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RESUMO

ASPECTOS REPRODUTIVOS DE RATOS OBESOS E DIABETICOS. Botucatu -
SP. 2018, p.120. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

A obesidade e o diabetes tém alto indice mundial, ambas ligadas a infertilidade em
diferentes espécies e em humanos. Pretende-se investigar os efeitos dessas doencas sobre
a capacidade reprodutiva e o perfil proteico de células espermaticas. Foram utilizados 30
ratos Rattus novergicus (Wistar) com ~50 dias de idade, separados em 3 grupos: controle
(n=10), diabéticos (n=10) e (obesos (n=10). O grupo obeso recebeu dieta de cafeteria e
agua ad libitum com 5% de sacarose, por 38 semanas. Os animais foram pesados uma vez
por semana, para avaliacdo da evolucdo do peso para célculo do indice de Lee. Foi
induzida diabetes, com aplicacdo de 35 mg/kg de estreptozotocina, dose Unica, e foram
considerados diabéticos animais com perda de peso corporal e niveis de glicemia maiores
ou iguais a 120 mg/dL. Houve aumento e diminuicéo do peso corporal nos grupos obesos
e diabéticos respectivamente. Os animais diabéticos apresentam aumento significativo no
indice glicémico. Quanto as alteragdes sistémicas houve aumento da leptina no grupo
obeso e reducdo da adiponectina nos diabéticos. Na citologia testicular houve aumento na
concentracdo de das linhagens finais da espermatogénese, aumento das células de Sertoli,
e na morfologia houve reducdo de celulas normais nos grupos diabéticos e obesos. As
variaveis foram normalizadas e analisadas pelo ANOVA one way, e comparacdes
multiplas pelo teste Newman-Keuls, os resultados foram apresentados como médias *
erro padréo (SEM), com P <0,05. Na analise protedmica, foram identificadas 15 proteinas
como importantes na separacdo dos grupos, 14 encontravam-se menos expressas no grupo
diabético e 7 obeso. Apenas 1 proteina foi mais expressa no grupo diabético e 8 no obeso.
A maioria dessas peoteinas foram relacionadas com a producdo de ATP e funcéo
estrutural. Quanto as avaliagdes das concentracGes de IL-8, testosterona, histologia
testicular e peroxidacao lipidica, ndo apresentaram diferencas estatisticas. Ha poucos
trabalhos com protedmica de espermatozoide frente a obesidade e diabetes. Foram
relatadas proteinas ndo identificadas em estudos anteriores. Assim, essas descobertas
podem tornar-se marcadores uteis da fertilidade.

Palavra-chave: Obesidade, diabetes, reproducéo, citocina, protedmica.



ABSTRACT

GOMIDES, M.C. REPRODUCTIVE ASPECTS OF OBESE AND DIABETIC
RATS. Botucatu - SP. 2019, p.120. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Obesity and diabetes have a high worldwide index, both linked to infertility in different
species and in humans. It is intended to investigate the effects of these diseases on the
reproductive capacity and protein profile of sperm cells. A total of 30 Rattus novergicus
(Wistar) rats at ~50 days of age were divided into three groups: control (n = 10), diabetics
(n = 10) and obese (n = 10) and water ad libitum with 5% sucrose for 38 weeks. The
animals were weighed once a week to evaluate the evolution of the weight for the Lee's
index calculation. Diabetes was induced with application of 35 mg / kg streptozotocin,
and diabetic animals with a loss of body weight and glycemia levels greater than or equal
to 120 mg / dL were observed to be diabetic, with increased and decreased body weight
in the obese and diabetic groups, respectively. As for the systemic alterations, there was
an increase in leptin in the obese group and reduction of adiponectin in diabetics. In the
testicular cytology there was an increase in the concentration of the final spermatogenesis
lines, increase of Sertol cells i, and in the morphology there was reduction of normal cells
in the diabetic and obese groups. The variances were normalized and analyzed by
ANOVA one way, and multiple comparisons by the Newman-Keuls test, the results were
presented as means + standard error (SEM), with P < 0.05. In the proteomic analysis, 15
proteins were identified as important in the separation of the groups, 14 were less
expressed in the diabetic and 7 obese groups. Only 1 protein was more expressed in the
diabetic group and 8 in the obese group. Most of these peoteins were related to the
production of ATP and structural function. Regarding the concentrations of IL-8,
testosterone, testicular histology and lipid peroxidation, there were no statistical
differences. There are few works with sperm proteomics against obesity and diabetes.
Unidentified proteins have been reported in previous studies. Thus, these findings can

become useful markers of fertility.

Key words: Obesity, diabetes, reproduction, cytokine, proteomics.



CAPITULO 1



1. INTRODUC}AO E JUSTIFICATIVA

Atualmente, em humanos estima-se que a infertilidade atinja 10% a 20% dos
casais em idade reprodutiva, e em aproximadamente 30% dos casos a infertilidade é
causada apenas por fatores masculinos, enquanto que em 20% tém causas masculinas e
femininas combinadas. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2010) estima-
se que aproximadamente 80 milhdes de pessoas ao redor do mundo apresentam o
problema, sendo a obesidade, uma das doencas que predispdem a infertilidade no homem.

Segundo a Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM), a
obesidade é caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura corporal no individuo,
causada pela predisposi¢cdo genética, maus habitos alimentares ou disfuncdo enddcrina.
O diagnostico da obesidade ¢ realizado pelo indice de massa corporal (IMC), pardmetro
utilizado pela OMS. A obesidade é caracterizada por ser um importante fator de risco
para outras doencas, entre estas hipertensdo, doengas cardiovasculares e diabetes mellitus
(PEDERSEN, 2013).

A OMS aponta a obesidade como um dos maiores problemas de satde publica no
mundo. A projecdo é que, em 2025, cerca de 2,3 bilhdes de adultos estejam com
sobrepeso, e mais de 700 milhdes obesos, sendo esses indices maiores entre homens. No
Brasil, a obesidade vem crescendo a cada dia e segundo a Associacdo para o Estudo da
Obesidade e Sindrome Metabdlica (ABESO, 2009), alguns levantamentos apontam que
mais de 50% da populagéo estd acima do peso normal, ou seja, na faixa de sobrepeso e
obesidade.

As implicacdes genéticas na ocorréncia de obesidade sdo raras, sendo originada
por diversos fatores, como alteragdes ambientais e comportamentais (MALIK, HU, 2012;
NASCIMENTO et al., 2008). Por esse motivo modelos experimentais poligénicos de
obesidade induzida por dietas, sdo, preferencialmente utilizados, mimetizando a
fisiopatologia da doenca em humanos e outros animais, levando a melhor compreenséo
da sindrome metabdlica e potenciais tratamentos (BROWN, PANCHAL, 2011;
NILSSON et al., 2012).

Em vista da importancia da obesidade e das comorbidades associadas, incluindo
a sindrome metabdlica, sobre a fertilidade masculina, este estudo tem como objetivo
identificar os efeitos da doencga sobre a capacidade reprodutiva de ratos obesos ou

diabéticos e no perfil protedmico.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Tecido adiposo, leptina e obesidade

O tecido adiposo é um tecido conjuntivo frouxo especifico, no qual hd o
predominio de células arredondadas denominadas adipécitos, que acumulam no
citoplasma goticulas de lipidios, os triglicerideos, os quais sdo fonte de energia. Estas
células sdo margeadas por uma rede de capilares e nervos, atuando no sistema enddcrino
e possuem papel metabdlico importante, responsavel pela secrecdo de diversas proteinas.
Este tecido esta localizado abaixo da derme, auxiliando na manutencdo da temperatura
corporal e contra choques mecanicos. Em homens, o ideal é que este tecido corresponda
a 20% do peso corporal (MARQUES, LANGOUCHE, 2013).

O tecido adiposo € considerado o maior 6rgdo enddcrino do organismo. Secreta
adipocinas, cujo excesso esta relacionado com a obesidade e resisténcia a insulina. O
aumento da adiposidade antagoniza a funcdo da insulina e assim a absorcdo e o
armazenamento de nutrientes, ja que a glicose circulante ndo fica disponivel para células
(HOLLAND et al., 2007).

A leptina foi a primeira adipocina identificada em meados de 1994, envolvida na
regulacdo da massa corporal, agindo no hipotalamo. Em pessoas obesas, a leptina, esta
relacionada com o aumento da adiposidade, atuando diretamente no metabolismo da
glicose (MOSCHOS, CHAN, MANTZOROS, 2002; OUCHI et al., 2011; SINGLA,
BARDOLOI, PARKASH, 2010; ZHANG et al., 1994).

A leptina é uma proteina de 16 kDa, produto do gene obeso (ob), tendo origem
principalmente no tecido adiposo. Possui receptores localizados em regifes do cérebro
(OB-RI), no tecido adiposo e génadas (OB-Rs). Mutacdes na leptina ou seus genes
receptores podem causar obesidade morbida, infertilidade e resisténcia a insulina, tanto
em roedores quanto em humanos (EHRHARDT et al., 2001; HOUSEKNECHT,
PORTOCARRERO, 1998).

A expressdo do mRNA da leptina em humanos e roedores, e seu nivel no sangue
estdo correlacionados com a adiposidade. Ha evidéncias de que exista uma importante
acdo da insulina na regulacao da expressdo da leptina, levando ao aumento da proteina,
enquanto a leptina reduz a producdo de insulina no péncreas, estabelecendo um
mecanismo de feedback negativo entre insulina e leptina (HOUSEKNECHT et al., 2000).

A leptina atua no eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal, fazendo a conexdo entre a

condi¢do nutricional e a reprodugdo. Estd presente nos testiculos, atuando como



sinalizadora do metabolismo, indicando que h& reservas energéticas. Esse mecanismo
ainda ndo esta totalmente estabelecido, mas acredita-se que exista acdo em diversos locais
do eixo, e a hiperleptinemia (resisténcia a leptina) (DUDAS, MERCHENTHALER,
2006; FERNANDEZ et al., 2011; KRAEMER et al., 2001; SMITH et al., 2005), pode
inibir a secrecdo esteroidal, prejudicando a funcdo das células de Leydig e a secrecao
hormonal. Estas alteragcdes podem comprometer o desenvolvimento da fungéo sexual em
humanos, levar ao hipogonadismo e ao diabetes tipo 2 (ISIDORI et al., 1999;
MICHALAKIS et al., 2012; SPICER, 2001) .

