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RESUMO

A raca Gir — Leiteiro é uma excelente opcdo para os rebanhos leiteiros no Brasil pelas
caracteristicas apresentadas por seus animais, como rusticidade, adaptabilidade e producao de
leite expressiva. A hipoplasia testicular causa problemas reprodutivos nos touros podendo levar
a subfertilidade ou, em casos mais graves, a infertilidade. No Brasil, a incidéncia dessa patologia
varia de 5 a 15%. Devido a grande importancia que animais da raca Gir — Leiteiro tém na pecuéria
brasileira e aos impactos negativo, tanto em termos de fertilidade quanto economicamente,
causados pela hipoplasia testicular, este trabalho objetivou tragar o perfil proteico
diferencialmente expresso entre animais com esta patologia e clinicamente normais. Amostras de
sémen de 18 animais (9 hipoplasicos e 9 normais) foram coletadas e o plasma seminal foi
centrifugado e submetido a eletroforese bidimensional (2-DE). Os géis foram corados com
Coomassie Blue G-250, digitalizados e analisados pelo programa PDQuest™ 2-D Analysis
Software para identificagdo dos “spots”. Foram identificados 33 “spots” diferencialmente
expressos entre os dois grupos de animais, sendo 26 mais intensamente expressos em animais
hipoplasicos. Os “spots” foram cortados dos géis e submetidos a espectrometria de massa sendo
identificadas 38 proteinas e, dentre estas, o grupo de proteinas conhecidas como Binder of Sperm
Proteins (BSP) e a platelet-activating fator acetylhydrolase (PAF — AH) foram as mais
presentes nos “spots” identificados nos animais hipoplasicos. Os animais também foram
submetidos a avaliacdo clinico-androldgica e houve diferencas estatisticas quanto ao
comprimento, largura e volume testicular, turbilhonamento e defeitos espermaticos (p<0,05).

Palavras Chave: hipoplasia testicular, proteinas do plasma seminal, Gir — Leiteiro.

ABSTRACT

The Gir - Dairy is an excellent option for dairy herds in Brazil because of the features presented
by its animals, such as hardiness, adaptability and expressive milk production. Testicular
hypoplasia causes reproductive problems in bulls and can lead to subfertility or, in more severe
cases, infertility. In Brazil, the incidence of this disease varies from 5 to 15%. Due to the great
importance that Gyr- Dairy animals have in the Brazilian cattle industry and because of the
negative impact, not only in economically terms but also in fertility, caused by testicular
hypoplasia, this study aimed to determine the differentially expressed protein profile between
animals with this disease and clinically normal . Semen samples from 18 animals (9 hypoplastic
and 9 normal) were collected and seminal plasma was centrifuged and subjected to two-
dimensional electrophoresis (2-DE). Gels were stained with Coomassie Blue G-250, digitized and
analyzed using PDQuest ™ program 2-D Analysis Software to identify the "spots”. Were
identified 33 "spots" differentially expressed between the two groups of animals, 26 more
intensely expressed in hypoplastic animals. The "spots" were cut from the gels and subjected to
mass spectrometry and identified 38 proteins and, among these, the group of proteins known as
Binder of Sperm Proteins (BSP) and platelet-activating factor acetylhydrolase (PAF - AH) were
more present in spots identified in hypoplastic animals. The animals also underwent clinical and
soundness evaluation and were statistical differences in the length, width and testicular volume,
turbulence and sperm defects (p <0.05).

Keywords: testicular hypoplasia, seminal plasma proteins, Gir — Dairy.



1. INTRODUCAO

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho bovino do mundo com mais de 200 milhdes de cabecas
de gado e é o pais que mais exporta carne bovina. Com relacéo a producdo de leite, segundo o
IBGE, em 2013 a producao no Brasil aumentou 6 % e o Sudeste foi responsavel por cerca de 35%
de toda a producéo.

Araca Gir — Leiteiro tem se mostrado como excelente opcao para os rebanhos leiteiros no Brasil,
principalmente nos cruzamentos com a raga Holandés, gerando animais extremamente rusticos,

com boa conversdo alimentar e alta produgdo leiteira (ACGZ, 2014).

A lucratividade de um rebanho depende do bom desempenho de seus animais e de selecBes
daqueles geneticamente superiores quanto a caracteristicas ligadas a fertilidade e produtividade.
A selecdo de reprodutores baseada em caracteristicas produtivas, sendo os selecionados aqueles
que produzem filhas com maiores productes de leite, muitas vezes deixa de selecionar animais
com maiores fertilidades contribuindo, muitas vezes, para um desempenho menos eficiente do
rebanho (VALE FILHO et al., 1979).

A fertilidade dos touros é influenciada por varios fatores que podem ser de origem genética,
congénita ou adquirida (BICUDO, et al., 2007). A hipoplasia testicular é uma patologia de
caracteristica hereditéria, reduz a eficiéncia do epitélio germinativo dos testiculos e leva a falhas
reprodutivas e desempenho insatisfatério dos reprodutores. No Brasil, tem sido descrita por
apresentar incidéncias que variam de 5% (VALE FILHO et al.; 1979) a 15% (GOIOZO, 2003).

Uma das etapas mais importantes nos rebanhos que utilizam a monta natural é a selecdo de machos
a serem utilizados como futuros reprodutores, principalmente ao se considerar que o touro
transmite 50% do seu gen6tipo a um grande nimero de filhos (QUIRINO, 1999). Além disso,
com o uso da inseminagao artificial um Unico touro gera doses de sémen suficientes para serem
utilizadas em grande nimero de vacas, sendo responsavel por significativa parte do ganho
genético dos animais. Para intensificar a fungdo reprodutiva, tanto na monta natural quanto na
inseminacdo artificial, os touros devem produzir um grande nimero de espermatozoides
morfologicamente normais e férteis (KASTELIC, 2014).
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Na avaliacéo do potencial reprodutivo de touros as ferramentas mais comumente utilizadas sdo o
exame androldgico e a Classificagdo Androldgica por Pontos (CAP). Entretanto, apenas o exame
androldgico e alta pontuagdo na CAP podem ndo serem suficientes para predizer sua fertilidade
quanto a criopreservagdo do sémen e outros aspectos biotécnicos. Diante disso, 0 uso de
ferramentas adicionais de avaliacdo, como as proteinas do plasma seminal e concentracao sérica
de testosterona tornam-se importantes. A avaliacdo do perfil proteico do plasma seminal pode
auxiliar na elucidacdo dos processos fisiopatolégicos que acometem reprodutores e poderdo atuar

como possiveis marcadores bioguimicos para a fertilidade (WELTER, 2006).

A andlise proteica do sémen constitui uma ferramenta viavel para o estudo das potenciais funcdes
das proteinas, buscando-se marcadores proteicos de fen6tipos especificos e/ou processos
fisioldgicos (BARROS et al, 2013). Muitas pesquisas feitas com as proteinas do plasma seminal

tem indicado que algumas estéo relacionadas com a fertilidade (KUMAR et al, 2012).

2. OBJETIVO

Avaliar o perfil proteico do plasma seminal de touros Gir — Leiteiro com e sem a manifestacao

clinica de hipoplasia testicular.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. ARACA GIR - LEITEIRO

O Gir Leiteiro é uma raca zebuina originaria da india, das regides de Gir da Peninsula de
Kathiawar. Os primeiros exemplares de Gir foram introduzidos no Brasil por volta de 1906 e mais
quatro importagdes realizadas nos anos de 1930, 1955, 1960 e 1962 foram extremamente
importantes para a formacdo do Gir brasileiro. Na década de 30, alguns criadores identificaram
em diferentes planteis exemplares de Gir que se destacavam por sua capacidade leiteira. O Gir
leiteiro é resultado da selecdo efetuada por algumas entidades governamentais e, principalmente,
por criadores particulares de Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro que fundamentaram seus
trabalhos dando énfase a selecdo para leite. A partir de entdo, formou-se um biotipo especializado
com producdes leiteiras aferidas permitindo distinguir-se os animais pelo seu desempenho e nivel
de producéo da sua linhagem (ACGZ, 2014).
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O interesse por animais da raga Gir — Leiteiro vem crescendo de forma acelerada nos Gltimos
anos, por ser excelente opcdo para a pecuaria leiteira do Brasil, uma vez que os animais
contribuem com alta produtividade, além do vigor, docilidade e rusticidade, principalmente
quando cruzados com gado europeu. Atualmente, a raca esta distribuida em praticamente todo
pais e presente em mais de 80% dos rebanhos bovinos leiteiros, constituidos de animais puros e
cruzados. A demanda por animais da raca é cada vez maior no mercado interno e, além disso, o
mercado externo vem se mostrando como potencial, o que pode ser verificado pelas exportacdes
oficiais de sémen para as Américas, sendo a raga Gir — Leiteiro correspondente a 80% do total
(REIS FILHO, 2006; ABCGIL, 2014). Segundo a ASBIA (2014), no ano de 2013 foram vendidas
684.259 doses de sémen da raca Gir — Leiteiro, correspondendo a cerca de 43% do total de doses

de sémen das racas de leite comercializadas no Brasil.

O Gir Leiteiro foi selecionado para maiores produc@es de leite, com produgdes médias, segundo
os controles oficiais, de 3.198 Kg de leite em 305 dias, chegando a produces de até 5000 Kg de
leite/lactacdo ja existindo, hoje, lactacBes oficiais ultrapassando 10.000 Kg/leite (AMCGIL,
2014).

Atualmente, entre os animais zebuinos importados, estima-se que poucos sejam da raca Gir, o que
somado a sele¢do, ainda hoje, praticada intensamente dentro dos proprios rebanhos e o uso de
reduzido namero de touros provados, leva a uma possibilidade maior do acasalamento de
individuos aparentados (endogamia). Isto aumenta a homozigose e a frequéncia de genes
deletérios, com consequente reducdo da fertilidade e desempenho fenotipico dos animais (REIS
FILHO 2006).

3.2. HIPOPLASIA TESTICULAR

A hipoplasia testicular, uma anomalia do desenvolvimento dos testiculos de origem hereditaria,
acomete todas as espécies domeésticas e se caracteriza pela redugdo de volume dos testiculos e,
histologicamente, por tabulos seminiferos com didmetro reduzido ou auséncia total de
espermatogénese, e presenca de células de Sertoli aparentemente normais (SANTOS E ALESSI,
2011). Caracteriza-se pelo incompleto desenvolvimento das camadas germinativas dos tdbulos
seminiferos, de gravidade variavel, observando-se desde uma diminuicdo da concentragdo
espermatica e aumento de gametas defeituosos no sémen até a azoospermia (NASCIMENTO E

SANTQOS, 1997). Tem como causa a expressao de um gene recessivo autossdmico de penetrancia
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incompleta interferindo na espermatogénese (VALE FILHO et al., 1979; LOGUE e GREIG,
1986; NASCIMENTO E SANTOS, 1997). De acordo com MOURA (2013), e também relatado
por outros autores, a maior incidéncia da hipoplasia é observada no testiculo esquerdo.

A alteracdo testicular pode ser uni ou bilateral, parcial ou total. A hipoplasia total caracteriza-se
pelo envolvimento de todos os tdbulos seminiferos, portanto se a les&o for unilateral o animal é
subfértil e se for bilateral resulta em esterilidade. Aninais com hipoplasia parcial ou unilateral sdo
indesejaveis no rebanho, pois tém capacidade reprodutiva limitada, tendo por conseguinte,
capacidade de disseminacdo de tal patologia entre sua progénie (SANTOS E ALESSI 2011;
STEFFEN, 1997 citado por BICUDO, 2007).

Alterac0es do trato genital do touro, sejam elas de qualquer ordem, podem levar a subfertilidade,
infertilidade, ou até a esterilidade. Quando a causa da subfertilidade é de ordem genética, como
no caso da hipoplasia testicular, o animal apresenta esta condicdo de forma permanente. Animais
com essa condicdo apresentam parametros clinico — androlégicos incompativeis com uma boa
condicdo reprodutiva portanto, ndo recomendados para uso como reprodutores (MOURA, 2013).
Este mesmo autor, encontrou maior nimero de cOpias de um gene ligado a subfertilidade (TSPY)

em animais hipoplasicos quando comparados com animais normais.

Além disso, o animal subfértil é capaz de gerar descendentes, fator indesejavel, pois sendo de
causa genética serd transmitida a seus descendentes, perpetuando-a nas futuras descendéncias.
Nesses casos, é importante a identificacdo desses animais através de exames androldgicos em
diferentes datas, gerando um diagndstico e prognostico seguros a fim de elimina-los do rebanho
(VALE FILHO et al., 1979; BICUDO, 2007).

A hipoplasia testicular tem uma incidéncia de 5 a 15% nos rebanhos bovinos do Brasil (VALE
FILHO, 1988; GOIOZO, 2003). GARCIA (1971) trabalhando com 208 touros normais e com
disturbios reprodutivos, de racas europeias e indianas, encontrou um prevaléncia de 3,36% de
animais hipoplasicos. Dentre as patologias espermaticas desses animais, a maior prevaléncia foi
a de defeitos de cabeca e gota citoplasmatica proximal, 28,16% e 15,40% do total de defeitos,
respectivamente. Além disso, estes animais apresentavam-se com baixos valores de concentragao

espermatica, turbilhonamento e motilidade.
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3.3. AVALIACAO DO POTENCIAL REPRODUTIVO DE TOUROS

A avaliacdo do potencial reprodutivo do touro é feita, principalmente, por meio do exame
androldgico. Nesse exame, faz-se mensuracgdes testiculares, avaliacdes das glandulas vesiculares,
vigor, motilidade e morfologia do sémen, além de avaliagBes laboratoriais e afericdo do peso
corporal (SALVADOR et al, 2002; VALE FILHO et al., 1979). A primeira avaliagdo androldgica
deve ser feita, em touros da raga zebu, com um ano de idade, devendo-se dar preferéncia para
animais com circunferéncia escrotal acima de 26 cm e com espermatozoides com motilidade de
20% (ou pelo menos 5%), para serem utilizados como futuros reprodutores (VALE FILHO et al,
2010).

