resultados que demonstram a manutengdo da qualidade dos pardmetros seminais, tanto para o
sémen in natura quanto para o pds-descongelado, independentemente da temperatura ambiente
(Bahga e Khokar, 1991; Younis et al., 1999; Silva et al., 2017), até aqueles que mostram melhores
parametros no s€men coletado no verdao (Heuer et al., 1987 - para concentracdo espermatica;
Koonjaenak et al., 2007 - para integridade de membrana do espermatozoide; Di Francesco, 2010
- para volume seminal e defeitos espermaticos; Sharma et al., 2014 - para volume seminal e
concentracdo espermatica; Sharma et al., 2015 - para motilidade espermatica).

Diante o exposto, quando se tem o interesse de explorar comercialmente a produgdo de s€men ¢
essencial que se facam estudos na regido e com a raca de interesse, para entender o
comportamento da qualidade do sémen ao longo do tempo.

Um adequado balanco entre ingestdo de energia e gasto metabodlico € essencial para o
cumprimento das fungdes vitais dos organismos. Qualquer desbalanco energético afetara
diretamente a reprodugdo das espécies mamiferas, uma vez que provoca redugdo da secrecdo
pulsatil de GnRH pelo hipotalamo (Bronson, 2009). Esse ¢ um mecanismo de defesa utilizado
por todos os mamiferos, ou seja, quando ha baixa disponibilidade de energia todo o consumo ¢
desviado para as fungdes vitais do organismo, ficando as fungdes secundarias como reprodugéo ¢
crescimento corporal prejudicadas.

Tem sido observado que a concentragdo sérica de testosterona em touros bufalo aumenta a medida
que se incrementam os niveis energéticos da dieta. O resultado ¢ uma melhora de varios dos
parametros espermaticos tanto do sé€men in natura quanto na resposta ao processo de
congelamento das células espermaticas (Kumar et al., 2017).

A introducdo de aditivos na dieta de touros, além de ajudar na manutengdo de um balango
energético positivo, pode também influenciar na composi¢do do plasma seminal € da membrana
plasmatica do espermatozoide, melhorando os parametros espermaticos. Por exemplo, a inclusdo
de acidos graxos poli-insaturados a dieta de touros Murrah, mantidos em regime de coleta de
sémen, resultou em incremento da progressividade dos espermatozoides apds o descongelamento
(Gongalves et al., 2014). Ganhos nos pardmetros espermaticos in vitro, mesmo que pequenos,
podem resultar em aumento significativo nos resultados dos programas de inseminagao artificial.

5. Composicio do plasma seminal

Regra geral, os componentes do fluido seminal das espécies mamiferas domésticas sdo originados
das secre¢des das glandulas sexuais acessorias: glandulas ampulares, glandulas vesiculares,
glandulas bulbo-uretrais (glandulas de Cowper) e prostata. A presenga ou auséncia de cada
glandula, bem como tamanho e participagdo na composi¢ao do fluido, varia entre espécies. As

19



secrecOes produzidas pelos testiculos e epididimos também participam da composi¢ao final do
fluido seminal ejaculado (Mann, 1974; Rodriguez-Martinez et al., 2011).

O plasma seminal ¢ composto de ions (Na*, K*, Zn*, Ca*", Mg"", CI"), substratos energéticos
(frutose, sorbitol, glicerofosfocolina), componentes organicos (acido citrico, aminoacidos,
peptideos, proteinas de baixo e alto peso molecular, lipideos, hormoénios, citocinas), entre outros
(Mann, 1946). A composi¢do quimica do plasma seminal varia entre espécies, entre machos da
mesma espécie e até mesmo entre ejaculados do mesmo macho. Outros fatores que influenciam a
composi¢do do fluido sdo a alimentacdo, manejo, acdo das enzimas e atividade metabolica dos
espermatozoides em suspensao (Juyena e Stelletta, 2012).

Uma vez que a composi¢ao do plasma seminal ¢ determinada pela secrecao de diferentes tecidos,
que estdo sob controle de diferentes componentes neuroendocrinos, ¢ esperado que a
funcionalidade de seus componentes seja diversa, podendo por vezes se contrapor ou agir de
forma coordenada (Poiani, 2006). Dessa forma, as fungdes do plasma seminal sobre os
espermatozoides vao desde simples veiculo de transporte e fonte nutritiva, até importantes
implicagdes sobre os mecanismos de motilidade progressiva, hipermotilidade, reagdo
acrossOmica, defesa contra o ataque imunologico ou ativacdo do mesmo em pontos especificos
do trato reprodutivo da fémea e interacdo com o odcito (Poiani, 2006; Juyena e Stelletta, 2012).

5.1. Componentes nao proteicos do plasma seminal

A manutenc¢do das condigdes osmoticas ideais e de tamponamento do pH, alcancados por um
correto balango de ions no plasma seminal, tem importdncia fundamental, ndo apenas para
viabilidade e qualidade, mas também para a fertilizagdo (Zhou et al., 2015). Além disso, a
disponibilidade de substratos energéticos prontamente consumiveis pelos espermatozoides
determina a intensidade e longevidade da sobrevivéncia espermatica.

O plasma seminal sera também fonte de componentes lipidicos para reposi¢do ¢ manutengdo da
estabilidade das membranas plasmaticas dos espermatozoides em suspensdo (Aurich et al., 1996).
Os lipideos sdo apontados como fontes alternativas de energia metabolizavel para a célula
espermatica (Scott e Dawson, 1968).

5.1.1 Minerais

Os minerais s@o essenciais para o desenvolvimento das fung¢des bioldgicas vitais. Nas células eles
estao envolvidos ndo s no estabelecimento da pressdo osmotica, mas também como catalizadores
de varias reacdes bioquimicas (Wong et al., 2001).

O sodio € o principal cation presente no plasma seminal, a exce¢do do bovino que possui maiores
concentracdes de calcio (Setchell e Brooks, 1988 citado por Juyena e Stelletta, 2012). O sédio
entra na célula através de um canal voltagem dependente e receptor dependente, as chamadas
bombas de sddio e potassio ATPase. Dessa forma ele age mantendo o potencial da membrana
plasmatica, o que € essencial para a viabilidade e correto funcionamento das células vivas
(Skandhan e Mazumdar, 1981). O aumento de sodio intracelular provocaria um aumento do pH,
induzindo o efluxo de ions hidrogénio, participando assim da ativa¢do dos canais de calcio da
membrana, com consequente influxo de calcio, sendo entdo essencial para a motilidade
espermatica, a capacitagdo espermatica e a rea¢do acrosomal (Skandhan e Mazumdar, 1981;
Fraser et al., 1993). Em plasma seminal de bufalos as concentra¢des de sodio variam de 106,46
até 278 mg/100mL, sendo que concentragdes maiores foram encontradas em estagdes mais frias
(Singh, et al., 1969; Sansone et al., 2000; Shukla et al., 2009).
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O célcio € considerado um regulador da fisiologia espermatica, e apresenta grandes concentracdes
nas secre¢Oes da prostata, da glandula vesicular e do epididimo (Wong et al., 2001). Ele esta
envolvido nos eventos de reagdo acrosomal dos espermatozoides de mamiferos, além de
coparticipar das reacdes que proporcionam a motilidade espermatica (Wong et al., 2001). O célcio
também age estimulando a esteroidogenese nas células de Leydig do testiculo (Perumal ef al.,
2015). No plasma seminal de bufalos sdo reportados valores entre 22,36 até 44,95 mg/100mL
(Singh et al., 1969; Sansone et al., 2000; Shukla ef al., 2009; Eghbali ef al., 2010). Nessa espécie
as concentracdes de calcio no plasma seminal foram alta e positivamente correlacionadas com
movimento de massa, motilidade progressiva e viabilidade dos espermatozoides (Eghbali et al.,
2010).

O magnésio ¢ um cofator de varias reagdes enzimaticas que envolvem a produgdo de ATP e
sintese de 4cidos nucleicos. Estd presente de maneira significativa nas secrecdes das glandulas
vesiculares (Wong et al., 2001). Na célula espermatica, o0 magnésio ¢ um potente estimulador da
motilidade espermatica, uma vez que participa da ativacdo da enzima adenilato ciclase, para
producdo da AMP ciclica (Lapointe et al., 1996). Em estudo com touros bubalinos a concentragdo
de magnésio no plasma seminal foi correlacionada positivamente com o movimento de massa,
motilidade progressiva e viabilidade espermaticas (Eghbali et al., 2010). As concentragdes no
plasma seminal dessa espécie variam de 6,17 a 11,94 mg/100mL (Sansone et al., 2000; Shukla et
al., 2009; Eghbali ef al., 2010).

O zinco participa das fungdes testiculares, epididimarias e da prostata, exercendo atividades
antioxidante e antibacteriana (Juyena e Stelletta, 2012). Além disso, esse ion parece estar
envolvido na inibi¢cdo do consumo de oxigénio pelo espermatozoide, agindo como aceptor de
elétrons (Riffo ef al., 1992), e na estabilizagdo da cromatina nuclear, protegendo da oxidacgdo
(Hunt et al., 1992). Aparentemente a concentragdo de zinco no plasma seminal de bufalos diminui
com o avancar da idade (Sansone et al., 2000). Os mesmos autores relatam uma concentragdo
média do zinco de 86,88 umol/L no plasma seminal.

Altas concentrag¢des do ion potassio tem sido relacionadas a um efeito inibitorio sobre o consumo
de oxigénio, metabolismo da frutose e acimulo de acido latico pelo espermatozoide. Esses efeitos
causariam prejuizo da qualidade seminal, sobretudo quanto ao armazenamento (Singh et al.,
1969). Em contrapartida, maiores concentracdes de potassio foram encontradas em amostras com
menor percentual de defeitos espermaticos (Shukla et al., 2009). As concentragdes de potassio no
plasma seminal de bufalos podem variar de 98,18 a 205 mg/100mL (Singh, et al., 1969; Sansone
et al., 2000; Shukla et al., 2009).

5.1.2  Acucares

No plasma seminal de ruminantes a frutose € o principal glicideo (Mann, 1946). Ela ¢ sintetizada
a partir da glicose sérica pelas glandulas genitais acessorias, em especial as glandulas vesiculares
estimuladas pela testosterona (Kumar e Farook, 1994). O metabolismo da frutose no sémen
depende de varios fatores, tais como a concentragdo inicial no plasma seminal, a concentragdo
espermatica, pH e temperatura (Mann, 1946). As concentragdes de frutose no sémen de bufalos
sd0 menores comparativamente a de bovinos, variando entre 623 a 817,54 mg/100mL, essa
diferenga pode influenciar negativamente na longevidade espermatica dessa espécie (Barnabe et
al., 1993; Sansone ef al., 2000).
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Os espermatozoides normalmente utilizam a frutose, que esta prontamente disponivel no plasma
seminal, porém ele também ¢ capaz de metabolizar eficientemente glicose e manose (Mann,
1946). Outros agucares reduzidos, como o sorbitol, sdo encontrados no plasma seminal de
ruminantes. Os espermatozoides de ovinos possuem atividade da enzima sorbitol desidrogenase,
capaz de converter sorbitol a frutose (Georgiev, 1974).

5.1.3 Lipideos

O plasma seminal contém colesterol, fosfolipidios e di e tri-glicerides. As possiveis fontes desses
compostos sdo os epididimos e sobretudo os espermatozoides danificados e que sofreram morte
celular (Juyena e Stelletta, 2012).

Quanto a composig¢ao percentual de fosfolipides, o plasma seminal de suinos e humanos possuem
maiores concentragdes de esfingomielinas; ja em ruminantes a fosfatidilcolina representa quase
metade de toda a composic¢do lipidica do plasma. Essa variagdo no perfil lipidico deve refletir a
composi¢do da membrana plasmatica dos espermatozoides, e influenciar na estabilidade da
membrana a variagdes de temperatura (Am-In et al., 2011).

O colesterol presente na membrana plasmatica dos espermatozoides estd envolvido nos processos
de capacitagdo e reacdo acrosomal, que sdo cruciais para a fertilizagdo. Dessa forma, se
consideramos o plasma seminal como fonte de colesterol para a membrana plasmatica, uma
menor concentragdo estara relacionada a subfertilidade ou a menor resisténcia aos processos de
criopreservagao (Beer-Ljubi¢ et al., 2009).

A concentragdo média de colesterol HDL e LDL no plasma seminal de bufalos, 16,04 mg/dL e
43,09 mg/dL respectivamente, foi menor comparativamente aquela de racas de bovinos europeus,
de 25,09 a 33,49 mg/dL e 63,13 a 66,73 mg/dL respectivamente (Nikan et al., 2005).
Considerando o fato ja conhecido de que o processo de resfriamento/congelamento dos
espermatozoides reduz a composi¢cdo de colesterol da membrana plasmatica (Kadirvel et al.,
2009) e propondo o plasma seminal como fonte de reposi¢do, a menor concentragdo inicial de
colesterol no sémen de btifalos pode ser um dos fatores responsaveis pela baixa qualidade seminal
obtida apds o descongelamento (Andrabi, 2009).

5.2 Componentes proteicos do plasma seminal

Existem evidéncias de que as proteinas do plasma seminal, dentre outros componentes, sao
adsorvidas na membrana do espermatozoide em diferentes momentos, desde a ejaculacdo até o
encontro com o odcito (Duncan ¢ Thompson, 2007; Moura ¢ Memili, 2016). Muitas dessas
proteinas sdo associadas a processos ligados a viabilidade espermatica como a manutencao da
integridade da membrana, motilidade, capacitagdo espermatica, reacdo acrosomal, interacdo entre
gametas e fertilizacdo (Juyena e Stelletta, 2012; Moura e Memili, 2016).

O plasma seminal contém uma grande diversidade de proteinas. Ndo se sabe quantas proteinas
sdo expressas no plasma seminal das diversas espécies mamiferas, porém estima-se que mais de
10.000 proteinas possam estar expressas nesse fluido em humanos, incluindo as isoformas (Gilany
et al., 2015). O estudo do proteoma do plasma seminal é entdo complexo uma vez que existe
grande variagdo na concentragdo de proteinas dentro de uma espécie e mais ainda entre espécies
(Batruch et al., 2011; Druart et al., 2013; Gilany et al., 2015). O conhecimento profundo da
expressdo das proteinas no liquido seminal permitira a identificagdo de biomarcadores associados
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a patologias reprodutivas ou maior potencial de fertilidade dos espermatozoides, bem como a
maior resisténcia espermatica ao processo de criopreservagao.

Uma familia de proteinas altamente conservada no plasma seminal de mamiferos, denominada
proteinas de ligagdo ao espermatozoide (Binder of SPerm proteins — BSP), ¢ a mais estudada
desde sua primeira identificagdo em plasma seminal de bovino, ocorrida na década de 80 (revisado
por Plante et al., 2016). De forma geral, sdo proteinas conhecidas por sua capacidade de ligacao
a fosfolipides, gelatina e heparina estando, portanto, envolvidas na destabilizagdo da membrana
plasmatica e capacitacdo dos espermatozoides (Manjunath e Thérien, 2002).

As proteinas da familia das BSP t€m sido envolvidas em uma série de eventos que acompanham
a preparagdo dos espermatozoides para a fertilizagdo. Seu envolvimento no processo de
capacitagdo espermatica ¢ o mais estudado, porém outras fungdes relacionadas a motilidade
espermatica, formacao do reservatdrio espermatico na tuba uterina, entre outros tem sido descrita
ao longo dos anos (Plante et al., 2016). Além dos mecanismos fisioldgicos, as BSP, devido a suas
acoes biologicas, tém envolvimento prejudicial nos processos de preservagao ex situ das células
espermaticas por longos periodos, quer seja na forma liquida ou congelada (Manjunath et al.,
2002).

Quanto a regulacdo hormonal da expressao das proteinas BSP, evidencias sugerem que haja forte
dependéncia de androgenos (Plante et al., 2016). Entretanto, outros fatores podem estar
envolvidos, visto que algumas espécies apos a castragdo, mesmo sob suplementagido exdgena de
testosterona, ndo restabelecem a expressdo otima dos genes de producao de BSP1 (REPS2)
(coelhos) (Nixon et al., 2008).

Em bovinos trés tipos de proteinas BSP, de origem das glandulas vesiculares, foram melhor
caracterizadas, e representam 40-57% do total da fragdo proteica do plasma seminal: BSP1, BSP3
e BSP5 (Nauc e Manjunath, 2000). Dentre as BSPs a proteina BSP1 ¢ a mais expressa tanto no
plasma seminal quanto ligada ao espermatozoide ejaculado em bovinos, constituindo 25-47% do
total de proteinas expressas no plasma seminal e 2,5-4% das proteinas expressas no
espermatozoide. Como resultado, a razao entre as trés proteinas no plasma seminal é dita 10:1:1,
sendo BSP1, BSP3 e BSPS5 respectivamente, no plasma seminal bovino (Nauc e Manjunath,
2000).

Quando as proteinas do plasma seminal de bubalinos foram pesquisadas para a presenca de
homologos das proteinas BSP bovinas, foram encontradas correspondéncias para as proteinas
BSP1, BSP3 ¢ BSP5. A correspondéncia da BSP1 foi confirmada pela similaridade do peso
molecular, 14,3 kDa, e pela reagdo cruzada dos anticorpos anti-BSP1 bovina purificados (Harshan
et al., 2009; Singh et al., 2014). A proteina BSP3 foi predita a partir da analise da sequéncia de
nucleotideos do gene BSP3 de bufalos. Essa tltima proteina possui 136 aminoacidos, sendo 8
residuos de cisteina, peso molecular tedrico de 15,8 kDa e ponto isoelétrico de 5,34 (Kutty ef al.,
2017). Por imunomarcagdo, utilizando anti-corpos anti-BSP5 bovina, a expressdo de BSP5 foi
confirmada em plasma seminal de bufalos, porém com aparente menor concentragdo quando
comparada ao bovino. Grande quantidade de BSP5 ligada a peca intermediaria do espermatozoide
ejaculado também foi relatada (Divyashree e Roy, 2018).

A suspeita da presenga de proteinas estruturalmente similares ao grupo das BSP, ou seja, que
possuem dominios Fn II e que apresentam, portanto, afinidade a heparina e gelatina, no plasma
seminal de bufalos havia sido demonstrada em estudo anterior (Arangasamy et al., 2005). Fato
curioso ¢ a baixa predomindncia desse grupo de proteinas identificados por Arangasamy et al.
(2005), que demonstram que apenas 9,7% das proteinas totais do plasma seminal de bufalos
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apresentaram esse comportamento, muito inferiores aos percentuais descritos para outras espécies
de ruminantes (Nauc e Manjunath, 2000). A baixa concentragdo de proteinas no plasma seminal
de bufalos, em relagdo ao de bovinos, pode estar relacionada a menor concentragdo sérica de
testosterona (Ohashi et al., 2007).

Além disso, uma inversao da razdo de predominancia dos tipos de BSP no plasma seminal de
bufalos foi relatada por Shende et al. (2015). A expressdo de proteinas BSP3 foi maior em relagio
aos outros dois tipos de BSP, sendo a razdo proposta de 10:18:1, para BSP1, BSP3 ¢ BSP5
respectivamente. A repercussao funcional para o espermatozoide dessa mudanga no padrao de
expressdo das BSPs e, consequentemente, fertilidade e resisténcia ao congelamento, necessita de
estudos mais profundos.

Outra proteina identificada em plasma seminal de bufalos ¢ a osteopontina (Pero et al., 2007).
Conhecida como proteina associada a fertilidade (Moura et al., 2006; Kumar et al., 2017), a
osteopontina possui peso molecular de 55 kDa (variagdo 25-80 kDa), com aproximadamente 278-
305 residuos de aminoacidos, de carater acidico, ponto isoelétrico 4,5 (associado a presenca de
acido aspartico/aspartato, acido glutdmico e serina) e glicosilada (Cancel et al., 1997).

A concentragdo de osteopontina no plasma seminal de bufalos considerados férteis (18,97 pg/mL)
¢ muito maior que naquele de touros subférteis (7,45 pg/mL), resultando em melhores pardmetros
de motilidade espermatica ap6s o descongelamento (Kumar et al., 2017). Essas observacdes
provavelmente tém relagdo com a capacidade de ligagdo das osteopontinas ao espermatozoide
ejaculado, modulando as concentragdes de calcio intracelular (Souza et al., 2008).

O peptideo tuberoinfundibular (TIP39) é um neuropeptideo comumente associado a
espermatogénese, porém foi também identificado no plasma seminal de bufalos. Esse peptideo
foi apresentado como outro potencial marcador de congelabilidade do plasma, uma vez que sua
concentracdo foi correlacionada a integridade da cromatina, menor reagdo acrosomal ¢ maior
motilidade espermaticas apds o descongelamento (Selvaraju et al., 2016). Também conhecido
como hormonio paratireoideo 2, esse peptideo atuaria em seus receptores presentes na membrana
do espermatozoide, ativando a enzima adenil ciclase (Selvaraju ef al., 2016).

Mudangas no padrdo de expressdo de proteinas no plasma seminal em razdo de mudangas
climaticas/estacio do ano, foram observadas em touros bufalo criados na India. Em razdo de
serem ainda poucos os estudos com esse foco, ndo ha um consenso de quais proteinas estariam
envolvidas nessa flutuagdo. As proteinas fosfoglicerato quinase, proteina reguladora de
androgeno, inibidor de ribonuclease e sorbitol dehidrogenase sdo as proteinas identificadas com
maior expressdo em plasma seminal coletado no inverno (Nandre et al., 2013). Os demais estudos
disponiveis ndo realizaram a identificagdo de proteinas, porém sugerem diferencas no perfil
eletroforético dependendo da estagdo do ano em que as amostras foram coletadas (Sharma et al.,
2014, 2015, 2016).
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CAPITULO 2 — Associacio da sazonalidade com a congelabilidade do sémen de
bufalos (Bubalus bubalis) criados em clima tropical umido

1. Introducao

A climatologia tem sido objeto de estudo, considerando que a produtividade animal ¢é
primariamente determinada pelos efeitos diretos dos componentes climaticos sobre a fisiologia
animal além de ser, em grande parte, baseada na disponibilidade dos recursos naturais. Pesquisa
desenvolvida em ambientes controlados mostra que a duragdo e intensidade do estresse provocado
pelas adversidades do clima influenciam as respostas organicas dos animais bem como a
reversibilidade do quadro (Bhakat ef al., 2015).

Em locais onde hé predominio do regime de criacdo extensivo, a disponibilidade de alimento, isto
¢, de volumoso de alta qualidade e em quantidade, sdo condicionados pela distribuicdo de chuvas
na regido (Pezzopane ef al., 2015). A restricdo na ingestdo de energia e proteina na dieta resulta
em efeitos adversos na secregdo de androgenos (Kumar et al., 2017), resultando em uma
deficiéncia funcional das glandulas acessorias. O mecanismo enddcrino proposto em ovinos
envolve tanto a acdo dos metabolitos gerados no balango energético negativo sobre o eixo
hipotalamo-hipofise-gonada, quanto regulagdo dos mecanismos de feedback (Selvaraju et al.,
2012).

Outra caracteristica essencial afetada pelo clima ¢ a termorregulagdo corporal e testicular. E
sabido que para a espermatogénese os testiculos devem estar de 3 a 5°C abaixo da temperatura
corporal, caso contrario sdo desencadeados processos de degeneragdo dos tibulos seminiferos
relacionado, entre outros fatores, ao estresse oxidativo (Sharma et al., 2016). O resultado
observado quando a capacidade de termorregulagao testicular € superada, ¢ a queda da qualidade
seminal, quer seja reducdo da motilidade espermatica, aumento da propor¢do de células anormais,
redugdo de volume de sémen, entre outros (Brito et al., 2004).

O bufalo doméstico (Bubalus bubalis) é considerado uma espécie sazonal, apesar de ndo estar
claro se essa é uma caracteristica condicionante pela produgdo circadiana de melatonina ou o
resultado do estresse térmico ou nutricional (Ferrer et al., 2010). Entretanto, os resultados
encontrados para qualidade do sémen de bufalos, quer seja fresco ou apds descongelagdo, sdo
controversos (Dixit et al., 1984; Heuer et al., 1987; Bahga e Khokar, 1991; Mandal et al., 2003;
Koonjaenak et al., 2007; Barros et al., 2015; Bhakat et al., 2015; Castro et al., 2017) e néo
parecem seguir um padrdo estacional fixo. Em comum os pesquisadores atribuem as flutuagdes
encontradas as diferentes racas, intensidade da variagdo climatica das regides em que cada
experimento foi desenvolvido, idade dos animais, tipo de manejo que lhes ¢ atribuido,
alimentacdo e disponibilidade de agua.

Assim, o objetivo desse estudo foi caracterizar a associag@o entre a sazonalidade e a qualidade do
sémen criopreservado de bufalos criados em regime extensivo, sob clima tropical imido. Para
cumprir essa proposta, as caracteristicas cinéticas (CASA), morfoldgicas (citometria de fluxo) e
funcionais (teste hiposmético) dos espermatozoides descongelados foram comparadas segundo a
época de coleta do sémen.

2. Material e métodos

2.1. Local, periodo e caracterizagio climatica
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O experimento foi desenvolvido no Centro de Biotecnologia em Bubalinocultura (CBB),
localizado em Pedro Leopoldo, MG, Brasil (19°37°04°°S, 44°02°34°°0, com altitude média de
730 metros). O clima na regido € o tropical umido - Aw (Kottek et al., 2006), com pluviosidade
média anual historica de 1320 mm e média anual de temperatura de 21,8°C. O periodo total do
estudo abrangeu dois anos, entre os meses de junho de 2014 a maio de 2016.

Para o monitoramento do padrdo climatico durante o periodo experimental as variaveis
temperatura maxima, média ¢ minima diarias, umidade relativa do ar diaria e precipitagdo
acumulada mensal, foram obtidas da estacdo climdtica do Setor de Estudos Climatoldgicos do
Instituto de Controle do Espago Aéreo (ICEA), localizado a 5,7 km do local de manejo e criagdo
dos animais (Figura 1). Os dados de temperatura média diaria e umidade relativa do ar diaria
foram utilizados para calcular o indice de temperatura e umidade (ITU), tido como indicador de
desconforto térmico dos animais. A equag¢ao utilizada foi proposta em Marai et al. (2001): ITU =
db°C - [(0.31 — 0.31*RH)*(db°C — 14,4)], onde db°C ¢ a temperatura do bulbo seco em grau
Celsius ¢ RH ¢é o percentual de umidade relativa do ar dividido por 100. A interpretagdo dos
valores de ITU obtidos seguiu os seguintes critérios: valores abaixo de 22.2 indicam auséncia de
estresse térmico, entre 22.2 e 23.3 estresse moderado e entre 23.3 e 25.6 estresse severo, segundo
proposto em Marai e Haeeb (2010).
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Figura 1. Média mensal das varidveis temperatura média (°C) e umidade relativa do ar (%) e precipitagdo
acumulada mensal (mm), obtidas no periodo de junho de 2014 a maio de 2016, no Setor de Estudos
Climatologicos, do Instituto de Controle do Espaco Aéreo (ICEA).