O hipogonadismo (deficiéncia funcional das génadas) interfere na producao de
androgenos pelos testiculos, e esté relacionada a niveis baixos de testosterona. Quanto
maior o grau de obesidade, maior a inibi¢do testicular, menor os valores de testosterona
total e producdo de espermatozoides (DUDAS, MERCHENTHALER, 2006;
FERNANDEZ et al., 2011; KRAEMER et al., 2001; SMITH et al., 2005).

A adiponectina, outra adipocina, foi inicialmente identificada no soro de
camundongos na década de 90 (SCHERER et al., 1995), é uma proteina ativa e secretada
por adipocitos que desempenha um papel importante na homeostase energética
(LINDSAY et al., 2002). Ao contrario da leptina que tem regulacdo positiva, a
adiponectina possui acdo negativa, em processos fisiologicos e na obesidade, como
catabolismo de glicose e &cidos graxos para obtencdo de energia e acdo da insulina
regulada negativamente em resposta a queda dessa adipocinas (SCHERER, 2006). Os
receptores (AdipoR1 e AdipoR2) da adiponectina estdo localizados nas células
endoteliais do cérebro, no hipotalamo (CHUNG et al., 2014; KIM et al.,, 2007;
YAMAUCHI et al., 2003).

A adiponectina estimula a proliferacdo e sobrevivéncia celular, diminuindo a
apoptose e estresse oxidativo durante a espermatogénese, em vista do maior transporte de
substratos energéticos como glicose e lactato, aumentando a concentragcdo espermatica
(KASIMANICKAM et al., 2013). Receptores da adiponectina ja foram encontrados em
células de Sertoli e Leydig de frangos, (OCON-GROVE et al., 2008) e em todo o
epididimo de carneiros, atuando na maturacdo espermatica (RAHMANIFAR,
TABANDEH, 2012). Em bovinos, as concentrac6es da adiponectina e a expressao do seu
MRNA foram maiores em animais com maior fertilidade (KASIMANICKAM et al.,
2013). Ja em camundongos o tratamento com adiponectina tem acgdo anti-inflamatoria
podendo prevenir a disfuncdo testicular induzida por citocinas pro-inflamatérias (WU et
al., 2013).



Na obesidade h& uma diminuicdo da adiponectina sugerindo (CARMINA et
al., 2005), acdo moduladora na regulacdo do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal,
podendo resultar no aumento de LH e reducdo de GnRH (RAK et al., 2017). Acredita-se
que a adiponectina tenha relacdo com a redugédo do potencial reprodutivo (KASHOU,
PLESSIS, AGARWAL, 2012), ja que esta diretamente correlacionada com a homeostase
energética e com algumas vias de sinalizacdo dos transporter glucose (GLUT)
importantes na espermatogénese. Desta maneira, adiponectina e leptina estdo fortemente
relacionadas com a atividade gonadal, com o papel autdcrino e paracrino, regulando as
vias de sinalizacdo para que as funcbes reprodutivas sejam executadas (RATO et al.,
2012).

2.2. Diabetes

O termo diabetes mellitus descreve o distdrbio metabolico com diversas
etiologias, alterando o metabolismo de proteinas, gorduras, carboidratos, devido a danos
na acdo e/ou secre¢do da insulina (ALBERTI, ZIMMET, 1999; ROGLIC et al., 2005).

O diabetes ¢ uma doenca com elevada incidéncia e de abrangéncia mundial, cuja
prevaléncia € de 5,83% em pessoas com idades entre 20 e 79 e esta 4° lugar como causa
de mortes anuais (RITCHIE, ROSER, 2018). Segundo a OMS (2016), estima-se que até
2.030, seja considerada uma epidemia, estando em 7° lugar na causa de mortes anuais, e
em 2.040 esse numero seja 4 vezes maior, atingindo 642 milhdes de brasileiros.

Existem dois tipos principais, o diabetes tipo 2, uma doenca metabolica causada
por alto indice de glicose no sangue, o qual é a grande maioria dos casos, caracterizada
pela deficiéncia na acdo da insulina, denominada de resisténcia a insulina, e o
agravamento da doenca leva a uma queda real na producdo de insulina. Geralmente
acomete individuos obesos, com forte predisposicao genética. J& a diabetes tipo 1, doenca
cronica autoimune, é causada pela apoptose das células B-pancreaticas, caracterizando a
deficiéncia na producao de insulina, com alguma predisposicdo genética, acometendo no
geral criancas e adultos jovens (SBEM, 2014).

A insulina é produzida no pancreas pelas células B, localizadas nas ilhotas de
Langerhans, sensiveis a glicose presentes na circulacdo sanguinea (Figura 1). Essas
células possui a proteina transporter glucose-2 (GLUT?2), através da qual ocorre o aporte
e entrada desse nutriente até as células. Nas células, a glicose sofre glicdlise para a
formacdo de ATP, levando ao fechamento dos canais de potéssio que levam a

despolarizacdo da membrana celular, abertura dos canais e entrada de célcio no meio



intracelular, promovendo a liberagdo e sintese de insulina na corrente sanguinea, que
nesse momento se junta a glicose circulante (Figura 2) (MATSCHINSKY, 1996;
PERALES, SENER, MALAISSE, 1988; PRENTKI, CORKEY, 1996).
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Figura 1. Acdo moduladora das taxas de glicose sérica pela insulina e glucagon. Fonte:

https://pt.wikipedia.org/wiki/Glicemia

A glicose é a principal fonte de energia dos tipos celulares de mamiferos. E uma
molécula grande e polar, que ndo ultrapassa diretamente a membrana, sendo dependente
do estimulo adequado da insulina (BELL et al., 1990). Para isso, nessas células alvo,
existem  proteinas  transmembrana  receptoras, como a  ecto-nucleotide
pyrophosphatase/phosphodiesterase 1 (ENPP-1) que possui uma subunidade o
(extracelular) e uma B (intracelular), responsavel pelo reconhecimento da insulina,
permitindo sua entrada na célula. Outras proteinas da familia da insulin receptor substrate
(IRS) fosforilam a molécula de insulina, ativando uma cascata de resposta que atua na
transporter glucose 4 (GLUT4) permitindo que a glicose entre na célula do tecido alvo.
Dentro da célula, as moléculas de glicose se combinam formando o glicogénio, e outras
moleculas de glicose recebem elétrons originando o piruvato, metabolizado na
mitocéndria liberando energia no ciclo de Krebs (CHANDALIA et al., 2012; PAN et al.,
2011; TUMURBAATAR et al., 2017).
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Figura 2. Mecanismo de liberacéo da insulina. Fonte:

https://pt.wikipedia.org/wiki/Regulagem_da_glicemia.

Quando esse mecanismo (entrada da glicose na célula) é afetado pela auséncia ou
acdo da insulina, compromete a sintese de glicogénio e proteinas, gliconeogénese e
glicolise, que sdo importantes fontes de energia no tecido musculo-esquelético
(glicogénio) e no tecido adiposo (triglicerideos). Mudangas na concentracdo ideal da
insulina é um fator de risco para doencgas como hipertenséo, aterosclerose, hiperglicemia,
doencas cardiovasculares, cancer, insuficiéncia renal, retinopatia, neuropatia e disfuncéo
sexual (HOLLAND et al., 2007).

Os estudos tem apontado maior ocorréncia do diabetes mellitus em homens no
auge de sua fase reprodutiva, por isso busca-se uma relacdo com a infertilidade masculina
(PETROIANU et al., 2009; PONTES et al., 2011; SINGLA, BARDOLOI, PARKASH,
2010). O diabetes pode produzir disfuncdo erétil e ejaculacdo retrograda em homens
(ANDERSON et al., 1993; RODRIGUEZ-RIGAU, 1980).

O papel da célula espermatica consiste na transferéncia do DNA haploide
masculino para o DNA feminino (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007), capacidade
fecundante, que garanta sua funcionalidade ao longo do trato genital da fémea para fusao
dos gametas (ANDO, AQUILA, 2006; AQUILA et al., 2005). Isso demanda gasto de
energia principalmente para manter sua motilidade, capacitacdo e reacdo acrossdmica,

havendo muito consumo de ATP, sendo que sua principal fonte energética provem de



acucares como a glicose, adquiridas pelas vias metabdlicas, glicdlise e a fosforilagdo
oxidativa. Essas células sdo compostas por uma bainha mitocondrial localizada na pecga
intermediaria, local onde ocorrem esses processos, catabdlicos e balanco ibnico (VAN
TILBURG et al., 2008).

As GLUTs também estdo presentes em diferentes tipos celulares, incluindo as
celulas espermaticas. Estas proteinas sdo responsaveis pelo transporte dependente de
insulina da glicose nos espermatozoides (AQUILA et al., 2005). Em humanos a GLUT1,
GLUT2, GLUT3 (ANGULO et al., 1998), GLUT4, GLUT5 (BUCCI et al., 2011),
GLUT8 (AUGUSTIN, RILEY, MOLEY, 2005) e GLUT9 (MANOLESCU et al., 2007)
estdo distribuidas em diferentes porcdes da célula espermatica, incluindo a cabeca
(acrossomo) e cauda (peca central e principal), como demonstrado na figura 3. O
espermatozoide produz insulina, a qual é responsavel pela modulagcdo autocrina da
glicose, via fosfato pentose e atividade da enzima glucose-6-phosphate dehydrogenase
baseado na necessidade energética das células, independente da insulina sistémica
(AQUILA et al., 2005). Esse mecanismo esta envolvido na inducdo da capacitacdo
espermatica (ANDO, AQUILA, 2006). Além disso, sugere-se que a insulina pode ser
usada como componentes de meios diluentes para criopreotecdo espermatica (AQUILA
et al., 2005; VAN TILBURG et al., 2008).
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Figura 3. Representagéo da localizac¢éo dos transportadores de glicose em todas as partes
do espermatozoide. Fonte: (DING et al., 2015).