Um exame clinico geral deve, também, ser feito inspecionando-se o animal quanto a normalidade
dos diversos sistemas (respiratdrio, circulatério, digestivo, nervoso, locomotor), com especial
atencdo para os aprumos. O animal devera estar em boa condicdo fisica geral, tamanho, peso e

conformagdo normais para a idade e a raga (VALE FILHO et al, 2012).

Além disso, foi proposto por VALE FILHO (1988) um método de avaliagdo dos reprodutores
zebuinos, a CAP (Classificacdo Andrologica por Pontos), que atribui uma pontuacdo a medida da
circunferéncia escrotal e as caracteristicas fisicas e morfoldgicas do sémen em funcdo da idade,
apresentando correlacfes positivas com a fertilidade. Touros clinicamente normais considerados
aptos a reproducao devem apresentar minimo de 60 pontos nesse indice, e touros com problemas

clinicos sdo inaptos e ndo devem ser submetidos a CAP.

Animais Bos taurus indicus, normais e adultos, devem apresentar valores minimos para
comprimento e largura dos testiculares de 12 x 8 cm, respectivamente, e a forma dos testiculos
ovalada sendo mais alongada nos zebuinos (VALE FILHO, 2001). Corddes espermaticos curtos,
assimétricos, ou excessivamente distendidos devem ser descartados, a pele do escroto deve estar
integra, e o prepucio e pene normais. A consisténcia testicular também deve ser verificada, sendo
normal numa escala de 1 —5 =5 (VALE FILHO et al, 2010).

Existem também os indicadores moleculares da fertilidade, como as proteinas do plasma seminal,
sendo algumas mais prevalentes em animais de alta fertilidade e outras mais prevalentes em
animais de baixa fertilidade (KILLIAN et al, 1993). H4, também, proteinas que exercem
influéncia sobre a congelabilidade do sémen (RONCOLETTA et al, 1999; JOBIM, 2003).
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3.4. PLASMA SEMINAL

O plasma seminal é a parte fluida do sémen constituida de aminoacidos, agucares, acido citrico,
minerais, fosfatase, prostaglandinas e proteinas de uma variada faixa de massa molecular
(BARTH e OKO, 1989).

Serve como importante veiculo para os espermatozoides ejaculados, consistindo em uma mistura
de secreces dos testiculos, epididimos e glandulas sexuais acessorias, com fungao carreadora dos
gametas masculinos até o trato genital feminino, viabilizando o processo de fertilizacdo
(MANJUNATH, 1987; RONCOLETTA et al, 1999).

O fluido seminal adicionado durante a ejaculacao serve como veiculo, estimula o metabolismo do
espermatozoide e fornece a energia necessaria para a passagem através do Utero. Além disso, pode
influenciar a fertilidade do touro através de proteinas nele contidas (KILLIAN et al, 1999;
SALVADOR, 2005).

O plasma seminal de touros de alta fertilidade quando misturados ao plasma seminal de touros de
baixa fertilidade aumenta a taxa de fusdo dos gametas. Isto demonstra que hd componentes
presentes no plasma seminal capazes de influenciar a fertilidade (MILLER, 2001 citado por
FOLHADELLA, 2007).

3.5. PROTEINAS DO PLASMA SEMINAL

As proteinas encontradas no sémen dos animais domésticos podem ser de origem testicular,
epididimaria ou produzidas pelas glandulas sexuais acessérias, podendo permanecer no fluido
seminal ou ainda se ligarem a membrana espermatica durante a ejaculacdo, com atividades
biologicas diversas relacionadas a fecundagdo (SALVADOR, 2005).

LARSON e SALISBURY (1954) foram os pioneiros nos estudos eletroforéticos das proteinas do
plasma seminal, e notaram uma natureza heterogénea dessas proteinas, e trés principais dentre as
onze encontrados. Além disso, houve uma similaridade nos padrdes eletroforéticos de proteinas
obtidas de touros de ragas e idades diferentes. Ja em 1956, SZUMOWSKY citado por ROCHA

(1972), determinou sete fracGes proteicas e encontrou correlacdo na concentragdo da fragdo
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albumina com a porcentagem de anomalias primarias dos espermatozoides (cabeca e peca
intermediaria) e com a taxa de fecundacédo dos touros estudados.

ROCHA (1972) trabalhando com 46 touros de ragas zebuinas, normais e com alteragdes
reprodutivas, obteve oito fracOes proteicas e encontrou diferenca significativa entre a proteina
total de touros normais e os hipoplasicos, sendo menor neste Gltimo grupo de animais. Além disso,
a albumina mostrou-se elevada em relacdo a de touros normais, e quanto as globulinas, houve

diminuicdo da alfa2, beta2 e gama2 e aumento na alfal.

Um importante grupo de proteinas presentes no plasma seminal sdo as proteinas ligadoras da
heparina, as quais sdo produzidas pelas glandulas sexuais acessorias dos machos. Presentes em
maior quantidade no plasma seminal de bovinos estdo as chamadas BSP (bovine seminal plasma
proteins) produzidas pelas glandulas vesiculares (MANJUNATH, 1987). Essas proteinas parecem
ter grande importancia ha modulacdo da capacitacdo do espermatozoide pela heparina (MILLER,
1990).

Dentre as proteinas presentes no plasma seminal, destaca-se a “Proteina Acida do Plasma
Seminal” (aSFP) com peso molecular de 12,9 kDa, secretada pelas vesiculas seminais, ampolas e
epididimos, as quais tem - se demonstrado boas marcadoras bioguimicas para a alta fertilidade de
touros (FOLHADELLA, 2007). Dentre suas atividades biol6gicas estdo a atuacdo como fator
decapacitante, preservacao da integridade acrossémica e a regulacdo da motilidade espermatica
(SALVADOR, 2005).

Em um estudo com touros holandeses, MOURA et al (2006), verificaram que a presenga em
maiores quantidades de osteopontina de 55 kDa e fosfolipase A2 de 58 kDa, e menor expressao
de espermadesina de 14 kDa isoforma Z13 estdo associadas a alta fertilidade desses animais. Ja
KILLIAN et al (1999) encontram duas proteinas (16 kDa, pl= 4,1; 16 kDa, pl=6,7) em maior

prevaléncia em touros de baixa fertilidade.

Touros com sémen de alta congelabilidade apresentam diferencas marcantes quanto a expressdo
de grupos de proteinas de alto peso molecular quando comparados com animais de sémen de
baixa congelabilidade, como verificado por RONCOLETTA et al. (1999), que encontraram uma
cadeia polipeptidica, de peso molecular aproximado 61.800 Da, sempre presente no grupo de

animais de alta congelabilidade e sempre ausente nos de baixa congelabilidade. SALVADOR
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(2005) trabalhando com touros Nelore jovens encontrou proteinas com afinidade a heparina de
14, 18, 21 e 29 kDa associadas com a reagdo acrossdmica induzida, se constituindo, portanto,

como potenciais marcadores bioquimicos para alta fertilidade nesses animais.

FOLHADELLA (2007), estudando o perfil proteico do sémen e fertilidade de touros da raca Gir,
encontrou diferengas na fertilidade dos animais na fertilizagdo in vitro, e atribuiu essa causa a
uma provavel diferenga na composicao quimica do plasma seminal e membrana espermatica em

funcéo das diferencas individuais entre touros.

Os perfis eletroforéticos das proteinas do plasma seminal auxiliam na avaliagdo clinica, em casos
de infertilidade em touros (MANJUNATH, 1987; RONCOLETTA et al, 1999). Dessa forma,

tem-se uma ferramenta a mais no diagndstico de determinadas patologias reprodutivas do touro.

3.6. ANALISE PROTEOMICA DO PLASMA SEMINAL POR ELETROFORESE
BIDIMENSIONAL (2-DE)

O termo protedmica refere-se ao estudo do conjunto das proteinas presentes no fluidos corporais
em condicBes e/ou momentos distintos, e que sdo responsaveis pelo controle dos processos
bioldgicos (JENSEN, 2004). As principais técnicas utilizadas na protedbmica sao a eletroforese

bidimensional (2 — DE) e a espectrometria de massa.

A eletroforese é uma técnica de separacdo baseada na migracdo de moléculas carregadas, de
acordo com seu ponto isoelétrico, em fun¢do da aplicacdo de um campo elétrico em uma solucéo
(ROCHA, 2005).

Na eletroforese bidimensional as proteinas sdo separadas em duas etapas consecutivas: primeiro,
através da focalizacdo isoelétrica (IEF), as moléculas migram em gel de poliacrilamida com
gradiente de pH imobilizado ou gerado por tamp®&es anfotéricos, até atingirem um ponto (pH) no
qual sua carga é igual a zero (ponto isoelétrico). Na segunda etapa as proteinas sofrem uma
eletroforese em direcdo perpendicular & IEF em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
sddio (SDS — PAGE), e separadas de acordo com sua massa molecular (BARBOSA et al, 2012;
ONG e PANDEY, 2001). Os géis sdo, entdo, corados com azul de Cromassie ou outros corantes

comerciais para tornar visiveis as bandas proteicas ou “spots” (BARBOSA et al, 2012). Ap6s 0s

19



processos de separacdo e coloragdo, o mapa protedmico gerado é analisado em programas de

computador especificos.

Os “spots” identificados sdo entdo retirados do gel e digeridos pela tripsina e os fragmentos
gerados sdo analisados por espectrometria de massa gque consiste basicamente na ionizagdo dos
fragmentos e na razdo massa/carga dos ions. Os resultados de massa obtidos nesse processo sdo
confrontados com dados depositados em bancos internacionais, disponiveis principalmente pela
internet, para a identificacdo das proteinas (TRINDADE, 2011).

As informac6es obtidas por meio de estudos protedmicos sdo cada vez mais completas, e estdo
relacionados as vias de sinalizacdo celular, conjuntos de proteinas reguladoras, modificacdes pos-
traducionais, bem como outras informagdes fundamentais sobre estados fisiologicos e

fisiopatologicos de células e organismos (ROCHA, 2005).

4. MATERIAL E METODOS

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFMG, na
reunido do dia 23/11/2011, e protocolado no Programa de Pds — Graduacdo em Ciéncia Animal —
EV/UFMG com o namero de protocolo 227/11.

4.1. PROPRIEDADES

O presente estudo foi desenvolvido por meio de exames clinico — androldgicos e coletas de sémen
realizadas em seis fazendas particulares distribuidas no Estado de Minas Gerais: sendo que as
fazendas 1, 2 e 5 localizam-se na regido central do Estado. O clima da regido é do tipo subtropical
umido (classificacdo climéatica de Kdppen-Geiger: Cwa), a temperatura anual média de 20,9 a
22,1 °C e precipitagdo média de 1.328,7 a 1.442,0 mm; (BRASIL, 1992). Os animais foram
criados a pasto recebendo suplementacdo nutricional no periodo chuvoso. No periodo seco
receberam silagem de milho ou cana-de-agtcar com suplementagdo concentrada. A producédo de

leite média anual por matriz era de 5.000 a 6.000 Kkg.

A fazenda 3 localiza-se na regido Norte do Estado, o clima é do tipo tropical com estacdo seca
(Classificacdo climéatica de Koppen-Geiger: Aw), temperatura anual média de 24,5 °C e

precipitacdo anual média de 876 mm, (BRASIL, 1992). Os animais foram manejados a pasto no
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periodo chuvoso com suplementacdo nutricional. No periodo seco receberam silagem de milho

com suplementacdo concentrada. A producdo de leite média anual por matriz foi de 5.500 kg.

A fazenda 4 localiza-se na regido Centro-Oeste do Estado, onde o clima é do tipo subtropical
umido (Classificacdo climatica de Képpen-Geiger: Cwa), com temperatura anual média de 20,7
°C e precipitacdo anual média de 1.426,3 mm (BRASIL, 1992). Os animais foram manejados a
pasto no periodo chuvoso com suplementacao nutricional. No periodo seco receberam silagem de
milho ou cana-de-agtcar com suplementagdo concentrada. A producdo de leite média anual por
matriz foi de 5.500 kg.

A fazenda 6 localiza-se na regido Norte do Estado, o clima é do tipo tropical com estacdo seca
(Classificacdo climatica de Koppen-Geiger: Aw), temperatura anual média de 24,4 °C e
precipitacdo anual média de 916 mm (BRASIL, 1992). Os animais receberam manejo extensivo
(SS), com fornecimento de sal mineral ad libitum. A producéo de leite média anual das matrizes
foi de 2.500 Kkg.

4.2. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram submetidos a avaliacdo androldgica 311 touros Gir - Leiteiro (2009-2012), resultantes de
selecBes prévias ao desmame e ao sobreano com eliminacao daqueles com problemas fenotipicos
facilmente detectaveis, e dos quais, 240 se apresentaram cronologicamente adultos (23-60 meses).
Destes, 168 apresentaram-se clinicamente normais, enquanto 18 foram diagnosticados com
hipoplasia testicular, possuindo sémen de baixa qualidade. O restante dos animais adultos (n =
54) apresentavam outros distirbios espermaticos como imaturidade sexual, maturidade sexual
retardada, criptoquidismo, espermiogénese imperfeita, degeneragdo testicular e disfun¢bes da
cabeca e da cauda do epididimo (VALE FILHO et al., 2013).