No hemisfério sul as estagdes climaticas sdo definidas por: inverno (20 de junho a 23 de
setembro), primavera (23 de setembro a 21 de dezembro), verao (21 de dezembro a 21 de margo)
e outono (21 de margo a 20 de junho). Para a avaliagdo da qualidade espermatica apos o
descongelamento nesse estudo foram escolhidas as estacdes de inverno e verdo (mais
contrastantes), sendo as coletas de sémen incluidas no experimento aquelas realizadas nos dois
ultimos meses de cada estacdo, respeitando-se aproximadamente 50 dias ap6s o inicio delas. Esse
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intervalo de tempo foi escolhido buscando-se aproximar do periodo total da espermatogénese e
maturagdo espermatica relatada para a espécie (~ 39 dias e 9.3 dias, respectivamente) objetivando
a avaliagdo do efeito especifico da estagdo (Sharma et al., 2016).

Dessa forma ficam definidos os meses de: agosto e setembro/2014, como inverno do Ano 1;
fevereiro e marg¢o/2015, como verdo do Ano 1; agosto e setembro/2015 como inverno do Ano 2;
e fevereiro e mar¢o/2016, como verdo do Ano 2.

2.2. Animais e processamento do sémen

Todos os procedimentos envolvendo os animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG — 129/2014).

Participaram desse estudo um total de nove btfalos Murrah (tipo Rio) adultos (34 = 8 meses) e
clinicamente saudaveis. Os touros foram expostos ao fotoperiodo natural e as condic¢des
climaticas da regido, estando sob manejo semi-extensivo de criacdo. Os animais foram mantidos
em piquetes coletivos (Urochloa brizantha cv Marandu), com suplementagdo (silagem de sorgo)
fornecida uma vez ao dia durante os periodos de seca, tendo acesso a sal mineral e agua ad libitum.

Os touros foram submetidos a coletas de sémen semanais pelo método da vagina artificial (42° —
45°C), depois de expostos a uma fémea bubalina em estro ou ndo. Para cada touro dois ejaculados
em cada estag@o, em cada ano, foram utilizados para a proposta experimental. Foram utilizados
ejaculados que atingiram no minimo 70% de motilidade progressiva, 3 de vigor espermatico e
menos de 30% de defeitos espermaticos (CBRA, 2013). No total, 55 ejaculados foram coletados
no inverno (n=24) e no verdo (n=31).

Os ejaculados foram diluidos a uma concentragdo final de 50x10° espermatozoides/mL utilizando
meio diluidor comercial, a base de gema de ovo centrifugada (BotuBov®, SP, Brasil). As amostras
de sémen diluidas foram envazadas em palhetas de 0,25 mL, resfriadas a 5°C (-0,25°C/min) e
mantidas em um tempo de equilibrio de 4 horas, em maquina computadorizada de resfriamento
de sémen (TK 4000, MG, Brasil). As palhetas resfriadas foram colocadas a 5 cm da superficie
do nitrogénio liquido por 20 minutos, ¢ entdo armazenadas em botijdo criogénico (-196°C).

2.3. Analises laboratoriais do sémen apés o descongelamento
2.3.1. Cinética espermdtica medida com CASA

Os pardmetros da cinética espermatica foram medidos pelo sistema CASA (SCA®, v. 4,
Microptic, Espanha). Duas palhetas de cada ejaculado foram descongeladas em banho-maria
(37°C, 30 s) e reunidas em um microtubo pré-aquecido (37°C). Os pools de amostras foram
analisados com o CASA cinco minutos apds o descongelamento (Oh) e novamente ap6s 120 min
(2h) de incubagdo a 37°C. Para verificar a resisténcia térmica espermatica apds descongelamento
das amostras de s€men foi tomado o valor da diferenga entre as analises 2h e Oh, representando a
queda sofrida durante o periodo de incubacdo. Dessa forma, quanto menor a resisténcia dos
espermatozoides da amostra a temperatura/tempo de incubac¢do, maior o valor de queda
apresentado.

Para a analise uma aliquota de 5 pL de amostra foi colocado sobre lamina/laminula aquecidas,
sendo analisadas no minimo 1000 células em pelo menos cinco campos escolhidos
aleatoriamente. Vinte imagens por segundo foram tomadas. Em cada amostra a motilidade
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progressiva (MP %), motilidade total (MT %) e moveis com velocidade rapida (Rap %), bem
como a velocidade curvilinea (VCL pum/s), velocidade linear progressiva (VSL um/s), velocidade
média da trajetéria (VAP pm/s), linearidade (LIN %) e frequéncia de batimento flagelar cruzado
(BCF Hz) foram determinados. Segundo as configuracdes do sistema, os espermatozoides foram
considerados progressivos se a retilinearidade (STR) > 70% e com trajetdria circular se LIN <
50%. Espermatozoides apresentando VCL > 50 um/s foram classificados como velocidade rapida.
A érea da particula considerada para leitura foi entre 20 e 70 micrometros?.

2.3.2. Andlises de citometria de fluxo

As andlises de integridade de membrana plasmatica e integridade do DNA espermaticos foram
desenvolvidas utilizando o citometro de fluxo FACScan (Becton-Dickinson, Sao José, USA)
equipado com 15 mW laser de Argdnio, excitando a 488 nm e medindo emissdo de 488 a 774 nm
de comprimento de onda. Depois da aquisi¢do, os dados foram avaliados no software FlowJo
(v.7.6.1, TreeStar Inc, CA, USA).

A integridade estrutural espermatica foi analisada empregando-se dois corantes fluorescentes que
se ligam ao DNA: o Sybr Green (Sigma Chemical Co., Saint Louis, USA), um corante permeavel
a membrana plasmatica, ¢ o lodeto de propidio (PI - Sigma Chemical Co., Saint Louis, USA), um
corante convencional para marcagdo de células mortas. O Sybr Green foi diluido 1:10 em PBS,
para a solugdo de trabalho. Cinco microlitros dessa solugao de trabalho foram adicionados a 1 mL
de sémen diluido em PBS a uma concentragdo final de 4 x 10° espermatozoides/mL. Em
sequéncia, quinze microlitros de solucdo PI (0.01 mg/mL) foram adicionados a mistura e entdo
incubado por 10 minutos antes da andlise. Cada amostra foi analisada por meio da aquisi¢do de
30,000 eventos totais, e o resultado foi expresso em percentual de espermatozoides viaveis (Sybr
green’/PT).

A integridade da cromatina nuclear foi testada usado o teste de estrutura da cromatina espermatica
(SCSA) (Evenson e Jost, 2000). Uma amostra de 400.000 espermatozoides foi diluida em 100 pL
de tampao TNE (0.01 M Tris/HCI, 0.15 M NaCl, I mM EDTA, pH 7.4) e incubado com 200 pL
de solugdo detergente acida (0.17% Triton 100X, 0.15 M NaCl, 0.08 N HCI, pH 1.4) por 30
segundos a temperatura ambiente. Entéo, 1.2 mL da solugéo final (0.15 M NaCl, | mM EDTA,
0.1 M acido citrico, 0.2 M Na,HPO4, pH 6.0) foi adicionado, seguido imediatamente da
adi¢do de 10 pL da solugdo final do corante Laranja de acridina (0.5 mg/mL). O sinal de
30,000 eventos foi lido depois de 5 minutos de incubacao a temperatura ambiente. O
indice de fragmentacdo do DNA (IDF) foi obtido pela razdo entre a intensidade da
fluorescéncia vermelha e a fluorescéncia total (Figura 2).
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Figura 2. Avaliagdo dos espermatozoides de bufalos utilizando citometria de fluxo. As analyses de
integridade estrutural de membrana plasmatica, utilizando sonda fluorescente Sybr green (detectada pelo
fotodetector FL-1, indicada no eixo X) e sonda fluorescente lodeto de Propideo (detectada pelo
fotodetector FL-3, indicado no eixo Y). Analise da estrutura da cromatina espermatica usando sonda
fluorescente Laranja de Acridina, detectada pelo fotodetector FL-3, indicado no eixo X (a — grupo de
células principais; b — grupo de DNA néo fragmentado; ¢ — grupo de DNA de baixa fragmentagao; d —
grupo de média fragmentagdo de DNA; e — grupo de alta fragmentacdo de DNA; c+d+e — indice de
fragmentagao total).

2.3.3.Integridade da membrana plasmdtica — teste hiposmdtico

O teste hiposmédtico (HOST) foi realizado incubando 50 pL. de sémen com 500 uL de solugdo
hiposmotica (Rasul et al., 2000), a 37°C durante 30 minutos. Duzentos espermatozoides por
lamina foram contados, sob aumento de 1000x, em microscopio de contraste de fase.
Espermatozoides com caudas enroladas/reagidas foram considerados positivos ao teste.

2.4. Analise estatistica

Inicialmente, as médias dos quadrados minimos (LSM) e os erros-padrdo das variaveis seminais
mensuradas foram calculados de acordo com 0 ano (Ano 1 e Ano 2) e a estacdo de coleta (Inverno
e Verdo). Na sequéncia, modelos mistos considerando os efeitos fixos de ano, época e a interagdo
ano versus época e os efeitos aleatorios de animal e residuo foram ajustados aos dados utilizando-
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se a metodologia de maxima verossimilhanga restrita, por meio do procedimento MIXED do
software SAS v.9.

Para ajuste do efeito aleatorio de animal, a abordagem de medidas repetidas foi utilizada porque
o mesmo individuo foi submetido a varias coletas ao longo do periodo experimental e seus dados
podem estar correlacionados por terem sido obtidos na mesma unidade experimental. Entdo, antes
de realizar os testes e hipoteses para os efeitos fixos, a estrutura de (co)variancia entre as medidas
repetidas em um mesmo animal foi modelada. Foram testadas trés estruturas: componentes de
varidncia - VC, caracterizada por varidncias iguais e observagdes independentes (ndo ha
correlacdo entre as observacdes ao longo do tempo); auto regressiva de primeira ordem - AR(1),
que considera varidncias homogéneas e covariancias iguais entre qualquer par de medidas; e auto
regressiva heterogénea de primeira ordem - ARH(1), caracterizada por variancias heterogéneas e
covariancias iguais apenas entre medidas consecutivas, com redugdo exponencial a medida que
as medias se distanciam. A estrutura mais adequada foi escolhida considerando os menores
valores dos critérios “-2 Residual Log Likelihood” (-2RES), Akaike (AIC), Akaike corrigido
(AICC) e Bayesiano (BIC).

Ap6s a definicao da melhor estrutura de variancia para o efeito animal, o teste de Tukey-Kramer
associado aos efeitos de ano, época e interagcdo ano versus €poca foram realizados para cada
variavel (caracteristicas seminais) e o critério decisorio acerca da significancia do efeito foi
0=0,05.

3. Resultados

Os valores médios dos quadrados minimos (e erros-padrdo) das varidveis meteorologicas
observados durante as estagcdes do experimento sdo apresentados na Tabela 1 (separadas de acordo
com o ano e estacdo). As variagdes encontradas foram consistentes com o padrdo geralmente
encontrado para o clima tropical imido e as médias historicas da regido. Para todas as variaveis
climaticas observadas e indice de temperatura e umidade calculado, exceto umidade relativa, os
dois anos do estudo foram similares entre si. O percentual de umidade relativa do ar foi mais
elevado no ano 2 em relagdo ao ano 1, durante o inverno. J4 em relagdo as estacdes, nos dois anos,
as temperaturas (média e minima), a precipitacdo acumulada mensal e o ITU foram maiores
durante o verdao. Quanto a temperatura maxima apenas no ano 2 houve diferenca entre as estacoes
(maior no verao).

Em relagdo aos parametros cinéticos espermaticos imediatamente apos o descongelamento (Oh),
houve uma interagdo significativa entre o ano ¢ a época de coleta do sémen, sendo observadas
maiores médias dos quadrados minimos naquelas amostras coletadas no verdo e no ano 2. O
padrdo de linearidade dos espermatozoides (LIN) ap6s o descongelamento ndo sofreu influéncia
de nenhum dos efeitos fixos estudados (Tabela 2).
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Tabela 1. Valores médios dos quadrados minimos (+ erro padrdo) das variaveis climaticas obtidas no Setor
de Estudos Climatologicos do Instituto de Controle do Espago Aéreo (ICEA) nos periodos de agosto e
setembro/2014 (Inverno, Ano 1), fevereiro e margo/2015 (Verdo, Ano 1), agosto e setembro/2015 (Inverno,
Ano 2) e fevereiro e mar¢o/2016 (Verdo, Ano 2).

Estacio

Ano Inverno Verao Média

Temperatura maxima (°C)
Ano 1 27.88 £0.39%4 28.28 £0.30% 28.08 £0.25
Ano 2 27.65 £ 0.45%4 28.95 4 0.22%A 28.29+0.26
Média 27.93+£0.22 28.29 £ 0.20

Temperatura média (°C)
Ano 1 21.29+£0.31%4 23.31 4 0.20 22.28+0.21
Ano 2 21.46 £0.35%4 23.814+0.15% 22.63+£0.22
Média 22.00+£0.18 22.85+0.16

Temperatura minima (°C)
Ano 1 15.35+0.34% 19.35+0.12%4 17.32£0.26
Ano 2 15.79 £0.3284 19.51 +£0.11% 17.64 +0.24
Média 16.80 £0.21 18.20+0.18

Umidade relativa do ar (%)
Ano 1 50.66 £ 1.0724 70.10 + 1.29%4 60.22£1.22
Ano 2 61.43 £ 1.42 69.48 + 1.07% 65.42£0.96
Média 60.62 + 0.94 66.96 £ 0.79

Precipitagdo acumulada mensal (mm)
Ano 1 9.80 £ 9.60% 142.00 £ 31.75% 75.88 £40.48
Ano 2 11.10£11.10% 70.75 + 7.35%4 40.93 £ 18.06
Média 10.45£6.00 106.40 +24.48

Indice de temperatura e umidade (ITU)
Ano 1 20.21 +£0.25%4 22.44 4 0.15% 21.30+£0.18
Ano 2 20.55+0.28%4A 22.89+0.11%4 21.71£0.18
Média 21.05+0.15 21.95+0.14

Letras mintsculas diferentes na mesma linha e letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam

diferenca estatistica (P < 0.05).
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Tabela 2. Associagdo da estacdo ¢ do ano da coleta do sémen com as variaveis cinéticas seminais (média
dos quadrados minimos + erro padrdo) imediatamente ap6s o descongelamento (Oh) de touros bufalo
criados em clima tropical umido.

Epoca

Ano Inverno Verao Média

Motilidade progressiva (MP, %)
Anol 27.53 +£3.85%4 11.51£3.10%4 19.52 £ 2.53
Ano2 12.36 £3.21%4 53.19 £ 3.03%8 32.78 +2.28
Média 19.94 +2.51 32.35+2.17

Motilidade total (MT, %)
Anol 4734 £ 5774 29.61 £ 4.66%4 38.48 +3.88
Ano2 25.37 +4.83% 80.20 £ 4.59%B 52.79 +3.52
Média 36.36 +3.77 54.90 + 3.28

Velocidade rapida (Rap, %)
Anol 22.43 +£4.0334 8.26 +3.24% 15.35 £ 2.64
Ano2 10.28 £ 3.35%4 51.92 £ 3.16"8 31.11+2.37
Média 16.36 £2.62 30.09 +2.26

Velocidade curvilinea (VCL, pm/seg)
Anol 45.27 £ 4.05%A 31.64+£3.25% 38.46 +2.64
Ano2 41.55+£3.36%4 66.12 = 3.16"8 53.84+2.36
Média 43.41£2.63 48.88 £2.27

Velocidade linear progressiva (VSL, pm/seg)
Anol 29.20 +£2.71%4 18.00 £2.1724 23.60 £ 1.75
Ano2 23.16 +£2.25%4 4427 +£2.11%8 33.71 £ 1.56
Média 26.18 £ 1.76 31.14 £ 1.51

Velocidade média da trajetoria (VAP, um/seg)
Anol 34.09 £3.013 22.61 £2.4134 28.35+1.95
Ano2 28.68 £ 2.50% 51.34 £ 2.35%8 40.01 £ 1.74
Média 31.39+1.96 36.97 £ 1.68

Linearidade (LIN, %)
Anol 63.35+3.46 55.05+2.81 59.20+2.39
Ano2 57.39+292 67.01 +2.80 62.20+2.21
Média 60.37 £2.28 61.03 +£2.00

Frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF, Hz)
Anol 9.94 + 0.66* 8.45+0.57%4 9.19+0.44
Ano2 9.27 +£0.85% 11.60 + 0.4238 10.44 £ 0.47
Média 9.61 £0.54 10.03 £ 0.35

Letras mintsculas diferentes na mesma linha e letras maitisculas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca estatistica (P < 0.05).

*Inverno, Ano 1: agosto e setembro/2014; Verdo, Ano 1: fevereiro e mar¢o/2015; Inverno, Ano 2: agosto
e setembro/2015; Verdo, Ano 2: fevereiro ¢ margo/2016.
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Quando os espermatozoides descongelados foram incubados a 37°C, a queda entre a Oh e os
120min no valor do parametro de frequéncia de batimento flagelar cruzado (Q BCF) néo sofreu
influéncia de nenhum dos efeitos estudados. O ano de coleta influenciou a queda dos parametros
velocidade curvilinea (Q_VCL) e velocidade média da trajetdoria (Q_VAP), tendo sido observada
menor resisténcia desses parametros dos espermatozoides que foram congelados no ano 2 (maior
valor de queda) (Tabela 3).

Percebeu-se uma maior perda do percentual de espermatozoides com velocidade rapida (Q Rap),
na motilidade total (Q_MT) e na motilidade progressiva (Q_MP) nas amostras coletadas no verdo
e no ano 2, mostrando uma interacdo significativa desses efeitos. Também no ano 2, porém no
inverno, foram encontradas as maiores perdas da velocidade linear progressiva (Q VSL) dos
espermatozoides incubados a 37°C por duas horas (Tabela 3).

Houve efeito da interagdo do ano e estacao de coleta do sémen sobre os pardmetros de integridade
de membrana plasmatica, quer seja estrutural (medida por citometria de fluxo) quer seja funcional
(medida por teste hiposmético). O maior percentual de espermatozoides viaveis e de reagidos no
teste hiposmotico apods o descongelamento foi encontrado naquelas amostras coletadas no ano 2
e no verdo. O percentual de espermatozoides com cromatina nuclear fragmentada pos-
descongelamento foi maior no inverno, independentemente do ano (Tabela 4).
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Tabela 3. Associacdo da estagdo e ano de coleta do sémen com a longevidade das caracteristicas cinéticas
(média dos quadrados minimos + erro padrdo) de espermatozoides incubados a 37°C durante duas horas
(representada pela queda dos parametros entre Oh e 2h) de touros bufalo criados em clima tropical imido.

Estacio
Ano Inverno Verao Média
Queda da motilidade progressiva (Q_MP, %)
Anol 21.19 £2.944 10.91 £2.37:4 16.05 +1.83
Ano2 10.65 + 2.4334 39.66 & 2.24%8 25.16 £ 1.59
Média 15.92+1.90 2528 £1.63
Queda da motilidade total (Q_MT, %)
Anol 26.54 £4.11* 25.97+£3.31%4 26.25+2.57
Ano2 19.61 +3.39%A 47.15 +3.14%® 33.38 £2.24
Média 23.07 £ 2.66 36.56 +£2.28
Queda da velocidade rapida (Q Rap, %)
Anol 20.96 + 3.8134 8.15+3.05% 14.55+2.47
Ano2 9.15+3.16% 47.42 £2.97% 28.19+2.20
Meédia 15.05+2.47 27.79 £2.13
Queda da velocidade curvilinea (Q_VCL, pm/seg)
Anol 25.61 £4.31 22.84+£3.48 24.22+2914
Ano2 3344 +£3.61 38.50 +3.44 35.97 £ 2.66°
Meédia 29.53+2.82 30.67£2.45
Queda da velocidade linear progressiva (Q_VSL, um/seg)
Anol 20.47 £ 2.40% 15.29 +1.9324 17.88 £ 1.53
Ano2 18.92 £ 1.9924 28.11 + 1.86*B 23.52+1.35
Média 19.70 + 1.56 21.70 £ 1.34
Queda da velocidade média da trajetdria (Q_VAP, um/seg)
Anol 21.92 +£2.94 18.43 £2.36 20.18 £+ 1.914
Ano2 23.38+2.44 32.09+2.29 27.73+£1.708
Média 22.65+1.91 2526+ 1.64
Queda da linearidade (Q_LIN, %)
Anol 24.54 + 5.5284 41.61 £ 4.4224 33.08 £ 3.54
Ano2 42.82 £4.574 10.24 + 4.27%8 26.53 £3.13
Meédia 33.68 +3.58 25.93+3.08
Queda da frequéncia de batimento flagelar cruzado (Q_BCF, Hz)
Anol 5.65+1.08 6.72 +0.87 6.19+0.69
Ano2 6.39+0.90 2.72+0.84 4.56 +£0.61
Média 6.02+0.70 4.72 £ 0.60

Letras minasculas diferentes na mesma linha e letras maitisculas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca estatistica (P < 0.05).

*Inverno, Ano 1: agosto e setembro/2014; Verdo, Ano 1: fevereiro e mar¢o/2015; Inverno, Ano 2: agosto
e setembro/2015; Verdo, Ano 2: fevereiro e margo/2016.
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Tabela 4. Associagdo do ano e estacdo de coleta com as caracteristicas de integridade estrutural da
membrana plasmatica (Sybr'/PI"), integridade da cromatina (IDF total) e integridade funcional da
membrana plasmatica (HOST") de espermatozoides apds o descongelamento, de btfalos criado em clima
tropical umido (média dos quadrados minimos + erro-padrdo).

Estacao

Ano Inverno Verao Média

Viabilidade (Sybr'/ P, %)
Anol 27.40 + 5.70%4 19.75 £2.55%4 23.57+3.23
Ano2 18.97 £1.96%4 33.34£2.42% 26.15+ 1.68
Média 23.19+£3.02 26.54 +1.76

Indice de fragmentagio do DNA (IDF total, %)
Anol 0.84+0.15 0.24 +£0.02 0.54 £0.08
Ano?2 0.83+0.26 0.43+£0.10 0.63+0.14
Média 0.83+0.152 0.33 £ 0.05°

Teste Hiposmético (Positivos, %)
Anol 30.33 £2.9734 27.02 £2.3834 28.68 £ 1.90
Ano?2 31.07 £2.46% 46.62 £ 2.308 38.85+1.68
Média 30.70 £ 1.93 36.82 + 1.66

Letras minasculas diferentes na mesma linha e letras maidsculas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca estatistica (P < 0.05).

*Inverno, Ano 1: agosto e setembro/2014; Verao, Ano 1: fevereiro e mar¢o/2015; Inverno, Ano 2: agosto
e setembro/2015; Verdo, Ano 2: fevereiro e margo/2016.

4. Discussao

As condigdes agroclimaticas de uma regido exercem interferéncia em varios aspectos fisiologicos
e reprodutivos das espécies domésticas, sobretudo aquelas criadas em regime extensivo. Portanto,
estudos com vistas a propor um manejo reprodutivo ou mesmo o estabelecimento de regimes de
coleta para produ¢do de doses de sémen para inseminacgdo artificial devem buscar compreender
essas relagdes. Frequentemente as avaliagdes padrdo da qualidade do sémen fresco de bufalo ndo
sdo capazes de demonstrar variacdes de acordo com a estagdo de coleta (Henry et al., 2017),
porém podem estar presentes mudangas na composicdo molecular que interferem tanto na
resposta ao processo de congelamento das células espermaticas, quanto na fertilidade futura
(Nandre et al., 2013; Sharma et al., 2015).

Os resultados do nosso estudo mostraram que existe uma variagdo sazonal da resposta qualitativa
das células espermaticas ao processo de congelamento, em bufalos criados sob regime extensivo,
com suplementacdo na seca, e clima tropical umido. Os melhores resultados de pardmetros
cinéticos apds o descongelamento (MP, MT, Rap, VCL, VSL, VAP ¢ BCF) e de integridade
funcional da membrana plasmatica (HOST"), foram encontrados naquelas amostras coletadas no
verdo do segundo ano de coletas. Apenas no ano 2 de coletas, a integridade estrutural da
membrana plasmatica (Sybr*/Pi") foi melhor mantida apds o descongelamento naquelas amostras
coletadas no verdo. Nesse estudo a estrutura da cromatina espermatica foi relativamente estavel
apos o descongelamento (baixo indice de fragmentagdo do DNA). Contudo, houve um indice
ainda menor nas amostras coletadas no verdo, independentemente do ano. Melhor qualidade
espermatica in vitro da amostra fresca e, em alguns casos, apos o descongelamento do sémen
coletado em periodo de chuvas ou verdo foi também relatado por outros autores em bufalos
(Mandal et al., 2003; Koonjaenak et al., 2007; Pandey et al., 2014; Sharma et al., 2014, 2015;
Castro et al., 2017). Entretanto, outros trabalhos apontam para baixa resisténcia do
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espermatozoide coletado no verdo para o processo de congelamento da célula (Tuli e Mehar,
1983; Sagdeo et al., 1991; Argov et al., 2007 [bovino]).

Os maiores valores dos parametros cinéticos medidos pelo CASA apods o descongelamento, como
a VCL, VSL, VAP, Rap e MP, sobretudo quando analisadas em conjunto, apresentam forte
correlagdo com a fertilidade da amostra de s€men em bufalos (Ahmed et al., 2017) e em bovinos
(Farrell et al., 1998). Esses parametros indicam o potencial de progressividade dos
espermatozoides no trato reprodutivo da fémea, que o permitiriam percorrer longas distancias em
menor tempo resultando em melhor capacidade de encontro com o oécito (Farrell et al., 1998;
Verstergen et al., 2002). Aliado as caracteristicas cinéticas, a manutengdo da integridade
estrutural e funcional da membrana plasmatica, mesmo apos o estresse provocado pelo processo
de congelamento, medida pelo SYBR/PI e pelo teste hiposmotico, podem ser bons preditores da
taxa de concepgao (Oliveira et al., 2013).

Em relacdo as condi¢des microclimdticas da regido em estudo, observou-se um padrdo similar de
variagdo da precipitagdo mensal e das temperaturas distribuidas entre os dois periodos, ou seja,
nos dois anos de coletas seminais houve maior pluviosidade e maiores médias de temperaturas no
verdo em relacdo ao inverno. A quantidade de chuvas influencia diretamente na disponibilidade
de agua no solo para o crescimento e produtividade de plantas forrageiras. Mesmo aquelas
espécies forrageiras consideradas de boa adaptabilidade, como ¢é o caso da Urochloa brizantha,
sofrem redugdo da taxa de crescimento, da area de laminas foliares verdes e da producgdo de
matéria seca (haste e folha) quando submetidas a situagdes de estresse hidrico (Pezzopane et al.,
2015). Costa e colaboradores (2005) observaram que a producdo de matéria seca da U. brizantha
cv. Marandu em situagdes de baixa precipitacdo e temperatura pode ser reduzida a um terco
daquela observada em periodos chuvosos. Além disso, o teor de proteina bruta da planta também
sofre decréscimo linear com a redug¢do da quantidade de agua no solo, podendo implicar na
reducdo da digestibilidade da planta € no consumo voluntario dos animais em condi¢des de
pastejo (Costa et al., 2005).