Outras alteracBes causadas pela queda da insulina na estrutura das células
espermaticas sdo alteragdes na membrana plasmatica, acrossomo, e mitocondria,
observadas por microscopia eletronica (BACCETT] et al., 2002).

Receptores de insulina também ja foram observados nas células somaticas
testiculares, como as células de Sertoli, as quais sdo dependentes da metabolizacdo de
substratos como a glicose (BOUSSOUAR, BENAHMED, 2004; GRISWOLD, 1998).
Este processo € controlado por insulina e testosterona. Essas células possuem capacidade
de produzirem lactato anaerdbico por glicolise (glicose), para manutencdo de ATP, em
vista de seu uso exacerbado para obtencdo de energia em células germinativas
(espermatdcito e espermatides) (JUTTE et al., 1981; RIERA et al., 2002), além disso o
lactato também possui efeito anti-apoptético (ERKKILA et al., 2002).

Estudos demonstram que a privacdo de insulina in vitro nas células de Sertoli leva
a diminuicdo do consumo de glicose e, consequentemente, da secrecdo de lactato. Os
niveis de transcricdo de genes associados com o metabolismo do lactato foram
diminuidos, juntamente com genes envolvidos na captacédo de glicose (OLIVEIRA et al.,
2011, 2012) Além disso, a infusdo intra-testicular de lactato aumenta a espermatogénese
de ratos e esse mecanismo € afetado pela auséncia ou inatividade da insulina,
consequéncias advindas do diabetes mellitus (COURTENS, PLOEN, 1999).

Outras alteracGes ocorrem também em gonadotrofinas hipofisarias. Normalmente
0 horménio foliculo-estimulante (FSH) regula as funcdes da célula de Sertoli, necessarias
para a maturacdo espermatica normal e o horménio luteinizante (LH) controla as fungdes
das células de Leydig a secretarem testosterona (KIANIFARD, SADRKHANLOU,
HASANZADEH, 2012). Vem sendo relatado que a insuficiéncia ou comprometimento
da acdo reguladora da insulina nas células de Leydig e Sertoli, leva a alteracGes
importantes em pacientes diabéticos, pois atua nas funcdes enddcrinas dos testiculos que
sdo controlados pelas gonadotrofinas.

A funcdo de maior importancia da insulina, é a modulacdo dos niveis de FSH no
sangue, e sua diminuicdo € descrita em experimentos com ratos diabéticos. Como o FSH
atua sinergicamente com o LH seus niveis também sdo reduzidos, com isso ha uma
diminuicdo dos nimeros de células de Leydig, levando a baixa producéo de testosterona,
esses efeitos afetam a proliferagdo e metabolismo celular que alteram a espermatogénese,
acarretando producéo insuficiente de espermatozoides (CAl et al., 2000; CORONA et al.,
2011; OKSANEN, 1975; ORTH, MURRAY, BARDIN, 1979; OZDEMIR, PEKER-
AKALIN, BASPINAR, 2009; RATO et al., 2015). Outra consequéncia descrita em
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resposta ao declinio da testosterona é diminuicdo do peso testicular e dos 6rgdos sexuais
(KARIMI et al., 2012).

Além das alteragdes hormonais associadas com o indice glicémico elevado,
também ocorre aumento do estresse oxidativo, caraterizado pelo desiquilibrio na geracéo
de radicais livres com capacidade oxidante e antioxidante, levando a alteragcdes como,
peroxidacdo lipidica, fragmentacdo do DNA nuclear e mitocondrial dos espermatozoides
e oxidacdo de diferentes moléculas que causam danos a membrana plasmatica
(BARBOSA et al., 2010). Os danos a membrana alteram a permeabilidade, fluidez e
integridade celular (AUST et al., 2001). Essas alteracfes espermaticas, especialmente 0s
danos ao DNA, levam a infertilidade ou ineficiente mecanismo de reparo do DNA,
podendo ser a causa para defeitos mutagénicos no embrido (LECHLEITNER et al., 2000;
LIMA, ABDALLA, 2001).

Os antioxidantes presentes no sémen sdo potentes agentes antiglicantes
protegendo contra os produtos da glicacdo avancada (AGE) (MALLIDIS et al., 2007,
2009). Mudangas na expressao dos AGES pode ser a causa para 0 aumento dos receptores
para 0s produtos finais da glicacdo avancada (RAGE), descritos em complicacGes
relacionadas ao diabetes, resultando em respostas inflamatdrias com a liberacdo de
citocinas (YAN et al., 2009). Estudos demonstram correlacao positiva entre 0 aumento
de AGES, produtos da peroxidacdo lipidica e danos ao DNA, sugerindo um papel
fundamental nos disturbios espermaticos de homens diabéticos, ja que a ativacdo do
RAGE aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e isso leva a
fragmentacdo do DNA (KARIMI et al., 2012; MALLIDIS et al., 2009).

2.4. Implicacoes da diabetes e obesidade na proteomica reprodutiva

A obesidade, diabetes e associacdo dessas duas enfermidades pode alterar o perfil
protedmico das células espermaticas. Kriegel et al. (2009) estudaram diabéticos tipo 1,
obesos ndo-diabéticos e homens férteis clinicamente saudaveis. Foram encontradas 7
proteinas espermaticas associadas com o grupo diabetes tipo 1 (prolactin-induced
protein, A-kinase anchoring protein 4, annexin A1, mitochondrial ferritin, hydroxysteroid
(17-b) dehydrogenase 10 isoform 1, importin subunit b-3 [karyopherin b-3, ran-
bindingprotein 5, RanBP5] e semenogelin 1 preproprotein) e 9 associadas a obesidade
(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, spermatogenic, outer dense fibre protein 1,

glycerol kinase, testis specific 1, semenogelin 2, fibrinogen-like 1 precursor, glutathione
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S-transferase x 2, lysozyme-like protein 1 precursor, chromosome 9 open reading frame
24 e outer dense fibre protein 1).

O perfil proteico de espermatozoides de homens obesos ndo-diabéticos (n = 13),
diabéticos tipo 1 (n = 8), diabéticos tipo 2 (n = 7) e normozoospérmicos (n = 21)
identificou 3.187 spots e 79 diferenciais. Apds a espectrometria de massas, foram
identificados niveis diferenciados de 12, 71 e 13 proteinas no proteoma dos grupos
diabetes tipo 1, tipo 2 e obesos ndo-diabéticos, respectivamente. Além disso, uma forma
molecular da semenogelin-1, uma da clusterin e duas da lactotransferrin, que fazem parte
do complexo eppin (epididymal proteinase inhibitor), cuja funcdes estdo correlacionadas
com a fertilizacdo, protecdo espermatica, regulacédo da motilidade e reacdo do acrossomo,
foram elevadas nos mesmos grupos. Este aumento foi associado com a resposta a
hiperglicemia e ao estresse oxidativo. A proteina p-galactosidase-1 apresentou-se
diminuida em todos os grupos, exceto nos homens normozoopérmicos (PAASCH et al.,
2011). A p-galactosidase-1 possui atividade de glicosil hidrolase e estd em abundancia
na cauda do epididimo, sugerindo que seu papel seja o0 de alterar glicoproteinas na
superficie da celula espermatica durante a maturacdo (DACHEUX et al., 2005).

Em ratos (Sprague-Dawley) com obesidade induzida por dieta hiperlipidica foram
encontradas 6.795 proteinas no tecido tescticular, sendo 107 expressas diferencialmente.
Destas proteinas, 67 foram downregulated e 40 upregulated no grupo tratado. As
proteinas mais relavantes foram relacionadas as fungdes antioxidantes, importantes para
a espermatogénese. A spink2 (serine protease inhibitor Kazal-type 2) foi upregulated no
grupo tratado, sugerindo um mecanismo compensatorio, ja que a proteina pertence a
familia das proteinas spinks, inativa a acrosina durante a maturacdo espermatica, na qual
esta € transportada do reticulo endoplasmatico para o complexo de Golgi. Na auséncia da
spink2, hd uma desorganizacdo do complexo de Golgi, 0 acrossoma ndo € formado e a
espermatogénese € interrompida na fase de espermatide redonda. Ja a CRISP-1, da familia
das cysteine-rich secretory protein (CRISP) estava downregulated no grupo tratado. Esta
proteina é incorporada ao espermatozoide durante a maturacdo no epididimo e esta
envolvida na fertilizacdo, o que justifica as menores concentracfes em ratos tratados
(XIU-YAN et al., 2018).

O perfil proteico de espermatozoides de humanos obesos com astenozoospermia
foi comparado a homens normais. Foram encontradas 1.975 proteinas, sendo que em 127
a expressdo foi diferencial. Destas proteinas identificadas, 105 estavam downregulated e

22 upregulated. As proteinas com expressao diferenciada foram divididas em subgrupos.
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O subgrupo 1 foi composto por 18 proteinas relacionadas com o citoesqueleto, o subgrupo
2, 14 proteinas envolvidas no sistema de endomembrana (vesiculas associadas ao
complexo de golgi e reticulo endoplasmaético) e o subgrupo 3, 14 proteinas associadas
com o metabolismo celular. Além disso, proteinas como a endoplasmic reticulum
chaperone, protein disulfide isomerase (ERp57), actin-binding proteins foram
downregulated nos obesos e estdo associadas com a fertilidade e motilidade espermatica
(LIU et al., 2014).

2.5. Citocinas

Hipertrofia do tecido adiposo induz a infiltragdo e proliferacdo de macr6fagos e
alteracdo na secrecdo de adipocinas levando a inflamagéo crénica de baixa intensidade.
Este quadro, associado ao aumento de acidos graxos livres circulantes, provoca aumento
de ingestdo alimentar, diminuicdo do gasto energético, além da alteracdo na homeostase
de tecidos periféricos, como musculo e figado, promovendo acumulo ectopico de gordura,
inflamacéo e resisténcia a insulina (SPERETTA, LEITE, DUARTE, 2014).