Dentre os 18 animais diagnosticados com hipoplasia testicular, 9 foram utilizados neste
experimento. No estudo, amostras de cada animal hipoplasico foi pareada com amostras de
animais normais de mesma idade (variando de 23 a 55 meses) e condi¢do corporal similar,

constituindo, portanto, um grupo de 18 animais estudados.
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Para cada animal foi anotado: o nome, o nimero de registro, a data de nascimento, o0 nome do pai,
0 nome da mée, bem como o peso vivo (PV), a circunferéncia escrotal (CE) e as biometrias dos

testiculos no momento da realizacdo das coletas de sémen.

4.3. EXAME ANDROLOGICO

A circunferéncia escrotal (CE) foi mensurada com fita milimétrica no seu local de maior didmetro,
envolvendo ambas as gbnadas e pele escrotal (Figura 1). O comprimento e largura dos testiculos
direito e esquerdo foram mensurados individualmente com a utilizagdo de um paquimetro (Figura
2). Pela biometria foi estabelecido o volume testicular utilizando-se a férmula proposta por
FIELDS et al. (1979) e UNANIAN et al. (2000): VOL =2 [(r2) x 7 x h], onde r = raio calculado

utilizando a largura (LT/2), h = comprimento testicular, e © = 3,14.

As amostras de sémen dos 311 animais foram coletadas através de eletroejaculacdo e armazenadas
em tubos conicos graduados. No momento da colheita, uma gota do sémen foi posicionada em
lamina para avaliacdo do turbilhonamento espermatico (1-5), outra gota foi posicionada em
lamina sob laminula para a avaliacdo da motilidade espermatica progressiva retilinea (MOT - %
de espermatozoides méveis) e do vigor espermatico (1-5) em microscopia 6tica com aumento de
100 x. Uma aliquota de 20ul da amostra de s€men foi diluida em 1000ul de uma solug¢do do
formol-salino a 1% para posterior avaliagdo da concentracdo espermdtica em camara de
Neubauer. Outra aliquota de sémen foi utilizada para avaliagdo da morfologia espermatica
(percentual de defeitos espermaticos maiores (DM), menores (dm) e totais (DT) e de
espermatozoides normais (CBRA, 1998) em preparacdo Umida para microscopia de contraste de
fases. Tais amostras foram analisadas no Laboratério “Multi-Usuario”, do Departamento de

Zootecnia da Escola de Veterinaria da UFMG.
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Fig. 1: Mensurac&o da circunferéncia escrotal.

Fig. 2: Mensurago individual do comprimento de cada testiculo.
4.4. AVALIACAO PROTEICA DO SEMEN

Do sémen obtido por eletroejaculagdo, uma fragdo de 1 mL foi diluida na proporcédo de 1:1 em
uma solucdo tampao (Tris base 40mM, CaCl2 2mM, Azida Sédica 0,01%, Pepstatina A 177M,
PMSF 1mM) e imediatamente congelada a -196°C em nitrogénio liquido e armazenada no
Laboratorio “Multi-Usuario”, do Departamento de Zootecnia da Escola de Veterinaria da UFMG.
A avaliacdo proteica foi realizada no Laboratério de Fisiologia Animal do Departamento de

Zootecnia da Universidade Federal do Ceara (UFC), sob coordenagéo do Prof. Arlindo Moura.
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4.4.1. Preparacgdo das amostras e quantificagdo proteica

As amostras de sémen foram descongeladas a temperatura ambiente (em torno de 25°C) e
centrifugadas a 700g, 4 °C, por 15 minutos. Em seguida, foi retirado o sobrenadante das amostras
e feita nova centrifugacdo a 10000g, 4 °C, 60 minutos (MOURA et al., 2006).

A quantificagdo proteica se deu pelo método de BRADFORD (1976). Inicialmente, uma curva
analitica de calibracdo foi feita a partir de concentragdes conhecidas da proteina albumina sérica
bovina (BSA), 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 ug. As amostras foram diluidas em proporcdes de
1:50, 1:20, 1:10 e 1:100 (v/v) em &gua Milli-Q, com volume final de 100 pL, e mensuradas em
triplicatas. Em seguida, foram misturadas a 1 mL do reagente de Bradford e ap6s 10 minutos de
incubacao foi feita a leitura de absorbancia a 595nm. A partir das médias de absorbancia obtidas
pelas triplicatas foi estabelecida a curva de calibracdo pela qual foi possivel estabelecer a

quantidade de proteina total de cada amostra em estudo.

Volumes das amostras do plasma seminal, variando de 14 pL a 79 pL, contendo 750 ug de
proteinas foram misturadas em solucéo de re — hidratacdo (Uréia 7M, Tiouréia 2M e 65 mM de
DTT, 0,5% v/v IPG BUFFER pH 3 — 10, 0,5% v/v CHAPS e tragos de azul de bromofenol)
totalizando um volume final de 340 uL de tampdo mais proteina. A solucdo contendo as proteinas
foi, entdo, adicionada em canaletas da bandeja de hidratacdo junto a tiras de 18 cm IPG (pH 3 -

10, immobiline ™ DryStrip; GE Lifesciences, USA) e incubadas por 18 horas.

4.4.2. Eletroforese bi-dimensional (2-DE)

A isoeletrofocalizagdo (IEF) foi conduzida em equipamento Ettan™ IPGphor (GE Lifesciences)
a 20 °C com a seguinte programacao: 200V por 3 horas, 500V por 1 hora, 1000V por 1 hora, 5000
V por 1 hora em gradiente, 5000V por 1 hora, 5000V por 60000 Vh, 100 v por 12 horas totalizando
71300 Vh.
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Protocol details
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Fig. 3: Protocolo de focalizagéo.

As tiras de re — hidratacdo foram incubadas, por 15 minutos, em tampé&o de equilibrio | (50 mM
Solucdo Tris, Glicerol 87%, Ureia 6M, SDS 2%, tracos de azul de bromofenol, DTT 1%) sob
agitacdo moderada na posicdo horizontal. Foram incubadas, novamente, por mais 15 minutos, em
tampao de equilibrio 11 (50 mM Solugdo Tris, Glicerol 87%, Ureia 6M, SDS 2%, tracos de azul
de bromofenol, iodoacetamida 2,5%) sob agitacdo moderada na posicdo horizontal. Na etapa
seguinte, as tiras foram fixadas com agarose 0,5% no topo do gel de poliacrilamida (12,5%) em
um sistema Dalt-Six (GE Lifesciences) conectado ao resfriador Multitemp Il (Amersham). A
eletroforese foi feita em corrente constante a 40 mAmp por gel até o inicio da saida do corante,

sendo o tempo de corrida do gel de aproximadamente 10 horas.

Os géis foram retirados da cuba de eletroforese e fixados em solugdo contendo 30% de etanol e
2% de &cido fosférico em &gua destilada, sob agitacdo moderada por cerca de 24 horas. Em
seguida, os geéis foram lavados 3 vezes por 20 minutos em solugdo contendo 2% de &cido
fosforico, 18% de etanol e 15% de sulfato de amonio em agua destilada, e entdo, corados com
Coomassie Blue G-250 permanecendo nessa solucdo por 72 horas. Os géis foram descorados em
solucdo contendo 7% de &cido acético e 40% de metanol em agua destilada, sob agitacdo

moderada por 10 minutos e, em seguida, digitalizados utilizando o Immage Scanner |1l (GE Life
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Sciences, USA) e as imagens salvas em formato tagged image file (.tiff) para anélises das imagens
(Figura 4).

L A S SNl
Fig. 4: Gel digitalizado.

4.4.3. Anélise das imagens e Resultados

Os géis digitalizados foram analisados pelo programa de computador PDQuest™ 2-D Analysis
Software para serem normalizados e para identificar proteinas diferencialmente expressas entre
0s grupos de animais hipoplasicos e normais. Um gel referéncia foi estabelecido com base nos
géis dos 18 animais estudados e “spots” presentes de forma consistente nos demais géis foram
adicionados ao gel de referéncia, gerando uma composicao sintética, chamada de “MASTER”.
Foram selecionados “spots” (pontos de proteinas) caracteristicos de cada grupo e retirados dos

géis para identificagdo por espectrometria de massa.

4.4.4. ldentificacdo das proteinas - (Electrospray ionization quadrupole time-of-flight -
ESI/QUAD-ToF)

Os spots correspondentes as proteinas separadas pela eletroforese 2D e selecionadas como

diferencialmente expressas nos géis de animais normais e hipoplasicos foram retirados dos géis e
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identificadas por EM. Para a selegdo foram consideradas diferencas quantitativas e qualitativas

entre os pares.

4.4.4.1 Digestdo das proteinas

4.4.4.1.1 Espectrometria de Massa

Os “spots ” selecionados foram cortados manualmente dos géis em pedacos de aproximadamente
1 mm? e descorados com 400 uL de solucdo contendo acetonitrila 50%/bicarbonato de amonio
(50%a 25 mM e pH=8) permanecendo nesta solucdo por aproximadamente 16 horas. Em seguida,
foram desidratados com 200 uL de acetonitrila absoluta durante 5 minutos e secos a temperatura
ambiente. As proteinas foram incubadas por, aproximadamente, 20 horas a 37°C com solucao
contendo tripsina (166 ng/ ’spot”) , acido acético 50 mM e diluida com bicarbonato de aménio
50 mM. A extracdo dos peptideos foi feita com acido trifluoracético (TFA) 5%/acetonitrila 50%
por 30 minutos e, posteriormente, submetidos a trés lavagens. Os extratos foram acondicionados

em microtubos e concentrados a vacuo até atingirem um volume final de 10 pL.

Os peptideos foram foram misturados a com solugéo saturada de acido a-ciano-4-hidroxicinamico
em acetonitrila 50% /acido trifluoracético 0,3% em agua, na propor¢do 1:1,5V/V. 1 mL da mistura

foi colocada na placa de MALDI e seco a temperatura ambiente.

Os espectros de massa foram obtidos no modo de refletor de ions positivos, 20000 V de tensao

de aceleragdo com um minimo de 500 disparos de laser por espectro.

Os espectros iobnicos obtidos para cada um dos peptideos foram submetidos a buscas pela
ferramenta MASCOT (www.matrixscience.com) no banco de dados NCBI E SWISSPROT.

4.4.5. Ontologia génica

Os dados obtidos om a identificacdo das proteinas pela pesquisa no sistema “MASCOT” foram
analisados pelo aplicativo para pesquisas de anotagdes de proteinas (STRAP). Termos para a
ontologia génica associados a processos hioldgicos e fungdes moleculares foram obtidos a partir
do UniProtKB.
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4.5. ANALISE ESTATISTICA

O Experimento foi conduzido sob um delineamento inteiramente casualizado, com nove
repeticbes (n = 9) em cada grupo experimental (touros normais — G1 — e touros hipoplasicos —
G2). Todas as variaveis estudadas (testiculares, seminais ou proteicas) foram submetidas ao teste
de normalidade de Shapiro-Wilk (W, p > 0,05), e avaliadas quanto a assimetria e a curtose de sua
distribuicdo por meio do procedimento UNIVARIATE, com a op¢gdo NORMAL do aplicativo
estatistico SAS v. 9,0 (SAS, 2002). As variaveis que nao apresentaram distribuicdo normal foram
submetidas as transformacdes logaritmicas (log(x+1)) ou angulares (arco-seno(V(x/100))) e
novamente avaliadas quanto a normalidade segundo descrito acima. As variaveis transformadas
que se ajustaram a normalidade foram consideradas paramétricas, e aquelas que ndo se ajustaram

foram consideradas ndo-paramétricas.

As variaveis biométricas (comprimento, largura e volume) testiculares foram comparadas entre
gbnadas direita e esquerda, pelo teste t pareado, dentro de cada grupo. Inicialmente foram
calculadas as diferencas entre testiculos direitos (TD) e esquerdos (TE) para cada variavel
supracitada, e tais diferencas (TD — TE) foram submetidas ao teste t pareado por meio do
procedimento UNIVARIATE do SAS.

As demais variaveis paramétricas submetidas a analise de variancia por meio de procedimento
GLM do SAS, e em seguida comparadas entre os grupos G1 e G2 pelos testes t ou Tukey, segundo
0 & instabilidade da variavel (CV% > 30 % ou < 15 %, respectivamente) (SAMPAIO, 2002). As
varidveis ndo paramétricas foram comparadas entre os grupos segundo o teste de Mann-Whitney
(Sampaio, 2002), por meio do procedimento NPARIWAY com a op¢do WILCOXON do SAS.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. AVALIACAO CLINICA - ANDROLOGICA

A média de peso corporal e idade entre 0s grupos de animais hipoplasicos e normais apresentou-
se homogénea (Figura 5), uma vez que esses animais foram selecionados a partir da maturidade

sexual e pareados de forma similar quanto a idade e peso.
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Figura 5: Média de idade (barras cinzas) e peso corporal (barras pretas) entre animais Gir — L hipoplasicos e normais).

A circunferéncia escrotal (CE) ndo diferiu entre os dois grupos estudados, apresentando ambos,
tamanhos compativeis com a idade e estagio de desenvolvimento sexual (Figura 6-A). De acordo
com CHACON et al. (1999) touros zebuinos, & maturidade sexual, para serem considerados

normais reprodutivamente devem possuir, no minimo, 30 cm de circunferéncia.

A CE dos animais normais apresentou-se semelhante a de touros Gir, participantes de teste de
progénie para producdo de leite, avaliados por MARTINEZ et al. (2000) quando encontrou uma

média de 36,9 cm para touros entre 30 e 60 meses.

