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RESUMO

RATTES, P.Z. AVALIAGAO DO PERFIL PROTEICO DE TECIDO
TESTICULAR DE CARNEIROS SUBMETIDOS A INSULACAO ESCROTAL.
Botucatu — SP. 2025. 64p. Defesa (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Mamiferos necessitam manter a temperatura testicular entre 3 °C e 5 °C abaixo
da corporal para que a espermatogénese ocorra de maneira eficiente. O estresse
térmico compromete esse equilibrio, provocando alteragbes moleculares que
podem levar a infertiidade em machos. Este estudo avaliou as modificagbes no
proteoma testicular de ovinos por 14 dias apds insulagao escrotal aguda (24 ou
48 horas). Foram utilizados 25 carneiros (Santa Inés x Dorper) reprodutivamente
aptos, distribuidos em cinco grupos experimentais. O grupo controle foi castrado
sem exposicao ao estresse térmico, enquanto os demais grupos foram castrados
24 horas (24h), 48 horas (48h), 7 dias (7d) e 14 dias (14d) apds o inicio da
insulagdo escrotal de 48 horas. A orquiectomia semiaberta foi realizada com
anestesia e analgesia adequadas, seguida de isolamento, fragmentacéo,
processamento e analise dos testiculos por espectrometria de massa. A analise
estatistica foi conduzida no MetaboAnalyst 6.0, utilizando o teste t de Student
para comparagao entre os grupos tratados e o controle, considerando
significativas diferencas com FDR < 0,05. A analise multivariada incluiu analise
de componentes principais (PCA) para identificar padrbées de agrupamento e
proteinas discriminantes. Proteinas com Log2FC > 1,5 e FDR < 0,05 foram
consideradas diferencialmente abundantes. Os resultados foram representados
por heatmaps (10 proteinas de maior variancia) e volcano plots, e a intersecao
proteica entre grupos foi avaliada com diagramas de Venn. O estresse térmico
testicular induziu alteragdes progressivas no proteoma testicular dos ovinos. Nos
periodos iniciais (24h e 48h), as mudangas foram discretas, com poucas
proteinas diferencialmente expressas (1-4) e sem separagao clara entre os
perfis globais, indicando sobreposi¢cdo parcial entre os grupos. A analise
funcional revelou ativagao precoce de mecanismos antioxidantes e metabdlicos,
envolvendo PRDX2, PRDX4 e PGK1, bem como processos iniciais de resposta
ao estresse e inflamacgao. Aos 7 dias, surgiram tendéncias de agrupamento e
modulagdes em proteinas associadas a homeostase redox, chaperonas e
remodelagdo nuclear, destacando-se HSPA1L, PRDX4, RPRD1A e H3F3A,
refletindo impactos sobre reproducédo, diferenciacido sexual e maturagao dos
gametas. Aos 14 dias, as alteragbes se consolidaram, com separagao clara dos
perfis protedmicos e enriquecimento funcional em atividades cataliticas, ligagao
a nucleotideos, reorganizacdo do citoesqueleto e remodelagdo nuclear.
Proteinas-chave incluiram HSPB1, PRDX4, PGK1, TUBA1B, TUBA8 e RPRD1A.
Os resultados indicam que o estresse térmico provoca efeitos cumulativos,
persistentes e progressivos na homeostase testicular, afetando mecanismos
antioxidantes, reparo proteico, organizagao estrutural e, potencialmente, a
funcao reprodutiva em ovinos.

Palavras-chave: estresse térmico; proteoma; testiculo
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ABSTRACT

RATTES, P.Z. PROTEOMIC PROFILING OF TESTICULAR TISSUE IN RAMS
SUBJECTED TO SCROTAL INSULATION. Botucatu — SP. 2025. 64p. Defesa
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