Citocinas séo proteinas que modulam a resposta celular imune e inflamatoria pela
regulacdo da proliferacdo, diferenciacéo e atividade celular (ANDERSON et al., 1993;
KELLY, 2001). A obesidade e o diabetes foram relacionados com o nivel circulante de
citocinas e proteinas associadas com a resposta inflamatoria sistémica (PICKUP,
FRCPATH, 2004; WELLEN, HOTAMISLIGIL, 2005).

Apesar da obesidade e diabetes serem enfermidades diferentes e independentes,
podem coexistir, e o aparecimento do diabetes ocorre frente a obesidade. Durante a
obesidade ha um acumulo de tecido adiposo em diferentes 6rgaos, incluindo o testiculo.
Os adipdcitos possuem capacidade secretoria de citocinas (BULLO et al., 2003;
TRAYHURN, 2007) e isso tem sido relacionado com a sindrome metabdlica que causa
desordem no organismo, levando a estados cronicos (YUDKIN et al., 1999). Este
acumulo induz a infiltracdo e proliferacdo de células do sistema imune (macréfagos) e
diminui a secrecdo de adiponectina e aumenta de leptina. Estas alteracGes induzem a
reacdo inflamatoria crénica e de baixa intensidade. Os macrofagos produzem fator de
necrose tumoral (TNF-a) (ROSE; KOMNINOU, STEPHENSON, 2004), que sé&o
citocinas responsaveis por mediar a acdo da interleucina 6 (IL-6) (CALLE, KAAKS,
2004; CHIELLINI et al., 2002). Juntas, as citocinas (TNF-a e¢ IL-6) ativam outras vias
pro-inflamatorias (WELLEN, HOTAMISLIGIL, 2005) e quando elevadas, em modelos

com obesidade induzida e/ou diabetes, mediam a resisténcia a insulina. Além disso,
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quando as citocinas sdo neutralizadas parece haver alteracdo (COPPACK, 2001) ou
diminuicdo da taxa de fosforilagdo, impedindo a insulina de transloucar o
GLUT4/substrato do receptor (IRS-1) (HOTAMISLIGIL, SHARGILL, 1993),
impedindo a entrada de glicose na célula.

As citocinas estdo também relacionadas com as adipocinas como a leptina e a
adiponectina (WEISBERG et al., 2003). A leptina leva ao recrutamento de linfocitos T,
frente ao processo pro-inflamatério (LORD et al, 1998; MARTI, MARCOS;
MARTINEZ, 2001). Além disso, hd uma correlagdo positiva entre a concentracdo de
TNF-a e IL-6 (citocinas pré-inflamatdrias) com a da leptina, mediando a hiperleptinemia
na obesidade (FRUHBECK et al., 2001; SETHI, HOTAMISLIGIL, 1999). Também &
descrito que as citocinas estimulam maior capacidade fagocitaria dos macrofagos e o
recrutamento de neutrofilos intensificando a resposta imune (WOLF et al., 2004).

As alteragGes nas adipocinas e nas citocinas sdo proporcionalmente relacionadas
com o indice de massa corporal. Em vista disso, estas proteinas sdo consideradas
mediadores do estado nutricional e podem ser uma ferramenta para o tratamento da
obesidade (JELLEMA, PLAT, MENSINK, 2004). Alem disso, estudos conduzidos em
ratos e humanos sdo encontradas altas concetracbes de TNF-a e IL-6 nos testiculos,
epididimos, vesicula seminal e prostata, e uma correlagdo positiva com indice de massa
corporal, indicando, que a inflamacdo advinda da obesidade, atua sobre a qualidade
espermatica.

As citocinas também sdo secretadas pelas células testiculares em condigcdes
normais, as quais atuam nas células Leydig, Sertoli, espermatozoides, e estdo
relacionados com producéo de testosterona (CHAVARRO et al., 2010; HEDGER, 2002;
HEDGER, MEINHARDT, 2003). A IL-6 e 0 TNF-a sdo produzidos pelas células Sertoli
ou espermatogénicas, atuando de maneira ciclica na maturacdo do epitélio seminifero,
sugerindo acdes centrais nas fungdes testiculares (O’BRY AN, HEDGER, 2008). Atuam
na barreira fisica hematotesticular e na regulacdo do eixo-hipotalamo-hipofise-gonadal.
Nessas condi¢des o funcionamento da fisiologia reprodutiva nao € alterado, mas qualquer
alteracdo na homeostase pode levar a infeccdo e inflamacdo, podendo culminar a
infertilidade masculina (COHEN et al., 2002).

A interleucina IL-8 também € uma citocina e um potente quimiotatico, proteina
capaz de recrutar neutrofilos e linfécitos T para o espago subendotelial. (GERSZTEN et
al., 1990). Possui funcdo também de inibir a expressdo de metaloproteinases e quando

esse mecanismo esta desregulado ha o aumento dessas endopeptidases (MOREAU et al.,
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1999). A IL-8 também estd aumentada em pacientes diabéticos (ZOZULINSKA et al.,
1999).A IL-8 é produzida por adipécitos humanos (BRUUN et al., 2003; BRUUN,
PEDERSEN, RICHELSEN, 2001) e h4d um aumento dos niveis plasmaticos da citocina
em individuos obesos e diabéticos, possui as mesmas alteragdes e interacbes que as
descritas anteriormente (STRACZKOWSKI et al., 2002; TROPF et al., 2017).

Como mencionado, a obesidade esta associada com a diminuicdo da testosterona,
concentracdo de espermatozoides, motilidade e danos ao DNA espermatico (POZZA,
ISIDORI, 2018). Na obesidade, a IL-8, uma citocina pré-inflamatéria, pode ter influéncia
na fungdo espermética e no desenvolvimento de inflamagdo no testiculo e prostata,
havendo uma relagdo positiva entre o IMC, anormalidades na préstata (LOTTI et al.,
2011).

2.7. Indugéo da Obesidade

As dietas de cafeteria possuem diferentes composicgdes, ricas em carboidratos,
gorduras, glicose, que em geral fornecem macronutrientes. Comumente séo consideradas
hiperglicidicas, levando as alteracdes na taxa de adiposidade e no metabolismo glicémico,
atribuido a palatabilidade, ocasionando uma hiperfagia por alimentagcdo heddnica (por
prazer), tendo como resultado o aumento acentuado do peso (HEYNE et al, 2009).

Atualmente, mediante a crescente industrializacdo e mecanizagdo cada vez mais
abundante na maioria dos paises, levou a mudancas nos padrées comportamentais e
alimentares da sociedade (LOPES, 2008), em resposta, os individuos se tornam cada vez
mais sedentarios. Além disso, houve um aumento no teor energético dos alimentos
produzidos. Esses fatores vem sendo a causa do aumento abrupto da obesidade nos seus
diferentes niveis, afetando a sobrevida humana. (ENES, SLATER, 2010). Em busca de
entender como essa doenca e seu agravamento € causada por tais fatores, tem se usado as
dietas de cafeteria em modelos experimentais, que mimetizam desiquilibrios como
alteracdo do indice glicémico, fonte principal para o surgimento das alteracdes
metabolicas (PAWLAK, KUSHNER, LUDWIG, 2004).

Os protocolos utilizados para inducdo da obesidade em modelos experimentais,
apresentam diferentes demonominacéo, devido a grande variacdo na composicdo da dieta,
apresentando tambem diferencas no tempo de indugdo para desenvolvimento da
obesidade, caracterizado pelo acumulo execissivo de tecido adiposo. Demonstrado na
tabela 1.
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Tabela 1. Dietas utilizadas para induc¢apo da obesidade em ratos Wistar machos.

Denominacdo dadieta ~ Composicdo da dieta  Tempo de indugéo Artigo
(semanas)
Dieta de cafeteria Amendoim, queijo, 12 Buyukdere;
batatas fritas, biscoitos, Gulec; Akyol,
salgadinhos de milho, 2019
bolachas, chocolates
Dieta hiperlipidica Manteiga, 6leo de soja 12 Buyukdere;
Gulec; Akyol,
2019
Dieta com alto indice Rac&o comercial, leite 17 Luz et al, 2018
glicémico e carga condensado, agucar
(HGLI) refinado
Dieta rica em gordura Banha 10 Kindel et al.,
(HFD) 2017
Dieta de cafeteria Racg&o comercial, 5 Almeida et al,
chocolate, amendoim e 2015
biscoito
Dieta hiperlipidémica Racdo comercial, 18 Ballestreri;
Amendoim torrado, Marcon;
chocolate ao leite, Tavares, 2015
bolacha mainzena
Suplementacdo com Sacarose dissolvida em 13 Malafaia et al,
sacarose agua 2013
Dieta de cafeteria Bolacha recheada, Leite 5 Macedo et al,
condensado, Salgadinho, 2012
Salsicha, Waffer,
Refrigerante
Dieta hipercalorica Racdo comercial, leite 8 Almeida et al,
condensado, 0leo de 2011
milho
Dieta hiperlipidica Racdo comercial, 15 Aragno et al,
Colesterol- 2009

dehydroepiandrosterone
(DHEA) + frutose
dissolvida em agua

2.7. Inducéo do Diabetes

A estreptozotocina € um derivado de nitrosoureia monofuncional, um dos tipos
de agentes alquilantes eletrofilicos que podem interagir covalentemente com regides
nucleofilicas (N-metil-N-nitrosoureia), de moléculas organicas, como DNA. Esse agente
alquilante foi isolado da bactéria Streptomyces achromogenes, capaz de metilar
diretamente o DNA por ser genotéxico (BOLZAN; BIANCHI, 2002), causando
aberragcdes cromossomicas e morte celular. Em especifico destroem seletivamente as
células B, das ilhotas de Langerhans (CISTERNAS, 2000), causando insuficiéncia
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insulinica primaria do pancreas por destruir sua parte enddcrina (LERCO et al., 2003),

por isso denominado como diabetogénica (BOLZAN; BIANCHI, 2002).