Os animais hipoplasicos, apesar de apresentarem CE inferior porém, ndo significativamente, o
que pode ser explicada pelo baixo desenvolvimento dos tdbulos seminiferos, ainda assim, esta foi
compativel com o preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998).
Os resultados encontrados corroboram com os encontrados por GOIOZO (2003) que ao comparar
0 perimetro escrotal de touros da raca Nelore normais e com hipoplasia testicular discreta e
moderada, ndo observou diferenca significativa, evidenciando que o diagnéstico dessa patologia,
em graus discreto e moderado, por afericBes biométricas ndo se mostra eficiente. O mesmo
também foi observado por GOIOZO (2008).

A CE é uma caracteristica comumente utilizada em associagdo a caracteristicas seminais e
correlacionada com a capacidade reprodutiva (CARTER et al., 1980; QUIRINO, 1999).
Apresenta herdabilidade de média a alta, como encontrado por JUNIOR (2009) trabalhando com
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animais Gir — Leiteiro (h? = 0,37) e PEREIRA et al. (2000) trabalhando com animais Nelore (h?
= 0,51) e semelhantes, também, a médias encontradas por outros autores para animais zebuinos.
Além disso, DIAS et al. (2008) observou correlagdes genéticas favoraveis e altas com volume
testicular, comprimento e largura dos testiculos direito e esquerdo sugerindo a CE como bom
parametro para programas de sele¢do para predi¢do do tamanho dos testiculos em animais Nelore.

Apesar de ser uma caracteristica que apresenta correlacdes favoraveis com poder fecundante do
sémen, a circunferéncia escrotal ndo deve ser a Unica utilizada para avaliagcdo da qualidade do
sémen (MARTINEZ et al, 2000). Isto pode ser refor¢ado pelo encontrado no presente estudo, no
qual o grupo de animais hipoplasicos, que apesar de obterem uma circunferéncia adequada a sua
idade e peso e ndo diferente significativamente, sdo considerados inaptos a reproducdo uma vez

que, tal patologia leva a baixa qualidade do sémen, alta patologia espermatica e,

consequentemente, desempenho reprodutivo e econdmico insatisfatorios.

Quando feitas as mensuracgdes individuais em ambos os testiculos direito e esquerdo, encontrou-
se diferenca estatistica (p < 0,05) entre as médias de comprimento, largura e volume nos touros
hipopléasicos, enquanto no grupo de animais normais ndo foi observada diferenca (Figura 6-B).
Essa observacdo quando comparada com as mensuracBes da CE encontradas nos animais
hipopléasicos evidencia o perigo da avaliacdo desses animais embasada apenas na CE, uma vez
que, ha assimetria no comprimento e largura entre os testiculos esquerdo e direito, apesar de uma

CE nos padroes estabelecidos para animais zebuinos a maturidade sexual.

O volume testicular, que leva em conta tanto a largura quanto o comprimento dos testiculos, tem
relacdo direta com o nimero de tdbulos seminiferos e por conseguinte, com a producéo
espermatica. Portanto, animais que tenham assimetrias testiculares terdo menor volume testicular
e portanto uma producdo espermatica aquém do desejado. UNANIAN et al. (2000) concluiram
que ao avaliar um touro jovem, o perimetro escrotal aliado ao volume testicular tornam a sele¢do

desses animais mais precisa.

A diferenca observada entre o volume e largura e comprimento entre os testiculos direito e
esquerdo no grupo de animais hipoplasicos pode ser explicada pela redugédo da rea dos tubulos
seminiferos, com presenca ou auséncia de atividade mit6tica, membrana basal espessada e

hialinizada com aumento de tecido conjuntivo peritubular do testiculo afetado, além de
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espermatogbnias com baixa atividade mitética, levando a redugdo do testiculo hipoplasico

(NASCIMENTO E SANTOS, 1997).
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Figura 6. A: Médias de circunferéncia escrotal entre touros Gir — L hipoplésicos e normais. B: Médias de comprimento,
largura e volume dos testiculos direito e esquerdo de touros Gir — L normais e hipoplasicos. O asterisco (*) indica

diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste t pareado.

A concentracdo espermatica média dos animais hipoplasicos apresentou-se inferior (p < 0,05) a

dos animais normais, enquanto o volume do ejaculado entre os grupos ndo apresentou diferenca

significativa (Figura 7-A). Animais hipoplasicos por terem menor atividade dos tabulos

seminiferos apresentam uma menor producdo espermatica e, em consequéncia disso, uma
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concentragdo espermatica reduzida, uma vez que esta, expressa a relagcdo entre o nimero de
espermatozoides e o volume do ejaculado. Este Gltimo, por ser constituido por secrecdes dos
orgdos acessorios do trato reprodutivo masculino, os quais ndo parecem sofrer alteracdes nos
animais hipoplasicos, permaneceu semelhante ao volume de ejaculado apresentado por animais
normais.
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Figura 7. A: Médias de concentracdo espermatica (barras cinzas) e volume ejaculado (barras pretas) de touros Gir — L
hipoplasicos e normais. O asterisco (*) indica diferenca estatistica (p < 0,05) pelo teste t de Student. B: Média do
percentual de espermatozoides moveis (barras hachuradas), turbilhdo espermatico (barras pretas) e de vigor espermatico
(barras cinzas) de touros Gir — L hipoplasicos e normais. O asterisco (*) indeica diferengas significativa (p <0,05) pelo
teste t de Student. C: Médias de defeitos maiores (barras pretas), defeitos menores (barras cinza claro) e defeitos
espermaticos totais (barras cinza escuro). Os asteriscos simples (*), duplo (**) e triplo (***) indicam diferengas
significativas pelo teste t de Student a p < 0,05, p <0,01 e p < 0,001 respectivamente.

As caracteristicas fisicas de motilidade espermatica e vigor ndo apresentaram diferenca estatistica
entre os grupos de animais estudados mas, ja a motilidade de massa ou turbilhonamento

apresentou-se inferior nos animais hipoplasicos (p < 0,05) (Figura 7-B).

MOURA (2013) trabalhando com os mesmos animais utilizados neste estudo somados a um
nimero de animais maior, encontrou diferencas significativas entre estes parametros, sendo todos
inferiores para animais hipoplasicos. O que pode ter levado a esta diferenca entre motilidade
espermatica e vigor é a selecdo dos animais feita para a analise protedmica, todos contemporaneos
e formando um grupo menor de animais. Apesar disso, diferencas nos valores absolutos entre
estas caracteristicas foram inferiores, 0 que somado as demais caracteristicas indesejaveis

apresentadas por animais hipoplasicos, evidéncia a baixa fertilidade destes.

Quanto ao turbilhonamento a diferenca observada nos animais hipoplasicos corrobora com o
encontrado por outros autores (VALE FILHO et al., 1979; VALE FILHO, 1988; MOURA 2013).
Isso decorre da relacdo apresentada entre a concentracdo espermatica reduzida e o volume do
ejaculado que sofreu reducdo ndo expressiva quando comparado aos animais normais, resultando

num turbilhdo inferior ou as vezes ausente.

Animais hipoplasicos apresentaram maior nimero de defeitos espermaticos (defeitos maiores,
menores e total) em relagdo aos normais (p <0,05) (Figura 7-C). Alta incidéncia de patologias
espermaticas em animais com hipoplasia testicular também foi relatada por outros autores (VALE
FILHO et al.,1979; VALE FILHO et al., 2010; OLIVEIRA et al.,2011; MOURA, 2013). Como
o testiculo afetado apresenta auséncia do potencial de desenvolvimento do epitélio
espermatogénico e uma falha da espermatogénese, maior incidéncia de defeitos das células

espermaticas sdo encontrados.
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De acordo com o grau de comprometimento do parénquima testicular em animais hipoplasicos,
pode-se observar, em maior ou menor grau, alteracbes no tamanho dos testiculos, motilidade
espermatica, porcentagem de defeitos espermaticos, assim como na fertilidade desses animais
(BICUDO et al., 2007; NASCIMENTO E SANTOS, 1997)

Figura 8: Morfologia espermatica de um animal normal e trés hipoplasicos; 1: animal clinicamente normal; 2: sémen
apresentando defeitos de peca intermedidria e pounch formation; 3: espermatozoides com cabeca piriforme; 4:

espermatozoides apresentando gota citoplasmatica proximal.

5.2. IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS DO PLASMA SEMINAL

Foram identificados pela espectrometria de massa 33 “spots” diferenciais entre animais
hipoplasicos e normais, correspondendo a 38 proteinas sendo 26 “spots” mais intensamente

presentes nos animais hipoplasicos e o restante no grupo de animais normais (Figura 9).
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Figura 9: Gel “master” de proteinas do plasma seminal de touros Gir-Leiteiro adultos. O gel foi obtido a partir de um
“match set” com géis de plasma seminal de touros normais (n=9) e hipoplasicos (n=9). As proteinas anotadas referem-
se aquelas com maior expressao nos animais hipoplasicos.

O grupo de proteinas conhecido como Binder of Sperm Proteins (BSP) esteve presente em
diversos “spots” identificados no plasma seminal dos animais hipoplasicos, representado pelas
BSP 30 kDa (“spots” 2, 3, 4, 6 e 26) e Pdc — 109, conhecida como BSP AL/A2 (“spots” 1 e 5),
e Seminal Fluid Protein A3 (“spot” 8). Esses spots corresponderam, em média, a 52,85 + 6,1%
da intensidade de todos os “spots” diferencialmente expressos nesse grupo de animais. Essas
proteinas sdo secretadas pelas vesiculas seminais e representam a maior parte das proteinas
presentes no plasma seminal de bovinos, cerca de 50 a 65% do total. Durante a ejaculacéo, as

BSPs do fluido seminal se ligam a superficie dos espermatozoides e removem uma quantidade
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significativa de colesterol acompanhada da liberacéo de alguns fosfolipideos alterando a relagdo
colesterol:fosfolipidio e, portanto, aumentando a fluidez da membrana e, consequentemente
favorecendo a capacitacdo espermatica. Ao mesmo tempo, as BSPs recobrem a superficie dos
espermatozoide por meio de interagcGes com colina-fosfolipideos estabilizando a membrana para
evitar o livre movimento destes (MANJUNATH, 1992; THERIEN, 2001). Promovem a interacéo
dos espermatozoides com o epitélio do oviduto favorecendo a formagdo do reservatorio
espermatico e, além disso, prolongam a motilidade dessas células durante a estocagem
desempenhando papel fundamental na fertilizacdo (GWATHMEY, 2006). Como 0s animais
hipoplasicos apresentaram uma concentracdo espermatica inferior & dos animais normais sugere-
se que as BSPs teriam menos espermatozoides disponiveis para se ligarem e a maior parte dessas
proteinas estariam livres nos plasma seminal. Outra hipétese, seria 0 excesso dessas proteinas
ligadas aos espermatozoides favorecendo uma pré-capacitacdo, 0 que somado as demais
caracteristicas indesejaveis apresentadas pelos touros hipoplasicos, como alta patologia

espermatica, atuariam como fatores negativos a fertilidade desses animais.

Outra proteina que esteve presente em varios “spots” identificados no plasma seminal dos
animais hipoplasicos foi a platelet-activating fator acetylhydrolase (PAF — AH) (“spots” 3, 10,
11, 12, 13, 14 e 15). A intensidade desses “spots” correspondeu, em média, a 19, 21+4,4 % da
intensidade de todos os identificados nos hipoplasicos. Essa proteina ja foi identificada no plasma
seminal de bovinos, garanhdes, coelhos e galos, e é secretada pelas vesiculas seminais e ampolas
(SOUBEYRAND et al., 1998). O fator ativador de plaguetas (PAF) estimula a motilidade
espermatica em humanos e aumenta a taxa de fertilizacdo in vitro em coelhos o que demostra seu
papel na capacitacdo espermatica, e a PAF — AH atua prevenindo esses efeitos evitando uma
capacitacdo precoce. Além disso, previne o dano oxidativo dos espermatozoides por neutofilos
que sdo ativados pelo PAF (HOUGH e PARKS, 1994).

Outras proteinas e suas isoformas também foram identificadas no plasma seminal desses animais:
WAP four-disulfide core domain protein 2-like, : phospholipase B-like 1, casein alphaS1,
probable exonuclease mut-7 homolog, zinc-alpha-2-glycoprotein precursor, mesothelin
precursor, SLC2A4 regulator-like, clusterin preproprotein, spermadhesin-1 precursor, seminal
fluid protein A3, Tropomyosin alpha-1 chain, carboxypeptidase Q precursor, beta-
hexosaminidase subunit alpha precursor, T-complex protein 1 subunit theta, Cathepsin L2,

secernin-3 isoform X1, beta-glucuronidase precursor, Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-
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dioxygenase 1, Lactoferrin, Polymeric immunoglobulin receptor, lactoferrin, partial, fructose-
1,6-bisphosphatase 1, alpha-enolase, cathepsin D precursor, complement factor H precursor, G-
protein coupled receptor 35, complement factor B precursor, epididymal-specific lipocalin-5-like,
TPA: bodhesin-4-like, lysozyme-like protein 1 precursor, nerve growth factor, partial (Figura
12).

Os 7 ‘“spots” mais intensamente presentes no plasma seminal dos animais normais foram
identificados pela espectrometria de massa como as seguintes proteinas: Pdc — 109, BSP -30 kDa,
galectin-3-binding protein precursor, secernin-3 isoform X1, clusterin preproprotein,
phospholipase B-like 1, seminal fluid protein A3 — bovine, spermadhesin-1 precursor,
Tropomyosin alpha-1 chain, beta-hexosaminidase subunit beta preproprotein, serotransferrin,
succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mitochondrial precursor, albumin,

inhibitor of carbonic anhydrase precursor.