Mammals must maintain testicular temperature approximately 3—5 °C below core
body temperature to ensure efficient spermatogenesis. Thermal stress disrupts
this balance, triggering molecular alterations that may lead to male infertility. This
study evaluated changes in the testicular proteome of sheep over 14 days
following acute scrotal insulation (24 or 48 hours). A total of 25 reproductively
sound rams (Santa Inés x Dorper) were allocated into five experimental groups.
The control group was castrated without exposure to heat stress, whereas the
remaining groups were orchiectomized at 24 hours (24h), 48 hours (48h), 7 days
(7d), and 14 days (14d) after the initiation of a 48-hour scrotal insulation period.
Semi-open orchiectomy was performed under appropriate anesthesia and
analgesia, followed by tissue isolation, fragmentation, processing, and mass
spectrometry-based proteomic analysis. Statistical analyses were conducted
using MetaboAnalyst 6.0. Student’s t-test was applied to compare treated groups
to the control, with differences considered significant at FDR < 0.05. Multivariate
analysis included Principal Component Analysis (PCA) to identify clustering
patterns and discriminant proteins. Proteins with Log2FC > 1.5 and FDR < 0.05
were classified as differentially abundant. Results were visualized using
heatmaps (top 10 proteins with highest variance) and volcano plots, and
proteomic overlap among groups was assessed using Venn diagrams. Testicular
heat stress induced progressive alterations in the testicular proteome. In the early
periods (24h and 48h), changes were subtle, with few differentially expressed
proteins (1—-4) and no clear separation between global proteomic profiles,
indicating partial overlap among groups. Functional analysis revealed early
activation of antioxidant and metabolic responses, involving PRDX2, PRDX4, and
PGK1, as well as initial stress-response and inflammatory processes. At 7 days,
clustering tendencies emerged alongside modulation of proteins associated with
redox homeostasis, chaperone activity, and nuclear remodeling, including
HSPA1L, PRDX4, RPRD1A, and H3F3A, reflecting effects on reproduction,
sexual differentiation, and gamete maturation. By 14 days, these alterations were
consolidated, with clear separation of proteomic profiles and enrichment of
functions related to catalytic activity, nucleotide binding, cytoskeletal
reorganization, and nuclear remodeling. Key proteins included HSPB1, PRDX4,
PGK1, TUBA1B, TUBA8, and RPRD1A. Overall, the findings indicate that
thermal stress elicits cumulative, persistent, and progressive disturbances in
testicular homeostasis, affecting antioxidant defense systems, protein repair
mechanisms, structural organization, and potentially reproductive function in
sheep.

Keywords: thermal stress; proteome; testis



SUMARIO
072N o I 1 U 1 0 e P 1
1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA ....oooeeeeeeeeeee et 1
2. REVISAO DE LITERATURA .....ooeeoe ettt ettt ane e 3
2.1. Anatomia e fisiologia testicular..............ccoooii 3
2.2. TermorreguUIAGEAO........cooee e 4
2.3. Estresse térmico testiCular...........ooooiiiiiiiii 5
2.3.1. Modelos experimentais para inducao de estresse térmico .................. 5
2.3.2. Respostas moleculares ao estresse t€rmico............cccceeeeeeiiiieeeeennnnnn.. 7
3. HIPOTESE E OBUETIVOS ...ttt 9
3.1 HIPOIESE(S) e eeeiiiiiie et 9
K 2 © Lo 1= 11 o R 10
4. REFERENCIAS..........cocoiiiiiiiiiiiteteie ettt 10
CAPITULO 2 ..ottt 1
ARTIGO CIENTIFICO ........cooiiiiiiiiiiiicies et 16
TS0 0 ¢ Vo SRR 17
R 1 Yo [ L= T 10PN 18
2. Material €@ MEIOAOS ... ... e 19
2.1. Design experimental ...............ccccooeuuiiiiiiiiiie e 19
2.3. Temperatura e monitoramento tErMICO ................cooeeuuuieeiieeeeneeeiiiinnn 21
Y O (o 1V =Tox (o) 1 1 - TSR 21
2.5. Analise do perfil proteico testicular ....................ccooevuiieeiiiieeieeenn, 22
3. RESULTADOS ...ttt e ettt e e e e e e e e e ettt a e e e e e e e eeanttaaaaaeaees 25
4. DISCUSSAOD ...ttt ettt et e ettt et e e aeeeae s 44
5. CONCLUSAO ...ttt e et eae e e 57
AGRADECIMENTOS ... 57
CONFLITO DE INTERESSES . ...ttt e e e e e e e 57

REFERENCIAS ..ottt ettt ettt ese st se s 57



CAPITULO 1



O 00 N o u b~ W N R

W W W W W N N N N N N N N NN P P R P R R R R p p
2 W N P O O 0 N O 1 B W N P O VW ©® N O 1 B W N P O

1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Os ruminantes desempenham um papel relevante na economia brasileira,
contribuindo diretamente e indiretamente para a geragdo de empregos, além da
produgao de alimentos, couro, fibras, 1& e seus subprodutos. Embora em menor
numero, 0S pequenos ruminantes, como ovinos e caprinos, também sao
importantes fonte de renda e uma alternativa para produgao de proteina, ndo
sendo menos relevantes que os bovinos.