Para inducdo do diabetes quimico com estreptozotocina, em modelos

experimentais, séo utilizadas diferentes doses/kg/vezes, assim como diferentes vias de

aplicacdo, variando também os valores glicémicos que caracterizam a doenga. Além disso

séo descritos para inducdo dos dois tipos de diabetes (tipol e 2), como demonstrado na

tabela 2.

Tabela 2. Uso da estreptozotocina para inducdo do diabetes, em ratos Wistar machos.

Viade Aplicacdo  Aplicacdo  Tipo de diabetes Valores glicémicos Artigo
aplicagéo (mg/kg) (x) (1ou?2) (mg/dL)
Intraperitoneal 40 1 2 288 Magalhées et
al, 2019
Intraperitoneal 50 1 1 300 Naderi et al,
2019
Intraperitoneal 100 1 2 200 Wietzycoski
et al, 2016
Intraperitoneal 30 1 2 280 Quian et al,
2015
Intraperitoneal 45 1 - - Navarro-
Casado et al,
2013
Intraperitoneal 60 1 - - Navarro-
Casado et al,
2013
Intraperitoneal 35 1 2 198 Santos et al,
2012
Intraperitoneal 100 1 2 200 Rosa et al,
2011
Endovenosa 40 1 1 250 Silva et al,
2011
Intraperitoneal 75 3 1 120 Henriques et
al, 2010
Intravenosa 40 1 1 250 Sales et al,
2010
Veia dorsal 40 1 1 - Oliveira et
peniana al, 2009
Subcutanea 45e 25 2 1 350 Sugimoto;
Yagihashi;
2002
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HIPOTESE
Com esse estudo, espera-se responder a hipdtese que a obesidade e diabetes sdo capazes
de alterar a capacidade reprodutiva no macho diminuindo a qualidade do sémen a nivel

proteico ou levar a infertilidade.

OBJETIVO GERAL

A obesidade tem alto indice mundial e acarreta diversas outras doencas, por
exemplo, o diabetes, e vém sendo levantada como uma das causas de infertilidade em
diferentes espécies e em humanos. Pretende-se identificar diferencas na capacidade
reprodutiva e no perfil protebmico de ratos obesos e diabéticos e seus impactos sobre a

capacidade reprodutiva de macho.



CAPITULO 2



ARTIGO 1
Artigo redigido de acordo com as normas da revista Fertility and Sterility

https://www.fertstert.org/content/authorinfo

Implications of obesity and diabetis on protemic of sperm cell
Marcos G. Carvalho, BIO, Kelry M. Silva, M.V., M.Sc., Viviana-Helena V. Aristzabal,
M.V., M.Sc., Ph.D., Pablo-Eduardo O. Ortiz, M.V., M.Sc., Cristiane S. Paranzini, M.V.,
M.Sc., Fabiana F. Souza, M.V., MSc., Ph.D.

Department of Animal Reproduction and Veterinary Radiology, School of Veterinary
Medicine and Animal Science, Sdo Paulo State University (UNESP), Botucatu, S&o

Paulo, Brazil.

*Correspondence: Dr. Fabiana F. Souza, Department of Animal Reproduction and
Veterinary Radiology, School of Veterinary Medicine and Animal Science, Sdo Paulo
State University (UNESP), Rua Prof. Dr. Walter Mauricio Correa, s/n, Rubido Junior,
Botucatu, SP  18681-681, Brazil. Tel: +55 14 3880-2237. E-mail:

fabiana.f.souza@unesp.br



Abstract

Objective: Estudar os efeitos da doenca sobre o perfil proteico e parametros espermaticos
de de ratos obesos ou diabéticos. Ambos 0s grupos apresentaram alteracdes na citologia
testicular, apresentando redugéo

Design: Foi induzido obesidade e diabetes em ratos Wistar com n amostral/grupo (10).
Result(s): Houve aumento e diminuigdo do peso corporal nos grupos obesos e diabéticos
respectivamente. Os animais diabéticos apresentam aumento significativo no indice
glicémico. Quanto as alteragdes sistémicas houve aumenta da leptina no grupo obeso e
reducdo da adiponectina nos diabéticos. Na citologia testicular houve aumento na
concentracdo de das linhagens finais da espermatogénese e, aumento das células de
Sertoli, e na morfologia houve reducao de células normais nos grupos diabéticos e obesos,
quando comparados ao controle. Na analise protedmica, foram identificadas 15 proteinas
como importantes na separacdo dos grupos, 14 encontravam-se menos expressas no grupo
diabético e 7 obeso. Apenas 1 proteina foi mais expressa no grupo diabético e 8 no obeso.
A maioria dessas peoteinas foram relacionadas com a producdo de ATP e funcéo
estrutural.

Conclusion(s): Ha poucos trabalhos com protedmica de espermatozoide frente a
obesidade e diabetes. Foram relatadas proteinas ndo identificadas em estudos anteriores.

Assim, essas descobertas podem tornar-se marcadores uteis da fertilidade.

Key Words: Metabolismo, fisiologia reprodutiva, citocina, protebmica



INTRODUCAO

Em humanos, atualmente estima-se que a infertilidade atinja 10% a 20% dos
casais em idade reprodutiva, e em aproximadamente 30% dos casos, a infertilidade é
causada apenas por fatores masculinos (producdo baixa ou inadequada de
espermatozoide, habitos de vida e doencas). Portanto, a avaliacdo e o tratamento assumem
uma importancia crucial, para doencas associadas com a infertilidade como a obesidade
e diabetes, as quais podem ser concomitantes. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS, 2010) estima que aproximadamente 80 milhdes de pessoas ao redor do mundo
apresentam obesidade (1).

O diabetes € uma doenca com elevada incidéncia e de abrangéncia mundial, cuja
prevaléncia é de 5,83%, em pessoas com idades entre 20 e 79, dentro dessa faixa etaria,
homens que estdo no auge da fase reprodutiva sdo acometidos (2—4)

As alteracGes como, resisténcia ou baixa producdo de insulina, hiperglicemia,
mudangas nos niveis, leptina, adiponectina e citocinas pro-inflamatorias, afetam a
espermatogénese (5), reduzindo o potencial reprodutivo (6), desenvolvimento do
hipogonadismo (7-9), aumento do estresse oxidativo (10), declinio da testosterona (11),
podendo levar a infertilidade (12,13).

Em vista da importancia da obesidade, do diabetes e 0s danos causados por
alteracdes sistémicas, sobre a fertilidade masculina, este estudo tem como objetivo
identifica-las avaliando suas consequéncias sobre a capacidade reprodutiva de ratos
obesos ou diabéticos. Utilizando a espectrometria de massas como ferramenta para obter
o perfil proteico global, avaliando descobertas que possam servir como potenciais alvos
terapéuticos de intervencdo ou biomarcadores para diagnosticos ou prognostico da

infertilidade masculina.

MATERIAIS E METODOS
Aspectos éticos

O projeto foi realizado de acordo com os preceitos éticos recomendados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da Instituicdo (n® 0142/2017).

Animais e dieta

Foram utilizados 30 ratos (Rattus novergicus) da linhagem Wistar com 55 dias de



idade (~ 1 ano em humano) (14), pesando cerca de 130 g, alojados em caixas (41 x 34 x
16 cm), com densidade populacional de 2 animais/caixa, em ambiente climatizado a 22°
C. Os ratos foram separados em 3 grupos, sendo controle (n = 10), obesos (n = 10) e
diabéticos (n = 10). Para os grupos controle e diabéticos foi oferecida ragdo comercial 25
g/animal/dia, totalizando 50 g por gaiola e 4gua ad libitum. Para o grupo obeso foi
oferecida a dieta de cafeteria (15) e agua ad libitum contendo 5% de sacarose.

A dieta foi constituida de 100 g de racdo comercial triturada em um moinho
utilizando peneira n° 3 para formagdo de granulos finos, acrescida de 100 mL de leite
condensado, 21,2 g de acucar refinado e 80 mL de &gua filtrada. A mistura foi
homogeneizada manualmente até obtencdo de uma massa firme. Em seguida, a massa foi
depositada em formas de silicone com formato cilindrico e assada em forno por 40
minutos a 180° C. (REFERENCIA).

Delineamento experimental

Os animais foram adquiridos do Biotério da Instituicdo aos 36 dias de idade,
separados nos grupos experimentais e mantidos por 18 dias para adaptacdo. Apds o
periodo de adaptacdo, os ratos foram pesados (peso inicial), procedimento repetido uma
vez/semana até o final do estudo. Os resultados da variacdo do ganho de peso foram
expressos em gramas (g).

O tempo total de estudo foi 285 dias, sendo 19 de periodo de adaptacéo e 266 dias
de tratamento.

O grupo controle e diabético receberam dieta controlada e agua ad libitum durante
todo o periodo experimental. O grupo diabético no 213° dia, apds jejum de 12 horas, 0s
ratos foram pesados e receberam 35 mg/kg de estreptozotocina (Sigma-Saint Louis,
Missouri, USA) (REFERENCIA)diluida em 1 mL de solucdo de 0,01 M de citrato de
sodio pH 4,5 filtrado (filtro 0,22 um), por via intraperitoneal em aplicacdo Unica
(REFERENCIA). Os ratos foram considerados diabéticos quando apresentaram perda de
peso corporal e niveis de glicemia maiores ou iguais a proximo a 120 mg/dL,
determinados com glicosimetro digital. O grupo controle e obesos receberam uma
aplicacdo unica de 1 mL da solucdo de diluicdo do indutor do diabetes, pela mesma via

(16) e também foram pesados anterior ao procedimento.
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Figura 1 Grafico temporal do delineamento experimental ilustrando os momentos de tratamento

para cada grupo.