Com base nos conhecimentos da fisiologia vegetal, pode-se inferir entdo que no verdo houve
maior producdo de massa verde, bem como melhor qualidade nutritiva da forragem disponivel
aos animais no presente estudo. Apesar da suplementacdo fornecida uma vez ao dia para os
animais (silagem de sorgo) durante os periodos de menor precipitacao, foi possivel observar uma
queda de 0.5 a 1 ponto no escore corporal (escala 1 a 5) dos animais nesse periodo em relagao ao
verdo, segundo critérios de avaliagdo propostos por Ferguson et al. (1994) (dados ndo publicados).
Dessa forma, um melhor balango energético (positivo) dos animais durante o verdo pode ter
contribuido para a melhor resposta das células espermaticas ao processo de congelamento.

Os efeitos da nutri¢ao sobre a fung@o reprodutiva dos machos mamiferos podem ser entendidos
por repercussoes diretas ou indiretas sobre os centros nervosos do individuo, provocando redugao
da secre¢do de hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH). Independente de qual via
endocrina, os resultados percebidos em animais submetidos a restricdo alimentar sao mudancgas
na massa testicular (tibulos seminiferos) e da eficiéncia da espermatogénese e maturagdo
espermatica, variando em decorréncia da intensidade e duragdo da restri¢ao (Martin ef al., 2010).
Além dos efeitos diretos sobre a espermatogénese, mudangas do perfil bioquimico e da expressdo
de proteinas no plasma seminal podem ocorrer em decorréncia da funcdo das glandulas genitais
anexas, que estdo sob controle endocrino da testosterona (Kumar et al., 2017).

Por outro lado, as condi¢des ambientais podem também influenciar na termorregulacéo corporal
¢ testicular dos animais. Tipicamente no verdo, a combina¢do de maiores temperaturas e
pluviosidade acarretam no aumento da umidade relativa do ar, resultando em dificuldade da perda
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de calor por transpiracdo. O estresse térmico dessa época ¢ frequentemente associado a piores
desempenhos reprodutivos (Argov et al., 2007), em razdo, entre outros mecanismos fisiologicos,
da hiperprolactinemia que tem efeito depressor sobre a secre¢dao pulsatil de gonadotrofinas
(Morais et al., 2008). Apesar disso, no presente estudo, as amostras seminais obtidas no verao
foram as que tiveram melhor resposta ao processo de congelamento. Destaca-se que a capacidade
de termorregulacdo € uma caracteristica relacionada a espécie, raga ¢ mesmo individuo, podendo
ser essa umas das razdes da grande variabilidade dos resultados encontrados na literatura para a
qualidade do s€men de bufalos coletados em diferentes épocas do ano em diferentes latitudes.

Na espécie bubalina, a capacidade evaporativa ¢ considerada baixa uma vez que possuem menor
densidade de glandulas sudoriparas e pelos no corpo € no escroto, quando comparados a espécie
bovina. Por esse motivo a troca de calor por condugdo/contato ¢ extremamente importante na
termorregulacdo do bufalo, razdo pela qual os animais sdo frequentemente vistos em pocas de
agua ou barro (Garcia, 2006; Marai ¢ Haeeb, 2010). Durante o segundo ano de coletas e
especialmente no verdo, nesse estudo, destacam-se o pico de chuva e de umidade relativa do ar
em janeiro/2016 (Figura 1), periodo que precedeu as coletas de sémen do verdo, ano 2. Sugere-se
que esses fatores possam, nesse caso, ter influenciado positivamente na troca de calor dos touros
criados em regime extensivo, favorecendo o conforto térmico e a sua qualidade seminal. Essa
hipotese necessita de estudos mais detalhados para comprovagdo. Barros ef al. (2015), avaliando
bufalos criados em clima tropical na regido Norte do Brasil, demonstraram a eficiente capacidade
de ativagdo dos mecanismos de termoélise para manter a homeostasia corporal, mesmo em
condi¢des climaticas consideradas estressantes.

Apesar de, em nosso estudo, a época de chuva do ano 2 ter sido o periodo mais indicado para a
coleta de sémen visando criopreservacao das amostras, nesse mesmo ano houve uma tendéncia
de menor resisténcia espermatica a incubagdo a 37°C, representada pela maior queda dos
parametros cinéticos Q VCL, Q VAP, Q Rap, Q LIN e Q BCF, entre a avaliagdo
imediatamente apds o descongelamento e a avaliagdo as duas horas de incubacao. Duas hipdteses
podem ser discutidas, contudo ambas requerem estudos mais detalhados para a correta definicao.
Quando as condi¢des de incubagdo in vitro ndao consideram a renovagao dos substratos energéticos
ao longo do tempo, as altas taxas metabdlicas dos espermatozoides com maiores valores de
cinética, podem resultar em um esgotamento de reservas ou até mesmo em um aumento de
catabolitos no meio, que provocariam uma paralisacdo das células espermaticas (Fernandez-Gago
et al., 2013; Del Omo et al., 2015). Por outro lado, as variagdes externas podem ter provocado
uma modificacdo da composi¢ao molecular do plasma seminal, como concentracdo de ions ou
proteinas especificas, que proporcionem maiores valores de motilidade iniciais, mas com
tendéncia negativa quando mantidas em contato prolongado com a célula espermatica
(Soleilhavoup et al., 2014).

5. Conclusao

Os resultados desse estudo indicam que hd uma associacdo dos fatores bioclimaticos e da
congelabilidade do sémen de bufalos, criados em regime extensivo e em clima tropical umido. O
melhor periodo para coleta de sémen visando a criopreservagdo, sob essas condigdes, € o verdo,
com destaque favoravel aos periodos com maiores indices de precipitagdo e umidade relativa do
ar.
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Capitulo 3 — Variacoes sazonais na intensidade de expressao de proteinas do
plasma seminal de bufalos criados em clima tropical umido: resultados
preliminares

1. Introducio

No momento da ejaculagdo, os espermatozoides sdo misturados ao fluido seminal produzido em
maior parte pelas glandulas genitais anexas, que irdo prover os substratos necessarios para a
realizacdo dos diversos processos que envolvem a fertilizacdo do oocito. As fungdes do plasma
seminal sobre os espermatozoides vao desde simples veiculo de transporte ¢ fonte nutritiva, até
importantes implicagdes sobre os mecanismos de motilidade progressiva, hipermotilidade, reacao
acrossOmica, defesa contra o ataque imunologico ou ativagdo do mesmo em pontos especificos
do trato reprodutivo da fémea e interagdo com o odcito (Mann, 1974; Poiani, 2006; Juyena e
Stelletta, 2012).

A razdo espermatozoides e plasma seminal depende em grande parte da presenca, tamanho e
capacidade de armazenamento das glandulas genitais anexas e da capacidade de produgdo dos
testiculos, o que leva a uma variagdo significativa entre espécies e entre individuos da mesma
espécie (Rodriguez-Martinez et al., 2011). Fatores externos também podem afetar a composicao
do plasma seminal, como o fotoperiodo, nutrigcdo, estresse, manejo, entre outros (Nandre ef al.,
2013; Kumar et al., 2017).

O plasma seminal contém uma grande diversidade de proteinas, o que torna o estudo proteémico
complexo. Contudo, estudos recentes t€m confirmado que o conhecimento profundo da expressao
das proteinas no liquido seminal permitird a identificacdo de biomarcadores associados a
patologias reprodutivas ou a um maior potencial de fertilidade dos espermatozoides, bem como a
uma maior resisténcia espermatica ao processo de criopreservacao (Harayama et al., 2017).

Com o objetivo de aumentar o conhecimento acerca do perfil proteico do plasma seminal de
bufalos, foi proposto identificar o padrdo de bandas de proteinas, utilizando SDS-PAGE, de
acordo com a época do ano, inverno e verio.

2. Material e métodos
2.1. Local e animais experimentais

Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG 129/2014).

Os animais foram mantidos no Centro de Biotecnologia em Bubalinocultura (CBB), localizado
em Pedro Leopoldo, MG, Brasil (19°37°04°’S, 44°02°34°°0O, com altitude média de 730 metros).
A regido tem clima tropical imido - Aw (Kottek et al., 2006), com pluviosidade média anual de
1320 mm e média anual de temperatura de 21,8°C. As varidveis climaticas precipitacdo
acumulada mensal, umidade relativa do ar e temperatura média, foram obtidas da estacdo
climatica do Setor de Estudos Climatologicos do Instituto de Controle do Espaco Aéreo (ICEA),
localizado a 5,7 km do local de manejo e criagdo dos animais.

Seis touros bufalo adultos (5-6 anos), da raga Murrah, foram utilizados para a coleta de sémen
com vagina artificial aquecida (42-45°C), apos exposi¢do a uma bufala em estro ou ndo. Os
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animais eram mantidos em regime de coletas de sémen semanal, para manuten¢do dos pardmetros
seminais. No total foram utilizados nesse estudo vinte e quatro ejaculados, coletados ao final de
cada uma das estac¢des estudadas (aproximadamente 50 dias apos o inicio da estagdo), inverno
(n=12) e verao (n=12) do ano experimental (junho/2014 a maio/2015). Esse intervalo para a coleta
foi escolhido para refletir o efeito especifico da estagdo sobre a espermatogénese ¢ maturagio
espermatica (Sharma et al., 2016).

O inverno (agosto e setembro) foi caracterizado por 19.60 mm de precipitagdo total, umidade
relativa do ar média de 50.66% (+ 8.32) e temperatura média de 21.29°C (£ 2.42). Nesse periodo
o indice de temperatura ¢ umidade foi de 20.3, indicando auséncia de desconforto térmico para
bufalos, segundo Marai ¢ Haeeb (2010). O verdo (fevereiro e margo) em contrapartida, foi
caracterizado por uma precipitagdo total acumulada de 283.90 mm, com umidade relativa do ar
média de 70.10% (£ 9.92) e temperatura média de 23.31°C (+ 1.55). O indice de temperatura e
umidade calculado para o periodo foi de 22.9, sugerindo que os animais poderiam estar
submetidos a algum desconforto térmico moderado, segundo Marai e Haeeb (2010).

A equagdo utilizada para o calculo do indice temperatura-umidade foi proposta por Marai et al.
(2001): ITU = db°C - [(0.31 — 0.31RH)(db°C — 14.4)], onde db°C ¢ a temperatura do bulbo seco
em grau celsius e RH ¢ o percentual de umidade relativa do ar dividido por 100. Valores abaixo
de 22.2 indicam auséncia de estresse térmico, entre 22.2 ¢ 23.3 estresse moderado e entre 23.3 e
25.6 estresse severo (Marai e Haeeb, 2010).

2.2. Avaliacao do sémen e coleta do plasma seminal

Imediatamente ap0s a coleta, cada amostra de s€émen foi dividida em duas aliquotas. Uma aliquota
foi utilizada para avaliar a qualidade seminal: motilidade de massa (turbilhdo espermatico),
motilidade total, vigor espermatico, concentragdo espermatica ¢ morfologia espermatica, usando
metodologias padrdo (CBRA, 2013).

A outra parte do s€émen, uma aliquota de aproximadamente 1 mL, foi centrifugada a 1600 g por
15 min para separacdo do plasma seminal. O sobrenadante foi transferido para um microtubo e
mantido a -20°C para futuras analises (Chacur ef al., 2014).

2.3. Preparacao do plasma seminal e SDS-PAGE

As amostras de plasma seminal foram descongeladas e adicionadas de um coquetel inibidor de
protease (Sigma-Aldrich, USA), a uma proporgao de 1:100. Na sequéncia uma nova centrifugagao
foi realizada para remover residuos celulares (10000 g, 60 min, 4°C).

O contetdo de proteina total foi estimado pelo método Bradford (Bradford, 1976). As amostras
de plasma seminal foram submetidas a SDS-PAGE, com o uso de gel de poliacrilamida a 15%. A
massa molecular aparente das bandas de proteinas foi estimada usando um kit de calibragdo de
alto e baixo peso molecular (GE Healthcare, UK). Vinte microgramas de proteina de cada amostra
foram misturados com 10 microlitros de tampao de amostra (2.5 mL solugao Tris 1.5M, 4 mL
SDS 10%, 2 mL glicerol, 0.31g DTT, para 10 mL de solug¢éo final e tragos de azul de bromofenol).

A corrida de eletroforese foi realizada a 25 mA por unidade de gel. Depois da eletroforese os géis
foram corados com Comassie blue G-250 (Pharmacia Biotech, USA), por 12 horas, ¢ entdo
descorado com solugdo de acido acético 7% (v/v) e metanol 40% (v/v). Os géis foram analisados
usando o software QuantityOne (Bio-Rad, USA).
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2.4. Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, onde cada animal foi considerado
como bloco. Todas as caracteristicas seminais e as intensidades das bandas de proteinas foram
avaliadas quanto a sua distribuicdo pelo teste de normalidade de Shapiro-Willk, usando o
procedimento UNIVARIATE, com a op¢do NORMAL do software SAS, v.9 (SAS, 2002).

Todas as variaveis foram submetidas a analise de variancia por meio do procedimento GLM do
SAS, e em seguidas suas médias foram comparadas entre as estagdes inverno e verao pelo teste
“t” de Student.

3. Resultados

Os resultados da avaliacdo do s€émen imediatamente apds a coleta estdo apresentados como média
+ desvio padrdo, na Tabela 1. Os valores médios obtidos para motilidade de massa, motilidade
total, vigor espermatico, total de espermatozoides por ejaculado e espermatozoides
morfologicamente normais nao variaram significativamente entre as épocas de coleta do sémen
(P<0.05).

Tabela 1- Média e desvio-padrio das variaveis seminais, imediatamente apos a coleta, de bufalos mantidos
em regime de criacdo extensivo, coletados nas épocas inverno (agosto/setembro) e verdo (fevereiro/marco).

Caracteristica seminal Seca Chuva
Motilidade de massa (1-5) 24+1.2 22409
Motilidade total (%) 85.4+9.6 84.2+6.7
Vigor espermatico (1-5) 4.6+0.5 45+0.5
Total de espermatozoides por ejaculado (x 10°) 2376.6 £ 1581.1 2468.1 £ 1811.2
Espermatozoides morfologicamente normais 897435 917436

(%)

A separacdo das proteinas do plasma seminal por peso molecular, utilizando gel de poliacrilamida
(SDS) resultou em 22 bandas, presentes em todos os animais, independente da época de coleta da
amostra (Figura 1). A faixa de peso molecular das bandas de proteinas variou de 278 kDa a 11.7
kDa.
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Figura 1 — A: Perfil uni-dimensional das proteinas do plasma seminal de btfalos separado por SDS-
PAGE em gel de poliacrilamida a 15%, evidenciando as bandas de proteinas presentes em todos os
animais. B: Mapa das intensidades das bandas detectadas em A.

O perfil de proteinas do plasma seminal (kDa) de bufalos coletados no inverno e verdo esta
apresentado na Figura 2. A andlise dos géis revelou que seis bandas de proteinas tiveram maior
intensidade de expressao no verdo (P<0.05): banda 19 (28.6 kDa), 22 (25.5 kDa), 23 (24.2 kDa),
25 (20.8 kDa), 26 (18.6 kDa) e 27 (16.7 kDa) (Figura 3).
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Figura 2 — Perfil proteico do plasma seminal de bufalos coletados no inverno (agosto/setembro) (géis A e
B) e verdo (fevereiro/margo) (géis C e D).
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Figura 3 — Diferenca na intensidade de expressdo das bandas de proteinas do plasma seminal diferencialmente expressas entre as amostras coletadas no
inverno e verdo. Letras diferentes sobrescritas nas barras indicam diferenca significativa (P<0.05).

43



4. Discussao

Nesse estudo ndo foi possivel observar, com base nas analises de qualidade espermatica in vitro,
diferencas entre as amostras de s€émen fresco coletadas no inverno ou verao (P>0.05).

Os resultados relacionados ao efeito da estagao de coleta sobre os pardmetros in vitro de qualidade
seminal de bufalos sdo bastante controversos, mostrando desde a auséncia de efeito até melhor
qualidade seminal em estacdes seca/fria, quente/seca e quente/imida (Dixit et al., 1984; Heuer et
al., 1987; Bahga e Khokar, 1991; Asadpour et al., 2007; Koonjaenak et al., 2007; Sharma et al.,
2014). Os resultados conflitantes sdo atribuidos a interagdo de varios fatores, como raga, manejo
de criacdo, intensidade das mudancas climaticas, disponibilidade e qualidade de alimento e agua,
e a juncao de todos esses fatores com a capacidade de adaptacdo do individuo (Moosa-ali et al.,
2015). Enquanto, por exemplo, o fim do verdo pode ter um efeito positivo pelo encurtamento da
duragdo da luz em paises do hemisfério norte, por outro lado pode representar a possibilidade de
desconforto térmico, em locais com predominio de clima tropical imido.

O indice de temperatura e umidade calculado durante o verdo no presente experimento indicou
que os animais coletados poderiam estar submetidos a algum tipo de desconforto térmico
moderado, segundo classificagdo proposta por Marai ¢ Haeeb (2010). Esse quadro de desconforto,
no entanto, ndo foi acompanhado por mudangas detectaveis nas caracteristicas do sémen fresco,
nem no comportamento dos animais frente as tentativas de coleta (dados ndo publicados).
Entretanto, foi evidente a maior intensidade de expressdo de proteinas de menor peso molecular
no plasma seminal coletado durante o verdo. Isso sugere que as mudancas climaticas e suas
consequéncias indiretas, como a flutuacdo na disponibilidade de forragem ou o desconforto
térmico, podem nao promover mudangas imediatas visiveis nas caracteristicas reprodutivas de
bufalos, mas seriam capazes de causar mudangas a nivel molecular, como visto no perfil proteico
do plasma seminal. Essas mudangas poderiam resultar em pior resposta aos processos de
criopreservagdao do sémen e/ou pior fertilidade (Asadpour et al., 2007; Kumar et al., 2017).
Mudanga no padrao de expressao de proteinas no plasma seminal também foi descrita em bufalos
criados no norte da india, latitude 27°N, clima semi-arido, porém com maior expressdo de
proteinas com peso molecular superior a 46 kDa em estagdo de maiores temperaturas (Sharma et
al.,2014).

Entre as proteinas de baixo peso molecular descritas em ruminantes, a familia de proteinas
conhecida como proteinas ligadoras de espermatozoide (BSP1, BSP3 e BSPS5), com peso
molecular variando entre 14 e 30 kDa, desempenham fungdes relacionadas ao processo de
capacitagdo espermatica. As BSPs se ligam a membrana plasmatica do espermatozoide durante a
ejaculagdo e sdao conduzidas dentro do trato reprodutor feminino até a tuba uterina. Durante a
capacitag@o do espermatozoide as proteinas BSP auxiliam na remogao de colesterol e fosfolipedes
da membrana, por meio de sua interagdo com HDL e heparina, presentes no fluido da tuba uterina,
causando a desestabilizagdo da membrana plasmatica (Manjunath e Thérien, 2002; Plante et al.,
2016). Quanto maior for a ligacdo dessas proteinas ao espermatozoide ejaculado mais
precocemente ocorrerdo as mudangas na membrana espermatica. Essas mudangas aumentam
potencialmente a sensibilidade das células aos danos celulares que levam a uma menor motilidade
e viabilidade espermaticas ap6s o descongelamento (Harshan et al., 2006). A hipdtese que as
bandas proteicas encontradas nesse estudo possam estar entre aquelas da familia BSP ¢ reforgada
por evidéncias de proteinas com peso molecular de 16 ¢ 24 kDa estarem entre as proteinas
ligadoras de heparina do plasma seminal de btfalos (Arangasamy et al., 2005), ¢ a proteina de
14,3 kDa ter sido sugerida como proteina similar a BSP1-bovina, também no plasma seminal de
bufalos (Harshan et al., 2009).
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Outro relevante grupo de proteinas de baixo peso molecular encontrado no plasma seminal de
mamiferos sdo as espermadesinas (12-16 kDa). Alguns autores chamam esse grupo de proteinas
de fatores antifertilidade (Moura, et al., 2006). Tem sido sugerido que essas proteinas tém
propriedades decapacitantes, interferindo com a atividade da enzima ATPase, reduzindo a
atividade mitocondrial e entdo a velocidade dos espermatozoides (Iwamoto et al., 1995). Dessa
forma, uma maior expressao desse grupo de proteinas no plasma seminal seria indesejavel quando
se pretende a criopreservagao da amostra de s€men, podendo até mesmo repercutir em piores
indices de fertilidade futura.

Esse estudo mostrou alteragdes significativas na expressdo de proteinas do plasma seminal de
bufalos em diferentes épocas do ano. Contudo, sdo necessarios futuros estudos com o objetivo de
analisar a flutuacdo da qualidade espermatica apos o descongelamento segundo as épocas do ano
e a relacdo com as proteinas identificadas expressas em cada época.

5. Conclusao

Nesse estudo foi evidente que a expressdo de proteinas do plasma seminal em touros bufalo,
particularmente as de baixo peso molecular, foram associadas a mudangas bioclimaticas, com
maior intensidade de expressao dessas ultimas no verao (proteinas variando de 16.7 a 28.6 kDa).

CAPITULO 4 — Associagiio entre a sazonalidade e a composicio proteica do
plasma seminal e congelabilidade do sémen de biifalos (Bubalus bubalis) criados
em clima tropical umido

1. Introducao

A espécie bubalina ¢ dita sazonal de dias curtos, entretanto, nas regides tropicais e subtropicais,
apresenta potencial para se reproduzir ao longo de todo o ano (Garcia, 2006; Vale, 2007).
Condig¢des macro e microclimaticas, como temperatura do ar, umidade relativa e pluviosidade,
tém sido apontadas como fatores limitantes ao desempenho reprodutivo, acarretando perdas
econdmicas significativas para o sistema de produgdo. As baixas performances reprodutivas de
bufalos domésticos, bem como de outros mamiferos, durante os meses quentes e imidos do verdo
nas regioes tropicais, t€ém sido relacionadas a uma ineficiéncia em manter sua termorregulacio
corporal sob essas condigdes ¢ as alteragdes enddcrinas, diretas ou indiretas, provocadas pelo
estresse térmico (Brito ef al., 2004; Garcia, 2006). Caracteristicas anatomicas como pele escura e
menor quantidade de glandulas sebaceas e pelos na superficie corporal, predispde a maior
absor¢ao de calor e dificultam a termolise no bubalino (Marai e Haeeb, 2010).

Diante dos prejuizos provocados pelo estresse térmico, foram propostos alguns indices
matematicos que buscam estimar o potencial das caracteristicas ambientais em induzir o estresse.
Entre os indices mais utilizados, o indice de temperatura e umidade (ITU) recebe destaque, e sdo
propostas varias formulas para o seu calculo (Marai e Haeeb, 2010). O ITU considera o ambiente
térmico global que circunda o animal, utilizando no calculo a temperatura média do ar ¢ a umidade
relativa. Em bufalos, o efeito significativo desses fatores sobre a temperatura da superficie
escrotal foi demonstrado por Ahirwar et al. (2017), porém as repercussdes fisiologicas e
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reprodutivas para o animal irdo variar de acordo com o manejo e tipo de criagdo e a capacidade
de adaptacdo individual (Garcia, 2006).

Como ja é bem conhecido, a espermatogénese e a maturagdo espermatica sdo sensiveis as altas
temperaturas testiculares, portanto uma falha ou ineficiéncia dos mecanismos de termorregulacao
testicular levam a perda de qualidade do sémen (Singh et al., 2001), além de mudancas no perfil
bioquimico do plasma seminal na maioria das espécies domésticas, incluindo o bufalo (Pandey et
al.,2014).

As proteinas s@o os principais constituintes do plasma seminal, e estdo envolvidas em varios
fatores relacionados a fungao, transporte e sobrevivéncia dos espermatozoides dentro do trato
reprodutivo do macho e da fémea (Moura et al., 2011). Existem fortes indicac¢des in vitro de que
algumas dessas proteinas estariam relacionadas a resisténcia ao processo de congelagdo,
demonstrado em bovinos (Jobim et al., 2004), equinos (Jobim et al., 2011), ovinos (Rickard et
al., 2015) e bufalos (Asadpour ef al, 2007). Além disso, variagdes ao longo do ano, tanto
qualitativas quanto quantitativas, das proteinas do plasma seminal também foram atribuidas as
espécies mamiferas - caprinos (La Falci et al., 2002), ovinos (Cardozo et al., 2006) e bubalinos
(Sharma et al., 2014). Essas mudangas estariam relacionadas as mudancgas sazonais endocrinas
que afetam a secregdo das glandulas genitais anexas (Bahga e Khokar, 1991; Mayabhi et al., 2014),
principais orgdos responsaveis pela produgdo e secrecdo dessas proteinas. Contudo, as fungdes
especificas das proteinas em relag@o as fungdes espermaticas permanecem inconclusivas.

Dentro deste contexto, esse estudo foi desenvolvido com o objetivo de caracterizar a associag@o
da estacdo de coleta de sémen de bufalos sobre os pardmetros de qualidade seminal apds o
descongelamento, criados em regime extensivo ¢ em regido de clima tropical umido. Além disso,
objetivou-se identificar as principais proteinas do plasma seminal desses animais e buscar
marcadores que demonstrem os efeitos da estagdo de coleta sobre o perfil de expressdo proteica
do plasma seminal.

2. Material e métodos
2.1. Caracterizacio do clima e desenho experimental

O experimento foi conduzido no Centro de Biotecnologia em Bubalinocultura (Pedro Leopoldo,
MG, Brasil - 19°37°04°’S, 44°02°34°°0, altitude média 730 metros). O clima na regido ¢
caracterizado como tropical umido (4w), de acordo com a classificagcdo climatica de Koppen
(Kottek et al., 2006). A pluviosidade média anual historica é de 1320 mm, com diferengas de 290
mm entre 0s meses mais chuvosos ¢ os mais secos. A temperatura média anual é proxima a
21.8°C, com variagdes de 5.3°C, tradicionalmente.

O periodo total do estudo abrangeu os meses de junho de 2014 a maio de 2015. Para
monitoramento do padrdo climatico durante o periodo experimental as variaveis temperatura
média e umidade relativa do ar e a precipitacdo acumulada mensal foram obtidas da estagdo
climatica do Setor de Estudos Climatolégicos do Instituto de Controle do Espaco Aéreo (ICEA),
localizado a 5,7 km do local de manejo e criagdo dos animais. Os dados de temperatura média e
umidade relativa foram utilizados para calcular o indice de temperatura e umidade (ITU), que foi
utilizado como um indicador de desconforto térmico dos animais (Figura 1). A equacdo utilizada
foi proposta em Marai et al. (2001): ITU = db°C —[(0.31 — 0.31RH)(db°C — 14.4)], onde db°C ¢
a temperatura do bulbo seco em grau Celsius e RH é o percentual de umidade relativa do ar
dividido por 100. A interpretagdo dos dados seguiu os seguintes critérios: valores abaixo de 22.2
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indicam auséncia de estresse térmico, entre 22.2 e 23.3 estresse moderado e entre 23.3 ¢ 25.6
estresse severo (Marai e Haeeb, 2010).
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Figura 1 — Precipitagdo acumulada ¢ indice de temperatura e umidade (ITU*) obtidos no periodo de
junho/2014 a maio/2015, na cidade de Pedro Leopoldo, MG, Brasil (19°37°04°’S, 44°02°34°°0). *ITU
calculado pela férmula proposta por Marai et al. (2001).