Proteinas envolvidas na capacitacdo espermatica, reacdo acrossdomica e fertilizacéo

As espermadesinas sdo polipeptideos envolvidos em varios processos da reproducdo, estdo
presentes no plasma seminal de diversas espécies, como varrdes, caprinos, bovinos e equinos,
possuem habilidade de se ligar a heparina, zona pelicida e espermatozoides. Parecem
desempenhar papel importante na interacdo espermatozoide — o6cito durante o processo de
fertilizacdo. As bodesinas tem expressdo significativamente maior nas vesiculas seminais quando
comparadas com outros tecidos, sao descritas quatro isoformas (Bdh-1, Bdh-2, Bdh-3 e Bdh-4)
as quais apresentam cerca de 97 a 98% de similaridade. Bodhesin-4, apresenta um respiduo de
arginina da posigédo 72, assim como as Bdh-1 e Bdh-2, e sua estrutura primaria apresenta grande
similaridade com outras espermadesinas (MELO et al., 2008). Spermadhesin-1 constitui o
segundo grupo de proteinas mais abundantes no plasma seminal de touros Brahman (REGO et
al., 2014).

Beta-glucuronidase é uma enzima hidrolitica presente no (tero durante o estro, possui a
capacidade de remover alguns fatores decapacitantes que recobrem a membrana espermatica dos
espermatozoides ejaculados. Em coelhos esta enzima se mostrou eficiente em capacitar
parcialmente o espermatozoide in vitro (JOHNSON e HUNTER, 1971).
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Proteinas envolvidas na motilidade e protecéo espermatica

Albumin e clusterin foram identificadas por MOURA et al., 2010 no fluido da cauda do epididimo
de touros Holandés e sdo responsaveis por proteger a célula espermatica de danos causados por
formas reativas de oxigénio que podem se formar durante a maturacdo espermatica. No presente
estudo, spots identificados como clusterin (8 e 9) foram mais intensos nos animais hipoplasicos,
enquanto o spot identificado como albumin (32) foi mais intensamente expresso nos animais

normais.

Outras proteinas com fungdo protetora também foram identificadas em maiores intensidades no
plasma seminal dos animais hipoplasicos, como Lactoferrin que é um quelante metalico e se liga
ao ferro atuando como agente antimicrobiano e protetor dos espermatozoide contra os efeitos da
peroxidacAo lipidica. E encontrada no plasma seminal de humanos, varrdes, equinos (INAGAKI,
2001). Em humanos, sua concentracdo no plasma seminal foi maior em casos de oligospermia
(BUCKETT etal., 1997). Serotransferrin é também uma proteina com habilidade de ligar ao ferro
e realizar seu transporte a partir de locais de absor¢éo e degradacdo de radicais heme para locais
de estocagem e utilizacdo. Além disso, pode ter também um papel na proliferacdo celular. Foi

encontrada no plasma seminal de bovinos por KELLY et al., 2006.

Complement factor B, Complement factor H e T-complex protein 1 subunit theta agem como
chaperonas (ROMMELAERE et al., 1993), protegendo as células dos danos causados pela
precipitacdo proteica e acdes do sistema complemento. Complement factor H, foi encontrado no
sémen de varr@es e a associacdo da intensidade dos spots nos quais foi encontrada com defeitos
espermaticos de peca intermediaria sugeriram gque um aumento dessa proteina inicialmente
reduziria a porcentagem de células anormais porém, sua expressao continua seria deletéria para a
qualidade espermatica (GONZALEZ-CADAVID et al., 2014). Polymeric immunoglobulin
receptor, protege a integridade da mucosa do trato reprodutivo contra agentes infecciosos. E
responsavel pelo sistema de imunidade de mucosa e precursora da secretory immunoglobin A
(UREN et al., 2003).

Lisozima é conhecida por sua atividade antibacterina em muitos organismos, incluindo
invertebrados, plantas, peixes e mamiferos (PRAGER E JOLIES, 1995). Lysozyme like protein 4
ja foi encontrada na superficie de espermatozoides de bovinos (BYRNE et al., 2012), e este é 0

primeiro trabalho a encontrar Lysozyme like protein 1 precursor no plasma seminal de bovinos.
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As carboxypeptidases sdo sintetizadas pelo trato reprodutivo dos machos e em humanos
participam no controle da fertilidade e motilidade espermatica por meio da ativacao ou inativacdo
de horménios peptidicos pela clivagem do grupo C-terminal de aminoacidos basicos (SKYDGEL
et al., 1998). Carboxypetidase Q também foi encontrada por REGO, 2014 no plasma seminal de

touros Bos indicus.

A Zync-alpha-2-glycoprotein (ZAG-2) foi descrita pela primeira vez no plasma seminal de
bovinos por REGO, 2014. Se liga a membrana espermatica e € responsavel pela regulagdo da
motilidade espermatica por meio da via de sinalizacdo do AMP ciclico (FEI QU et al., 2007). Em
carneiros, SOLEILHAVOUP et al., 2014, encontraram associacao negativa entre a quantidade de
ZAG-2 e a motilidade espermatica ap6s 24 horas de preservacdo do sémen em estado liquido.
Observou-se que essa proteina fez aumentar a velocidade de esperma ap6s um curto tempo de
incubacdo, mas esse estimulo era entdo prejudicial a preservacdo do esperma ap6s 24 h de
preservacdo. Confirmou-se, por conseguinte, um efeito bifasico da ZAG-2 em mobilidade do

espermatozoide, dependendo da duracdo da sua interacdo com essas celulas.

Fructose-1,6-bisphosphatase 1 é um importante componente da via da glicélise, e sendo a glicose
importante fonte de energia utilizada pelo espermatozoide, esta enzima proporciona uma maior
eficiéncia do metabolismo energético para a motilidade espermatica. Sdo de origem citosolica e
podem ser encontradas no plasma seminal como um processo normal de liberacdo a partir dos
espermatozoides, em decorréncia da morte da morte de células com danos na membrana
citoplasmatica ou, também, a partir da liberacdo de gotas citoplasmaticas, um remanescente da
parte citoplasmatica dos espermatozoides (SOLEILHAVOUP et al., 2014).

Proteinas associadas com a maturagdo espermatica

WAP four-disulfide core domain protein 2-like, ¢ uma proteina derivada do epididimo encontrada

no plasma seminal de bovinos, sua possivel agdo seria na maturagdo espermatica (KELLY, 2006).

A alpha-enolase é uma enzima presente no fluido epididimario de touros Bos taurus (MOURA
et al., 2010) durante a maturacdo espermatica hidrolisa agUcares presentes na membrana
espermatica. Foi encontrada, também, associada a membrana espermatica de carneiros Morada
Nova (VAN TILBURG et al., 2013).
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As cathepsins foram encontradas em maior expressdo no fluido da cauda do epididimo de touros
da raga Holandesa de alta fertilidade quando comparados com touros de baixa fertilidade
(MOURA et al., 2006). Participam da remodelacéao proteolitica da membrana espermatica durante

0 transito epididimario.

Outras proteinas

Nerve growth factor é uma proteina que regula o desenvolvimento e fun¢do normal de neurénios
sensoriais e simpaticos e de células cromafins da adrenal. Foi purificada, em quantidades
significativas, do plasma seminal de bovinos por HARPER et al., 1982. Acredita-se que tenha
varias atividades biolégicas semelhantes a Nerve growth factor encontradas nas glandulas
submandibulares de ratos (HARPER et al., 1983).

Casein alpha S1 é uma proteina usualmente expressa pelas células epiteliais da glandula mamaria.
Foi encontrada no tecido e fluido prostatico de homens com hiperplasia benigna de prostata (HBP)
mas ndo no tecido normal e de pacientes com cancer de prostata, sendo sugerida como um
marcador para o diagnostico da hiperplasia prostatica benigna (XU et al, 2006). No plasma
seminal de bovinos essa proteina ainda ndo havia sido encontrada, podendo indicar alguma
relacdo com a hipoplasia testicular da mesma forma que para HBP, porém nada pode ser afirmado

sendo necessario maiores investigacoes.

Galectin-3-binding protein foi encontrada por MOURA et al., 2010 no fluido epididimario de

touros da raga Holandesa e atua na adesdo das células mediada por integrinas.

Outras proteinas encontradas, como probable exonuclease mut-7 homolog, SLC2A4 regulator-
like, G-protein coupled receptor 35, phospholipase B-like-1 e Procollagen-lysine,2-oxoglutarate
5-dioxygenase 1 ndo encontram-se descritas na literatura como presentes no plasma seminal de

bovinos e portanto ndo se sabe qual papel desempenham neste fluido.

De acordo com os termos da ontologia génica, 0s processos bioldgicos mais relacionados a
animais hipoplasicos foram processos celulares e de regulagdo. As fungdes moleculares mais

relacionados a esse grupo de animais foram de ligacéo e atividade catalitica (Figuras 10 e 11).
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Figura 10. Biological process anotations for gene ontology of diferentially expressed seminal plasma proteins of Gyr
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6. CONCLUSAO

Este é o primeiro trabalho que identificou as proteinas do plasma seminal diferencialmente

expressas entre touros Gir — Leiteiro com hipoplasia testicular e clinicamente normais.

De acordo com a ontologia génica foram identificadas proteinas com fun¢des variadas ligadas a
reproducdo, algumas destas ja encontradas no plasma seminal de bovinos outras identificas pela
primeira vez. Entretanto, ndo se pode afirmar que o fato de algumas proteinas terem sido
encontradas no plasma seminal de touros hipoplasicos de forma mais intensa que em touros
normais tenha ligacdo com a presenca dessa patologia. Mais estudos sdo necessario na busca por

uma proteina que possa ser utilizada como marcadora para o diagnostico da hipoplasia.

Apesar de terem sido identificadas no plasma seminal desses animais muitas proteinas ligadas
positivamente a fertilidade, sugere-se que outros fatores podem estar atuando no plasma seminal
desses animais ou mesmo nas células espermaticas, influenciando ou modulando a acdo dessas
proteinas. Dessa forma, este trabalho abre caminhos para mais estudos sobre a subfertilidade em
animais hipoplasicos e os componentes presentes no plasma seminal desses animais. Sabe-se, que
as proteinas interagem com outros elementos presentes no plasma seminal, como por exemplo
horménios, podendo estes e outros componentes presentes no sémen de animais hipoplasicos

influenciarem a expressao e acao dessas proteinas.

Animais hipoplasicos apresentam caracteristicas seminais indesejaveis para um reprodutor, alta
patologia espermatica, baixa concentracdo e assimetrias testiculares. Porém, sdo animais que
apresentam libido e capacidade fecundante, ainda que reduzida, o que 0s torna um risco para a
atividade reprodutiva, pois sendo subférteis terdo piores resultados reprodutivos e se ndo
diagnosticados com tal patologia poderdo servir de reprodutores por anos e disseminar o gene
ligado a hipoplasia testicular entre seus descendentes. Portanto, animais com tal condi¢do devem

ser eliminados do rebanho.
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8. ANEXOS

Identificacdo dos “spots” mais abundantes em animais hipoplasicos e em animais
Y4
normais.
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Identificagdo dos spots mais abundantes nos animais hipoplasicos

NCBI MS/MS Sequence lon
Spot Protein name accession protein covered Matched peptides score m/z z
number score (%)
1 Chain A, Bull Seminal Plasma Pdc-109 Fibronectin 20663779 215 26 EICVFPFIYGGK(® 5 1186.5914 2
Type 1l Module (BSP1) EICVFPFIYGGK® 30 1186.5914 2
EICVFPFIYGGK® 12 1186.5916 2
B)GSMWMSWCSLSPNYDK 102 15 2060.8934 2
B)GSMWMSWCSLSPNYDK 102 66 2060.8968 2
B)GSMWMSWCSLSPNYDK 102 70 2076.8916 2
B)GSMWMSWCSLSPNYDK 102 73 2092.8840 2
B)GSMWMSWCSLSPNYDK 102 86 2092.8870 2
B)GSMWMSWCSLSPNYDKDR®0%4) 69 2348.0062 3
B)GSMWMSWCSLSPNYDKDR®%4) 47 2363.9983 3
B)GSMWMSWCSLSPNYDKDR®%4) 98 2364.0025 3
2 seminal plasma protein BSP-30 kDa precursor 28849953 208 27 (159 HSFFWR(16%) 22 977.4924 2
A8O\WCSLTSNYDR’®) 68 1300.5576 2
ENWCSLTSNYDRDK®™® 26 1543.6708 3
(13DEPECVFPFIYR(49) 17 1570.7236 2
(13DEPECVFPFIYR(49) 17 1570.7236 2
(13DEPECVFPFIYR(49) 46 1570.7236 2
EANDLNAVFEGPACAFPFTYK®04) 46 2231.0552 2
3 PREDICTED: platelet-activating factor 555988954 386 26 CEASLAFLQKE) 28 876.5108 2
acetylhydrolase (2EYFLGLSK®?) 31 955.5076 2
G1GEEEFPLR®) 53 975.4726 2
GB)|GYLFTLKE™ 21 1066.6482 2
GIURGEEEFPLR®¥) 38 11315708 2
G2FQYPSNIIRED 40 1136.6026 2
(BUDGSACSTYYFK(D 17 1297.5350 2
(BUDGSACSTYYFK1D 10 1297.5370 2
“2]QALMAAANIGQSK®S) 14 1430.7634 2
CLIPQPLFFINSER®?? 65 1459.7904 2
G4)GSVHQNFVDFTFATSK®) 29 1783.8535 3
20| MGLFFGSMTTPAAWNAHLR®) 49 2252.0944 3
seminal plasma protein BSP-30 kDa precursor 28849953 217 30 (159\/HSFFWR{6% 22 977.4916 2
6WCSLTSNYDR®7® 58 1300.5574 2
6WCSLTSNYDR®7® 49 1300.5574 2
6WCSLTSNYDRDK®7®) 18 1543.6738 3
(138DEPECVFPFIYR(49) 40 1570.7200 2
E)ANDLNAVFEGPACAFPFTYK®04 42 2231.0544 2
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(3)FCTERDEPECVFPFIYR™9) 37 2264.0074 3
PREDICTED: WAP four-disulfide core domain 594037564 200 49 “)ACVLDEDCDDNLK® 84 1565.6428 2
protein 2-like “)ACVLDEDCDDNLK®9 103 1565.6438 2
“IACVLDEDCDDNLK®? 96 1565.6442 2
G9DQCQVDSQCPDALK®) 55 1662.7052 2
@9DQCQVDSQCPDALK 07 30 1662.7056 2
@9DQCQVDSQCPDALK 07 39 1662.7056 2
EOCCEAGCATVCQMPNDKPGSCPNVDIAFPQLGLCR! 18 3881.6491 3
93) 43 3897.6412 3

EOCCEAGCATVCQMPNDKPGSCPNVDIAFPQLGLCR!