A ovinocultura tem se expandido progressivamente no Brasil. Em 2023, o
rebanho ovino brasileiro apresentou um crescimento de 1,26% em relagéo ao
efetivo registrado em 2022. O estado da Bahia lidera o ranking nacional, com
aproximadamente 4 milhdes de cabecgas, seguido por Pernambuco e Rio Grande
do Sul, que possuem, em média, 3 milhdes de ovinos cada estado (1). Esse
avanco reforgca a crescente relevancia da espécie dentro dos sistemas
produtivos nacionais, especialmente em regiées onde a atividade se adapta bem
as condicoes climaticas e ao perfil socioecondmico dos produtores.

Apesar da crescente producao, as mudancas climaticas tém se mostrado
um fator relevante na reducgao de indices de produgédo de pequenos ruminantes
(2). Estudos demonstram que temperaturas elevadas afetam diretamente o
desempenho reprodutivo desses animais, especialmente de carneiros (3), além
de comprometerem seu bem-estar, o que, diminui a produtividade e
consequentemente, prejuizos econémicos. Nesse contexto, torna-se essencial
compreender os mecanismos fisioldgicos relacionados a resposta ao estresse
térmico, de modo a subsidiar estratégias de manejo e mitigagdo adequadas em
ambientes de maior desafio térmico.

Os ovinos s&o animais homeotérmicos, ou seja, capazes de manter sua
temperatura corporal estavel frente as variagdes da temperatura ambiente pela
producao e/ou perda de calor. O intervalo critico de termoneutralidade para a
espécie varia entre 12°C e 32°C (4). Quando o limite é ultrapassado,
especialmente acima dos 35°C, ha comprometimento da termorregulagao,
levando a ativagdo de mecanismos fisiolégicos compensatérios. Nessa
condicao, destacam-se 0 aumento da frequéncia respiratéria, principal forma de
termorregulagdo nos ovinos, a redugao da ingestao voluntaria de alimentos e o
aumento da sudorese. No entanto, os ovinos apresentam um déficit de glandulas

sudoriparas, o que torna a sudorese uma estratégia ineficiente da regulagao
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térmica (5,6). Essa susceptibilidade sistémica reflete-se de maneira marcante no
aparelho reprodutivo masculino.

Os testiculos, ou gbénadas masculinas, localizam-se externamente a
cavidade abdominal, o que os torna mais susceptiveis ao estresse térmico
ambiental. Estdo alojados dentro do escroto, uma estrutura pendular
responsavel pela termorregulagao testicular. Essa caracteristica permite que os
testiculos mantenham uma temperatura aproximadamente 4 C inferior a
temperatura corporal, fenbmeno indispensavel para o adequado desempenho de
suas fungdes fisiologicas (7). Quando essa diferenca térmica é reduzida, mesmo
que transitoriamente, ocorre um desequilibrio homeostatico com repercussdes
imediatas e progressivas no tecido testicular.

Quando ocorre o aumento da temperatura testicular, o estresse térmico
provoca alteracdes significativas no perfil proteico tecidual, células germinativas
e nos espermatozoides, influenciando diretamente a espermatogénese e a
qualidade espermatica. Em bovinos, estudos demonstram que a expressao de
proteinas da familia heat shock proteins (HSPs), incluindo HSP70 e HSP90, é
modulada em resposta a hipertermia, atuando na manutencao da integridade
proteica e na protecdo contra o estresse oxidativo (8,9). Além disso, foram
identificadas alteragbes em proteinas envolvidas na motilidade e na integridade
da membrana espermatica, evidenciando a sensibilidade das células
germinativas a elevacado da temperatura testicular. Em ovinos, observa-se uma
mudanca no perfil de proteinas antioxidantes, metabdlicas e estruturais,
incluindo HSPs, indicando que a hipertermia induz adaptagdes moleculares
complexas no tecido testicular e no plasma seminal (10,11). Esse conjunto de
evidéncias demonstra que a resposta ao estresse térmico € profundamente
determinada por mecanismos protedmicos adaptativos.

Portanto, as abordagens proteémicas fornecem informagdes valiosas
sobre os mecanismos de defesa molecular dos testiculos frente ao estresse
térmico, revelando potenciais alvos para estratégias de mitigagcdo, como o
manejo ambiental, a suplementacdo com antioxidantes ou a selegcdo genética
para resisténcia ao calor.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar as alteragdes no proteoma
testicular de ovinos induzidas por insulagdo escrotal aguda (24 ou 48 horas),

durante os primeiros 14 dias apds o estimulo térmico.
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