As estacdes de coleta de sémen para esse experimento foram selecionadas com base em dois
critérios: épocas de menor e de maior precipitagdo acumulada (inverno e verao, respectivamente);
e no periodo de aproximadamente 50 dias subsequente ao inicio da estacdo. Esse intervalo de
tempo foi escolhido buscando-se aproximar do periodo total da espermatogénese e maturagdo
espermatica relatada para a espécie (~ 39 dias e 9.3 dias, respectivamente) (Sharma et al., 2016).
Dessa forma foram definidas para estudo a estagdo de inverno, como sendo os meses de agosto ¢
setembro de 2014, e a estacdo do verdo, incluindo os meses de fevereiro e margo de 2015 (Tabela
1). Os ejaculados coletados nessas estagdes foram preparados para o processo de congelamento
do sémen e extracdo do plasma seminal. Foram realizadas analises de qualidade seminal apds o
descongelamento, bem como a avaliagdo comparativa do perfil proteico entre as amostras de
plasma seminal coletadas nas duas épocas.

Tabela 1 — Variaveis climaticas (média + desvio padrdo) obtidas no inverno (agosto — setembro/2014) e
verdo (fevereiro — margo/2015), selecionadas para a coleta de sémen de touros bufalo criados em regime
extensivo.

Inverno Verio
Temperatura média (°C) 21.29+2.42* 23.31 +1.55°
Umidade relativa (%) 50.66 + 8.32? 70.10 £ 9.92°
Precipitacdo acumulada do periodo (mm) 19.60 283.90
Indice de temperatura e umidade (ITU) 20.21 +1.98* 22.44£1.18°

Letras diferentes indicam diferenga entre as épocas, pelo teste t a uma significancia de 5%.

2.2. Animais, coleta e processamento do sémen

As amostras de s€émen foram coletadas de seis bufalos da raga Murrah (Bubalus bubalis) (34 £ 8
meses), mantidos sob regime de coleta de sémen semanal, com auxilio de vagina artificial
aquecida (42-45°C). Foram utilizados ejaculados com o minimo 70% de motilidade total, 3 de
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vigor espermatico e menos de 30% de defeitos espermaticos (CBRA, 2013). No total foram
submetidos ao processo de congelamento 24 ejaculados, coletados na época de inverno (n=12) e
verdo (n=12).

Os animais foram mantidos sob regime de manejo extensivo em piquetes coletivos (Urochloa
brizantha cv Marandu), com presenca de sombras arbdreas, com suplementagdo de volumoso,
fornecido uma vez ao dia, durante os periodos de seca (silagem de sorgo), tendo acesso a sal
mineral e agua ad [libitum. Os animais ndo receberam nenhum tratamento hormonal, e foram
expostos ao fotoperiodo e as demais condigdes climdticas da regido. Todos os procedimentos
envolvendo os animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG — 129/2014).

Para o congelamento, uma fragdo de cada ejaculado foi diluida a uma concentracdo final de
50x10° espermatozoides/mL utilizando meio diluidor comercial, a base de gema de ovo
centrifugada (BotuBov®, SP, Brasil). As amostras de sémen diluidas foram envazadas em palhetas
de 0.25 mL, resfriadas a 5°C (-0.25°C/min) e mantidas em equilibrio a 5°C por um tempo de 4
horas, em maquina computadorizada de resfriamento de sémen (TK 4000®, MG, Brasil). As
palhetas resfriadas foram colocadas a 5 cm da superficie do nitrogénio liquido por 20 minutos, e
entdo armazenadas em botijao criogénico (-196°C).

Aproximadamente 1 mL de cada ejaculado foi centrifugado a 1600 g durante 15 min, para
obten¢do do plasma seminal que foi imediatamente armazenado a -20°C para futuras analises
(Chacur et al., 2014).

2.3. Analises da qualidade seminal apos descongelamento
2.3.1.Cinética espermatica medida com CASA

Os parametros da cinética espermatica foram avaliados pelo sistema CASA (SCA®, v.4,
Microptic, Espanha). Duas palhetas de cada ejaculado foram descongeladas em banho-maria
(37°C, 30 s) e reunidas em um microtubo pré-aquecido (37°C). Os pools de amostras foram
analisados com 0 CASA cinco minutos apo6s o descongelamento (Oh) e novamente apos 120 min
(2h) de incubagdo a 37°C. Para verificar a longevidade das amostras de s€men foi tomado o valor
da diferenca entre as andlises 2h e Oh, representando a queda sofrida durante o periodo de
incubagdo. Dessa forma, quanto menor a resisténcia dos espermatozoides da amostra a
temperatura/tempo de incubagdo, maior o valor de queda apresentado.

Para a analise, uma aliquota de 5 uLL de amostra foi colocado sobre lamina/laminula aquecidas,
sendo analisadas no minimo 300 células em pelo menos cinco campos escolhidos aleatoriamente.
Vinte e cinco imagens por segundo foram tomadas. Em cada amostra a motilidade progressiva
(MP %), motilidade total (MT %) e mdveis com velocidade rapida (Rap %), bem como a
velocidade curvilinea (VCL um/s), velocidade linear progressiva (VSL pm/s), velocidade média
da trajetoria (VAP um/s), linearidade (LIN %) e frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF
Hz) foram determinados. Segundo as configuragdes do sistema, os espermatozoides foram
considerados progressivos se a retilinearidade (STR) > 70% e com trajetdria circular se LIN <
50%. Espermatozoides apresentando VCL > 50 um/s foram classificados como velocidade rapida.
A éarea da particula considerada para leitura foi entre 20 e 70 microns?.
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2.3.2. Andlises de citometria de fluxo

As andlises de integridade estrutural da membrana plasmatica (viabilidade espermatica) e
integridade do DNA espermaticos foram desenvolvidas utilizando o citometro de fluxo FACScan
(Becton-Dickinson, Sao José, USA) equipado com 15 mW laser de Argonio, excitando a 488 nm
e medindo emissdao de 488 a 774 nm de comprimento de onda. Depois da aquisi¢do, os dados
foram avaliados no software FlowJo (v.7.6.1, TreeStar Inc, CA, USA).

A viabilidade espermatica foi analisada empregando-se dois corantes fluorescentes que se ligam
ao DNA: o Sybr Green (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), um corante permeavel & membrana
plasmatica, e o lodeto de Propidio (PI — Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), um corante
convencional para marcacao de células mortas. O Sybr Green foi diluido 1:10 em PBS, para a
solucdo de trabalho. Cinco microlitros dessa solucdo de trabalho foram adicionados a 1 mL de
sémen diluido em PBS a uma concentragio final de 4 x 10° espermatozoides/mL. Em sequéncia,
quinze microlitros de solucao PI (0.01 mg/mL) foram adicionados a mistura e entdo incubado por
10 minutos antes da analise. Cada amostra foi analisada por meio da aquisi¢do de 30,000 eventos
totais, e o resultado foi expresso em percentual de espermatozoides viaveis (Sybr Green'/PT").

A integridade da cromatina nuclear foi testada usado o teste de estrutura da cromatina espermatica
(SCSA) (Evenson e Jost, 2000). Uma amostra de 4 x 10° espermatozoides foi diluida em 100 puL
de tampao TNE (0.01 M Tris/HCL, 0.15 M NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.4) e incubado com 200 pL
de solugdo detergente acida (0.17% Triton 100X, 0.15 M NaCl, 0.08 N HCI, pH 1.4) por 30
segundos a temperatura ambiente. Entéo, 1.2 mL da solugdo final (0.15 M NaCl, 1 mM EDTA,
0.1 M écido citrico, 0.2 M Na,HPO4, pH 6.0) foi adicionado, seguido imediatamente da
adi¢do de 10 pL da solugdo final do corante Laranja de Acridina (0.5 mg/mL). O sinal de
30,000 eventos foi lido depois de 5 minutos de incubacdo a temperatura ambiente. O
indice de fragmentagdo do DNA (IDF) foi obtido pela razdo entre a intensidade da
fluorescéncia vermelha e a fluorescéncia total.

2.3.3.Integridade da membrana plasmdtica — teste hiposmdtico

O teste hiposmédtico (HOST) foi realizado incubando 50 pL de s€émen com 500 pL de solugdo
hiposmotica (Rasul et al., 2000), a 37°C durante 30 minutos. Duzentos espermatozoides por
lamina foram contados, sob aumento de 1000x, em microscopio de contraste de fase.
Espermatozoides com caudas enroladas/reagidas foram considerados positivos ao teste.

2.4. Avaliacio do perfil proteico do plasma seminal
2.4.1.Eletroforese bi-dimensional (2D SDS-PAGE)

As amostras de plasma seminal foram descongeladas a temperatura ambiente e acrescidas de um
coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), na propor¢do 1:100 (Martins et
al., 2013). Uma centrifugacdo a 10,000 g, durante 60 min a 4°C foi realizada para retirar debris
celulares. O teor total de proteina soliivel em cada amostra foi determinado pelo método de
Bradford (Bradford, 1976) em triplicata, utilizando a albumina sérica bovina como padrio
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

Para cada amostra de plasma seminal foi realizada a eletroforese 2D em gel de poliacrilamida
como previamente descrito por (Rego et al,, 2016), com as modificacdes a seguir descritas.
Aliquotas de cada amostra, contendo 700 pg de proteina foram misturadas em tampao de re-
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hidratacdo (7 M Uréia, 2 M Tiouréia, 65 mM DTT, 0.5% v/v IPG Buffer pH 3-10 NL, 0.5% v/v
CHAPS e tragos de azul de bromofenol) totalizando um volume final de 340 uL. Posteriormente,
a solucdo foi aplicada em tiras de gradiente de pH imobilizado de 18 cm - IPG pH 3-10 NL (GE
LifeScienses, Piscataway, USA), mantendo-se a incubagao por 16 horas, a temperatura ambiente.

A isoeletrofocalizagdo foi conduzida em equipamento Ettan IPGphorlI™ (GE LifeSciences) de
acordo com a seguinte programacdo: 100 V (100 Volts hora— Vh), 200 V (600 Vh), 500 V (1,000
Vh), 1,000 V (2,000 Vh), 5000 V (5,000 Vh), 7,000 V (47,000 Vh), totalizando 55,700 Vh. Depois
da focalizagdo as tiras foram incubadas por 15 min em tampao de equilibrio I (50 mM Tris-HCI
pH 8.8, 6 M Uréia, 29.3% glicerol, 2% SDS, 1% p/v DTT) e reequilibradas em tampao de
equilibrio II, por mais 15 min (50 mM Tris-HCI pH 8.8, 6 M Uréia, 29.3% glicerol, 2% SDS,
2,5% p/v IAA). Para a eletroforese 2D, as tiras foram posicionadas no topo de géis de
poliacrilamida a 15% (DALT-Six; GE LifeSciences), e submetidas a 500 V, com 40 mA por gel
a 20°C. Depois da corrida SDS-PAGE os géis foram corados usando o método de azul de
comassie coloidal (Rego ef al., 2016).

2.4.2. Andlise das imagens dos géis

Os vinte e quatro géis foram digitalizados com 300 dpi (ImageScanner II; GE LifeSciences) ¢ as
imagens salvas em tagged image file format ( tiff). As analises das imagens foram realizadas no
software PDQuest™ 2-D Analysis, versdo 8.0.1 (Bio-Rad, USA) para serem normalizadas e para
identificar spots de proteinas diferencialmente expressos entre os grupos de amostras coletadas
em cada estag@o. Os spots de proteinas foram quantificados como partes por milhdo do total da
intensidade Optica integrada dos spots nos mapas 2D do plasma seminal (Moura et al., 2006).

2.4.3.Identificacdo das proteinas por espectrometro de massas com ionizacdo por
electrospray acoplado a analisadores quadrupolo e tempo de voo (ESI/Q-ToF)

Foram extraidos dos géis aqueles spots de proteinas presentes de forma consistente em todos os
géis, bem como aqueles spots selecionados como diferencialmente expressos entre as amostras
coletadas nas duas estagdes em estudo. Cento e setenta e dois spots foram cortados manualmente
dos géis e transferidos para tubos limpos, onde foram lavados trés vezes com 400 uL de 50%
acetonitrila e 50% bicarbonato de amdnio (25 mM a pH 8.8). A seguir os fragmentos de gel foram
desidratados com 200 pL de acetonitrila absoluta durante 5 min e secos a temperatura ambiente.
Os fragmentos de gel secos foram incubados, durante 20 h a 37°C, em solugdo contendo tripsina
(166 ng/spot). Depois da incubacao, os peptideos foram extraidos com 5% acido trifluoracético e
50% acetonitrila, por 30 min durante trés lavagens. Os extratos foram acondicionados em
microtubos e concentrados a vacuo (Eppendorf, Hauppauge, USA).

O procedimento de espectrometria de massas ocorreu como descrito em (Rego ef al., 2016). Os
peptideos digeridos foram injetados usando o sistema nanoAcquity ¢ a separagdo cromatografica
ocorreu em coluna BEH300 C18 (100 pm x 100 mm), com um fluxo de passagem de 600 pL/min
(Waters Co., Milford, MA) com gradiente de acetonitrila (5-85%) contendo 0.1% de &cido
formico. Os espectros de massas foram obtidos no equipamento Synapt HDMS (Waters Co.,
Milford, MA), operado em modo positivo usando uma fonte de temperatura de 90°C e uma
voltagem capilar de 3.5 kV. O procedimento de LC-MS/MS foi realizado utilizando o método de
aquisi¢do dependente de dados, no qual um nimero determinado de picos (dois ou trés ions
precursores) ¢ selecionado em um espectro de varredura e submetido a outro analisador de massa
sequencial.
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Os dados foram coletados com o sistema Mass Lynx 4.1 e processados usando o servigo Protein
Lynx Global 2.4 (Waters Co.) e entdo convertidos em arquivos de texto com a lista de picos. Os
dados foram submetidos a busca em bancos de dados (NCBI e SwissProt) usando a ferramenta
MASCOT (http://www.matrixscience.com/search_form_select.html). Os critérios utilizados para
a busca foram: tripsina como enzima com no maximo uma clivagem perdida, oxidagdo da
metionina como modificagdo variavel, carbamidometilacdo da cisteina como modificacao fixa.

2.4.4.0ntologia génica e rede de interagoes proteina-proteina

Todas as proteinas do plasma seminal identificadas com a ferramenta MASCOT foram analisadas
pelo aplicativo para pesquisas de anotagdes de proteinas (STRAP). Os termos para a ontologia
génica associados a processos bioldgicos e a fungdes moleculares foram obtidos utilizando o
banco de dados livre UniProtKB (Rego et al., 2014).

As proteinas do plasma seminal associadas com a estacdo de coleta do s€émen foram analisadas
usando o banco de dados STRING. A partir dessa analise criou-se a rede de interagdes proteina-
proteina, a partir de associagdes diretas ou indiretas. Foi utilizada a espécie Bos taurus como
referéncia, uma vez que a espécie Bubalus bubalis ndo esta disponivel no STRING.

2.5. Analise estatistica

Os pardmetros seminais avaliados apds o descongelamento (pardmetros cinéticos as Oh, queda
dos parametros cinéticos durante 2h de incubagio, viabilidade espermatica, integridade funcional
da membrana plasmatica, indice de fragmentacdo do DNA), a concentragdo de proteina total do
plasma seminal e a intensidade dos spots de proteina, foram submetidos ao teste de normalidade
de Shapiro-Wilk. As variaveis que nao apresentaram distribui¢do normal foram submetidas a
transformacgdo logaritmica e novamente avaliadas quanto a normalidade. As médias das variaveis
paramétricas (distribuicdo normal) foram comparadas entre as estacdes de coleta pelo teste t de
Student ndo pareado. Aquelas variaveis que ndo seguiram distribui¢do normal foram tratadas
como ndo paramétricas e comparadas entre os grupos segundo o teste de Mann-Whitney. As
diferencas entre as médias foram consideradas significativas quando P<(.05. Todas as analises
estatisticas foram realizadas nos softwares GraphPad Prism (v.7; GraphPad software, CA, USA)
e SAS (v.9; SAS Inc., USA).

3. Resultados

Os parametros de qualidade das amostras de sémen apds o descongelamento e a dosagem do
conteido de proteina total do plasma seminal estdo apresentados na Tabela 2. Apods o
descongelamento, os parametros cinéticos dos espermatozoides avaliados pelo CASA (MP, Rap,
VCL, VSL e VAP) e o indice de fragmentagdo do DNA foram maiores naquelas amostras
coletadas durante o inverno. Os pardmetros MT, LIN e BCF, integridade estrutural e funcional da
membrana plasmatica e dosagem de proteina total no plasma seminal ndo diferiram entre as
estacdes de coleta. Quando as amostras foram mantidas a 37°C, durante duas horas, observou-se
maior queda da MP e do percentual de espermatozoides rapidos (Rap) nas amostras que foram
coletadas durante o inverno.
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Tabela 2 — Pardmetros de qualidade do sémen (média + erro padrdo) apds o descongelamento (Oh) e apos
duas horas de incubag@o a 37°C (representada pelo valor da redug¢do dos pardmetros cinéticos entre Oh e
2h), de ejaculados coletados de touros bufalo, sob regime de criagdo extensivo, em relagdo as épocas de

coleta do sémen (inverno X verdo).

Oh Reducio na incubacio
Inverno Verio Inverno Verio

Motilidade progressiva (%; MP) 28.19+£5.68 10.27+3.08° 22.96+4.62* 9.92+291b
Motilidade total (%; MT) 47.37+8.05 2853+6.01 27.18+550 24.02+4.69
Espermatozoides rapidos (%; Rap) 23.29+573*  7.194£2.60° 22.03+535 7.15+2.58°
Velocidade curvilinea (um/s; VCL) 46.02+£3.92° 30.59+3.64> 26.04+3.60 20.51+1.74
Velocidade linear progressiva (um/s; VSL) 29.75+3.76 16.84+2.33> 21.49+3.28 14.33+1.66
Velocidade média da trajetoria (um/s; VAP) 3471 £3.96* 21.52+2.71® 22.85+3.67 17.2+1.70
Linearidade (%; LIN) 62.59+522 53.63+1.88 2492+6.19 39.01+£3.52
Frequéncia do batimento flagelar cruzado (Hz; BCF)  9.84 +0.75 8.09 + 0.83 544+1.17 6.35+£0.61
Integro (%; Sybr+/Pi-) 26.19+4.71 18.92+2.69 - -
Indice de fragmentagdo do DNA (%) 0.87+0.18%  0.24+0.02° - -
Hiposmotico (%; Positivo) 29.50+£3.61 28.50+4.06 - -
Proteina total (ug/ul) 2327+1.41 26.58+1.63 - -

Letras diferentes representam diferenca estatistica entre as épocas, avaliada pelo teste t de Student (P<0.05).
Meédias ndao acompanhados de letras ndo foram diferentes estatisticamente (P>0.05).

Vinte e quatro géis 2D do plasma seminal de touros bufalo foram produzidos e analisados pelo
software PDQuest. Na Figura 2 ¢ apresentado o mapa de spots de proteinas gerado pelo software
baseado nos spots presentes em todos os géis avaliados, independente da época de coleta da
amostra. Foram detectados em média 203.8 £ 9.6 (+ SEM) spots de proteinas por gel, sem
diferenga entre as duas esta¢des de coleta das amostras, quanto ao niimero de spots detectados
(inverno — 221.6 + 16.57 e verdo — 186.0 = 7.46; P = 0.06).

Com o objetivo de caracterizar o proteoma principal do plasma seminal de bufalos foram
excisados 172 spots, que geraram, ap0ds a identificagdo em espectrometria de massas (ESI-Q-Tof),
um total de 69 proteinas (Figura 2). A lista completa das proteinas, os dados de espectrometria e
peptideos identificados estdo apresentados no Anexo 1. Fazem parte do proteoma do plasma
seminal de bufalos proteinas de origem epididimaria (proteina secretdria do epididimo El,
lipocalina-5, glutationa peroxidase, entre outras) e aquelas de origem espermatica (fosfoglicerato
quinase 2, glicose-6 fosfato isomerase, frutose-1,6 bifosfatase, acrosina, proteina de ligagdo da
acrosina, zinco alfa-2 glicoproteina, entre outras).

De acordo com os termos da ontologia génica, os processos biologicos dos quais faz parte o maior
percentual de proteinas identificadas foram os processos celulares, seguido dos processos de
regulacdo, metabodlicos e de interagdo entre células e organismos (Figura 3). As fungdes
moleculares mais relacionadas as proteinas do plasma seminal de bufalos foram de ligacdo e
atividade catalitica (Figura 3).
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Figura 3 — Processos biologicos e fungdes moleculares das proteinas identificadas (presentes de forma
consistente em todos os 24 géis produzidos no estudo) por espectrometria de massas gerados pelo
software STRAP. Os termos da ontologia génica foram obtidos no banco de dados UniProt.

As intensidades de nove spots de proteinas dos mapas 2D do plasma seminal foram diferentes
entre amostras coletadas no inverno ¢ no verdo (P<0.05). Esses spots estiveram presentes em
todos os géis. Os spots identificados como carboxipeptidase Q e albumina sérica foram mais
intensos no inverno. Em contrapartida, os spots identificados como fetuin-B, receptor polimérico
de imunoglobulina, proteina ligadora de acrosina, alfa-2 macroglobulina e superéxido dismutase
extracelular, foram mais intensamente expressas nos mapas do grupo de amostras coletadas no
verdo (Tabela 3 e Figura 4).

A andlise das interagdes proteina-proteina, diretas ou indiretas, mostrou ampla variacdo de
interagdes e sinalizou vias de relagdo funcional entre as proteinas diferencialmente expressas, ¢
apontou outras proteinas que também se relacionam potencialmente. A Figura 5 apresenta as redes
de interacdo das proteinas diferencialmente expressas de acordo com a estagdo de coleta, no
plasma seminal de bufalos. A carboxipeptidase Q (CPQ) apresentou interacdo com 7 outras
proteinas, tendo a maioria das interagdes sido obtida por text mining. Para a albumina sérica
(ALB) foram preditas 10 proteinas em inter-relagdo, sendo todas elas vias conhecidas. Uma rede
de dez proteinas foi criada para caracterizar as interagdes do receptor polimérico de
imunoglobulina (PIGR), sendo metade das interagdes conhecidas. Oito e dez proteinas foram
envolvidas em vias funcionais com fetuin-B (FETUB) e proteina ligadora de acrosina (ACRBP),
respectivamente, sendo as fontes principais text mining e co-expressao. Alfa-2 macroglobulin
(A2M) foi relacionada com 10 proteinas e mais da metade das interacdes ja foram determinadas
experimentalmente, assim como para superoxido dismutase (SOD3) (Figura SA-G).
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Figura 2 — Mapa bidimensional das proteinas identificadas do plasma seminal de bufalos gerado pelo programa PDQuest (Bio-Rad), baseado na analise dos
vinte quatro géis produzidos no estudo (spots consistentemente presentes em todos os géis). A descri¢do detalhada das proteinas identificadas encontra-se
no Anexo 1. As proteinas foram identificadas por eletroforese 2D e espectrometria de massas (ESI-Q-Tof).
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Tabela 3 — Proteinas do plasma seminal de bufalos com maior expressao no inverno (CPQ e ALB) e no
verdo (PIGR, FETUB, ACRBP, A2M e SOD), identificadas por eletroforese 2D e espectrometria de massas
(ESI-Q-Tof). Numero dos spots se referem a Figuras 3 e ao Anexo 1.

Experimental NCBI accession

Protein kDa/pl number
Carboxypeptidase Q

Spot 57 57.4/5.05 115495837
Serum albumin

Spot 70 62.9/5.48 594045062
Fetuin B

Spot 170 42.6/7.44 73587055
Spot 171 42.6/5.77 73587055
Spot 172 42.6/5.77 73587055
PIGR protein (polymeric immunoglubulin receptor)
Spot 75 82.5/7.28 151555693
Acrosin binding protein

Spot 114 10.7/5.05 1888363
Alpha-2 macroglobulin

Spot 82 72.6/6.76 594093035
Extracellular superoxide dismutase [Cu-Zn]

Spot 155 29.4/7.65 129277510

MS/MS
protein score

425

509

285

207

149

184

30

1256

195

Sequence
covered (%)

19
29
10
13

11

15

26

16

Intensidade
de expressao
dos spots*

0.16%

0.27%

0.03%

0.25%

0.26%

0.13%

0.04%

*Intensidade de expressdo dos spots de cada proteina em relagdo a intensidade total de expressdo de todos
o0s spots nos géis de plasma seminal de btfalos, representada em percentual.
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Figura 5 — Rede de interagdes proteina-proteina das proteinas diferencialmente expressas no plasma
seminal coletado no inverno e no verdo. A rede foi gerada no software STRING. A: CPQ —
carboxipeptidase Q, B: ALB — albumina sérica, C: PIGR — receptor polimérico de imunoglobulina, D:
FETUB - fetuin-B, E: ACRBP — proteina ligadora de acrosina, F: A2M — alfa-2 macroglobulin, G: SOD3
— superoxido dismutase extracelular.

*Qs tragos representam —> Interagdes conhecidas: azul — a partir de banco de dados acurados, roxo —
determinados experimentalmente; Interacdes preditas: verde — por semelhanca de gene, laranja — por fusdo
de gene, azul escuro — co-ocorréncia de gene; Outros: amarelo — text minding; preto — co-expressao, cinza
— proteina homologa.

4. Discussao
4.1. Caracteristica seminais apds o descongelamento

O bufalo doméstico ¢ considerado uma espécie sazonal, apesar dos efeitos da estagdo sobre as
caracteristicas de qualidade seminal e comportamento sexual serem controversos (Andrabi,
2009). Essas variagdes sdo muitas vezes atribuidas a latitude do local onde os animais sdo criados,
intensidade das variagdes climaticas repercutindo na resisténcia individual, e até o manejo de
criacdo adotado. Em nosso estudo os animais eram da raga Murrah, criados em regime extensivo,
estando, portanto, expostos as variagdes ambientais, em latitude 19°37°04°’Sul, clima tropical
umido. Os resultados do calculo do ITU confirmaram a diferenca entre as estac¢des, indicando a
possibilidade de um estimulo mais estressante durante o verdo, em relacao ao inverno. Nessas
condi¢des foi possivel observar que a resisténcia ao processo de congelamento dos
espermatozoides de bufalos foi consistentemente diferente entre as estacdes de coleta, com
melhores resultados sendo obtidos no inverno (MP, Rap, VCL, VSL e VAP as Oh). Melhor
tendéncia de resisténcia a criopreservagao das amostras de sémen de bufalos coletadas em épocas
de temperatura e umidade mais amenas também foram encontrados por outros autores (Heuer et
al., 1987; Bahga e Khokar, 1991; Koonjaenak et al., 2007).
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A motilidade progressiva e também as taxas de velocidades calculadas pelo CASA (VCL, VSL e
VAP) s@o apresentadas com alta correlagdo positiva com as taxas de fertilidade em bufalos
(Ahmed et al., 2017). Esses parametros retratam indiretamente a capacidade da célula espermatica
em percorrer longas distdncias em um curto espago de tempo, aumentando as chances de uma
fertilizagdo (Verstergen et al., 2002). Dessa forma, em programas de inseminagdo artificial
desejam-se amostras com altos valores de cinética mesmo ap6s o descongelamento. Entretanto se
esses espermatozoides com alta velocidade e progressividade forem incubados ex sifu, sem que
haja uma reposicao de substratos, é esperado, nesta condi¢cdo, que haja uma reducdo consideravel
desses parametros apds longos periodos, refletindo o gasto metabdlico, como foi observado no
presente estudo (MP e Rap) (Tabela 2).