93)

seminal plasma protein BSP-30 kDa precursor 28849953 105 21 (159VHSFFWR(*65) 22 977.4910 2
(138DEPECVFPFIYR:49) 51 1570.7236 2
GANDLNAVFEGPACAFPFTY K104 32 2231.0560 2
PREDICTED: phospholipase B-like 1 634858243 50 1 BUKPSMIDKVR®?) 50 1088.6254 2
Chain A, Bull Seminal Plasma Pdc-109 Fibronectin 20663779 202 26 EICVFPFIYGGK(® 8 1186.5896 2
Type Il Module GICVFPFIYGGK® 26 1186.5896 2
GICVFPFIYGGK® 31 1186.5942 2
B)GSMWMSWCSLSPNYDK 102 21 2060.8946 2
E)IGSMWMSWCSLSPNYDK1%2) 78 2060.8956 2
E)IGSMWMSWCSLSPNYDK 102 24 2076.8882 2
E8IGSMWMSWCSLSPNYDK 102 66 2076.8904 2
EIGSMWMSWCSLSPNY DK 102 27 2092.8854 2
E)IGSMWMSWCSLSPNYDK 102 85 2092.8882 2
E)IGSMWMSWCSLSPNYDKDR®4) 26 2332.0147 3
E)IGSMWMSWCSLSPNYDKDR®%4) 86 2348.0104 3
E)IGSMWMSWCSLSPNYDKDR®%4) 86 2364.0046 3
casein alphaS1 225632 70 10 108 Y| GYLEQLLR®® 39 1266.7074 2
COFFVAPFPEVFGK®9 31 1383.7302 2
probable exonuclease mut-7 homolog 555993905 53 2 (218) ERLSPR®??4) 25 869.5368 2
GOFEALALGSTPRAVRE®) 28 1357.7006 2
seminal plasma protein BSP-30 kDa precursor 28849953 216 29 E)ANDLNAVFEGPACAFPFTYK®04) 50 2231.0594 2
(133FCTERDEPECVFPFIYR®9 6 2264.0071 3
(1SDEPECVFPFIYR(49) 46 1570.7238 2
(159 HSFFWR165) 32 977.4922 2
6WCSLTSNYDR®® 81 1300.5594 2
zinc-alpha-2-glycoprotein precursor 77735615 373 36 CYRAEPLAPWSQVEGMEDWEK®?) 22 2273.0440 3
E)AREDIFMETLSDIMDY YK (1%) 46 2271.0130 3
(EGSHTFQGAFGCELR®?3) 20 1694.7484 3
49FEDKEIPAWVPLDPAAQNTK162) 49 2139.1021 3
A4EIPAWVPLDPAAQNTK(162) 32 1748.9222 2
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USSWEAEAVYVQRE™ 54 1249.6166 2

A" AYLEEECPGMLR(88) 73 1482.6556 2

A" AYLEEECPGMLR(89) 52 1482.6556 2

222CLAYDFYPR®9 46 1203.5432 2

(3DSIGLHWTRE®) 30 968.5244 2

mesothelin precursor 154152139 51 7 (S0 SYFFLYVTPEDIHK 64 8 1870.9534 2
@IKPFLGGASTEDLR®8) 43 1502.8096 3

PREDICTED: SLC2A4 regulator-like 655850626 50 3 ALHAVEASLPRM®) 50 841.5078 2
8 clusterin preproprotein 27806907 456 16 CJKLLLSSLEEAK (2 72 1229.7304 2
GILLLSSLEEAK(? 55 1101.6254 2

(153 DSLMENDR6) 71 1091.4992 2

(153)|DSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR(7®) 33 2915.2237 4

(153)1DSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR(7®) 49 2915.2325 4

(153)1DSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR(7®) 39 2915.2469 4

153)|DSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR®79) 24 2931.2293 4

(153)|DSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR(7®) 36 2931.2357 4

(182EQSHVMDVMEDSFTR79) 47 1809.7684 3

182EQSHVMDVMEDSFTR’9) 30 1809.7708 3

182EQSHVMDVMEDSFTR79) 32 1825.7635 3

(12EQSHVMDVMEDSFTR®7®) 35 1825.7659 3

(12EQSHVMDVMEDSFTR®®) 25 1825.7766 2

(12EQSHVMDVMEDSFTR®7®) 63 1841.7568 3

(12EQSHVMDVMEDSFTR®7®) 34 1841.7586 3

(12EQSHVMDVMEDSFTR®7®) 52 1841.7662 2

A" ASSIMDELFQDR(®88) 75 1410.6508 2

A" ASSIMDELFQDR(®88) 14 1410.6508 2

A" ASSIMDELFQDR(88) 65 1410.6508 2

A" ASSIMDELFQDR(®88) 63 1410.6524 2

A" ASSIMDELFQDR(188) 88 1426.6434 2

A" ASSIMDELFQDR(188) 89 1426.6484 2

(19¥RPQDTQY YSPFSSFPR(?2%8) 35 19749184 3

(19¥RPQDTQY YSPFSSFPR?%8) 32 1974.336 2

CO)GSLFFNPK®?16) 23 908.4772 2

spermadhesin-1 precursor 27807111 165 38 COEESGVIATYYGPK *8) 70 1412.6904 2
EVSIQYLQLNCNK® 35 1478.7662 2

(MESLEIIDGLPGSPVLGK®?) 45 1722952 2

OYCEGSLMDYR®?) 16 12425456 2

seminal fluid protein A3 — bovine 89765 58 17 @ICVFPFIYGNK®® 33 1243.6146 2
(CVFPFIYEGK®) 25 1258.6102 2

Tropomyosin alpha-1 chain 440901307 46 3 ) YEEIKLLSGK?™ 46 1178.6008 2
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9 clusterin preproprotein 27806907 475 16 CIKLLLSSLEEAK(? 67 1229.7302 2
G)LLLSSLEEAK( 52 1101.6348 2
(153)|DSLMENDR6Y 62 1091.4988 2
(153)|DSLMENDR6Y 48 1091.4994 2

(1531DSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR(7®) 9 2899.2513 4
(153)|DSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR{®78) 44 2915.2373 4
(1531DSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR(7®) 74 2915.2401 4
(1531DSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR(7®) 36 2915.2417 4
(1531DSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR(7®) 13 2931.2289 4
(153)|DSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR(7®) 38 2931.2349 4
182EQSHVMDVMEDSFTR78) 45 1809.7699 3
182EQSHVMDVMEDSFTR78) 35 1825.7620 3
182EQSHVMDVMEDSFTR78) 18 1825.7656 3
182EQSHVMDVMEDSFTR79) 33 1841.7559 3
182EQSHVMDVMEDSFTR79) 66 1841.7640 3
182EQSHVMDVMEDSFTR79) 43 1841.7720 2

A" ASSIMDELFQDR*88) 28 1410.6518 2

A" ASSIMDELFQDR(88) 79 1410.6518 2

A" ASSIMDELFQDR188) 34 1410.6528 2

A" ASSIMDELFQDR188) 80 1410.6554 2

A" ASSIMDELFQDR188) 88 1426.6446 2

A" ASSIMDELFQDR188) 55 1426.6470 2

A" ASSIMDELFQDR*88) 82 1426.6470 2

A" ASSIMDELFQDR188) 81 1426.6476 2
(199RPODTQYYSPFSSFPR?%) 40 19749235 3
(19¥RPQDTQY YSPFSSFPR(?2%8) 38 19749432 2
@O)GSLFFNPK (@10 25 908.4784 2

10 PREDICTED: platelet-activating factor 555988954 845 41 “IIQALMAAANIGQSK® 65 1414.7648 2
acetylhydrolase “2]QALMAAANIGQSK®S) 60 1430.7638 2
(10EYFLGLSK109 26 955.5052 2
(10EYFLGLSK109 9 955.5068 2
129|MGLFFGSMTTPAAWNAHLR®39) 68 2252.0980 3
M4YPLIIFSHGLGAFR®5) 70 1589.8771 3
M4YPLIIFSHGLGAFR®5) 75 1589.8846 2
(18DDGSACSTYYFK®D 29 1297.5346 2
(18DDGSACSTYYFK®D 59 1297.5360 2
(I8DDGSACSTYYFK®D 16 12975382 2
(18DDGSACSTYYFK®D 54 1297.5382 2
@IRGEEEFPLR®9 43 1131.5726 2
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@1GEEEFPLR®) 59 975.4706 2

@) AIIGHSFGGATVIQTLSEDQR® 68 2312.2183 3
@92)CGIALDAWMFPVGDEVYSRE0 66 2185.0154 2
299CGIALDAWMFPVGDEVYSR®0 44 2201.0086 2
299CGIALDAWMFPVGDEVYSR®0 115 2201.0086 2
GCI)IPQPLFFINSER®?2) 66 1459.7858 2
G2)FQYPSNIIRE3Y 40 1136.6050 2
G4GSVHQNFVDFTFATSKE®84) 50 1783.8574 2
3490GSVHQNFVDFTFATSK®84) 31 1783.8577 2
B4GSVHQNFVDFTFATSKEG84) 54 1783.8646 2
GSIGYLFTLKE™) 28 1066.6458 2
GGDIDSNVAISLSNK®8) 43 1431.7324 2
G™GDIDSNVAISLSNK®8) 54 1431.7354 2
G™GDIDSNVAISLSNK®8) 28 1431.7358 2
G™GDIDSNVAISLSNK 8 7 1431.7438 2
GBASLAFLQK %) 25 876.5076 2
carboxypeptidase Q precursor 115495837 110 4 EOLALLVDTVGPR{? 70 1152.6942 2
(1)GEESAVMLEPR*29) 40 12325780 2
beta-hexosaminidase subunit alpha precursor 115495441 68 2 (138)GLETFSQLIWR®8) 68 1348.7228 2
11 platelet-activating factor acetylhydrolase 555988954 930 43 “2IQALMAAANIGQSK®®) 65 14147630 2
“21QALMAAANIGQSK®S) 49 1430.7284 2
“21QALMAAANIGQSK®S) 61 1430.7672 2
(2EYFLGLSK®) 32 955.5068 2
MOFLGTHWLVGK®19) 37 1156.6378 2
MOFLGTHWLVGK®19) 20 1156.6438 2

20| MGLFFGSMTTPAAWNAHLR® 17 2236.0921 3
20| MGLFFGSMTTPAAWNAHLR® 61 2252.0974 3
A49YPLIIFSHGLGAFR®®) 54 1589.8675 3
A49YPLIIFSHGLGAFR®®) 79 1589.8844 2
(BUDGSACSTYYFK(D 32 12975176 2
(BUDGSACSTYYFK(D 62 12975176 2
(BUDGSACSTYYFK1D 42 1297.5360 2
GIURGEEEFPLR®*) 32 11315740 2
G1)GEEEFPLR®) 59 975.4706 2

B AIIGHSFGGATVIQTLSEDQR® 57 2312.2198 3
@2)CGIALDAWMFPVGDEVYSRE0 101 2185.0156 2
@2)CGIALDAWMFPVGDEVYSRE0 128 2201.0086 2
@2)CGIALDAWMFPVGDEVYSRE0 58 2201.0146 2
GLIPQPLFFINSER®?? 63 1459.7614 2
CLIPQPLFFINSER®?2 19 1459.788 2
GZ)FQYPSNIIRE 44 1136.5802 2
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G9)GSVHQNFVDFTFATSK® 50 1783.8514 3
G9)GSVHQNFVDFTFATSK® 44 1783.8577 3
G9)GSVHQNFVDFTFATSK® 11 1783.8601 3
G4GSVHQNFVDFTFATSK(G84) 88 1783.8690 2
G8IGYLFTLKE™) 28 1066.6264 2
GGDIDSNVAISLSNK 8 15 1431.7248 2
GGDIDSNVAISLSNK 87 18 1431.7256 2
GGDIDSNVAISLSNK 87 55 1431.7298 2
G™GDIDSNVAISLSNK®87) 47 1431.7312 2
GGDIDSNVAISLSNK®8) 6 1431.7440 2
G™GDIDSNVAISLSNK®8) 23 1431.7484 2
GB)ASLAFLQKE%) 40 876.5044 2

12 platelet-activating factor acetylhydrolase 555988954 930 43 “21QALMAAANIGQSK®S) 65 1414.7630 2
“2]QALMAAANIGQSK®D 49 1430.7284 2
“2]QALMAAANIGQSK® 61 1430.7672 2
10EYFLGLSK109 32 955.5068 2