Aos 285 dias (no grupo diabéticos, 53 dias apos a aplicagdo do produto,
respeitando o ciclo da espermatogénese no rato) (17), (~ 25 anos em humano) (14), todos
os ratos foram eutanasiados, apds a sedacdo com cetamina (87,5 mg/kg) e xilazina (7,5
mg/kg), com posterior inducdo da parada cardio-respiratéria com tiopental,
intraperitoneal, como sugerido pelo CONCEA (2013). Apos a sedacdo, o sangue de cada
animal foi colhido por puncéo cardiaca, centrifugado por 10 minutos a 1.000 g a 4° C,
para obtencdo do soro. O soro foi armazenado a -80° C até analise das concentracdes de
testosterona, adiponectina, leptina e IL-8. A seguir, foi medido o comprimento naso-anal
e aferido o peso corporal final para o calculo do indice de Lee. Para isso, foi subtraido o
peso final pelo peso inicial e colocados na férmula: raiz ctibica do peso corporal expressos
em gramas dividido pelo comprimento naso-anal em centimetro, sendo multiplicados por
mil (18). Em ratos, esse parametro equivale a massa corporal para humanos (19). Apos a
eutanasia, a laparotomia foi executada e a gordura retroperitoneal e gonadal foram
individualizadas e dissecadas, para avaliacdo da porcentagem de gordura corporal (20).
Os testiculos/epididimos foram colhidos para extracdo dos espermatozoides

epididimarios e histologia.

Citologia testicular
Os testiculos esquerdos foram seccionados no sentido transversal utilizando uma

navalha descartavel para microtomo. A seguir, as por¢des com o parénquima testicular



exposto foram pressionadas em uma lamina de vidro (imprint). As laminas foram secas
ao ar e coradas pelo método pandtico rapido. Entdo foram avaliadas em microscopia
Optica, em um aumento de 1,000X. Foram contados os tipos celulares espermatogonias,
espermatdcitos primarios e secundarios, espermatides, espermatozoides, até atingirem o
tal de 200 células de. Com excecdo das células de Sertoli e Leydig, que foram contadas

separadamente (21).

Morfometria dos tbulos seminiferos

Por¢des do testiculo esquerdo, previamente utilizadas, foram armazenadas em
cassetes em formalina 10% tamponada por 48 horas e, posteriormente, transferidos para
0 alcool 70%. Entdo foram submetidas a processamento histoldgico de rotina e coradas
com hematoxilina e eosina.

As avaliagdes morfométricas foram realizadas utilizando-se o software
ImagePro® (Discovery, Media Cybernetics, 2005) e microscopia éptica (Olympus BX50,
1993). Em cada amostra foram fotografados 10 campos em aumento de 100X, avaliando
0s tubulos seminiferos. As observacdes realizadas consistiram na quantificacdo do
namero de tabulos seminiferos/area pre-estabelecida, o didmetro dos tubulos seminiferos,

a espessura do epitélio germinativo.

Extracdo e avaliacdo dos espermatozoides epididimarios

O epididimo direito foi separado do testiculo e os espermatozoides foram colhidos
por peruracdes da cauda com agulha hipodérmica de 18G. Os tubulos foram expostos
permitindo o extravasamento dos espermatozoides (22) e permaneceram imersos em 2
mL do meio BWW. O meio BWW foi preparado de acordo com Whitten e Whittingham
(1971) com modificacdes, porém com osmolaridade de 290 mmol/kg com adicdo de
NaCl. A amostra foi mantida em placas de Petri (40 x 10 mm) descartaveis esterilizadas
sobre uma mesa aquecedora (37° C). A concentracdo espermatica foi determinada em
camara hematimétrica de Neubauer ap6s a diluicdo de 1: 20 em formol-salina tamponada.
Os espermatozoides foram contados sob microscopio de contraste de fase, num aumento
de 400x e o numero de células foram expressos em milhdes/mL. A morfologia
espermatica foi conduzida usando o método de camara Umida, utilizando as amostras
diluidas em formol-salina para a determinacéo da concentracdo espermatica.

A amostra restante foi encaminhada para anélise da peroxidacdo lipidica em

citometria de fluxo. Uma aliquota foi diluida em meio de Tyrode na concentragdo de 5 x



10° espermatozoides/mL, avaliando a peroxidagdo lipidica dos espermatozoides. Para
isso em duas aliquotas de 499,5 puL. de amostra foram adicionados 0,5 pL Cl11-
BODIPY®%859 (1 mg/mL, D-3861, Molecular Probes, Inc., Eugene, Oregon, EUA) a 37°
C por 30 minutos. Entdo as amostras foram centrifugadas a 300g por 10 minutos, o
controle negativo foi ressuspendido em 1 mL de meio Tyrode, o controle positivo em 80
uM de sulfato ferroso (Fe2SO4) e 5 uM hidroperéxido de cumeno (CuOOH) (Sigma
Chemical Co., S&o Paulo, Brasil) por 15 minutos em temperatura ambiente no escuro.
Entdao, 1 uL Hoechst 33342 (100 pg/mL, H-1399, Molecular Probes, Inc., Eugene,
Oregon, EUA) foi adicionado e reincubado a 37° C por 5 minutos. Um total de 10.000
eventos/amostra foi analisado pela citometria de fluxo (BD LSRFortessa ™, Becton
Dickinson, Mountain View, CA, USA), equipado com 3 lasers de excitacdo (violeta: 405
nm 50 mw; azul: 488 nm 50 mw; vermelho: 640 nm 40 mwinc.). A fluorescéncia verde
(FL1) foi colhida pelo filtro 580 nm marcando peroxidacéo e a fluorescéncia vermelha
(FL3) por filtro de 635 nm marcando néo peroxidagdo. Assim foi medida a interacéo entre
os &cidos graxos ligados ou ndo a radicais peroxila, para avaliacdo da integridade de

membrana (23).

Preparacao das proteinas espermaticas

Apos a colheita das células espermaticas da cauda do epididimo direito, as
amostras foram preparadas para protedmica. Os espermatozoides foram lavados 3x em
PBS pH 7,0 contendo inibidor de proteases (0,8 mmol EDTA, 1,0 pg/mL aprotinina, 1,0
ug/mL leupeptina ¢ 35,0 pg/mL PMSF [phenylmethylsulfonil fluoride] em 50 mmol
TRIS-HCI pH 7,2), por centrifugacdo, durante 10 minutos, a 800 g. O pellet final foi
diluido em tampdo RIPA modificado (PEACH, et al., 2012), contendo inibidores de
proteases (150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% deoxicolato de sodio, 0,1% SDS, 50 mM
TRIS-HCI pH 7,5, 0,8 mmol EDTA, 1,0 pg/mL aprotinina, 1,0 pg/mL leupeptina e 35,0
pg/mL PMSF em 50 mmol TRIS-HCI pH 7,2).

As amostras foram sonicadas em banho de gelo (24), centrifugadas a 10.000 x g,
durante 30 minutos. Entdo, para a concentracdo de proteinas foi usada a precipitacdo em
acetona. O sobrenadante foi diluido em 1: 5 (amostra: acetona). A mistura foi
homogeneizada e mantida em repouso por 1 horaa -20° C, agitando-se a cada 10 minutos.
O sobrenadante foi retirado por centrifugacédo (5.000 g por 20 minutos) e a etapa repetida.
Ao final a amostra foi centrifugada novamente e o sobrenadante retirado. O tubo

permaneceu aberto por 15 minutos em uma capela para evaporagdo dos residuos de



acetona. O pellet foi eluido em 40 pLL de 50 mM TRIS-HCI pH 7,2. A homogeneizagao
foi realizada e a amostra foi conservada a -20° C.

A concentracdo de proteina total do extrato de espermatozoides da cauda do
epididimo foi determinada em A280.

Um total de 50 ug de proteina foi preparado para eletroforese em gel de
poliacrilamida 12%. Apds a entrada das amostras no gel de separacdo, a corrida foi
interrompida e o gel corado com comassie R-250. Os fragmentos corados foram
recortados e a digestdo conduzida.

A digestdo peptidica foi realizada segundo Shevchenko et al., 1996, com
modificacOes. A descoloragdo foi realizada com metanol 50% + acido acético 2,5% em
agua purificada, por 4 vezes. Os fragmentos foram desidratados com acetonitrila 100%.
A reducio foi realizada com DTT (Bio-Rad® Lagoa Santa, SP, BR) e a alquilagdo com
iodoacetamida (Bio-Rad® Santo Amaro, MG, BR). A disgestdo foi conduzida com
tripsina (20ng/uL.) na proporcdo de 1:50 tripsina/substrato, overnight. Foi usado para
digestéo das bandas, deixando por 30 minutos em banho de gelo. A extracéo foi realizada
com acido férmico 5%. A seguir, as amostras foram concentradas em SpeedVac
Concentrator (SAVANT SPD1010) e armazenadas a -20° C até analise por espectrometria

de massas.

Espectrometria de massas ESI-qTOF

Para espectrometria de massas, as amostras foram descongeladas, diluidas em
acido formico 0,1 % na proporcéo de 0,7 pg de proteina/pL, homogeneizadas em agitador
de tubos e centrifugadas a 1.100 g por 5 minutos. A seguir, 15 pL do sobrenadante foram
depositados em tubos especificos para analise no espectrometro de massas (Clear glass
12 x 32 mm screw neck total recovery vial com tampa, Waters Corporation, Milford, MA,
USA).

Para analise de proteinas por espectrometria de massas, uma aliquota de 4,5 pL,
resultante da digestdo dos peptideos foi separada por uma coluna C18 (100 pm x 100
mm) RP-nano UPLC (Waters® nanoACQUITY UPLC®, Waters Corporation, Milford,
MA, USA) acoplada ao espectrometro de massas Q-Tof (Micromass® Q-Tof PREMIER™
Mass Spectrometer, Waters Corporation, Milford, MA, USA) com fonte de
nanoelectrospray, com uma taxa de fluxo de 0,600 puL/minuto. Gradiente de 2-90% de

acetonitrila em 0,1% de acido formico foi mantido, durante 45 minutos. A voltagem do
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nanoelectrospray foi mantida em 3,5 kV, uma voltagem cone de 30 V e temperatura da
fonte de 100 pC. O instrumento foi operado em modo top three, no qual um espectro de
massa (MS) é adquirido seguido por MS/MS dos trés picos mais intensos detectados.
Apds a fragmentacdo MS/MS, o ion foi mantido na lista de exclus&o por 60 segundos e
para a analise de peptideos de clivagem enddgena, um tempo de exclusao real foi usado.