O processo de criopreservagao induz uma série de modificagdes na membrana plasmatica do
espermatozoide que resultam, dependendo da resisténcia individual, em maior ou menor perda de
qualidade espermatica ap6s o descongelamento. Essa variacdo é dependente das caracteristicas
do sémen fresco, ndo apenas aquelas identificadas pelos testes de qualidade padrao, mas sobretudo
aquelas a nivel de composi¢do molecular do plasma seminal e do espermatozoide.

A composi¢do do plasma seminal, que ird interagir com o espermatozoide durante a ejaculacao e
incubagdo in vitro, é determinada principalmente pela secre¢do das glandulas genitais anexas
(Souza et al., 2012), que estdo sob controle endécrino dos horménios esteroides. Os niveis de
testosterona plasmatico sao afetados pelo ambiente externo, via rotas metabdlicas que envolvem
os hormonios tireoideanos e a prolactina, resultando geralmente em menores concentracdes
durante estacdes quentes (Bahga e Khokar, 1991; Mayahi et al., 2014). As mudangas no perfil
proteico do plasma seminal identificadas em nosso estudo, podem ter contribuido para as
diferentes respostas ao processo de congelamento. Além disso, altos ITU sdo correlacionados com
o aumento da temperatura da superficie escrotal (Ahirwar et al., 2017), o que pode acarretar
prejuizos ao processo de espermatogénese e maturagao espermatica. Esses prejuizos podem nao
ser percebidos nos pardmetros seminais imediatamente ap6s a coleta (Henry et al., 2017), mas
podem refletir em piores respostas ao congelamento (Heuer et al., 1987; Rego et al., 2016).

4.2. Principais proteinas do plasma seminal de bufalos

As proteinas com maior intensidade de expressdo no plasma seminal de bufalos nesse
experimento, dentre aquelas identificadas, foram as proteinas da familia das secretoglobinas (que
representaram 25.15% da intensidade total dos spots expressos nos géis) seguidas pelas
espermadesinas Z13 (11.69%), clusterinas (6.87%), familia das BSP (3.07%), albumina (2.62%)
e zinco-u2-glicoproteinas (0.95%).

No plasma seminal de biifalos foi identificada uma grande intensidade de expresséo das proteinas
secretoglobina familia 2A, também conhecida como mamaglobina, e secretoglobina familia 1D,
também identificada como lipofilina A. Ambas proteinas pertencem a superfamilia das
uteroglobinas, proteinas que foram primariamente identificadas no fluido uterino de coelhas. No
plasma seminal de humanos, as uteroglobinas foram relacionadas como fatores decapacitantes e
aparentemente com efeito negativo sobre a motilidade (Luconi ef al., 2000).

A maioria das proteinas componentes da familia das espermadesinas sdo encontradas associadas
a superficie do espermatozoide ejaculado, desempenhando fung¢des no processo geral de
fertilizagdo (Reinert et al., 1996). Porém, a proteina espermadesina Z13 em ruminantes, nao ¢é
encontrada associada ao espermatozoide (Tedeschi et al., 2000). Sua fungdo biologica parece estar
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associada a regulacdo da atividade mitocondrial, de forma dose dependente e reversivel. Altas
concentragdes de Z13 no plasma seminal foram associadas a baixas motilidade espermatica e
fertilizagdo in vivo, em bovinos (Moura ef al., 2006).

As clusterinas sdo glicoproteinas sulfatadas, presentes em diferentes espécies de mamiferos
(Ibrahim et al., 2001). A clusterina esta envolvida numa série de eventos biologicos, que vao
desde sua agdo testicular durante a espermatogénese, até as fungdes desempenhadas no sémen
relacionadas a prote¢do espermatica.

Por ser uma molécula anfipatica, a clusterina se liga aos componentes do sistema complemento
(C5b-6), de maneira dose-dependente e reversivel, evitando sua inser¢cdo dentro da membrana
plasmatica e a consequente lise celular (Meri e Jarva, 2001). E também proposto um papel de
chaperona, uma vez que utilizando a energia da hidrdlise do ATP consegue induzir a destruicdo
de células morfologicamente anormais, evitando a precipitagdo dessas células (Humphreys et al.,
1999). Talvez esse seja o motivo pelo qual altas concentragdes de clusterina sdo encontradas em
plasma seminal de touros com alto indice de anormalidades espermaticas (Ibrahim et al., 2001).

Uma familia de proteinas altamente conservada no plasma seminal de mamiferos, denominada
proteinas de ligagdo ao espermatozoide (Binder of SPerm proteins — BSP), ¢ a mais estudada
desde sua primeira identificacdo em plasma seminal de bovino, ocorrida na década de 80 (revisado
por Plante et al., 2016). De forma geral, sdo proteinas conhecidas por sua capacidade de ligacao
a fosfolipides, gelatina e heparina estando, portanto, envolvidas na estabilizacdo da membrana
plasmatica e capacitacdo dos espermatozoides (Manjunath e Thérien, 2002).

Em bovinos trés tipos de proteinas BSP, de origem das glandulas vesiculares, foram melhor
caracterizadas, e representam 40-57% do total da fracdo proteica do plasma seminal: BSP1, BSP3
e BSP5 (Nauc e Manjunath, 2000). A relagdo de expressdo dessas trés proteinas no plasma
seminal de bovinos ¢ de 10:1:1, respectivamente para BSP1, BSP3 e BSP5 (Nauc e Manjunath,
2000).

No presente estudo ndo foi possivel a identificacdo da proteina BSP1 no plasma seminal de
bufalos, tendo sido identificadas apenas as proteinas BSP3 e BSP5. Além disso, a intensidade de
expressdo dos spots dessas proteinas, em relacdo a intensidade total dos spots dos géis,
representou aproximadamente 3.1% apenas. De forma similar ao encontrado em nosso estudo,
Arangasamy et al. (2005) também obtiveram baixa predominancia desse grupo de proteinas,
apenas 9,7% das proteinas totais do plasma seminal de bufalos. Além disso, uma inversdo da
razdo de predominéncia dos tipos de BSP no plasma seminal de bufalos foi relatada por Shende
et al. (2015). A expressdo de proteinas BSP3 foi maior em relagdo aos outros dois tipos de BSP,
sendo a razdo proposta de 10:18:1, para BSP1, BSP3 e BSPS5 respectivamente.

A albumina também desempenha fun¢des de protegdo espermatica ao se ligar ao 6xido nitrico e
outros peroxidos, reduzindo a peroxidacao lipidica das membranas celulares (Alvarez e Storey,
1995).

As zinco-o2-glicoproteinas encontradas no plasma seminal sdo ditas de origem do
espermatozoide, uma vez que se ligam a ele durante a maturagdo epididimaria. Sua presenga ¢
envolvida na manutencdo dos niveis de AMPc intracelular, fosforilagdo de proteinas e
concentracdo de calcio (Liu et al., 2012). Esses processos sdo essenciais para a motilidade
espermatica e reacdo acrosomal. No plasma seminal de ovinos, a zinco-a2-glicoproteina causa
um aumento inicial da motilidade espermatica, porém apds tempo prolongado de incubagdo em
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temperatura de resfriamento (24 horas) ela é negativamente associada a motilidade (Soleilhavoup
etal., 2014).

4.3. Proteinas diferencialmente expressas de acordo com a estacio

Nas amostras coletadas durante o inverno houve maior intensidade de expressdo das proteinas
carboxipepetidase Q (CPQ), também conhecida como glutamato carboxipeptidase, e albumina
(ALB), coincidindo com os melhores resultados de cinética espermdtica apds descongelamento
(MP, Rap, VCL, VSL e VAP). As peptidases seminais, como a CPQ, afetam a fungdo espermatica
por clivar residuos de peptideos da membrana do espermatozoide, participando durante a
capacitagdo espermatica (Souza et al., 2012). Uma outra fun¢ao possivel para as aminopeptidases
¢ a participag@o nos processos de reacao acrosomal (Togo e Morisawa, 2004), reafirmado pela
identificacdo de CPQ associado a membrana plasmatica de espermatozoides ovinos (Van Tilburg
et al., 2013). A ALB também tem sido associada ao processo de capacitacdo espermatica, por
auxiliar na remocao do colesterol da membrana plasmatica (Flesch e Gadella, 2000), assim como
com nos mecanismos de protegdo contra a peroxidagao lipidica dos espermatozoides (Alvarez e
Storey, 1995). Touros bovinos com alta expressdo de albumina no plasma seminal apresentaram
melhores indices de fertilidade (Muhammad Aslam et al., 2014). Hipoteses sobre a relacao direta
dessas proteinas e a cinética espermatica ndo foram encontradas.

Mudangas no padrdo de expressdo de proteinas no plasma seminal coletado no inverno foi
também relatado por Nandre et al. (2013), em estudo realizado com bufalos da raga Surti criados
na India. Nesse trabalho, entretanto, foram identificadas as proteinas fosfoglicerato cinase,
proteina reguladora de androgeno, inibidor de ribonuclease e sorbitol dehidrogenase, como as
mais expressas no inverno.

Fetuin-B (FETUB), também conhecida como alpha 2-HS-glicoproteina, ¢ uma proteina
plasmatica ndo hormonal com funcdo de inibidor competitivo e reversivel de cisteino-proteases.
E uma proteina primariamente sintetizada pelo figado, e integra a superfamilia das cistatinas
(Olivier et al., 2000). As proteinas do tipo fetuin (A e B) estdo envolvidas em varias vias
metabolicas essenciais, incluindo osteogénese, reabsorcdo Ossea e absor¢do de glicose pelas
células musculares (Olivier et al., 2000; Skibiel et al., 2018), além de respostas a inflamacao
aguda (Figura 5). Mais recentemente foi comprovada a a¢ao fundamental da fetuin-B durante a
interagdo espermatozoide-odcito. A fetuin-B, presente no fluido folicular € no espago perivitelino,
age antagonicamente a enzima ovastacin, evitando a clivagem prematura da proteina ZP2 e assim
evitando o enrijecimento da zona peltcida antes da fertilizagdo (Dietzel ef al., 2013). Nao foram
encontradas informacdes disponiveis sobre o papel da fetuin-B no trato reprodutivo masculino de
mamiferos, apesar de essa proteina ja ter sido identificada no plasma seminal de ovinos (Souza et
al., 2012; Druart et al., 2013), no fluido testicular de ovinos (Van Tilburg et al., 2017) e ligada
ao espermatozoide de bovinos (Defaus et al., 2016).

Em nosso estudo, a fetuin-B foi significativamente mais expressa no plasma seminal de bufalos
coletado durante o verdo. Essa estacdo foi caracterizada por maiores temperatura ¢ umidade,
gerando um ITU que sugere um possivel desconforto térmico moderado. Em situagdes de estresse
térmico, ruminantes podem apresentar reducdo de consumo com consequente alteracdo do
metabolismo hepatico. Nessa situagdo hd maior secrecdo de fetuin-B pelos hepatdcitos (Skibiel
et al., 2018). Em nossa situa¢do experimental um desbalango energético transitorio durante o
verdo pode ter resultado em uma maior concentragdo de fetuin-B sérica, refletindo em maior
concentragdo dessa proteina no plasma seminal.
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Em plasma seminal de peixes, foi relatada a presencga de uma proteina similar a fetuin-B, chamada
Inibidor I, de origem sanguinea, que também exerceria fun¢@o de inibidor de serino proteases. Os
autores sugerem uma acao inibidora sobre a motilidade espermatica (Nynca et al., 2011). Essa
ultima hipotese estaria de acordo com os achados do nosso estudo, no qual as amostras coletadas
no verao, portanto com maior intensidade de expressao de fetuin-B, apresentaram pior motilidade
progressiva apés o descongelamento. Entretanto, a adicdo de fetuin (de origem do soro fetal
bovino) ao diluidor de congelamento de sémen de bovinos, resultou em uma melhoria dos
parametros espermaticos apds descongelamento, mas de forma dose dependente (Saridzkan et al.,
2015). Mais estudos sdo necessarios para esclarecer a fungdo e o modo de acdo dessa proteina na
fisiologia espermatica de cada espécie.

O receptor polimérico de imunoglobulinas (PIGR), também chamado de componente secretdrio
por alguns autores, ¢ uma proteina transmembrana que se liga a imunoglobulina A, transpondo-a
através da membrana plasmatica e secretando-a na superficie apical da célula (Cunningham et al.,
2008). A imunoglobulina A tem origem na prostata em humanos e na glandula uretral em roedores
(Beagley et al., 1998). As funcdes desempenhadas pelas imunoglobulinas no trato reprodutivo
masculino s3o similares aquelas encontradas em outras mucosas, envolvendo prevengdo da
adesdo de microrganismos e outros mecanismos de defesa (Russell e Mestecky, 2002). No
proteoma do plasma seminal de btfalos houve maior expressdo de PIGR nas amostras coletadas
no verao, coincidindo os piores parametros seminais pos-descongelamento. De forma semelhante,
(Soleilhavoup et al., 2014; Rickard et al., 2015) associaram a expressao dessa proteina em plasma
seminal de ovinos com uma pior resposta ao processo de resfriamento ou congelamento seminal.
Os mecanismos pelos quais um aumento de PIGR no plasma seminal interfere com a resisténcia
a criopreservagdo nao estdo claros, mas devem envolver um tempo de ligagdo prolongado das
imunoglobinas-A aos espermatozoides (Swegen et al., 2015).

A proteina ligadora de acrosina (ACRBP) origina-se da matriz acrosomal do espermatozoide
(Baba et al., 1994). A maior expressao de proteina ligadora de acrosina no plasma seminal
coletado no verdo nesse estudo indica entdo um maior nimero de espermatozoides com dano
acrosomal no sémen fresco, o que resultou na menor resisténcia ao processo de congelamento
observado (Rego et al., 2016). Igualmente, maiores concentragoes de ACRBP foram encontradas
no plasma seminal de ovinos com baixa resisténcia espermatica ao congelamento (Rickard et al.,
2015). Quando expresso no proteoma espermatico, a ACRBP foi predita como um marcador de
boa congelabilidade do sémen de suinos. Em maiores concentragdes a proteina ligadora no
espermatozoide retardaria a liberacao da acrosina prevenindo a capacitacdo prematura resultante
do processo de criopreservagao (Vilagran et al., 2013).

Dentre as proteases € antiproteases presentes no plasma seminal a a2-macroglobulina (A2M) ¢
considerada um potente inibidor de protease de amplo espectro, e ainda capaz de se ligar a
citocinas e hormonios em suspengdo (Glander ef al., 1996). E uma proteina sintetizada pelas
células de Sertoli, sob controle de FSH, e parece agir no ambiente epididimario evitando clivagens
proteicas indesejadas (Peloille et al., 1997).

A rede de interagOes construida para a A2M mostrou que as principais proteinas que estabelecem
interagdes funcionais sdo inibidoras de serino proteases (Figura 5). Dessa forma, sugerimos que
a fungdo sobre a motilidade espermatica, descrita para inibidores de protease do plasma seminal,
também possa ser similarmente atribuida a A2M. Os inibidores de protease do plasma seminal
mantém altos valores de motilidade espermatica do sémen ejaculado, mesmo apoés tempo
prolongado de incubac@o, por prevenirem a degradag@o da adenilato ciclase mantendo altos niveis
de AMPc intra-celular (Okamura et al., 1990). Um desgaste metabolico acentuado pré-
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congelamento pode ter sido a causa dos piores indices do padrio de motilidade apds o
descongelamento obtidos nas amostras de sémen de bufalos coletadas durante o verdo, que
apresentaram maior intensidade de expressdao da A2M. Essa inferéncia, no entanto, necessita de
mais estudos para ser comprovada. Em adi¢do aos resultados encontrados em nosso estudo, uma
associacdo negativa da expressao de A2M com caracteristicas pos-descongelamento também foi
encontrada em sémen de bovinos (Rego et al., 2016). A razdo pela qual os maiores valores de
temperatura ¢ umidade poderiam ter provocado a maior expressdo dessa proteina no plasma
seminal de bufalos permanece inconclusiva.

Condigdes ambientais que provoquem algum grau de desconforto ao animal, como aquelas
manifestadas durante o verdo em climas tropicais, podem provocar comprometimento da fungéo
testicular, do epididimo e das glandulas acessorias, por alterar, entre outros mecanismos, a
secrecdo de testosterona (Malfatti ef al., 2006). Outro mecanismo que ocorre nessas condigdes €
o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio, que pode levar a um prejuizo da
qualidade do sémen. Para contrabalancear o aumento da producdo de ROS, ocorre aumento
concomitante de fatores antioxidantes do sémen (Sharma et al., 2016). A superoxido dismutase
[Cu-Zn] (SOD3) é uma metaloproteina integrante do sistema antioxidante enzimatico do sémen,
que esta presente tanto intracelular como extracelular. Ela é responsavel por catalisar a reagao dos
anions superoxido a peroxido de hidrogénio e oxigénio, protegendo o espermatozoide contra o
acumulo do anion superdxido (Mruk et al., 2002). Além da fung@o de protecdo contra o dano
oxidativo, a SOD tem sido relacionada ao estimulo de fosforilagdo da tirosina e com eventos
associados ao inicio da capacitagdo (Dacheux et al., 2005).

O aumento das concentragdes de SOD associado a estacdo de verdo, como encontramos em nosso
estudo, foi também descrita no plasma seminal de bufalos criados na ndia (Sharma et al., 2016),
¢ para espermatozoides de suinos (Argenti et al., 2018). A maior concentragdo de SOD no plasma
seminal dos bufalos coincidiu com o menor indice de fragmentagdo do DNA, encontrado apés o
descongelamento do sémen coletado no verdo. A protecdo contra a oxidagdo do DNA provocada
pela acdo dos ROS ¢ uma das fungdes conhecidas da SOD (Mruk et al., 2002). Contudo, os
resultados inferiores do padréo cinético dos espermatozoides congelados no verdo, constituem-se
em um paradoxo que requerem estudos mais profundos. Eghbali et al. (2008) associaram o
aumento de SOD extracelular ao maior numero de células espermaticas danificadas na amostra
recém coletada, que resultou em menor motilidade do espermatozoide de bufalos. Esses achados
ndo puderam ser confirmados em nosso estudo.

5. Conclusao

Em conclusdo, esse estudo mostrou que existe uma associacdo da estagdo e a resisténcia ao
processo de congelamento dos espermatozoides de bufalos, criados em regime extensivo, sob
clima tropical imido. O sémen coletado no inverno apresentou caracteristicas cinéticas pos-
descongelamento (MP, Rap, VCL, VSL e VAP) superiores ao sémen coletado e congelado no
verdo. Adicionalmente foi demonstrada a maior da expressdo de proteinas no plasma seminal
coletado no inverno (CPQ e ALB) ou no verao (FETUB, PIGR, ACRBP, A2M e SOD?3). Por fim,
0 mapa de proteinas 2D e as principais proteinas expressas do plasma seminal de btfalos foram
apresentados.
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CONSIDERACOES FINAIS

r

O desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas ¢ essencial para se alcangarem melhores
produtividade e eficiéncia do sistema de criagdo animal. A espécie bubalina, adotada como
alternativa a producgdo de proteina de origem animal de alta qualidade nutricional, foi nesse
trabalho de conclusdo explorada quanto a fisiologia espermatica. As abordagens experimentais
apresentadas permitiram identificar mudancas da qualidade espermdtica de bufalos,
principalmente apds o processo de congelamento/descongelamento, decorrentes de interferéncias
ambientais externas. Entretanto, ndo foi possivel identificar um padrdo fixo de sazonalidade
quanto a esta¢do do ano (inverno ou verao).

O que se nota ¢ que as condi¢des climaticas, mesmo dentro de um microclima, podem variar de
um ano para outro, e assim se alternarem as dominancias de efeitos sobre a fisiologia espermatica
dos animais. Portanto, a capacidade adaptativa individual do rebanho as condigdes ambientais
parece ser a caracteristica mais predominante a ser avaliada dentro de cada sistema de criagdo,
visando o maior desempenho reprodutivo.

Aliado a caracteristica nutricional, a capacidade de termorregulacdo corporal e testicular sdo
afetadas pelas condi¢des bioclimaticas. Diferente de um padrao esperado, devido provavelmente
a forma predominante da troca de calor da espécie bubalina (por condugéo), grandes quantidades
de chuva no periodo podem ajudar na perda de calor proporcionando menor desconforto térmico
aos animais, e assim melhor qualidade seminal. Esse pode ter sido um grande influenciador da
melhor resposta ao processo de congelamento das amostras de s€émen coletadas no verdao do ano
2. Quando a diferenga da quantidade de chuvas (e consequentemente de umidade) entre inverno
e verdo, apesar de significativa, ndo € tdo grande, pode ocorrer certo desconforto pela dificuldade
de termolise, como observado no ano 1.

Além disso, mostrou-se que mudancas sazonais também sdo percebidas na constitui¢ao proteica
do plasma seminal de bufalos, incluindo expressdo diferencial de algumas proteinas que ja foram
anteriormente relacionadas ao processo de congelamento ou de fertilidade, em outras espécies
mamiferas.

Apesar de nem todas as caracteristicas funcionais das proteinas seminais serem conhecidas,
algumas relagcdes nos permitiram perceber que as condigdes climaticas desfavoraveis podem
aumentar a expressdo de proteinas indesejaveis durante a criopreservagdo. Essas proteinas podem
ser utilizadas como marcadores moleculares durante a selecdo de ejaculados antes dos
procedimentos de congelamento. Por outro lado, proteinas que tenham efeitos positivos sobre o
processo de congelamento, podem ser empregadas como marcadores ¢ até adicionadas em meios
diluidores usados no congelamento das células, em diferentes etapas do processo.

Resultados importantes foram encontrados, porém permanece a necessidade de novos estudos,
com diferentes abordagens, para que seja possivel maximizar as tecnologias reprodutivas
artificiais e assim estimular o crescimento da bubalinocultura no Brasil e no mundo.
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Supporting information 2: Buffalo seminal plasma proteins identify by two-dimensional electrophoresis and tandem mass spectrometry (ESI-Q-ToF). Spot numbers refer to
those shown in the 2D gel — Supporting information 1

MS/M

. Exp.! NCB.I S Sequence . Ion
Protein and spot number kDa/pl accession protein covered Matched peptides score m/z y/
number score (%)

Secretoglobin, family 2A, member 2 10.96/4.06 329009633 253 48 BAVDPTVSK? 32 4.087.197 2
Spot 4 BAVDPTVSKDEYR?* 87 4.605.557 3
BAVDPTVSKDEYR?* 80 4.605.564 3

BAVDPTVSKDEYR?* 53 6.903.354 2

BAVDPTVSKDEYR?* 104 6.903.426 2

PEYLKDFAR?3? 35 5.212.553 2

3TDDEKNAVDELK* 66 6.888.251 2

BSNAVDELK* 16 3.947.034 2

Spot 5 10.82/4.13 329009633 236 48 BAVDPTVSK? 28 4.087.157 2
BAVDPTVSKDEYR?* 88 4.605.429 3

BAVDPTVSKDEYR?* 80 6.903.132 2

BAVDPTVSKDEYR?* 58 6.903.265 2

ZEYLKDFAR?3? 35 5.212.518 2

BSTDDEKNAVDELK# 28 4.595.405 3

STDDEKNAVDELK# 68 6.888.190 2

BINAVDELK* 17 3.947.006 2

Spot 6 10.92/4.23 329009633 216 48 BAVDPTVSKDEYR?* 80 6.903.305 2
BAVDPTVSKDEYR?* 101 4.605.566 3

BAVDPTVSKDEYR?* 59 6.903.367 2

BEYLKDFAR?? 35 5.212.416 2

BSTDDEKNAVDELK# 66 6.888.281 2

BNAVDELK* 14 3.947.009 2

Spot 12 15.30/4.24 329009633 88 30 BAVDPTVSK? 13 4.087.242 2
BAVDPTVSKDEYR?* 65 6.903.431 2

BEYLKDFAR?? 10 5.212.653 2

Spot 16 18.49/4.26 329009633 74 18 BAVDPTVSKDEYRE* 74 4.605.569 3

~
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Spot 115 9.59/4.61 329009633 185 48 BAVDPTVSKDEYR?* 101 4.605.573 3
BAVDPTVSKDEYR?* 62 6.903.406 2

BAVDPTVSKDEYR?* 90 6.903.430 2

SEYLKDFAR?* 28 5.212.710 2

STDDEKNAVDELK* 48 6.888.278 2

SNAVDELK* 8 3.947.070 2

PREDICTED: secretoglobin family 1D member-like 9.7 594037224 187 39 3FFYLPDELYR* 21 6.818.392 2
Spot 1 FFYLPDELYR® 49 6.818.392 2
“YNAPPEVVAAK?® 30 5.798.071 2

“YNAPPEVVAAK?® 49 5.798.132 2

LIITNILK?? 16 4.643.134 2

$ILLNCTVTDVK®* 73 6.383.474 2

$ILLNCTVTDVK®* 69 6.383.521 2

Spot 105 28'372/10'2 594037224 137 31 MFFYLPDELYR® 41 6.818.370 2
MFFYLPDELYR* 47 6.818.386 2

“YNAPPEVVAAK?® 37 5.798.071 2

“YNAPPEVVAAK?® 42 5.798.107 2

$ILLNCTVTDVK®* 48 6.383.500 2

Spot 107 16.42 594037224 197 39 M#FFYLPDELYR® 41 6.818.385 2
“YNAPPEVVAAK> 44 5.797.985 2

“YNAPPEVVAAK?® 47 5.798.089 2

SLIITNILK® 20 4.643.153 2

$ILLNCTVTDVK®* 52 6.383.497 2

$ILLNCTVTDVK®* 88 6.383.510 2

Spot 108 11.31 594037224 242 40 M#FFYLPDELYR* 69 6.818.257 2
MFFYLPDELYR* 60 6.818.385 2

“YNAPPEVVAAK?® 45 5.798.027 2

TSLIITNILK® 32 4.643.097 2

BSLIITNILK® 21 4.643.118 2

BLIITNILKK®3 13 3.525.734 3

TSLIITNILKK®3 23 5.283.619 2
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Spot 109