OFL GTHWLVGK®19) 37 1156.6378 2

MOFL GTHWLVGK®19) 20 1156.6438 2
120]MGLFFGSMTTPAAWNAHLR®39) 17 2236.0921 3
120 MGLFFGSMTTPAAWNAHLR®®) 61 2252.0974 3
A4)YPLIIFSHGLGAFR®5) 54 1589.8675 3
A4)YPLIIFSHGLGAFR®5) 79 1589.8844 2
(BUDGSACSTYYFK19D 32 12975176 2
(BUDGSACSTYYFK19D 62 12975176 2
(BUDGSACSTYYFK19D 42 1297.5360 2
GIURGEEEFPLR®) 32 11315740 2
G1GEEEFPLR®) 59 975.4706 2

B AIIGHSFGGATVIQTLSEDQR® 57 2312.2198 3
@92)CGIALDAWMFPVGDEVYSREO 101 2185.0156 2
@92)CGIALDAWMFPVGDEVYSRE0 128 2201.0086 2
@92)CGIALDAWMFPVGDEVYSRE0 58 2201.0146 2
GLIPQPLFFINSER®?? 63 1459.7614 2
GLIPQPLFFINSER®?? 19 1459.788 2
GZ)FQYPSNIIRED 44 1136.5802 2
G4)GSVHQNFVDFTFATSK®) 50 1783.8514 3
G49)GSVHQNFVDFTFATSK®) 44 1783.8577 3
G4)GSVHQNFVDFTFATSK®) 11 1783.8601 3
G49)GSVHQNFVDFTFATSK®) 88 1783.8690 2
GBI GYLFTLKE™ 28 1066.6264 2
G™GDIDSNVAISLSNK 8 15 1431.7248 2
G7GDIDSNVAISLSNK 8 18 1431.7256 2
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G™GDIDSNVAISLSNK®8 55 1431.7298 2
G™GDIDSNVAISLSNK®8 47 1431.7312 2
G™GDIDSNVAISLSNK®8 6 1431.7440 2
G™GDIDSNVAISLSNK 87 23 1431.7484 2
GB)ASLAFLQK %) 40 876.5044 2
T-complex protein 1 subunit theta 75812922 404 17 EILFVTNDAATILR 74 1332.7454 2
2 AVYSCPFDGMITETK® 21 1830.8686 2
ZBIAIADTGANVVVTGGR®?) 89 1399.7480 2
GSEDGAISTIVLRE™® 58 1172.6498 2
G)GSTDNLMDDIER® 20 1380.6356 2
GIMAVDDGVNTFK®0) 7 1064.5182 2
@OEAEAFEAIPR®0 63 1149.59008 2

GO ATNAAVTVLRG2) 71 1127.6704 2

13 PREDICTED: platelet-activating factor 555988954 910 43 @2IQALMAAANIGQSK® 61 1430.7654 2
acetylhydrolase (2EYFLGLSK®) 17 955.5062 2
OFL GTHWLVGK®19) 37 1156.6426 2
120|MGLFFGSMTTPAAWNAHLR®39) 68 2252.0956 3
A4YPLIIFSHGLGAFR®5) 50 1589.8807 3
A4)YPLIIFSHGLGAFR®5) 75 1589.8850 2
(BUDGSACSTYYFK19D 26 1297.5256 2
(BUDGSACSTYYFK19D 59 1297.5256 2
(BUDGSACSTYYFK19D 29 1297.5354 2
(BUDGSACSTYYFK19D 59 1297.5374 2
GIURGEEEFPLR®) 35 11315722 2
G1GEEEFPLR®) 59 975.4702 2

B AIIGHSFGGATVIQTLSEDQR® 63 2312.2174 3
@92)CGIALDAWMFPVGDEVYSREO 79 2185.0118 2
@92)CGIALDAWMFPVGDEVYSREO 44 2200.9981 3
@92)CGIALDAWMFPVGDEVYSRE0 115 2201.0076 2
@92)CGIALDAWMFPVGDEVYSRE0 82 2201.0100 2
GLIPQPLFFINSER®?? 68 1459.7678 2
GLIPQPLFFINSER®?? 18 1459.7922 2
GZ)FQYPSNIIRED 47 1136.5822 2
G4)GSVHQNFVDFTFATSK®) 33 1783.8550 3
G49)GSVHQNFVDFTFATSK®) 34 1783.8580 3
G4)GSVHQNFVDFTFATSK®) 50 1783.8598 3
G49)GSVHQNFVDFTFATSK®) 76 1783.8668 2
GBI GYLFTLKE™ 29 1066.6322 2
G™GDIDSNVAISLSNK 8 15 1431.7250 2
G7GDIDSNVAISLSNK 8 15 1431.7284 2
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G™GDIDSNVAISLSNK®8 20 1431.7304 2

G™GDIDSNVAISLSNK®8 85 1431.7306 2

G™GDIDSNVAISLSNK®8 8 1431.7308 2

G™GDIDSNVAISLSNK 87 54 1431.7312 2

G™GDIDSNVAISLSNK 87 20 1431.7442 2

GGDIDSNVAISLSNK 8 16 1431.7450 2

GB)ASLAFLQK %) 16 876.5016 2

PREDICTED: SLC2A4 regulator-like 655850626 53 3 HAVEASLPR®) 53 841.5058 2
14 Full=Cathepsin L2; Flags: Precursor 75060921 195 10 CILYGMNEEEWR®® 46 13255822 2
GILYGMNEEEWR®®) 62 1341.5746 2

(158)LVSLSEQNLVDCSR®™) 93 1618.8080 2

262SGIYYDPDCSSK®?™) 40 1390.5794 2

platelet-activating factor acetylhydrolase precursor 99028959 55 3 G7)GDIDSNVAISLSNK®8) 55 1431.7294 2
15 PREDICTED: platelet-activating factor 555988954 910 43 “2IQALMAAANIGQSK® 61 1430.7654 2
acetylhydrolase (2EYFLGLSK®) 17 955.5062 2
MOFL GTHWLVGK®19) 37 1156.6426 2

120]MGLFFGSMTTPAAWNAHLR®39) 68 2252.0956 3

A4YPLIIFSHGLGAFR®5) 50 1589.8807 3

A4YPLIIFSHGLGAFR®5) 75 1589.8850 2

(BUDGSACSTYYFK19D 26 1297.5256 2

(BUDGSACSTYYFK19D 59 1297.5256 2

(BUDGSACSTYYFK19D 29 1297.5354 2

(BUDGSACSTYYFK19D 59 1297.5374 2

GLURGEEEFPLR®*) 35 11315722 2

G1GEEEFPLR®) 59 975.4702 2

B AIIGHSFGGATVIQTLSEDQR® 63 2312.2174 3

@92)CGIALDAWMFPVGDEVYSREO 79 2185.0118 2

@92CGIALDAWMFPVGDEVYSREO 44 2200.9981 3

@92)CGIALDAWMFPVGDEVYSREO 115 2201.0076 2

@2)CGIALDAWMFPVGDEVYSREO 82 2201.0100 2

GLIPQPLFFINSER®?? 68 1459.7678 2

GLIPQPLFFINSER®?2 18 1459.7922 2

GZ)FQYPSNIIRED 47 1136.5822 2

G4)GSVHQNFVDFTFATSK®) 33 1783.8550 3

G4)GSVHQNFVDFTFATSK®) 34 1783.8580 3

G4)GSVHQNFVDFTFATSK®) 50 1783.8598 3

G4)GSVHQNFVDFTFATSK®) 76 1783.8668 2

GBI GYLFTLKE™ 29 1066.6322 2

G7™GDIDSNVAISLSNK 8 15 1431.7250 2

G™GDIDSNVAISLSNK 8 15 1431.7284 2

G7GDIDSNVAISLSNK 8 20 1431.7304 2
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G™GDIDSNVAISLSNK®8 85 1431.7306 2

G™GDIDSNVAISLSNK®8 8 1431.7308 2

G™GDIDSNVAISLSNK®8 54 1431.7312 2

G™GDIDSNVAISLSNK 87 20 1431.7442 2

G™GDIDSNVAISLSNK 87 16 1431.7450 2

GB)ASLAFLQK %) 16 876.5016 2

PREDICTED: secernin-3 isoform X1 344268354 54 1 GOTMLDDMRG™ 54 912.4062 2
16 beta-glucuronidase precursor 134085842 414 14 GDELDGLWSFR®9 51 11215570 2
HQGFEQQWYR®® 38 1240.5696 2

OISFVGWVWYER® 48 1327.6432 2

MAWTEDLGTR®) 50 976.4686 2

COFDFFNYAGLHR?19) 54 1385.6548 3

COFDFFNYAGLHR?16) 47 1385.6598 2

GONLTAQTAVGPVSDFYTLPVGIR®E?) 25 2204.1892 3

GONLTAQTAVGPVSDFYTLPVGIR®E?) 70 2204.2032 2

(SOGFDWPLLVK®88) 19 1073.5996 2

GWLGANAFR?82) 47 933.4862 2

GINSAAFLLR(623) 38 776.4578 2

RecName: Full=Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5- 110825733 256 9 (50F GSGGFIGY APNLSK 185 45 1626.8502 2
dioxygenase 1 CO)FQNLDGALDEVVLK®) 20 1672.9164 2
@DLQLNYLGNYIPR®®) 80 1462.8030 2

“0SEDYVDIVQGR®9 58 1279.6100 2

GFLVEYIAPMTEK®2) 52 1455.7436 2

Bovine Lactoferrin 504 47 1 (396)\/DSALYLGSRE) 47 1079.5642 2
RecName: Full=Polymeric immunoglobulin receptor 3914346 51 1 GEIGGSVTVSCPYNPKE™) 51 1364.6456 2
17 beta-glucuronidase precursor 134085842 414 14 GUELDGLWSFR®*9) 51 11215570 2
GCQGFEQQWYR®® 38 1240.5696 2

OISFVGWVWYER®4) 48 1327.6432 2

UAWTEDLGTR) 50 976.4686 2

@FDFFNY AGLHR®16) 54 1385.6548 3

@FDFFNY AGLHR®16) 47 1385.6598 2

CONLTAQTAVGPVSDFYTLPVGIR®) 25 2204.1892 3

COLTAQTAVGPVSDFYTLPVGIRE?) 70 2204.2032 2

GSOGFDWPLLVK®58) 19 1073.5996 2

GEWLGANAFR?82) 47 933.4862 2

GINSAAFLLR(623) 38 776.4578 2

RecName: Full=Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5- 110825733 256 9 (SOFLGSGGFIGYAPNLSK % 45 1626.8502 2
dioxygenase 1 CO)FQNLDGALDEVVLK®) 20 1672.9164 2
@4LQLNYLGNYIPR®®8) 80 1462.8030 2

“0SEDYVDIVQGR*9 58 1279.6100 2

GFLVEYIAPMTEK®%) 52 1455.7436 2
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RecName: Full=Polymeric immunoglobulin receptor 3914346 51 1 CIGGSVTVSCPYNPKE™ 51 1364.6456 2
lactoferrin, partial 100172966 59 5 “8) GAPSITCVR®) 23 1072.5722 2
@33)\DSALYLGSRE*) 36 1079.5680 2

18 RecName: Full=Cathepsin L2; Flags: Precursor 75060921 501 35 GORLYGMNEEEWR®® 19 1497.6757 3
GILYGMNEEEWR®®) 69 1341.5742 2

GOKIIDLHNQEYSEGK(® 14 1672.8469 3

COIIDLHNQEYSEGK () 20 15447475 3

COIIDLHNQEYSEGK() 61 1544.7566 2

MAMNAFGDMTNEEFR®) 68 1778.7144 2

MAMNAFGDMTNEEFR®?) 81 1794.7150 2

MAMNAFGDMTNEEFR®?) 47 1794.7152 2

MAMNAFGDMTNEEFR®?) 93 1810.7102 2

(05 FHEPLLVDVPK®1) 27 1405.7980 3

(09 FHEPLLVDVPK®19) 38 1405.8048 2

(158)\VSLSEQNLVDCSR®™) 93 1618.8074 2

2625GIYYDPDCSSK®@™) 30 1390.5814 2

2625GIYYDPDCSSK®@™) 41 1390.5830 2

@DLDHGVLVVGYGFEGTDSNNNK®) 53 2349.0919 3

@DLDHGVLVVGYGFEGTDSNNNK®%) 53 2349.0943 3

C™DLDHGVLVVGYGFEGTDSNNNK@%) 28 2349.0967 3

GIDQNNHCGIATAASYPTVEM 21 1817.810 2

fructose-1,6-bisphosphatase 1 77735849 248 15 @ONGSIYSLNEGYAK®®) 57 1300.6366 2
CIDFDPALTEYVQR® 87 1452.6976 2

@OTLVYGGIFMYPANK @59 35 1572.8172 2

@OTLVYGGIFMYPANK @59 54 1588.8114 2

@78 LYECNPMAYVIEK®Y 50 1757.8504 2
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19 alpha-enolase 87196501 692 31 OGNPTVEVDLFTAK?®) 75 1389.7196

2

OGNPTVEVDLFTAK®) 62 1389.7212 2
OGNPTVEVDLFTAK®) 58 1389.7214 2
(OGNPTVEVDLFTAK®®) 58 1389.7214 2
GAAAVPSGASTGIYEALELR®?) 128 1803.9518 2
OALMIEMDGTENK03) 47 1279.5850 2
OALMIEMDGTENK103) 22 12955826 2