Os espectros foram adquiridos usando o software MassLynx™ v.4.1 (Waters
Corporation, Milford, MA, USA) e os arquivos de dados brutos foram convertidos para
um formato de lista de picos (.mgf, mascot generic format) sem somar 0s scans e
buscados contra o banco de dados UniprotSProt_012015 (http://www.uniprot.org/)
taxonomia Rattus norvegicus, usando a ferramenta Mascot version 2.3.02 e Mascot
Distiller MDRO version 2.4.0.0 (Matrix Science Inc, Boston, MA, USA). A quantificacéo
relativa de cada proteina na mistura foi determinada pelo exponentially modified protein
abundance index (emPAl), obtido pelo software Mascot Distiller .

Os parametros de procura incluiram tripsina como protease, com permissdo de no
méaximo de 1 clivagem perdida; carbamidometilacdo da cisteina como modificacéo fixa
e oxidacdo da metionina como modificacdo variavel. Tolerancia de 0,1 Da para ambos
precursores (MS) e fragmento (MS/MS) de ions, e massa molecular monoisotopica.

Apos identificacdo proteica a anotacdo da ontologia génica das proteinas
resultantes foi obtida no UniprotkKB (www.uniprot.org.br) usando as categorias fungédo

molecular, processo bioldgico e componente celular. As figuras referentes a ontologia

génica foram montadas no Panther version 10 (http://www.pantherdb.org).

Bioinformética e ontologia génica

O Software Mascot (Matrix Science, Londres, UK) foi utilizado para a busca dos
jons MS/MS, com a taxonomia da ordem Rattus novergicus do banco de dados NCBI. Os
resultados do Mascot serdo submetidos ao programa Protein Pilot Software 4.0 (AB
Sciex, Framingham, USA) para realizar as analises dos conjuntos de dados, de forma a
validar os peptideos base MS/MS e identificacdo de proteinas. Apds identificacdo
proteica com o Protein Pilot Software, os dados serdo inseridos no banco de dados
UniprotKB (www.uniprot.org.br) e Phanter (www.pantherdb.org), para obter a anotacao
da ontologia génica (GO) usando as categorias funcdo molecular, processo bioldgico,

componente celular.


http://www.pantherdb.org/
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Analise estatistica

Para a normalizacdo dos dados foram excluidos os grupos proteinas que ndo foram
encontradas em pelo menos metade dos animais de cada grupo. A somatéria da
abundancia proteica (emPAl) de cada animal e o seu valor foi dividido pela contagem
total de proteinas e o resultado final foi usado para a anélise estatistica.

Os grupos foram submetidos a analise de agrupamento nao hierarquico no
software MetaboAnalyst 3.0 (25) para confirmar a divisdo dos grupos, baseado na
protedmica.

A andlise multivariada dos dados proteicos foi realizada pelo mesmo software,
sendo utilizada a analise dos componentes principais (PCA) para descrever as variacdes
amostrais entre grupos na matriz de pontuacao e andlise parcial dos quadrados minimos
(PLS-DA) indicando a relevancia proteica na caracterizagdo dos grupos. O PSL-DA foi
utilizado para atribuir amostras de acordo com as classes, indicando a importancia de uma
classificagéo e célculo das variaveis no escore de projecao (pontuacdo VIP). As proteinas
importantes foram consideradas como pontuagdo VIP foi a > 1 (26). A funcdo molecular
e 0 processo biologico de cada proteina caracterizada foram discutidos, relacionando-os
as alteracdes encontradas e comparando os resultados com o grupo controle.

As demais variaveis foram avaliadas pelos testes de Batlett e Kolmogorov-
Smirnov para identificar homogeneidade e normalidade. Variaveis nao-paramétricos
foram normalizados e analisados pelo ANOVA one way e para as comparacdes multiplas
pelo teste Newman-Keuls. Todos os resultados foram apresentados como medias + erro
padrdo (SEM) na escala original. Diferencas estatisticas foram consideradas significativas
quando P <0,05. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SigmaPlot
11.0.

RESULTADOS
Inducéo da obesidade

A obesidade foi induzida no grupo obeso, conforme os resultados do peso
corporal, gordura retro-peritoneal, gordura gonadal e indice Lee. Contrariamente, 0s
animais do grupo diabético apresentaram reducdo da gordura testicular e indice Lee
(Figura 2).

Inducéo do diabetes

Os animais do grupo diabético apresentaram elevados niveis de glicose sérica ao
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final do estudo, ao contrario dos grupos controle e obesos, nos quais ndo foram

observadas alteracdes na glicemia (Figura 3). Apenas 6 ratos foram considerados no

grupo diabético, ja que a glicemia dos excluidos foi abaixo de 120 mg/dL.
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Figura 2. Resultados referentes a avaliacdo do tecido adiposo de ratos dos grupos

controle, diabético e obeso. Peso corporal (a), quantidade de gordura retro-peritoneal (a),
gonadal (b) e indice de Lee (c). B¢ P < 0,05.
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AlteracGes sistémicas
A leptina sérica foi superior no grupo obeso e a adiponectina reduzida no
diabético. Ja a IL-8 e a testosterona sérica foram similares nos grupos (Figura 3).
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Figura 4. ConcentracOes séricas de leptina, adiponectina, I1L-8 e testosterona nos grupos controle,
obeso e diabético. “B¢ P < 0,05.

Citologia testicular

Na citologia testicular, no grupo diabético houve maior concentracdo das linhagens
germinativas finais da espermatogénese, exceto espermatozoides, 0s quais estavam reduzidos.

Neste mesmo grupo houve um aumento das células de Sértoli (Tabela 1).

Morfometria dos tubulos seminiferos

A quantificacdo do numero de tabulos seminiferos/area pré-estabelecida, o didmetro dos

tibulos seminiferos e a espessura do epitélio germinativo ndo variou entre 0s grupos estudados.



Tabela 1. Citologia testicular, nos grupos controle, diabético e obeso.
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Groups
Cell structure
Control Diabetic Obese
Spermatogonia 27.8+1.18 28.8 +4.0° 26.2£1.7°
Primary spermatocyte 31.0+1.18 36.3+3.8 27.6 £ 1.5
Secundary spermatocyte  37. 8+ 1.22 46.6 +3.2° 37.5+1.8
Spermatid 40.9 +1.8 59.3 £5.1° 50.8 +2.8°
Sperm 62.5 + 0.9? 28.8+5.2° 57.9+2.2°
Sertoli cell 3.0+0.3 16.5 + 1.6 9.1+0.9
Leyding cell 4.6x0.5° 3.1+£0.6° 4.6 +0.5°

aPCDiferentes letras marcam diferencas estatisticas entre os grupos (P<0,05)

Analise das caracteristicas espermaticas

A concentracdo espermatica foi similar entre os grupos, sendo 44,8 £ 5,0, 30,7 +

8,0 e 45,4 £ 4,9, nos grupos controle, diabético e obeso, respectivamente.

A Tabela 2 representa os resultados referentes a analise da morfologia

espermatica. O grupo diabético apresentou menor porcentagem de células normais e

maior de defeitos.

Tabela 2. Anormalidades morfoldgicas do espermatozoide, nos grupos controle, diabético e

obeso expresso em porcentagem.

Groups
Morphology
Control Diabetic Obese
Normal 76.6 +1,8° 29.3 +6.5 60.7 £ 1.0°
Head defects 10.5+£0.78 450+3.3" 28.0+1.1°
Tail defects 13.0+1.28 25.7 £4,3 12.0+0.9°

abCDiferentes letras marcam diferencas estatisticas entre os grupos (P<0,05)

Os resultados da peroxidacao lipidica espermatica avaliada pela citometria de

fluxo ndo identificou diferencas estatisticas nos grupos estudados, sendo 71,20 %, 61,80

% e 75,39% nos grupos controle, diabético e obeso, respectivamente.
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Protebmica

Com relacdo a protedmica analisada pelo PCA foi observada uma separagdo
evidente do grupo obeso, de acordo com as proteinas espermaticas, contudo o grupo
diabético foi semelhante ao controle (sobreposicdo dos grupos controle e diabético na
PCA e a mesma chave no dendograma). A soma dos componentes principais (eixo X e

Y) 1 e 2 ndo foram acima de 50% (Figura 5).
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Figura 5. Analise de componente principal (a) e dendograma (b) dos emPAls das proteinas nos

grupos controle, diabético e obeso.

Na espectrometria de massas foram identificadas 144 proteinas na célula
espermatica nos grupos controle, diabético e obeso (Figura 6). A Tabela Supplemento 1
e 2) descreve as proteinas encontradas em cada grupo incluindo o funcdo molecular,

processo biolégico e componente celular de cada proteina.

Diabetic

Figura 6. Diagrama de Venn das proteinas encontradas nos grupos controle, diabético e obeso.
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Os principais processos identificados na ontologia génica foram similares entre 0s

grupos e foram mencionados em conjunto. As principais fungdes moleculares em todos

os grupos foram atividade catalitica e de ligacdo; como processos biolégicos, o processo

celular, metabdlico e localizacdo; e em relacdo ao compartimento celular, as proteinas

estdo localizadas principalmente na regido celular, organelas e complexos contendo

proteinas (Figura 7).
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No heatmap (Figura 8) foi possivel identificar os clusters de proteinas com maior

ou menor expressdo em cada grupo. Assim como no dendograma e PCA, o grupo obeso

apresentou quando comparado aos grupos controle e diabético.
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18

Os resultados da analise de PLS-DA estdo representados na Figura 9. Foram
identificadas 15 proteinas com maior ou menor expressao nos grupos estudados: outer
dense fiber protein 2 (AOAOH2UHM4), phosphoglycerate kinase (MOR6Y8), ATP
synthase subunit beta (G3V6D3), tubulin beta chain (G3V7C6), glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (B1WBQ8), ras-related protein rab-2 A (F1LP82), outer dense
fiber of sperm tails 2, isoform CRA e (G3V7X0), Protein/nucleic acid deglycase DJ-1
(088767), CD177  antigeno-like  (MOR4W1), Dihydrolipoyllysine-residue
acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex mitochondrial
(P08461), Globin c2 (A0A0G2JSV6), tubulin beta-4B chain (Q6P9T8), keratin, type Il
cytoskeletal 5 (AOA0G2K509), lysozyme ¢ (FLM6E7Y), e cytochrome c, testis-specific
(P10715).