Spot 110

Spot 111

Spot 120

Spot 121

Spot 122

11.33/10.2

0 594037224

9.90/10.34 594037224

9.90/10.16 594037224

10.90/8.30 594037224

11.35/7.60 594037224

12.30/8.84 594037224

143

281

312

64

91

88

40

40

40

20

20

28

SILLNCTVTDVK*
3¥FFYLPDELYR®

PYNAPPEVVAAK®
“YYNAPPEVVAAK®
BSLIITNILK®?
7SLIITNILKK®3
7SLIITNILKK®3
SILLNCTVTDVK*
3#FFYLPDELYR*®
PYNAPPEVVAAK®
BSLIITNILK®?
7SLIITNILKK®3
SKILLNCTVTDVK*
SILLNCTVTDVK*
SILLNCTVTDVK*
SILLNCTVTDVK*
#FFYLPDELYR*®
PYNAPPEVVAAK®
“YYNAPPEVVAAK®
SLIITNILK®2
SLIITNILKKS®?
LIITNILKK?3
SKILLNCTVTDVK*
SILLNCTVTDVK*
SILLNCTVTDVK*
3FFYLPDELYR®
“YNAPPEVVAAK®
¥FFYLPDELYR#*
3FFYLPDELYR®
YYNAPPEVVAAKY
¥FFYLPDELYR#*

72
45

43
46
23
13
10
17
44
50
27
16
68
52
75
71
69
45
35
25
36
31
62
74
49
37
27
41
45
46
35

6.383.519
6.818.383

5.798.059
5.798.116
4.643.104
3.525.730
5.283.611
6.383.494
6.817.937
5.798.070
4.643.122
5.283.616
7.023.970
6.383.228
6.383.262
6.383.495
6.818.361
5.798.063
5.798.092
4.643.011
3.525.730
5.283.624
7.023.976
6.383.323
6.383.323
6.818.368
5.798.066
6.818.381
6.818.394
5.798.094
6.818.406
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“YNAPPEVVAAK® 36 5.798.095 2

SLITTNILK®2 17 4.643.102 2

Spot 123 12.09/8.05 594037224 114 28 MFFYLPDELYR® 49 6.818.368 2
MFFYLPDELYR# 41 6.818.378 2

“YNAPPEVVAAK® 49 5.798.079 2

ISLIITNILK®2 16 4.643.152 2

Spot 168 9.84/9.46 594037224 343 40 FFYLPDELYR* 69 6.818.024 2
3FFYLPDELYR* 53 6.818.395 2

“YNAPPEVVAAK® 49 5.798.096 2

SLITTNILK®2 32 4.643.111 2

ISLIITNILK®2 30 4.643.120 2

ISLIITNILKK® 33 5.283.633 2

BKILLNCTVTDVK® 84 7.024.026 2

$ILLNCTVTDVK®* 75 6.383.111 2

S4ILLNCTVTDVK* 68 6.383.274 2

PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: cystatin-9 14.6/3.22 741888261 39 9 'MGR® 3.631.477 1
Spot 3 *QGR® 3.601.276 1
“DGRCR® 6.632.352 1

BELK* 4.071.801 1

SNAYK 4.952.450 1

Acrosin inhibitor 1, partial 14.14/4.12 440900265 109 49 I6VYTEACTR® 46 5.002.241 2
Spot 10 1°VYTEACTR? 31 5.002.271 2
MEYNPICASDAK? 43 6.342.814 2

3TYSNECTFCNEK* 20 7.768.092 2

Spot 11 13.98/4.25 440900265 141 49 16V YTEACTR? 48 5.002.309 2
MEYNPICASDAK? 49 6.342.831 2

3STYSNECTFCNEK# 45 7.768.082 2

3TYSNECTFCNEK# 0 7.768.091 2

Acrosin 28'372/10'2 1888363 132 6 95YSASSEANDIALIK %8 15 7.413.748 2
Spot 105 95YSASSEANDIALIK % 86 7.413.748 2
I123TNVCAGYPEGK '%? 46 6.417.889 2
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182STNVCAGYPEGK '3 44 6.417.896 2

PREDICTED: acrosin-binding protein isoform X1 10.77/6.11 297475301 144 4 3"THLAACTLCDFCSLK330 37 5.659.211 3
Spot 114 3THLAACTLCDFCSLK? 31 5.659.212 3
3STHLAACTLCDFCSLK?3#0 51 8.483.881 2

ILEQCHSEANLQR3%? 45 4.955.605 3

31 EQCHSEANLQR®”? 18 4955621 3

1L EQCHSEANLQR® 93 7.428.465 2

1L EQCHSEANLQR® 65 7428472 2

PREDICTED: allergen Bos d 2- like isoform X1 15.89/4.22 594103693 108 17 H#TIYAAADNK® 15 4.837.448 2
Spot 13 HTTY AAADNKEK* 30 6.123.146 2
B6GTSFTPEEFQK 46 22 6.357.985 2

I47YQQLNTER'5* 41 526258 2

PREDICTED: WAP four-disulfide core domain protein 2 18.85/3.91 594037564 210 56 YTACVLDEDCDDNLK? 96 7.838.206 2
Spot 14 YTACVLDEDCDDNLK? 111 7.838.211 2
60CCEAGCATVCQMPNDKSPGSCPNVDIAFPQLGLCRg 18 12.94718.8 1 3

60CCEAGCATVCQMPNDKSPGSCPNVDIAFPQLGLCRg 19 12.94518.84 3

%DQCQVDSQCPDALK!Y 54 8323445 2

18CCINGCGR!' 26 4.986.893 2

Spot 15 18.40/4.06 555998471 235 56 Y ACVLDEDCDDNLK* 104 7.837.987 2
YTACVLDEDCDDNLK? 110 7.838.182 2

“CCQAGCATVCQMPNDKPGSCPNVDIAFPQLGLCR! ), 12.94515.38 ;

%DQCQVDSQCPDALK!? 83 8323550 2

18CCINGCGR!' 21 4.986.902 2

Spot 16 18.49/4.26 555998471 222 34 Y ACVLDEDCDDNLK* 104 7.838.185 2
YTACVLDEDCDDNLK? 96 7.838.197 2

#DQCQVDSQCPDALK Y 41 8323441 2

%DQCQVDSQCPDALK ! 83 8323.503 2

18CCINGCGR!'?® 11 4.986.958 2

16yVSCVTPVF!? 24 9.084.603 1

PREDICTED: double-headed protease inhibitor 19.10/4.59 594092233 269 52 SITWSPICGIDK® 56 5.947.999 2
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Spot 17 2TYSNECMFCFLNSDK’® 23 9.583.873 2
2TYSNECMFCFLNSDK 49 9.583.881 2

TYSNECMFCFLNSDK® 66 9.663.821 2

$2KLHDNECR® 43 5.362.376 2

$2KLHDNECR® 36 5.362.468 2

YEVECTTYSEICTMEYIPHCGSDGIVYGNR!''® 56 ”‘4;4'88 3

PEVECTTYSEICTMEYIPHCGSDGIVYGNR!'® 27 “'558'18 3

9CAFCNAVVK'? 17 5.347.490 2

Spot 18 19.01/4.82 594092233 78 20 2TYSNECMFCFLNSDK 36 9.583.842 2
2TYSNECMFCFLNSDK¢ 16 9.583.878 2

$2KLHDNECR® 15 5.362.434 2

$2KLHDNECR® 31 5.362.470 2

BOGTLYFVK!3¢ 11 4.142.321 2

Seminal plasma protein A3, partial 18.49/4.26 393885953 49 14 3’EMEDIASGAETK* 6.487.824 2
Spot 16 SYQACIK ' 4.352.073 2
Spot 127 13.76/7.98 393885953 190 31 YEMEDIASGAETK* 54 6.407.866 2
3’EMEDIASGAETK* 72 6.487.831 2

9"CVFPFIYGNK'% 23 6.228.065 2

9CVFPFIYGNK'% 47 6.228.077 2

9CVFPFIYGNK'% 33 6.228.085 2

SYQACIK ' 9 4.352.071 2

12lYWCSLSPNFDEDR '3 62 8.448.554 2

PREDICTED: seminal plasma protein BSP30 kDa-like 21.23/4.41 594056516 156 18 33DEPECVFPFIYR'# 42 7.863.630 2
Spot 20 BSDEPECVFPFIYR'# 17 7.863.652 2
SIKYYESCTR ' 25 5.537.512 2

22YYESCTR'*® 35 4.897.000 2

166SWCSLTSNYDR!76 48 6.947.975 2

166SWCSLTSNYDRDK 7 7 5.445.710 3

Spot 157 21.23/4.41 594056516 397 28 WKYYMCTR!'? 37 5.112.296 2
WKYYMCTR!'? 29 5.192.258 2

IB3FCTEKDEPECVFPFIYR'# 48 7.463.355 3
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11.190.15

I33FCTEKDEPECVFPFIYR!# 45 4 2

BSDEPECVFPFIYR'¥ 42 7.863.625 2

BIKYYESCTR'"® 48 5.537.507 2

152y YESCTR %8 44 4.896.912 2

32YYESCTR!38 43 4.896.960 2

1VYSFFWR!6 35 5.027.434 2

166SWCSLTSNYDR 76 61 6.947.916 2

166SWCSLTSNYDR!7 64 6.947.954 2

166SWCSLTSNYDRDK!7® 56 5.445.682 3

166SWCSLTSNYDRDK 78 80 8.163.586 2

14-3-3 protein zeta chain 26.06/4.51 253706 284 25 BSVTEQGAELSNEER*! 92 7.748.558 2
Spot 22 “NLLSVAYK® 26 4542601 2
6I'VVSSIEQK®® 20 4.452.459 2

14FLIPNASQAESK '3 42 6.528.432 2

2%YLAEVAAGDDKK'*° 32 4.272.098 3

2%YLAEVAAGDDKK ¥ 65 6.403.258 2

IEMQPTHPIR '¢’ 40 3.755.155 3

Clusterin preproprotein 31.34/4.45 27806907 313 15 S2TQIEQTNEER®! 68 6.242.952 2
Spot 23 S TQIEQTNEERK®? 24 4592363 3
©2KLLLSSLEEAK™ 13 6.158.717 2

SLLLSSLEEAK"? 17 5.518.170 2

SLLLSSLEEAKK™ 10 4.109.094 3

177 ASSIMDELFQDR 88 90 7.143.253 2

199RPQDTQYY SPFSSFPR2% 44 6593.068 3

209GSLFFNPK?! 23 4.552.395 2

2L YDQLLQSYQQK 26 7.638.945 2

Spot 24 32.49/4.16 27806907 351 15 BSYVNKEIK#! 6 4.472.550 2
2TQIEQTNEER®! 68 6242910 2

©2KLLLSSLEEAK™ 57 6.158.604 2

SLLLSSLEEAK™ 61 5.518.164 2

12EQSHVMDVMEDSFTR 76 44 6.149.230 3
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177 ASSIMDELFQDR 76 73 7.063.294 2

177 ASSIMDELFQDR '#8 90  7.143.244 2

3L YDQLLQSYQQK?#3 26  7.638.961 2

Spot 158 25.23/447 27806907 306 9 S2TQIEQTNEER®! 63 6242932 2
S2TQIEQTNEER®! 49  6.242.940 2

GLLLSSLEEAK 53 5518205 2

SLLLSSLEEAKK” 42 4.109.076 3

ISSIDSLMENDR 6! 53 5547491 2

177ASSIMDELFQDR % 94  7.063.287 2

177 ASSIMDELFQDR '#8 75 7.143251 2

Spot 159 27.67/4.61 27806907 396 13 S2TQIEQTNEER®! 58 6.242.929 2
S2TQIEQTNEER®! 69 6242944 2

©KLLLSSLEEAK” 32 4.109.085 3

2K LLLSSLEEAK” 56 6.158.665 2

SLLLSSLEEAK” 71 5.518.178 2

ISSIDSLMENDR ¢! 73 5467515 2

1SSIDSLMENDR 6! 70 5.547.468 2

177 ASSIMDELFQDR %8 84  7.143244 2

177ASSIMDELFQDR % 70 7.143.247 2

13RPQDTQYYSPFSSFPR2% 44 6.593.090 3

PREDICTED: clusterin isoform X1 32.30/4.78 594072990 407 19 S2TQIEQTNEER®! 69 6242929 2
Spot 25 2K LLSSLEEAK” 55 6.158.680 2
SLLLSSLEEAK” 29 5518173 2

177 ASSIMDELFQDR %8 80  7.063.273 2

177ASSIMDELFQDR % 95  7.063.335 2

177 ASSIMDELFQDR %8 90  7.143.236 2

1RPQDTQYYSPFSSFPR2% 44 6.593.059 3

29GSLFFNPK?2!¢ 25 4552410 2

29TPYHFPMMEFTENNDR? 53 6.769.509 3

29TPYHFPMMEFTENNDR?7 58 6.822.821 3

29TPYHFPMMEFTENNDR?7 44 6876189 3

3L YDQLLQSYQQK?#3 33 7.638.933 2
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Spot 26

Spot 27

33.20/4.44

34.70/4.32

594072990

594072990

3L YDQLLQSYQQK?#3
475 31 S2TQIEQTNEER®!
ISSIDSLMENDR 6!
1SSIDSLMENDR 6!
1S3]DSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR!76
177ASSIMDELFQDR %

177 ASSIMDELFQDR '#8
13RPQDTQYYSPFSSFPR2%
13RPQDTQYYSPFSSFPR2%

29TPYHFPMMEFTENNDR?

2ICQEILEVDCSASNPSQMLLR?!¢
32LYDQLLQSYQQK?*
41 FNSFPFTVTVPQEVSSPNFMENVAEK*

517 28 SLLLSSLEEAK™
ISIDSLMENDR ¢!
1S3]DSLMENDR !

155IDSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR!7¢

177ASSIMDELFQDR 88
177ASSIMDELFQDR %8
177ASSIMDELFQDR 88

1RPQDTQYYSPFSSFPR2

13RPQDTQYYSPFSSFPR2

29GSLFFNPK2!6
29TPYHFPMMEFTENNDR?*

2TPYHFPMMEFTENNDR?"

29TPYHFPMMEFTENNDR?
3L YDQLLQSYQQK?*3

YILFNSFPFTVTVPQEVSSPNFMENVAEK*?

YILFNSFPFTVTVPQEVSSPNFMENVAEK*?

18
59
87
70
29
88
88
58
59
63

28
23
38

56
87
62
40
90
88
&9
58
62
36
58

45

66
53

27

15

7.638.942
6.242.854
5.467.474
5.547.477
7.258.076
7.063.213
7.063.258
6.593.027
9.884.617

6.769.503

11.835.41
3

7.638.940

10.254.96
1

5.518.022
5.467.491
5.547.465
7.218.168
7.063.011
7.063.155
7.143.000
6.593.001
9.884.580
4.552.318

6.769.531

10.149.34
6

6.822.825

7.638.807

10.201.58
4
10.255.03
8
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Spot 28

Spot 29

35.39/4.20 594072990

36.43/4.14 594072990

804 33 MELQEMSTEGSK™
S2TQIEQTNEER®!
S>TQIEQTNEER®!

S2TQIEQTNEERK®
©2KLLLSSLEEAK™
SLLLSSLEEAK”
SLLLSSLEEAKK™
1SSIDSLMENDR 6!
ISSIDSLMENDR ¢!
155IDSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR!7¢
I3IDSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR !¢
ISIDSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR!7®
162EQSHVMDVMEDSFTR!76
12EQSHVMDVMEDSFTR!76
177ASSIMDELFQDR %8
177ASSIMDELFQDR %8
177ASSIMDELFQDR 88
13RPQDTQYYSPFSSFPR2
1RPQDTQYYSPFSSFPR2
29GSLFFNPK2!'6
29TPYHFPMMEFTENNDR?"*

2¥TPYHFPMMEFTENNDR?"

29TPYHFPMMEFTENNDR?7
29TPYHFPMMEFTENNDR?
3L YDQLLQSYQQK?3
332 YDQLLQSYQQK?#3

YILFNSFPFTVTVPQEVSSPNFMENVAEK*?
YILFNSFPFTVTVPQEVSSPNFMENVAEK*?

4“1 FNSFPFTVTVPQEVSSPNFMENVAEK#’
715 30 S>TQIEQTNEER®!

48
46
60
24
66
56
43
71
74
75
38
42
43
38
79
52
89
56
58
45
56

29

48
56
11
39

30

10

18
46

6.277.737
6.242.868
6.242.893
4.592.202
6.158.648
5.518.091
4.109.062
5.467.488
5.547.456
7.218.116
9.620.842
7.258.103
6.095.907
6.149.230
7.063.218
7.063.218
7.143.177
6.593.087
9.884.681
4.552.403

6.769.516

10.149.36
4

6.822.826
6.876.165
7.638.925

7.638.951

10.201.59
7
10.254.95
0
10.254.97
6

6.242.852
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Spot 30

37.25/4.10 594072990

S2TQIEQTNEER!
2TQIEQTNEERK®
©KLLLSSLEEAK
©KLLLSSLEEAK

SLLLSSLEEAK”

1SSIDSLMENDR 6!

ISSIDSLMENDR 6!

1S3]DSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR!76

1]DSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR 76

1S3]DSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR!76
177ASSIMDELFQDR %
177ASSIMDELFQDR %

177 ASSIMDELFQDR '#8
13RPQDTQYYSPFSSFPR2%
193RPQDTQYYSPFSSFPR2

29GSLFFNPK2!6
29TPYHFPMMEFTENNDR?

2TPYHFPMMEFTENNDR?"

29TPYHFPMMEFTENNDR?"*

29TPYHFPMMEFTENNDR?

29TPYHFPMMEFTENNDR?"*
32LYDQLLQSYQQK3*#
332LYDQLLQSYQQK3*

YILFNSFPFTVTVPQEVSSPNFMENVAEK*?

544 30 S2TQIEQTNEER®!
©KLLLSSLEEAK™
©2KLLLSSLEEAK™

GLLLSSLEEAK”
177ASSIMDELFQDR '#
177ASSIMDELFQDR 88

1RPQDTQYYSPFSSFPR

60
44
29
63
54
87
61
53
34
35
88
103
90
59
75
45
55

37

69
57
37
32
21

32

64
35
86
61
70
90
51

6.242.871
4.592.203
4.109.032
6.158.642
5.518.051
5.467.476
5.547.471
7.218.093
7.258.110
7.298.105
7.063.132
7.063.197
7.143.214
6.592.966
9.884.598
4.552.264

6.769.496

10.149.35
2

6.822.787
6.876.148
6.876.214
7.638.726

7.638.926

10.201.66
4

6.242.908
4.109.053
6.158.672
5.518.150
7.063.246
7.143.261
6.593.063
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Spot 31

Spot 46

38.74/4.04

67.23/4.20

594072990

594072990

2GSLFFNPK?'¢
»TPYHFPMMEFTENNDR*"
»TPYHFPMMEFTENNDR?™
»TPYHFPMMEFTENNDR?™
TPYHFPMMEFTENNDR?™

2CQEILEVDCSASNPSQMLLR31

332L YDQLLQSYQQK3*
332 YDQLLQSYQQK3%3

Y“ILFNSFPFTVTVPQEVSSPNFMENVAEK*?
Y“ILFNSFPFTVTVPQEVSSPNFMENVAEK*?

“ILFNSFPFTVTVPQEVSSPNFMENVAEK*?

348 23 S2TQIEQTNEER®!
177 ASSIMDELFQDR '8¢
177 ASSIMDELFQDR '8¢
1RPQDTQYYSPFSSFPR2%
29GSLFFNPK?!
29TPYHFPMMEFTENNDR?"
29TPYHFPMMEFTENNDR?"
29TPYHFPMMEFTENNDR?7
29TPYHFPMMEFTENNDR?"
29TPYHFPMMEFTENNDR?7
32LYDQLLQSYQQK?*
32LYDQLLQSYQQK?*

Y“ILFNSFPFTVTVPQEVSSPNFMENVAEK*?
WL FNSFPFTVTVPQEVSSPNFMENV AEK 4?7

WL FNSFPFTVTVPQEVSSPNFMENV AEK 4?7

634 30 S2TQIEQTNEER®!
S>TQIEQTNEER®!

37
55
76
59
15

13

33
19

32

28

35

68
18
82
52
20
41
43
61
43
57
15
32

10

17

33

50
64

4.552.396
6.769.519
6.822.799
6.876.153

6.876.165

11.835.32
0

7.638.851

7.638.928

10.201.63
2
10.254.94
6
10.254.96
5

6.242.938
7.063.274
7.143.235
6.593.050
4.552.380
6.769.477
6.769.493
6.822.796
6.822.803
6.876.117
7.638.891

7.638.897

10.201.61
6
10.254.91
5
10.254.94
1

6.242.910
6.242.941
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Spot 47

65.27/4.32 594072990

S2TQIEQTNEERK®2
KLLLSSLEEAK"
SLLLSSLEEAK"
ISSIDSLMENDR ¢!

'S IDSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR 76
12EQSHVMDVMEDSFTR!70
177 ASSIMDELFQDR '$¢
177 ASSIMDELFQDR '$¢
177 ASSIMDELFQDR '8¢
19¥RPQDTQYYSPFSSFPR2%
29GSLFFNPK?!
29TPYHFPMMEFTENNDR?7
29TPYHFPMMEFTENNDR?"
29TPYHFPMMEFTENNDR?7
32LYDQLLQSYQQK?*
32LYDQLLQSYQQK?*

“ILFNSFPFTVTVPQEVSSPNFMENVAEK*?

“ILFNSFPFTVTVPQEVSSPNFMENVAEK*?

567 27 S2TQIEQTNEER®!
S>TQIEQTNEER®!
S2TQIEQTNEERK®
©2KLLLSSLEEAK™
©KLLLSSLEEAK™
SLLLSSLEEAK™
1S3]DSLMENDR !
177ASSIMDELFQDR '#
177ASSIMDELFQDR 88
177ASSIMDELFQDR '#
1RPQDTQYYSPFSSFPR
13RPQDTQYYSPFSSFPR2
29GSLFFNPK2!6

25
35
69
66
26
45
88
95
104
53
22
55
58
63
15
33

13

29

64
51
20
31
66
61
58
28
88
104
44

26

4.592.217
4.109.059
5.518.160
5.547.468
7.338.048
6.149.174
7.063.242
7.063.274
7.143.223
6.593.077
4.552.370
6.769.520
6.822.807
6.876.141
7.638.887

7.638.922

10.254.90
8
10.254.97
0

6.242.927
6.242.938
4.592.294
4.109.061
6.158.679
5.518.165
5.547.487
7.063.262
7.063.288
7.143.232
6.593.065
9.884.699
4.552.400
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29TPYHFPMMEFTENNDR?74 52 6.769.505 3

29TPYHFPMMEFTENNDR?74 60 6.822.812 3

29TPYHFPMMEFTENNDR?74 64 6.876.133 3

LY DQLLQSYQQK ™ 30 7.638915 2

320 YDQLLQSYQQK3 12 7.638959 2

41 FNSFPFTVTVPQEVSSPNFMENVAEK#* 18 10‘224'89 3

41 FNSFPFTVTVPQEVSSPNFMENVAEK#*7 32 10‘234'93 3

PREDICTED: phosphoglycolate phosphatase 31.04/4.79 594108113 273 22 %GETAVPGAPETLTALR'!! 29 7.919.224 2
Spot 25 UL AFITNNSSK 126 27 5477919 2
ILAGPPAPK'7* 28 3757221 2

255 PLENGR? 25 3.997.208 2

*FIFDCVSQEY GIHPER™ 57 6.663.065 3

3L DTDILLGVTCGLK 36 7.594.163 2

SOTILTLTGVSSLR™ 72 6308771 2

PREDICTED: alpha-2-macroglobulin isoform X1 31.47/5.00 594093035 222 4 92 AL TEDIYQPR 20! 65 6.033.093 2
Spot 32 1265Y GAATFTSATK 27 68 5592771 2
I9IFQVENSNR 2% 45 4972375 2

13K DEFPFALEVHTLPQTCDGPK 1357 16 6080453 4

MV SGFIPLKPTVK 3% 6 4729409 3

MV SGFIPLKPTVK 3% 28 4782723 3

I3$MVSGFIPLKPTVK 3% 18 7.169.122 2

Spot 55 71.77/5.09 594093035 691 13 722FDDTSEPPTETVR* 62 7.473.404 2
""DTGLGLSPTASLR 54 6.443.462 2

"0VFQPFFVELTMPYSVIR® 29 100

SIMATVLNYLPK?3? 37 5.097.974 2

$98DTIKPLLVEPEGLEK®"? 19 5.986.728 3

8¥DTIIKPLLVEPEGLEK®!? 17 8.975.200 2

YI“EVIFNSLLCPSGAK®? 43 7.679.001 2

S PANVVEESAR%#® 75 5.928.142 2

10SATLYLNTGYQR1015 48 6.563.540 2
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Spot 82

72.58/6.76

594093035

1083GSGSLLNNALK 0%

24N ALFCLDSAWK!!34
HOALLAYAFALAGNQER!!%3
HOALLAYAFALAGNQER!!%3

H92AT TEDIYQPR!2!
1265YGAATFTSATK 1?7
1337KDEFPFALEVHTLPQTCDGPK 3%
38 MVSGFIPLKPTVK 3%

1356 26 2SLFTDVVAEK®!
82DLFHCVSFTLPR®
$DLFHCVSFTLPR®
$DLFHCVSFTLPR®
8$DLFHCVSFTLPR®

19GPTQEFK 'S
2YNEESLVFVQTDKPIYKPEQTVNFR !4
IVLLDESFHPLNELVPLVYVEDPK'"!
IVLLDESFHPLNELVPLVYVEDPK!'"!

ISTAQWQNLEVENGLQQLTFPLSSEPFQGSYK2%

20GSGGTAEHPFTVEEFVLPK??#
ZRITILEEEVK?Y
2VSVCGLYTYGKPVPGR?%

290FSGQLNNEGCFSQQVNTK??