183 AMQEFMILPVGAENFR®) 17 1980.9922 3
183 AMQEFMILPVGAENFR®9) 42 1980.9960 2
183 AMQEFMILPVGAENFR®) 41 1980.9974 2
183 AMQEFMILPVGAENFR®9) 113 1996.9940 2
189GAEVYHNLK®%) 37 1142.6140 2
@3DATNVGDEGGFAPNILENK®@2) 55 1959.9296 2
20V VIGMDVAASEFYR®3) 86 1555.7824 2
@O\ VIGMDVAASEFYR®3) 88 15717714 2
2O\ VIGMDVAASEFYR®3) 89 1571.7782 2
C70Y|TPDELANLYK @8 35 1438.7418 2
C0Y|TPDELANLYK®@8D) 34 1438.7434 2
(336)SCNCLLLK®*3) 16 1006.4982 2
G4NVNQIGSVTESLQACK®5®) 97 1632.8224 2
cathepsin D precursor 262073106 232 18 (18)QPGVVFIAAK 1) 21 1028.5960 2
A9)FEDGILGMAYPR?%) 53 12546118 2

@29 NVFSFFLNR®33) 45 11425936 2
@BNAQPGGELMLGGTDSK®Y 8 1475.7028 2
@30\/SSLPQVTVKE 40 1056.6218 2
G“)DYALSPEDYALK®5) 22 1383.6614 2
GYYTVFDRE 45 962.4526 2

20 complement factor H precursor 76677897 714 14 COTLGSIVMMCR®") 23 11825626 2
@BNCAAGFEYGQR®46) 70 1157.4994 2
@7)]PNGVYRPELSK®83) 34 1371.7552 3
@NGFFPEIRE) 46 864.4526 2
GIDGWVPVPRE 28 924.4878 2
@59)|ENGFLSESTFTYPLNK®69) 81 1958.9790 2
“@8TSGLITCLK® 30 991.5414 2

GO DYECVDGYENR®*) 95 1531.6346 2
GCHTTGSIVCGQDGWSDK® 71 1609.7134 2
GSOECSIPEMDPYLNAYPR®8D 54 1969.8638 2
G4OEEYAHNEVVEYACNPR(®6) 21 1978.8502 3
(2OEAFTMIGPR(2) 34 1036.5062 2
GUENYLIQDAEEIVCK® 63 1722.8256 2
106)CLSYYQLDGSNTIQCIK(04) 19 2061.9584 2
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(M) CQAYYELR(52) 45 1101.4970 2

G-protein coupled receptor 35 444722840 46 1 OMGFPELR® 46 864.4526 2

21 complement factor B precursor 95147674 383 8 ("STGSWSTLQTQDR®) 87 1465.6846 2
BHCYDGYTLR®3®) 38 1046.4556 2

GSHALLEVYNMMSREE®) 20 1357.6444 2

@ONYLLDIGR®) 46 848.4784 2

G88)GIPEFYDYDVALVR®EY 81 1655.8298 2

E2NDIEALFVSESK 3 14 1236.6202 2

E2NDIEALFVSESK 63 55 1236.6294 2

G2NDIEALFVSESKK©%) 57 1364.725 2

22 complement factor B precursor 95147674 383 8 (B)ISTGSWSTLQTQDR®?) 87 1465.6846 2
BUCYDGYTLR®3®) 38 1046.4556 2

GSBALLEVYNMMSREE®) 20 1357.6444 2

“@ONYLLDIGR®) 46 848.4784 2

G88)GIPEFYDYDVALVR®8Y 81 1655.8298 2

G2NDIEALFVSESK 63 14 1236.6202 2

G2NDIEALFVSESK 63 55 1236.6294 2

G2NDIEALFVSESKK©3) 57 1364.725 2

23 complement factor B precursor 95147674 383 8 (B)ISTGSWSTLQTQDR®? 87 1465.6846 2
SUCYDGYTLR13® 38 1046.4556 2

CSBALLEVYNMMSREE®) 20 1357.6444 2

“@ONYLLDIGR®*) 46 848.4784 2

C6GIPEFYDYDVALVR®8) 81 1655.8298 2

E2NDIEALFVSESK®3 14 1236.6202 2

E2NDIEALFVSESK®3 55 1236.6294 2

E2NDIEALFVSESKK©%) 57 1364.725 2

24 PREDICTED: epididymal-specific lipocalin-5-like 555949868 279 40 GIVGAVIVEQDGPHLSLTSVSDHMNLCMK® 22 2968.4113 4
OIFKIPLESGGK %) 51 1074.6080 2

OIFKIPLESGGK %) 19 1074.6118 2

AEVIVVATDYK®8) 63 1135.6184 2

AEVIVVATDYK®8) 63 1135.6188 2

AEVIVVATDYK*8) 38 1135.6190 2

AEVIVVATDYK*8) 63 1135.6192 2

AEVIVVATDYK*8) 61 1135.6232 2

AM1TYAIMNIILNR®29 6 1320.7306 2

AM1ITYAIMNIILNR®29 55 1320.7306 2

AM1TYAIMNIILNR®29 36 1336.7198 2

AM1ITYAIMNIILNR®29 59 1336.7198 2

IS8 AVEQGLSVSNVQLLTKE™ 83 1684.9490 2

Tropomyosin alpha-1 chain 440901307 46 3 ) YEEIKLLSGK?™ 46 1178.5996 2

25 PREDICTED: epididymal-specific lipocalin-5-like 555949868 327 41 G8KVGAVIVEQDGPHLSLTSVSDHMNLCMK© 16 3096.5249 4
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TPA: bodhesin-4-like

lysozyme-like protein 1 precursor

PREDICTED: secernin-3 isoform X1

296472572

118150928

344268354

241

54

47

35

GIVGAVIVEQDGPHLSLTSVSDHMNLCMK®
GIVGAVIVEQDGPHLSLTSVSDHMNLCMK®
COFKIPLESGGK %)
COFKIPLESGGK !
W9EVIVVATDYKA8)
W9EVIVVATDYKA®)
W9EVIVVATDYKA8)
W9EVIVVATDYKA8)
W9EVIVVATDYKA®)
W9EVIVVATDYKA®)
W9EVIVVATDYKM®)
OTYAIMNIILNR®29
OTYAIMNIILNR®29
OTYAIMNIILNR®29
OTYAIMNIILNR®29
OTYAIMNIILNR®29
SHAVEQGLSVSNVQLLTK™
SHAVEQGLSVSNVQLLTK™
“DISSYSSWEPK®?
GUCTWTILLER®®
CHFECSGGHLVFR(%)
(11OSSNQPVSSFDIFYYGRPSA(34
HIETDGMNYWQGWK 130
HIETDGMNYWQGWK 130

G"DTMLDDMR.KE™)

36

50
46
63
63
63
45
63
63
63
16
36
76
32
63
19
86
59
56
65
61
31
54

47

2968.4157
2968.4209
1074.5950
1074.6122
1135.5930
1135.6094
1135.6138
1135.6180
1135.6196
1135.6196
1135.6200
1320.7282
1320.7300
1320.7304
1336.7106
1336.7106
1684.9446
1684.9446
1182.5588
1190.6160
1178.5642
2120.9968
1513.6384
1529.6360

912.4020

NN WONNNNPNNPDNDNPDNDPNDNDNDPNDNDNDDNDNDNDNDN DS DS

N
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26

seminal plasma protein BSP-30 kDa precursor

nerve growth factor, partial

28849953

163420

415 41

(13)FCTERDEPECVFPFIYR(49)
(13)FCTERDEPECVFPFIYR(49)
(13DEPECVFPFIYR(49
(13DEPECVFPFIYR(49
(1SOVHSFFWR(65)
(149\VHSFFWR(65)
(1SOVHSFFWR165)
(1SOVHSFFWR165)
(1S9VHSFFWR(65)
(1EORWCSLTSNYDRA®)
(1EORWCSLTSNYDRA®)
ENWCSLTSNYDRA7®)
ENWCSLTSNYDRDK®™®
SHWCSLTSNYDRDK®™®
EOHWNSYCTTTHTFVK®?
(19IDTACVCVLSR!19

116 20

E)ANDLNAVFEGPACAFPFTYK®04
E)ANDLNAVFEGPACAFPFTYK®04
E)ANDLNAVFEGPACAFPFTYK®04
UHKNSVLLWCSLDTEYQGNWK*32
UHKNSVLLWCSLDTEYQGNWK*32
UHKNSVLLWCSLDTEYQGNWK 132

59
21
33
35
57
26
61
65
43
33
32
21
20
20
23
32
57
21
48
81
32
84

2231.0440
2231.0462
2231.0528
2340.1093
2340.1240
2340.1356
2263.9321
2264.0196
1570.6192
1570.6192

977.4486

977.4578

977.4624

977.4892

977.4900
1456.6564
1456.6626
1300.5578
1543.6516
1543.6806
1780.7971
1292.6288

63
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Identificacdo dos spots mais abundantes nos animais normais

NCBI MS/MS Sequence lon
Spot Protein name accession protein covered Matched peptides m/z z
score
number score (%)
27 seminal plasma protein BSP-30 kDa precursor 28849953 399 40 E)ANDLNAVFEGPACAFPFTYK @04 63 2231.0472 2
GANDLNAVFEGPACAFPFTY K104 27 2231.0514 2
AKNSVLLWCSLDTEYQGNWK®32) 57 2340.1222 3
AKNSVLLWCSLDTEYQGNWK®32 21 2340.1246 3
(A1NSVLLWCSLDTEYQGNWK®32 54 2212.0406 2
(A1NSVLLWCSLDTEYQGNWK®32 17 2212.0452 2
(133FCTERDEPECVFPFIYR:49) 32 2264.0101 3
(138)DEPECVFPFIYR:49) 49 1570.7204 2
(138)DEPECVFPFIYR®49) 46 1570.7230 2
(159\/HSFFWR(165) 32 977.4916 2
A8O\WCSLTSNYDR’® 76 1300.5564 2
A8O\WCSLTSNYDRDK®78) 36 1543.6741 3
28 galectin-3-binding protein precursor 114052595 288 12 (163\VREEDEIAMCAHK®7®) 27 1586.7172 3
A7 ILSTNPEAHGLWK (8D 8 1577.8585 3
G1ORIDVSLSSVK@2) 62 1102.6406 2
@NIDVSLSSVKE®) 44 946.5378 2
08 YTSPTWSQSVMSSSYNPSR®*27) 76 2293.0506 2
529)STSLFPCPSGVFSR®#®) 71 1540.7424 2
PREDICTED: secernin-3 isoform X1 344268354 47 1 G™ITMLDDMRE™ 46 896.4114 2
G"UTMLDDMRE™ 47 912.4046 2
G"UTMLDDMRE™) 25 912.4058 2
29 galectin-3-binding protein precursor 114052595 192 7 @IIDVSLSSVKE?) 55 946.5380 2
08 YTSPTWSQSVMSSSYNPSR®*27) 88 2293.0482 2
29)STSLFPCPSGVFSR®®) 49 1540.7444 2
clusterin preproprotein 27806907 76 2 A" ASSIMDELFQDR(188) 76 1426.6454 2
30 Chain A, Bull Seminal Plasma Pdc-109 Fibronectin Type li 20663779 268 47 G)HFDCTVHGSLFPWCSLDADYVGR®) 72 2738.1961 4
Module G)HFDCTVHGSLFPWCSLDADYVGR®) 60 2738.2057 4
G)HFDCTVHGSLFPWCSLDADYVGR®) 13 2738.2075 3
EICVFPFIYGGK(® 30 1186.5900 2
E)GSMWMSWCSLSPNYDK102) 58 2060.8944 2
E)GSMWMSWCSLSPNYDK102) 33 2076.8872 2
E)GSMWMSWCSLSPNYDK02) 80 2092.8890 2
E)GSMWMSWCSLSPNYDKDR®4 13 23479954 2
E)GSMWMSWCSLSPNYDKDR®4 81 2348.0050 2
)GSMWMSWCSLSPNYDKDR®4 66 2348.0083 2
)GSMWMSWCSLSPNYDKDR®4 86 2364.0031 2
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PREDICTED: phospholipase B-like 1 634858243 47 1 EIKPSMIDKVRE) 47 1088.6302 2

31 seminal fluid protein A3 — bovine 89765 65 17 @ICVFPFIYGNK®® 32 1243.6124 2

(CVFPFIYEGK®) 33 1258.6148 2

spermadhesin-1 precursor 27807111 60 9 COEESGVIATYYGPK®® 60 1412.6258 2

Tropomyosin alpha-1 chain 440901307 46 3 E)YEEIKLLSGK®™ 46 1178.5988 2

32 beta-hexosaminidase subunit beta preproprotein 270483766 322 13 EIAGPSCAVLQEAFR(™) 109 1404.6922 2

GLUYYDYIFGFYK®) 17 1377.6362 2

(139GPVATLTANR:44 9 998.5556 2

(Z38)GSYSLSHVYTPNDVR®@?) 56 1693.8085 3

(851 VWQEVYDDEGK®%) 74 1566.7264 2

GCOLPGTVVQVWKH®%) 57 1238.7460 2

RecName: Full=Serotransferrin 2501351 110 2 “8)LESGPFVSCVK®? 70 1334.6964 2

GOYYGYTGAFR®#) 40 1096.5034 2

succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, 27806417 72 1 (G40ISSLYGDLR®#®) 72 1022.5456 2
mitochondrial precursor

Albumin 229552 70 2 @2 VNELTEFAK®Y 46 1162.6300 2

I3DYLYEIARM®) 24 926.4912 2

33 inhibitor of carbonic anhydrase precursor 114053269 331 14 COWCTVSNLEASKED 82 1293.6056 2

GATSYLDCIR®) 58 1026.4862 2

(12GSNFQLNQLQGK®34 28 1332.6876 2

(I53MLLPSDWSQEAAAK(168) 22 1561.7550 2

CREPYFGYSGAFK®?) 21 1264.5828 2

@CICLQDGVGDVSFVR?Z?) 18 1450.6946 2

GENGYYVVAVVKES) 18 996.5712 2

GR)YLGPEYLQAIANVK(©09) 84 1577.8570 2
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