33RQEFEMK3!?
SIQEEGTEVELTGK 38
SOGATEITTTITK3#®
3L SFVTVDSNLR?%0
32GIPFTGQVLLVDGK?”
42ELVFYYLIMAK>??
S8SGTHTLPVEQGEMQGHFSIPVPVESDIAPV AR
SOLLIYAILPDGEVVGDSAR
SOLLIYAILPDGEVVGDSAR?Y

33
41
33
61
59
72
37
24
47
31
50
74
34
20
101
16
2

24

13
52
63

27

25
72
59
74
&9
38
83
74
64

5.523.030
6.628.196
8.044.319
8.044.328
6.033.092
5.592.775
6.080.437
4.782.724
5.547.885
4.979.087
4.979.087
7.463.662
7.463.682
4.036.976
7.211.113
9.268.216

9.268.241

11.512.39
9

6.679.887
5.938.417

5.849.640

10.294.59
4

4.842.291
7.168.538
5.683.059
6.258.339
7.224.046
7.033.682
8.511.583
9.510.131
9.510.175
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S¥YEVEQCLSNK>®’ 47 6.352.838

2

568V GLNFSPGQSFPASQAHLRS386 78 6.716.702 3

87V TASPQSLCALR® 45 6.518.359 2

B¥TVTASPQSLCALR>* 96 6.518.373 2

$9AVDQSVLLMRPEAELSAATVYNLLPVK®2 33 9.765.257 3

$9AVDQSVLLMRPEAELSAATVYNLLPVK 2 97  9.818.540 3

$9AVDQSVLLMRPEAELSAATVYNLLPVK®2 50  9.818.553 3

26D SSFPSSVNQQEEDSEGCISR® 33 12'380'30 2

6%0]CPQPEEHR 45 3.891.784 3

Spot 83 100";0/6'2 594093035 197 6 28I TILEEEVK?Y 20 5.938.448 2
32GIPFTGQVLLVDGK?7S 47 7.224.057 2

SOLLIY AILPDGEVVGDSARS’ 45 9.510.154 2

368V GLNFSPGQSFPASQAHLR¢ 3 6.716.715 3

7"DTGLGLSPTASLR"® 11 6.443.424 2

947 ASFSVLGDILGSAMR®*! 73 7.703.893 2

zinc-alpha-2-glycoprotein precursor 34.38/4.76 77735615 119 14 1WEGSHTFQGAFGCELR % 43 5.659.156 3
Spot 33 I4TEIPAWVPLDPAAQNTK 2 26  8.754.589 2
1" AYLEEECPGMLR %8 50  7.343.345 2

17 AYLEEECPGMLR#8 42 7423312 2

Spot 34 35.35/4.73 77735615 151 17 19EGSHTFQGAFGCELR!% 25 5.659.161 3
1WEGSHTFQGAFGCELR!% 41 5.659.181 3

I4TEIPAWVPLDPAAQNTK 2 18 8.754.602 2

4TEIPAWVPLDPAAQNTK 2 16  8.754.623 2

1" AYLEEECPGMLR %8 50  7.343.363 2

17 AYLEEECPGMLR'#8 67  7.423352 2

BISIGLHWTR® 25  4.852.636 2

Spot 42 46.09/435 77735615 111 11 19EGSHTFQGAFGCELR!? 43 5.659.153 3
I AYLEEECPGMLR '8 55 7.343.330 2

177 AYLEEECPGMLR %8 42 7423328 2

BISIGLHWTR?® 14 4.852.641 2

Spot 35 36.57/4.65 594059057 164 20 $ AREDIFMETLSDIMDHYK 1% 22 5622519 4
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1WEGSHTFQGAFGCELR'? 46 5.659.176 3

"“FDKEIPAWVPLDPAAQNTK'? 39 7.140.329 3

YTEIPAWVPLDPAAQNTK!62 25 8.754.606 2

BISIGLHWTR? 31 4.852.669 2

PREDICTED: zinc-alpha-2-glycoprotein-like 37.90/4.61 594059057 159 20 % AREDIFMETLSDIMDHYK % 16 5.622.507 4
Spot 36 1WEGSHTFQGAFGCELR'? 40 5.659.142 3
“FDKEIPAWVPLDPAAQNTK'? 46 7.140.302 3

TEIPAWVPLDPAAQNTK'®? 29 8.754.598 2

BISIGLHWTR? 27 4.852.645 2

Spot 38 40.63/4.54 594059057 158 28 RAEPLAPWSQVEGMEDWEK® 9 7.586.804 3
8 AREDIFMETLSDIMDHYK!% 24 5.622.467 4

1WEGSHTFQGAFGCELR'? 42 5.659.188 3

TEIPAWVPLDPAAQNTK'¢2 4 8.754.584 2

YTEIPAWVPLDPAAQNTK!%2 33 8.754.612 2

ISWEAEAVYVQR'* 18 6.258.084 2

BISIGLHWTR>® 33 4.852.642 2

Spot 39 41.90/4.52 594059057 174 20 8 AREDIFMETLSDIMDHYK!% 24 5.622.515 4
1EGSHTFQGAFGCELR'* 50 5.659.177 3

4FDKEIPAWVPLDPAAQNTK!62 46 7.140.338 3

YTEIPAWVPLDPAAQNTK %2 25 8.754.610 2

BISIGLHWTR*® 30 4.852.633 2

Spot 40 43.23/4.47 594059057 169 20 ¥ AREDIFMETLSDIMDHYK ! 13 5.622.476 4
1EGSHTFQGAFGCELR'* 45 5.659.170 3

FDKEIPAWVPLDPAAQNTK'®2 57 7.140.339 3

YTEIPAWVPLDPAAQNTK %2 27 8.754.623 2

BISIGLHWTR*® 27 4.852.630 2

Spot 53 65.51/4.81 594059057 119 19 ¥ AREDIFMETLSDIMDHYK ! 20 5.622.504 4
1WEGSHTFQGAFGCELR!% 53 5.659.179 3

YTEIPAWVPLDPAAQNTK'® 18 8.754.646 2

BISIGLHWTR?® 27 4.852.651 2

PREDICTED: disintegrin and metalloproteinase domain 40.63/4.54 114053071 71 3 SSSLICTYPLQTPFLR 13 8119299 2

containing protein 32-like, partial
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Spot 38 S8DSASVIYAFVRY® 54 8119299 2
leucine-rich alpha-2-glycoprotein precursor 46.09/4.35 114051379 83 6 21 HLEGNR??? 29 4.197.317 2
Spot 42 2 LQVLGEGLLAPQPK?*¢ 54 7.319.322 2
PREDICTED: leucine-rich alpha-2-glycoprotein 39.24/5.37 594087399 486 30 OLEDLSPK !¢ 34 4.012.148 2
Spot 62 I2NSLTGLSPGFFR'* 21 6483398 2
144VSAALCTLVLK'™ 73 5.878.433 2

10FL EASWLHGLK ! 34 4342318 3

1OFLEASWLHGLK'7 36 6.508.526 2

215GPLNLER??? 46 3.997.217 2

2L HLEGNR?? 23 4.197.243 2

ZOLQVLGEGLLAPQPK?# 76 7.319.334 2

246y FLNDNR?? 58 5.277.646 2

246YLFLNDNR?? 56 5.277.666 2

24LASVAASAFR?% 39 4.967.765 2

24LASVAASAFR?% 14 4.967.765 2

SOWLVANEDK326 23 4.877.484 2

3GQTLLAAAESH? 57 5.492.807 2

Spot 63 41.03/5.01 594087399 597 36 1] EDLSPK ' 6 4.012.197 2
WFLLPVPQLK'? 19 5.278.336 2

132NSLTGLSPGFFR'# 45 6.483.417 2

144VSAALCTLVLK ' 50 5.878.490 2

100FLEASWLHGLK 70 56 4.342.355 3

100FLEASWLHGLK 70 57 6.508.582 2

1OFLEASWLHGLK'7 34 6.508.582 2

2I5GPLNLER??? 45 3.997.252 2

22 HLEGNR?? 34 4.197.293 2

ZOLQVLGEGLLAPQPK?# 72 7.319.363 2

2LQVLGEGLLAPQPK?# 77 7.319.403 2

246YLFLNDNR?3 59 5.277.690 2

4L ASVAASAFR?%3 71 4.967.823 2

PSDGFDISNNPWICDQNLADLYR?!® 44 12'6? 80



33GQTLLAAAESH? 90 5.492.846 2

PREDICTED: alpha-1B-glycoprotein 62.96/4.60 594087719 112 12 8IFPLGPVTSATR”! 50 5.733.186 2

Spot 48 445 AGEEEPLAVAWSTHR*® 32 5515984 3

40SADLVLTSVGPQHAGTYSCR*” 25 7.070.077 3

42TGWPHSLLSELSDPVELR*? 6 6.793.447 3

PREDICTED: galectin-3-binding protein isoform X1 69.38/4.53 594081110 78 5 ZOFASAYQAK? 5 4432241 2

Spot 49 482GNPTIGYENR*! 40 5757745 2

42SNPTIGYENR*! 5 5.757.772 2

S25STSLFPCPAGFFSR3# 29 7.873.770 2

325STSLFPCPAGFFSR3# 33 7.873.782 2

heat shock protein 75 kDa, mitochondrial precursor 72.43/4.69 84579841 97 1 383GVVDSEDIPLNLSR#! 97 7.573.944 2
Spot 50

fibulinl precursor 83.11/4.54 148232266 237 7 167V SEIEEEQEDPYLNDR '8 46 9.829.375 2

Spot 51 1GYHLNEEGTR3 41 5882741 2

BAGYYFDGISR*® 45 5.747.679 2

39TCVDINECR*? 58 5.837.459 2

6YMDGMTVGV VR 47 6.302.900 2

angiotensin-converting enzyme 77.61/4.75 449408 638 11 72KIQDLER" 42 4.512.562 2

Spot 52 76, EPDLTNLMATSR7’8 83 7308718 2

7S EPDLTNLMATSR’" 64 7.388.688 2

7SS EPDLTNLMATSR’" 68 7.388.699 2

"PNYQDLAWAWK®8 45 6.478.085 2

TSILPYFPK 8% 21 4.827.740 2

805YVELTNK?®!! 23 4.337.289 2

8SLNGYQDGGDSWR?#?¢ 13 6.842.971 2

Y“MDATEAMIK®!? 8 5.132.295 2

“MDATEAMIK®!? 47 5.212.300 2

94SMLEKPTDGR®* 45 3.838.508 3

94SMLEKPTDGR?* 46 5.752.785 2

101D PVTFR %07 39 4.242.336 2

1076VFDGSVTR 083 66 4.407.254 2
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14 ENYNQEWWSLR %4 31 7.628.362 2

IENYNQEWWSLR ' 61 7.628.480 2

1%L KYQGVCPPLAR!1% 38 4.679.228 3

1097y QGVCPPLAR!1% 37 5.807.958 2

H7FHIPASVPY VR 27 6.433.558 2

166 LADAMK 172 11 3.892.099 2

3L GFSQPWPEAMR!'#4 40 7.098.456 2

3L GFSQPWPEAMR!'#4 28 7.178.439 2

PREDICTED: 72 kDa type IV collagenase 65.36/4.88 594059195 192 12 2[IGYTPDLDPQTVDDAFAR 'Y 28 10'5‘5‘0'20 2
Spot 53 26YGNADGEYCK?% 32 5.887.327 2
MEYTSCTDIGR?* 48 6.012.626 2

28FQGTSYDSCTTEGR?! 32 8.048.331 2

S2IDAVYEDPQEEK 32 14 7.183.306 2

SOVDAAFNWSK” 12 5.192.531 2

SSITYIFAGDK® 26 4.577.328 2

PREDICTED: melanotransferrin isoform X1 73.14/4.83 594060347 1369 46 B3GSQVTINTLK ' 40 5.307.969 2
Spot 54 MTVGWNVPVGYLVESGR' 93 8.669.515 2
TVGWNVPVGYLVESGR'** 67 8.669.539 2

10 SVMGCDVLR'® 68 5.832.804 2

19GDSTGEGVCDKSPLER?!? 83 5.695.878 3

24YYDYSGAFR?? 41 5.712.479 2

2CLAEGAGDVAFVK? 79 6.688.301 2

BHSTVLENTDGK?#6 87 6.007.934 2

#TLPSWGQALLSQDFELLCQDGTR?® 48 8.790.936 3

#TLPSWGQALLSQDFELLCQDGTR?® 20 13'“131'45 2

23VPAHAVVVR?! 39 4.742.903 2

22 ADTDGGLIFR?! 103 5.327.655 2

32 LNEGQR3% 38 4.152.244 2

3L FSHEGSSFHMFSSEAY GQK32¢ 10 5.737.536 4

34DATSELVPIATQTYEAWLGR?S 54 7.410379 3

3MEYLHAMK? 5 4.542.166 2
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3SSWCVLSTPEIQK3% 57 6.808.472 2

3950 KPEIQCVSAESPQQCMER*!6 44 7.693.509 3
171QAGQIDAVTLK S 55 6288571 2
“IQAGQIDAVTLKGEDIY TAGK*? 89 7.310.526 3

B3 TYGLVPAAGEHYTR®! 46 5.122.518 3
3TYGLVPAAGEHYTR®*! 42 7.678.859 2
4B2SCHPGFGSPAGWDIPVGALVQR3* 49 7.700.420 3
SODCDVLTAVSEFFSASCVPVNNPK 332 26 8.527.258 3
SODCDVLTAVSEFFSASCVPVNNPK 32 31 12.725'93 2
SODCDVLTAVSEFFSASCVPVNNPK 32 25 12.725'95 2
S3NYPSSLCALCVGDEQGR® 75 9.634.267 2
30YYGHSGAFR># 52 3.531.601 3
S®CLVENAGDVAFVK?8! 70 7.113.549 2
’"MFDSSSYHGQDLLFK 8! 15 5975997 3
PREDICTED: melanotransferrin isoform X1 70.47/5.22 594060347 825 32 “TVGWNVPVGYLVESGR!* 80 8.669.570 2
Spot 55 10 SVMGCDVLR!® 67  5.832.844 2
1AVSDYFGGSCVPGAGETSYSESLCR ' 45 13'2?5'68 2
214YYDYSGAFR??? 32 5.712.494 2
2SHSTVLENTDGK?# 95 6.007.933 2
23VPAHAVVVR?! 33 4742911 2
22ADTDGGLIFR3! 103 5.327.701 2
22ADTDGGLIFR3?! 13 5.327.736 2

3L LNEGQR?3% 42 4.152.251 2

309 FSHEGSSFHMFSSEAY GQK3?8 14 5.737.548 4
34DATSELVPIATQTYEAWLGR?3 43 7.410.389 3
SMDATSELVPIATQTYEAWLGR® 26 06
3SWCVLSTPEIQK 3% 44 6.808.480 2
471QAGQIDAVTLK S 55 6.288.618 2
“29GEDIYTAGK®*’ 42 4.772.288 2
29GEDIYTAGK*’ 30 4.772.288 2
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$¥TYGLVPAAGEHYTR®! 48 5.122.520 3

4B2SCHPGFGSPAGWDIPVGALVQR3* 51 7.700.434 3

SUDCDVLTAVSEFFSASCVPVNNPK3* 20 12'725'95 2

’"MFDSSSYHGQDLLFK8! 14 5.976.010 3

carboxypeptidase Q precursor 55.28/5.18 115495837 105 5 SLALLVDTVGPR"’ 60 5.773.469 2
Spot 56 YGDGLENVHLEPVK % 26 4.695.747 3
“"GDGLENVHLEPVK!'® 45 7.038.676 2

Spot 57 57.42/5.05 115495837 425 19 2TFQEIKEEIAHYGDVAK* 21 6.599.952 3
BEEIAHYGDVAK* 51 6.163.041 2

“LALLVDTVGPR”’ 78 5.773.470 2

87 AIEIMQQNLK 8 5.943.239 2

8T ATEIMQQNLK 39 6.023.256 2

“GDGLENVHLEPVK'® 40 4.695.747 3

“GDGLENVHLEPVK'® 80 7.038.666 2

97V GALASLIR?% 74 4.502.851 2

2IPTACITVEDAEMMSR?# 5 9.284.168 2

202SYPDADSFNTVAEITGSK?” 77 9.514.418 2

PREDICTED: serum albumin 55.89/4.67 594045062 537 29 SFKDLGEEHFK* 17 4.172.092 3
Spot 58 $GLVLIAFSQYLQQSPYDEHVK®S 25 8124236 3
LVNELTEFAK" 42 5.823.190 2

" TCVADESHAGCDK® 6 4.838.567 3

8SLHTLFGEELCK'% 21 4.785.695 3

IIYLYEIAR'Y7 28 4.642.520 2

2IOEKVLTSSAR?'3 22 4.957.779 2

2AEFVEVTK?% 13 4.617.438 2

MTDAFLGSFLYEYSR?*¥ 21 7.843.933 2

42HLVDEPQNLIK*? 35 6.533.643 2

“ILGEYGFQNALIVR*? 99 7.404.114 2

$TKVPQVSTPTLVEVSR#! 71 5.473.174 3

4MPCTEDYLSLILNR*# 90 8.709.210 2

L CVLHEK*? 21 4497453 2
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Spot 69

Spot 70

62.44/5.59 594045062

62.86/5.48 594045062

S8RPCFSALTPDETY VPK52
1225 43 SFKDLGEEHFK*
*TCVADESHAGCDK?®
*TCVADESHAGCDK?®
$SLHTLFGEELCK!%
16ETYGDMADCCEK!!?
IHKDDSPDLPK!3#
ISlYLYEIAR!®’
MAEFVEVTK?
BTLVTDLTK?%
BOYICDNQDTISSK??
28 KECCDKPLLEK?"”
SI0SHCIAEAEK?!8

S'DAVPENLPALTADFAEDKEVCK3%

3T DAFLGSFLYEYSR3¥
3T DAFLGSFLYEYSR3¥
SSEYEATLEECCAK?38¢
42HLVDEPQNLIK*'2
“ILGEYGFQNALIVR*3
“ILGEYGFQNALIVR*3
BTKVPQVSTPTLVEVSR*!
HTKVPQVSTPTLVEVSR*!
42SLGVVGTK*?
4MPCTEDYLSLILNR#*%
4MPCTEDYLSLILNR*%
4LCVLHEK*
SRPCFSALTPDETY VPK5%
SKQTALVELLK?
SYQTALVELLK>Y
SOTVMENFVAFVDK 380
SOTVMENFVAFVDK30
509 26 LVNELTEFAK"

27
22
67
10
69
56
29
32
45
39
64
19
33
31
41
67
60
50
113
49
79
56
32
13
84
22
36
58
39
75
80
59

6.276.417
4.172.041
4.838.578
7.252.910
7.173.562
7.477.605
3.845.211
4.642.432
4.617.422
3.952.318
7.223.220
5.115.918
5.227.387
8.113.885
7.843.756
7.843.762
7.518.078
6.533.562
7.404.006
7.404.019
5.473.087
8.204.682
3.807.260
5.809.501
8.709.219
4.497.417
6.276.381
5.718.563
5.078.100
7.003.508
7.083.452
5.823.153
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Spot 71

63.10/5.39 594045062

LVNELTEFAK"
$SLHTLFGEELCK!%
12HKDDSPDLPK 38
IS'YLYEIAR!®
2AEFVEVTK?¢
BTLVTDLTK?%
286YICDNQDTISSK?”
3T DAFLGSFLYEYSR3¥
42HLVDEPQNLIK*!?
“ILGEYGFQNALIVR*3
HTKVPQVSTPTLVEVSR*!
SRPCFSALTPDETY VPK>23
SPLFTFHADICTLPDTEK*
SOTVMENFVAFVDK?

816 32 SFKDLGEEHFK*
LVNELTEFAK"
LVNELTEFAK"

$SLHTLFGEELCK!%
12HKDDSPDLPK 38
IlYLYEIAR!'®’
2AEFVEVTK?¢
ZTLVTDLTK?%
BOYICDNQDTISSK?”
P8 KECCDKPLLEK?"”
3TDAFLGSFLYEYSR?
STDAFLGSFLYEYSR3¥
42HLVDEPQNLIK*?
“ILGEYGFQNALIVR*3
“ILGEYGFQNALIVR*3
BTKVPQVSTPTLVEVSR*!
BTKVPQVSTPTLVEVSR*!
BVPQVSTPTLVEVSR#®!

34
13
19
30
32
18
73
37
47
35
54

78

34
59
25
13
25
32
26
68
24
69
56
47
85
50
60
17
59

5.823.159
7.173.538
3.845.200
4.642.470
4.617.451
3.952.352
7.223.231
7.843.729
6.533.608
7.403.998
5.473.110
6.276.382
6.366.392
7.083.458
4.172.096
5.823.157
5.823.162
4.785.687
3.845.221
4.642.459
4.617.443
3.952.343
7.223.237
5.115.920
7.843.742
7.843.753
6.533.581
7.404.001
7.404.009
5.473.076
8.204.708
7.564.239
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Spot 86

Spot 101

62.31/6.74 594045062

61.23/9.05 594045062

49MPCTEDYLSLILNR*?
4MPCTEDYLSLILNR*?
SSRPCFSALTPDETYVPK®?
SPLFTFHADICTLPDTEK®*
SOTVMENFVAFVDK %
937 35 SFKDLGEEHFK*
$9SLHTLFGEELCK %
12HKDDSPDLPK '3
LKPDPNTLCAEFK'S!
1lYLYEIAR'®
29AEFVEVTK?%
TLVTDLTK?%
26YICDNQDTISSK?"
MDAFLGSFLYEYSR3¥
¥DAFLGSFLYEYSR?%
42HL VDEPQNLIK*!?
2ILGEYGFQNALIVR*?
BTKVPQVSTPTLVEVSR*!
BTKVPQVSTPTLVEVSR**
2SLGVVGTK*?
49MPCTEDYLSLILNR*?
49MPCTEDYLSLILNR*?
43 CVLHEK**
SSRPCFSALTPDETYVPK’?
SPLFTFHADICTLPDTEK*
SSKQTALVELLK®Y
S9QTALVELLK
SOTVMENFVAFVDK 380
SOTVMENFVAFVDK380
609 24 L VNELTEFAK”
L VNELTEFAK®
$9SLHTLFGEELCK'®

92
90
32
14
80
23
67
34
23
31
33
39
68
66
62
41
113
56
42
24
59
111
23
25
13
24
37
71
88
59
44
24

8.709.152
8.709.168
6.276.401
6.366.379
7.083.464
4.172.052
7.173.550
3.845.195
5.115.922
4.642.466
4.617.441
3.952.336
7.223.231
7.843.723
7.843.742
6.533.594
7.403.983
5.473.095
8.204.690
3.807.263
8.709.158
8.709.193
4.497.406
6.276.395
6.366.376
5.718.580
5.078.107
7.003.489
7.083.435
5.823.165
5.823.169
4.785.692

W N NN NN N W W NN N DD DN W NN DD DN DD DD DN DD W W D W NN W W o N
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2YHKDDSPDLPK '3 21 3.845.207 3

LKPDPNTLCAEFK"! 25 5.115929 3

“AEFVEVTK?% 32 4.617.446 2

STLVTDLTK?% 31 3.952.364 2

26YICDNQDTISSK?”’ 73 7.223.245 2

30RHPEYAVSVLLR"! 35 4.806.029 3

42HLVDEPQNLIK*!? 37 6.533.612 2

“ILGEYGFQNALIVR*? 61 7.403.997 2

“ILGEYGFQNALIVR*? 86 7.404.014 2

HTKVPQVSTPTLVEVSR*! 60 5.473.120 3

BTKVPQVSTPTLVEVSR*! 26 8.204.805 2

$¥YVPQVSTPTLVEVSR*! 9 7.564.233 2

SSRPCFSALTPDETYVPK’? 35 6.276.401 3

SOTVMENFVAFVDK 380 94 7.083.453 2

serum albumin, partial 63.36/5.31 597718071 185 7 B VTDLTK? 31 3.952.356 2
Spot 72 202YICDNQDTLSSK.L 60 7.223.232 2
3SHLVDEPQNLIK.Q 36 6.533.622 2

SSTVMENFVAFVDK.C 59 7.083.460 2

Spot 73 63.62/5.14 597718071 109 3 202YICDNQDTLSSK.L 73 7.223273 2
3SHLVDEPQNLIK.Q 36 6.533.638 2

Serum albumin 69.70/5.61 229552 94 5 “LVNELTEFAK.T 38 5.823.124 2
Spot 74 BTYLYEIAR.R 24 4.642.457 2
32DAFLGSFLYEYSR.R 32 7.843.740 2

PREDICTED: alpha-1-anti-proteinase-like isoform X1 55.56/4.74 594050476 167 14 “SLVDTFLEDVK.N 42 5.898.197 2
Spot 58 Y7VLDPNTVFALVNYISFK.G 5 9.705.319 2
3BLSISETYDLK.T 56 5.848.094 2

3BTVLGDVGITEVFSNAADLSGVTK.E 65 ”'481'09 2

PREDICTED: serpin A-33-like 58.27/4.78 594074015 72 5 3IFGNADLSGITGTR.D 30 7.113.606 2
Spot 58 3%DTQSIIFLGK.V 41 5.613.133 2
PREDICTED: dipeptidyl peptidase 2 55.12/4.82 594077778 120 11 24AVQDAFR.Q 39 4.037.101 2
Spot 58 2DLTQLFGFAR.N 36 5.843.145 2
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2ONAFTVLAMMDYPYATDFVGHLPAHPVQVACSR.

L 11 9.034.167 4

SO LSESSR.I 33 3.962.132 2

PREDICTED: vitamin D-binding protein 58.16/4.86 594092100 180 12 23VPTAHLEDVLPLAEDITTILSK.C 58 7.924.394 3
Spot 58 4] CDNLSTK.N 26 4757441 2
#IVLDQYIFELSR.K 76 6.918.704 2

“IGKFPDATETDLQELIAK.R 21 6.259.982 3

T-complex protein 1 subunit epsilon 56.35/5.61 274325364 130 14 BIAILTCPFEPPKPK.T 18 5.376.358 3
Spot 60 24HK LDVTSVEDFK.A 25 4732527 3
24ETGANLAICQWGFDDEANHLLLQNDLPAVR. W 23 I 1'225'43 3

324WVGGPEIELIAIATGGR.I 47 8.699.791 2

324WVGGPEIELIAIATGGR.I 47 8.699.819 2

3SFSELTAEK?3 17 4.627.351 2

PREDICTED: T-complex protein 1 subunit delta 49.39/7.97 555955259 128 13 ‘TGPPAGAVGAAGAAGGR? 49 6.693.479 2
Spot 87 22I]GLIQFCLSAPK?%3 18 6.738.745 2
26ALIAGGGAPEIELALR*! 48 7.759.435 2

$9AFADAMEVIPSTLAENAGLNPISTVTELR*’ 13 10. lgl 82 3

gelsolin isoform b 44.39/4.84 77736201 348 15 SOEPAHLMSLFGGKPMIIYR*’ 18 6.980.178 3
Spot 64 SBEGGQTAPASTRS" 15 5377.626 2
SBEGGQTAPASTR! 18 5.377.670 2

34AGALNSNDAFVLK?4 59 6.603.520 2

34AGALNSNDAFVLK?4 85 6.603.527 2

SYTPSAAYLWVGAGASEAEK>% 64 9.044.476 2

SAQPVQV AEGSEPDSFWEALGGKS” 26 1190 is ST

SIS AQPVQVAEGSEPDSFWEALGGK™? 27 I35 55'58 2

SIS FACSNK 2 31 4202078 2

S6DSQEEEKTEALTSAKS"’ 6 5.559.273 3

$3DSQEEEKTEALTSAK®”’ 49 8.333.948 2

S79YIETDPANR®®7 57 5.397.598 2

glutaminyl-peptide cyclo-transferase precursor 37.84/6.02 29135303 226 17 BYPGSPGSFAAR® 76 5.552.657 2
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Spot 65 9SFSNIISTLNPTAK 132 25 7.469.027 2
ZBMASTPHPPGAR? 36 3.745.134 3

23MASTPHPPGAR? 11 5.692.719 2

YILEAIEHGLR?” 29 3.465.204 3

YILEAIEHGLR?” 32 5.192.866 2

PNYGYGGVIQDDHIPFLR?3!? 57 6.553.185 3

PNYGYGGVIQDDHIPFLR3!2 33 6.553.188 3

PREDICTED: transcription factor HES1, partial 37.99/5,70 667347883 42 11 ISSR? 3.491.267 1
Spot 66 ISSR? 3.491.780 1
4HSK® 3.711.041 1

4HSK® 3.712.289 1

“HSKLEK” 3.712.287 2

PHLR! 4.252.170 1

RecName: Full=Spermadhesin Z13 93.74/5.61 12585540 82 17 "TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK? 49 5.915.002 4
Spot 78 7TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK?® 16 7.883.397 3
BICDTSHAEYTSCTNTMTVK?®® 34 7.403.100 3

BICDTSHAEYTSCTNTMTVK®® 34 7.456.403 3

Spot 98 19.68/5.63 12585540 65 17 7TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK?®® 39 5.915.057 4
BICDTSHAEYTSCTNTMTVK?®® 27 7.403.195 3

BICDTSHAEYTSCTNTMTVK?® 20 7.456.464 3

Spot 133 11.98/7.10 12585540 148 17 7TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK?®® 54 5.875.032 4
TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK?® 54 5.875.078 4

TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK?® 67 7.830.125 3

7TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK?®® 42 5.915.043 4

TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK?® 45 5.915.057 4

7TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK?®® 67 7.883.438 3

BICDTSHAEYTSCTNTMTVK?® 36 7.403.123 3

BICDTSHAEYTSCTNTMTVK?® 81 7.403.141 3

BICDTSHAEYTSCTNTMTVK?® 34 7.456.458 3

Spot 134 12.08/6.32 12585540 144 17 TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK?®® 57 5.875.064 4
TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK?® 57 7.830.168 3
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TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK?®® 63 7.883.449 3

BICDTSHAEYTSCTNTMTVK?®® 81 7.403.149 3

BICDTSHAEYTSCTNTMTVK? 60 1102973 2

BICDTSHAEYTSCTNTMTVK? 42 7.456.438 3

Spot 138 12.47/5.62 12585540 155 17 7TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK?®® 64 5.875.048 4
"KICDTSHAEYTSCTNTMTVK?® 66 7.830.130 3

TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK?®® 45 5.915.040 4

7TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK?®® 59 7.883.441 3

BICDTSHAEYTSCTNTMTVK? 42 7.403.047 3

BICDTSHAEYTSCTNTMTVK? 89 1103974 2

BICDTSHAEYTSCTNTMTVK?®® 36 7.456.441 3

Spot 140 12.33/5.20 12585540 113 17 "TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK? 57 5.875.045 4
"TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK? 59 7.830.141 3

7TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK?®® 62 5.915.053 4

"TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK? 60 7.883.420 3

BICDTSHAEYTSCTNTMTVK?®® 51 7.403.130 3

BICDTSHAEYTSCTNTMTVK?®® 33 7.456.446 3

Spot 142 12.42/4.96 12585540 73 17 TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK?® 46 5.915.093 4
7TKICDTSHAEYTSCTNTMTVK?®® 2 7.883.551 3

BICDTSHAEYTSCTNTMTVK? 20 7.403.145 3

BICDTSHAEYTSCTNTMTVK? 27 7.456.453 3

PREDICTED: polymeric immunoglobulin receptor 69.54/5.78 594038508 156 6 “ITTVTINCPFTR % 45 6.047.949 2
Spot 80 BISNVDLQVLKPEPELVYGDLR?¥ 30 7.620.471 3
3BGGSVTVSCPYNPK?? 50 6.833.113 2

436V VEGEPSLK*%4 30 4.792.429 2

Spot 81 69.39/6.14 594038508 154 6 YITVTINCPFTR!% 35 6.047.958 2
ZISNVDLQVLKPEPELVYGDLR?¥ 39 7.620.525 3

383GGSVTVSCPYNPK37 39 6.833.119 2

436V VEGEPSLK 64 41 4.792.542 2

PREDICTED: beta-glucuronidase isoform X1 69.84/6.22 594094181 56 5 HELDGLWSFR* 29 5.617.746 2
20SEDFFNY AGLHR?! 6 4.628.782 3

Spot 81
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33TSHYPYAEEVLQLCDR® 20 6.609.605 3

PREDICTED: complement factor H-like, partial 100'736/ 6.1 Sos054661 62 7 TWVSLNPSR™ 33 4797557 2
Spot 83 22TPVILNGQAVLPK?* 29 6.754.049 2
PREDICTED: serotransferrin isoform X1 67.51/7.54 594054424 250 9 IS ELPDPQESIQR %6 36 6.563.244 2
Spot 84 269VPSHAVVAR?” 19 3.125.141 3
YYGYTGAFR® 33 5.492.511 2

0YYGYTGAFR® 48 5.492.518 2

SSIDQTVLENTDER?"! 54 6.603.048 2

37SVTDCTSNFCLFR®¥ 31 8.038.480 2

ITYDSYLGDDY VR %2 62 7.338.239 2

Spot 85 63.95/7.44 594054424 372 20 BIFENGPFVSCVK>’ 24 6.988.482 2
88 CQLCAGK ! 22 4.752.320 2

ZOHSTVFDNLPNPEDRK?# 20 5.902.962 3

3S0DKPDNFQLFQSPHGK?3! 9 5.866.226 3

BOTAGWNIPMGLLYSK*% 22 7.839.041 2

9FDEFFSAGCAPGSPR! 54 8.228.591 2

S2IECVPNSNER3¥ 58 5.527.409 2

0YYGYTGAFR>® 32 5.492.528 2

SSIDQTVLENTDER>”! 64 6.603.048 2

SPNLHKEDFDVLCK3% 24 5.065.804 3

608 APNHAVVSRO!® 32 3.175.083 3

37SVTDCTSNFCLFR®¥ 15 8.038.571 2

Eg?ﬁgn epididymis-specific alpha-mannosidase- ¢4 1517 57 504034671 76 4 ISMEIVEGPLVTEIR 27 7.514.001 2
Spot 85 BTV GPLELNR?* 48 4.492.578 2
UTP-glucose-1-phosphate uridylyl-transferase 52.06/7.88 41386780 109 6 %GLPDNVSSVLNK!Y 10 6.218.333 2
Spot 87 S7BSFENSLGINVPR3# 75 6.668.447 2
3EFPTVPLVK#! 23 5.152.987 2

glucose-6-phosphate isomerase 52.09/8.00 94966765 51 5 STLATLNPESSLFIIASK?!! 34 9.030.070 2
Spot 87 4 LLANFLAQTEALMR®*® 18 8.604.774 2
alpha-enolase 45.42/7.23 87196501 431 25 I5GNPTVEVDLFTAK? 84 6.958.640 2
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Spot 89 3AAVPSGASTGIYEALELR™ 132 9.029.787 2
I4IGAEVYHNLK %3 24 5.723.192 2

2B3DATNVGDEGGFAPNILENK??! 9 9.809.696 2

240y VIGMDVAASEFYR?% 60 7.868.919 2

2OYITPDELANLYK?®! 56 7.203.747 2

34VNQIGSVTESLQACK?# 41 8.174.172 2

4BIEEELGSK*° 25 4.527.336 2

Spot 90 45.47/6.83 87196501 456 28 " GNPTVEVDLFTAK?® 18 6.958.655 2
15 GNPTVEVDLFTAK? 73 6.958.659 2

B3AAVPSGASTGIYEALELR 114 9.029.803 2

2TIAPALVSK® 7 4.502.818 2

SIKLNVVEQEK® 25 5.438.118 2

1S AMQEFMILPVGAENFR 7 69 9.994979 2

163 AMQEFMILPVGAENFR!” 31 9.994.996 2

4 IGAEVYHNLK '3 7 3.818.714 3

240y VIGMDVAASEFYR?% 45 7.868.926 2

240y VIGMDVAASEFYR?% 45 7.868.931 2

2OYITPDELANLYK?®! 26 7.203.753 2

2OYITPDELANLYK?! 41 7.203.756 2

34VNQIGSVTESLQACK? 40 8.174.199 2

4BIEEELGSK* 34 4.527.336 2

malate dehydrogenase, cytoplasmic isoform MDH1 34.63/6.83 77736203 115 13 120VIVVGNPANTNCLTASK '4? 14 8.794.656 2
Spot 91 2IGEFITTVQQR 15 5.898.126 2
29AICDHVR? 19 4.357.123 2

29V VEGLPINDFSR310 44 6.733.592 2

29VVEGLPINDFSR?3!0 47 6.733.661 2

Spot 93 31.71/6.56 77736203 79 6 2IGEFITTVQQR2? 47 5.898.114 2
29V VEGLPINDFSR310 32 6.733.613 2

aldose 1-epimerase 34.63/6.83 77736588 73 5 22FQLQSDQLR?® 33 5.677.972 2
Spot 91 122VLSNGVEFSR 3! 40 5.542.952 2
Spot 93 31.71/6.56 594095948 122 11 2FQLQSDQLR?*® 32 5.677.997 2
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2ASDVVLGFDKLEGYLQK® 15 6.279.993 3

132V SPDGEEGYPGELK 43 75 7.388.496 2

cysteine-rich secretory protein 1 precursor 29.27/6.10 329664664 172 17 *GVSPPASNMLK® 43 5.587.922 2
Spot 94 $IDCELVQSNALK?®! 39 6.388.157 2
22LGCNHLSVQR?* 57 3.952.004 3

Z8ASCMCQTEIK? 33 6.222.617 2

Spot 95 29.94/5.63 329664664 64 8 *GVSPPASNMLK % 19 5.587.931 2
22LGCNHLSVQR?* 45 3.952.022 3

extra-cellular superoxide dismutase [CuZn] precursor 28.59/7.91 129277510 368 34 FVTEIWQEMMQR® 14 7.418.377 2
Spot 99 0QAAAIDPDAALHAVCR®S 66 5.602.771 3
VLPSATLEAEQPR™ 65 7.058.815 2

VLPSATLEAEQPR™® 119 7.058.828 2

12SGLAASLTGPHSIAGR!” 83 4.989.333 3

162SGLAASLTGPHSIAGR !’ 78 7.479.066 2

18AVVVHAGEDDMGR'? 41 4.578.758 3

1BAVVVHAGEDDMGR 22 6.863.193 2

YIGGNQASLENGNAGR?* 64 6.728.165 2

Spot 155 29.41/7.65 129277510 195 16 VLPSATLEAEQPR™ 102 7.058.818 2
"BAVVVHAGEDDMGR° 41 4.578.766 3

YIGGNQASLENGNAGR?* 52 6.728.160 2

Spot 165 28.59/7.91 129277510 331 29 SQAAAIDPDAALHAVCR® 27 5.603.007 3
VLPSATLEAEQPR™ 82 7.058.806 2

VLPSATLEAEQPR™ 119 7.058.846 2

12SGLAASLTGPHSIAGR!” 83 4.989.325 3

12SGLAASLTGPHSIAGR!"? 98 7.479.045 2

1BAVVVHAGEDDMGR° 41 4.578.763 3

YIGGNQASLENGNAGR?* 46 6.728.145 2

Spot 166 29.41/7.65 129277510 375 36 SYQAAAIDPDAALHAVCR® 65 5.602.778 3
VLPSATLEAEQPR™ 98 7.058.828 2

12SGLAASLTGPHSIAGR!"? 96 4.989.338 3

12SGLAASLTGPHSIAGR!"? 54 7.479.042 2
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1BAVVVHAGEDDMGR'? 42 4.578.765 3

1"BAVVVHAGEDDMGR'? 18 6.863.222 2

YIGGNQASLENGNAGR?* 30 6.728.157 2

2L ACCVVGLCGPGPWAR?! 44 8.869.274 2

2L ACCVVGLCGPGPWAR?! 10 8.869.279 2

superoxide dismutase 13.13/6.84 2660692 191 23 HVGDLGNVTADK®® 77 6.133.102 2
Spot 132 STMVVHEKPDDLGR '’ 55 4.995.839 3
"STMVVHEKPDDLGR'?7 81 5.049.144 3

IBLACGVIGIAQ'™? 32 5.012.919 2

SLACGVIGIAQ!'? 13 5.012.928 2

RecName: Full=Sorbitol dehydrogenase 35.17/7.98 118625 148 17 NLENYPIPEPGPNEVLLK?3¢ 8 9.615.190 2
Spot 100 BZHNANFCYK!¥ 8 5.272.319 2
PIAMGAAQVVVTDLSASR?% 32 7.964.122 2

32§VNVKPLVTHR?3? 68 4.172.420 3

3BALEAFETSK?3® 32 4.982.538 2

phosphoglycerate kinase 2 40.31/8.88 174840786 125 10 S'LGDVYVNDAFGTAHR!"! 81 5.455.959 3
Spot 102 12 AHSSMVGVNLPQK '8 3 4.619.027 3
324y ADVVGR* 27 3.902.034 2

34ALMDEVVK?¢! 14 4.607.400 2

fructose-1,6-bisphosphatase 1 33.98/8.42 985567354 439 33 "FVMEEGR?? 31 4.422.020 2
Spot 103 “AISTAVR® 2 3592143 2
12HAIIVEPEKR'!! 36 3.978.954 3

207GSIYSLNEGYAK?!8 68 6.513.203 2

2IGSIYSLNEGY AK?!8 63 6.513.221 2

2ODFDPALTEY VQR?3? 88 7.273.502 2

2ODFDPALTEY VQR?3 38 7.273.503 2

Z3FPPDNSAPYGAR?* 53 6.463.086 2

25YVGSMVADVHR? 38 4.172.017 3

#YVGSMVADVHR?» 46 6.253.032 2

BOTLVYGGIFMYPANK?% 15 7.874.111 2

BSTLVYGGIFMYPANK?% 21 7.954.073 2
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BOTLVYGGIFMYPANK?% 41 7.954.107 2

2BLLYECNPMAY VIEK?**! 29 8.799.255 2

SIETVLDIVPTDIHQK?! 16 5.366.225 3

SIETVLDIVPTDIHQK?! 25 8.044.338 2

beta-2-microglobulin 10.91/8.72 594201576 164 19 SIKSEQSDLSFSK”’ 47 4.568.980 3
Spot 119 TK SEQSDLSFSK 80 6.848.508 2
SSEQSDLSFSK”’ 50 5.642.609 2

105V TLEQPQIVK!!3 34 6463702 2

Spot 120 10.90/8.30 594201576 99 19 %K SEQSDLSFSK”’ 41 4.568.964 3
SSEQSDLSFSK”’ 50 5.642.595 2

1SHVTLEQPQIVK 3 8 6463669 2

uncharacterized protein LOC102414936 precursor 12.56/7.73 595763495 322 56 ZKLGLDGYK? 34 4.472.529 2
Spot 124 BLGLDGYKY 34 3.832.013 2
“GVSLANWLCLTK?! 54 6.813.604 2

OATNYNPSSESTDYGIFQINSK® 19 ! 1'625;5'29 2

OATNYNPSSESTDY GIFQINSK®® 47 ! 1'635'37 2

S'WWCNDGK?’ 29 4.831.986 2

BTPNAVDGCHVSCSELMENDIAK % 40 8.163.558 3

$TPNAVDGCHVSCSELMENDIAK % 46 8.216.837 3

BSDHDVSSYIEGCTL'Y 79 7.483.206 2

PREDICTED: epididymal secretory protein E1 13.80/8.52 594059606 401 52 XFKDCGSWVGVIK? 57 6.983.566 2
Spot 125 6DCGSWVGVIK? 34 5.607.723 2
3EVNVSPCPTQPCK* 15 7.583.427 2

SEVNVSPCPTQPCK* 37 7.583.466 2

2AVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK®* 42 8.070.833 3

2AVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK®** 45 8.124.136 3

2AVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK** 72 8.124.155 3

2ZAVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK®** 32 8.124.173 3

14DKTYNYVNK 2 36 5.727.807 2

16TYNYVNK!'? 20 4.512.178 2

7SEYPSIK %3 12 4.122.067 2
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Spot 126

Spot 128

14.83/8.52 594059606

15.37/8.00 594059606

124V VVEWELTDDK '**

124y VVEWELTDDKNQR %’

124V VVEWELTDDKNQR ¥’

124V VVEWELTDDKNQR ¥’

124y VVEWELTDDKNQR %

124V VVEWELTDDKNQR ¥’
484 60 MFKDCGSWVGVIK?
MFKDCGSWVGVIK?
HFKDCGSWVGVIK?®

26DCGSWVGVIK?
3EVNVSPCPTQPCK*
2AVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK**

2AVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK**

2ZAVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK**
2ZAVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK**

2AVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK**

I4DKTYNYVNK!'2
106TYNYVNK 1?2
"SEYPSIK'?
124V VVEWELTDDK '3
124V VVEWELTDDKNQR ¥’
124V VVEWELTDDKNQR %’
124V VVEWELTDDKNQR ¥’
BSEFFCWQIPIEVEA'#

417 52 HFKDCGSWVGVIK?
2DCGSWVGVIK?
2DCGSWVGVIK?

3EVNVSPCPTQPCK*
2AVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK**
2AVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK**
2AVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK**

64
40
52
60
70
62
34
65
80
35
41
71

32

64
72

51

45
35
15
&9
58
56
65

80
34
32
35
63
65
68

6.668.340
5.776.211
5.776.222
5.776.226
8.659.378
8.659.379
4.658.990
6.983.541
6.983.552
5.607.600
7.583.456

8.070.809

12.101.35
5

8.123.980

8.124.150

12.181.26
1

5.727.814
4.512.201
4.121.898
6.668.362
5.776.170
5.776.212
5.776.215
7.698.719
6.983.566
5.607.634
5.607.634
7.583.144
8.070.799
8.070.822
8.123.993

W W W N DN N DD W W W N DN DD N W W N W N DD DD N W N DD W W wWw N
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Spot 129

Spot 135

14.60/7.30 594059606

14.69/6.00 27806881

2ZAVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK**
2AVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK**

14DKTYNYVNK'2
I6TYNYVNK 2
SEYPSIK 2
124V VVEWELTDDKNQR ¥’
124V VVEWELTDDKNQR ¥’
124y VVEWELTDDKNQR %
124V VVEWELTDDKNQR ¥’

416 55 MFKDCGSWVGVIK?
MFKDCGSWVGVIK?
2DCGSWVGVIK?
26DCGSWVGVIK?
3EVNVSPCPTQPCK*
3EVNVSPCPTQPCK*
2AVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK**
2AVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK**
2AVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK**
2AVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK**

2AVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK**

IMDKTYNYVNK!'2
06TYNYVNK 12
16TYNYVNKLPVK!®
H7SEYPSIK'?
124%yVVEWELTDDK '3
124V VVEWELTDDKNQR %7
12%VVVEWELTDDKNQR '3’
124V VVEWELTDDKNQR %7
124V VVEWELTDDKNQR %7
12%VVVEWELTDDKNQR '3’

121 24 2ZAVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK**

64
64

45
35
15
53
69
104
56
87
46
31
42
34
10
56
60
79
76

48

47
12

12
34
64
52
48
45
27
53
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8.070.838
8.124.101
8.124.167

8.124.167

12.181.28
2

5.727.843
4.512.136
4.469.173
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2ZAVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK** 49 8.124.146 3

12%VVVEWELTDDKNQR!¥’ 68 5.776.215 3

PREDICTED: peroxiredoxin-5, mitochondrial 14.04/6.53 555964155 245 35 SVGDAIPSVEVFEK™ 22 6.953.647 2
Spot 131 SVGDAIPSVEVFEKEPGNK?® 19 6.389.925 3
$I'VNLAELFK?®® 38 4.672.699 2

2GVLFGLPGAFTPGCSK!"’ 14 8.044.149 2

2GVLFGLPGAFTPGCSK!" 29 8.044.181 2

I8THLPGFVEQADALK'?! 50 5.092.650 3

I8 THLPGFVEQADALK'?! 8 7.634.047 2

I“LLADPNGTFGK!'# 40 5.668.002 2

18FSMVIEDGIVK % 12 6.193.264 2

18FSMVIEDGIVK % 46 6.273.255 2

PREDICTED: epididymal-specific lipocalin-5-like 17.79/7.60 594077881 282 37 S’KVGAVIVEQDGPHLSLTSVSDHMNLCMKS® 22 7.751.253 4
Spot 144 S’TKVGAVIVEQDGPHLSLTSVSDHMNLCMK®3 23 7.431.017 4
PTPLQSGGK % 41 4.002.235 2

PIPLQSGGK %6 45 4.002.289 2

WEVIVVATDYK!% 64 5.688.027 2

IWEVIVVATDYK!!® 63 5.688.072 2

IWEVIVVATDYK!!® 65 5.688.123 2

TY AIMNIILNR ! 64 6.613.569 2

N7TY AIMNIILNR!? 62 6.613.634 2

TY AIMNIILNR ! 65 6.693.506 2

TY AIMNIILNR ! 58 6.693.583 2

N7TY AIMNIILNR!? 56 6.693.625 2

I TLEHNEEATEK ! 62 6.508.015 2

Spot 145 17.81/8.05 594077881 295 38 S*KVGAVIVEQDGPHLSLTSVSDHMNLCMKS®3 7 7.751.267 4
STKVGAVIVEQDGPHLSLTSVSDHMNLCMKS® 13 7.431.006 4

9TFKIPLQSGGK!% 33 3.588.739 3

PIPLQSGGK % 46 4.002.284 2

WEVIVVATDYK !¢ 64 5.688.109 2

TY AIMNIILNR ! 62 6.613.637 2
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7TY AIMNIILNR2? 66 6693521 2

NTTY AIMNIILNR'?? 53 6.693.593 2

17TY AIMNIILNR?? 58 6.693.632 2

41T EHNEEATEKS! 40 4341938 3

4T EHNEEATEK'S! 66 6507988 2

Spot 146 17.85/8.50 594077881 121 17 EKIPLQSGGK % 20 5378.154 2
WEVIVVATDYK!!S 64 5.688.110 2

NTTY AIMNIILNR'?? 36 6613638 2

Spot 152 18.00/7.04 594077881 266 28 EKIPLQSGGK % 25 3588753 3
EKIPLQSGGK % 40 5378.151 2

9IPLQSGGK % 38 4002320 2

WEVIVVATDYK!!6 63 5.688.110 2

EVIVVATDYK!16 64 5.688.124 2

17TY AIMNIILNR 27 57 6613635 2

ITY AIMNIILNR 2! 53 6613677 2

ITY AIMNIILNR 2! 60 6.693.602 2

17TY AIMNIILNR 27 60  6.693.637 2

5GGKPSSVLK ! 13 4367612 2

4T EHNEEATEK 5! S0 4341994 3

giﬁgﬁfu epididymal sccretory glutathione 20.90/837 594086871 301 35 HGTIYDYDAFTLNGK* 82 7.893.794 2
Spot 147 10SQEPGENSEILPGLK1* 61 7558912 2
19y VRPGGGY VPNFQLFEK 16 6576697 3

119y VRPGGGY VPNFQLFEK 2% 6576697 3

I6HISWEPIMVHDIR " 47 5502743 3

IMELYGPDGVPVMR %S 46 6438474 2

I4FL VGPDGVPVMR %3 40 6518461 2

WISDILAYMK 26 4707.409 2

20SDILAYMK2'4 40 4787404 2

Spot 148 20.85/8.12 594086871 280 35 SGTIYDYDAFTLNGK 46 7893759 2
105QEPGENSEILPGLK 18 76 7.558.937 2

119V VRPGGGY VPNFQLFEK 1% 24 6576678 3
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19y VRPGGGY VPNFQLFEK '35 11 9.860.110 2

166HISWEPIMVHDIR |8 48 5502735 3

FLVGPDGVPVMR % 46 6438447 2

FLVGPDGVPVMR'% 35 6518433 2

I4FLVGPDGVPVMR!% 43 6.518.467 2

207SDILAYMK?!* 27 4.707.409 2

207SDILAYMK?!# 39 4.787.391 2

Spot 149 20.83/7.74 594086871 244 35 %GTIYDYDAFTLNGK* 56 7.893.751 2

105QEPGENSEILPGLK '8 50  7.558.906 2

10SQEPGENSEILPGLK '8 40  7.558.942 2

119YVRPGGGY VPNFQLFEK % 20 6.576.683 3

119YVRPGGGY VPNFQLFEK % 26 6.576.691 3

166HISWEPIMVHDIR "8 46 5.502.741 3

FLVGPDGVPVMR'% 48 6438472 2

I4FLVGPDGVPVMR % 41 6438489 2

I4FLVGPDGVPVMR1°% 27 6518442 2

207SDILAYMK?'* 18 4.787.411 2

Spot 150 20.90/7.48 594086871 85 19 19y VRPGGGY VPNFQLFEK '35 17 6.576.678 3

166 HISWEPIMVHDIR' " 15 5502734 3

YFLVGPDGVPVMR'% 53 6438486 2

I4FLVGPDGVPVMR % 28 6.518471 2

EREDICTED: phosphatidylethanolamine-binding-protein » o1/s 55 504032479 91 15 I TTWPEPIVK ™ 33 5.923.358 2
Spot 151 132 SPYQPPSPPAHSGLHR ' 48 6.143.174
160TISLSPK % 10 3.732.229

;ﬁ:ﬁ‘r:{:’fosome membrane-associated protein 3 11.73/5.48 157279923 70 6 4VLQDFGLEGYR® 57 6.488287 2

Spot 153 4VLQDFGLEGYR® 70 6.488314 2

PREDICTED: C-reactive protein 22.74/729 594074562 138 16 BETENSYVSLK 47 5.852.867 2

Spot 163 67SYSIFSYATKS 45 5.837.880 2

IGYIFGVRY 22 4.062256 2

PREDICTED: prostaglandin-H2 D-isomerase 22.74/729 594077764 135 14 25GEVFIKPQLW?2* 24 6.088.375 2
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Spot 163 33GPGQDFR 44 36 3.886.847 2
SMATLYSR"! 45 4.292.122 2

1S GFTEEGIMFLPK '# 54 7.929.006 2

glutathione S-transferase Mu 3 23.55/6.86 114053087 120 21 ’SMVLGYWDIR'> 18 6.283.085 2
Spot 164 IGLAHAIR? 29 3.692222 2
BZMLLEFTDTSYEEK? 33 8.033.778 2

SYTCGEAPDYDK? 34 6.597.654 2

19Y SWFAGEK %6 7 4.942.296 2

PREDICTED: beta-hexosaminidase subunit beta-like 60.43/7.52 594035743 196 17 AGPSCAVLQEAFR”! 104 7.033.474 2
Spot 167 AGPSCAVLQEAFR’! 96 7.033.502 2
13WPLGSDNVPR!'? 37 5.707.907 2

4TGPVATLTANR " 55 5.002.748 2

PREDICTED: beta-hexosaminidase subunit beta 60.03/7.73 594062845 115 8 2GPVATLTANR? 55 5.002.748 2
Spot 167 9 TLDAMAFNK® 9 5.057.510 2
ITLDAMAFNK® 11 5.137.492 2

2TVIEYAR'® 23 4.262.276 2

Z2SNAAVLHFMR?*! 25 5.733.007 2

hypoxia-associated protein 39.97/7.05 1245926 48 100 'YITPDELANLYK 2 48 7.203.724 2

Spot 169
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