Das 15 proteinas identificadas como importantes na separacdo dos grupos, 14
encontravam-se menos expressas no grupo diabético e 7 obeso. Apenas 1 proteina foi
mais expressa no grupo diabético e 8 no obeso. A pontuagdo VIP variou no intervalo de
1,7a2,3.
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Figura 9. VIP escore classificada por PLS-DA. As caixas coloridas a direita indicam as

concentragdes relativas correspondentes de proteinas em cada grupo.


http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086991.dat;pr.eh=4%2C4p;pr.page=4;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086991.dat;pr.eh=34%2C34p;pr.page=34;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086991.dat;pr.eh=2%2C2p;pr.page=2;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086994.dat;pr.eh=1%2C1p;pr.page=1;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087011.dat;pr.eh=69%2C69p;pr.page=69;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086992.dat;pr.eh=47%2C47p;pr.page=47;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086998.dat;pr.eh=2%2C2p;pr.page=2;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086981.dat;pr.eh=68%2C68p;pr.page=68;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086992.dat;pr.eh=38%2C38p;pr.page=38;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086992.dat;pr.eh=61%2C61p;pr.page=61;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086994.dat;pr.eh=45%2C45p;pr.page=45;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086986.dat;pr.eh=1%2C1p;pr.page=1;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086991.dat;pr.eh=25%2C25p;pr.page=25;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086992.dat;pr.eh=63%2C63p;pr.page=63;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087016.dat;pr.eh=32%2C32p;pr.page=32;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf

19

DISCUSSAO

Inducéo da obesidade

Nas primeiras 27 semanas, pode-se observar que 0 grupo obeso apresentou ganho
de peso acentuado, quando comparado ao grupo controle, porém a partir de 28 semanas
0 ganho de peso foi estavel. Estes resultados diferem dos encontrados em um estudo que
avaliou o ganho de peso de ratos Wistar entre 1 e 5 semanas, tratados com ragao
hiperlipidica (27). Ja o grupo diabético, quando comparado com o controle, apresentou
reducdo do peso corporal logo apds a aplicacdo de estreptozotocina (28), a qual foi
relacionada com a baixa quantidade de glicose disponivel para os tecidos, ja que ha uma
auséncia de insulina para o transporte da glicose e desta forma a energia necessaria para
a manutencdo dos 6érgaos € obtida de outras fontes , como metabolismo de gordura
levando assim a reducdo do tecido adiposo e consequente perda de peso corporal (29)

A obesidade leva ao acimulo de gordura retroperitoneal/visceral e nas gbnadas, a
qual é caracteristica especifica dos individuos que se tornam obesos (30), sendo esse
aumento progressivo responsavel pelas varias alteracdes metabdlicas, ja que a gordura
retroperineal/visceral é considerada um oOrgdo produtor de diferentes horménios e
citocinas. A gordura retroperitoneal/visceral produz adipocinas pro-inflamatorias e
fatores de acdo anti-insulinica (29) os quais induzem a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias (31,32). Em homens obesos o excesso de gordura escrotal altera a
espermatogénese, acarretando na diminuicdo da producdo espermatica e capacidade
reprodutiva (33). Essa alteracdo esta relacionada com a temperatura escrotal elevada (34).
Essa alteracdo metabdlica tambem afeta o tecido testicular de outras maneiras. A
producdo de insulina testicular também é afetada, prejudicando as func@es dos tabulos
seminiferos, ja que este horménio também € responsavel pelo transporte de glicose no
tecido reprodutor (35), é secretado pelas células de Sertoli (36), e também regula a
capacidade de fertilizacdo, sendo importante na via metabolica da glicose nos
espermatozoides, durante sua maturacdo, capacitacdo e reacdo do acrossoma (37).

O maior peso corporal nos obesos e 0 menor nos diabéticos, avaliado pelo indice
de Lee, é controverso na literatura (20,27), o que pode ser justificado pela diferenca nas
dietas e tempo de tratamento empregados. No presente estudo o tempo total de dieta foi
de 37 semanas, o que difere da literatura mencionada, na qual os ratos foram tratados por
8 semanas (30), 12 semanas (20) e 15 semanas (38). Além disso, o indice de Lee em ratos

é semelhante ao indice de massa corporal (IMC) em humanos (19), embora o IMC seja
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mais sensivel, j& que os pardmetros considerados s&o diferentes (27,39).

Inducéo do diabetes

A dose 35 mg/kg de estreptozotocina foi eficaz para induzir o diabetes em 60%
dos animais, considerando a hiperglicemia e a redugdo do peso como fatores
representativos no desenvolvimento da doenca. Ainda, notou-se que a resposta ao
farmaco foi individual e, em alguns animais, a dose utilizada ndo foi suficiente para
induzir a hiperglicemia, corroborando com os achados de Navarro-Casado et al (28).
Desta forma, os animais que ndo apresentaram glicemia superior a 120 mg/dL, os quais
s&o considerados diabéticos (40), foram retirados da analise. E importante mencionar que
0 tratamento com estreptozotocina ndo causa efeitos sobre as caracteristicas espermaticas,
sendo que as alteracfes na reproducdo sdo em reposta a hiperglicemia e seus efeitos
(28,41).

ALTERACOES SISTEMICAS
Leptina

A leptina é secretada pelos adipdcitos e, em roedores e humanos esta
correlacionada com as reservas de gordura corporal (42), o que justifica 0 aumento das
concentragdes no grupo obeso. Em humanos, a leptina esta altamente correlacionada com
o IMC e quanto maior a espessura do tecido adiposo, maiores os niveis de leptina
circulantes (43,44), o que acarreta um quadro de resisténcia a leptina, a perda de sua
funcéo e estimulacao ineficaz da resposta a saciedade (45,46).

Neste estudo, ndo foi determinada reducdo dos niveis de leptina no grupo
diabético, em relacdo ao grupo controle. Apesar disso, a leptina encontra-se com
concentracdes reduzidas em diabéticos, o que ocorre pela deplecdo nas reservas de tecido
adiposo, ja que a leptina é produzida por este tecido (3,47-49). A deplecdo do tecido
adiposo ocorre em vista da utilizacdo da via da lipolise para a obtencdo de energia, ja que
a glicolise e gliconeogénese estdo comprometidas pela reducdo das concentraces de
insulina (29). Ainda, os testiculos (50) e a membrana plasmatica dos espermatozoides
(51) possuem receptores para a leptina, atuando no eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal,
fazendo a conexdo entre a condi¢do nutricional e a reproducéo, indicando que ha reservas
energéticas (7-9). Nos dois grupos estudados, obeso e diabético, ha redugdo da acdo da
leptina testicular, ja que no diabético o efeito é direto e nos obesos ocorre uma resisténcia

a acdo da leptina. Desta maneira, os efeitos no tecido reprodutor sdo semelhantes, com
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impacto na fertilidade (42) e na maturacdo espermatica (52).

Adiponectina

A adiponectina, adipocina secretada pelo tecido adiposo, é uma citocina
sensibilizadora de insulina e tem a¢do anti-inflamatdria (53). Na obesidade e diabetes ha
alteracbes nos niveis desta adipocina, as quais estdo relacionadas com a resisténcia a
insulina e hiperglicemia (54,55), respectivamente. Apesar disso, no grupo obeso ndo
encontramos niveis alterados de adiponectina, embora existam relatos da reducdo dos
seus niveis plasmaticos relacionados com a resisténcia a insulina em humanos obesos
(56).

Os estudos sdo conflitantes em relagé@o aos niveis de adiponectina em diabéticos.
No nosso estudo houve uma reducdo das concentracGes desse horménio no grupo
diabético, resultados também ja descrito em homens (57). Contudo, outros estudos
encontraram niveis elevados de adiponectina em homens diabéticos (58). A diminuigéo
dessa adipocina é relacionada com alteracGes advindas do diabetes, como resisténcia a
insulina, acidose metabdlica, aumento do estresse oxidativo, afetando sua expresséo (59).
Suas concentracgdes esta relacionada com alteragdes da funcéo testicular, levando a atrofia
dos tubulos seminiferos e aspermia (60), ja que atua na espermatogénese estimulando a
proliferacdo celular e sobrevivéncia, diminuindo apoptose celular e estresse oxidativo.
Também foi relacionada com o aumentando da concentracdo espermatica, ja que melhora
0 transporte de substratos energéticos como glicose e lactato para manutencdo de ATP.
(5,61). Em estudos com touros, foram encontradas concentragdes altas de adiponectina,

relacionada com animais de alta fertilidade (61).

Interleucina 8 (IL-8)

A obesidade e o diabetes tém sido relacionados com o nivel de citocinas e
proteinas associadas com a resposta inflamatdria sistémica (62,63). As citocinas sao
também relacionadas com as adipocinas como leptina e adiponectina (64,65), as quais
possuem acdo pro e anti-inflamatoria, respectivamente (66). A sindrome metabdlica que
ocorre nos obesos leva ao aumento da leptina e reducdo da adiponectina, estimulando a
producdo de citocinas pro-inflamatdrias, causando estados inflamatorios crénicos, mas
pouco acentuados (67). Wu et al. (66) encontraram receptores 1 e 2 para adiponectina em
células de Leydig de camundongos cultivadas in vitro e demonstraram que esta adipocina

protege as células de Leydig em vista do seu estimulo para a produgdo de citocinas anti-
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inflamatorias. Outros estudos demonstram a importancia do controle das citocinas pro-
inflamatorias no trato reprodutor e da relacdo destas moléculas com a adiponectina.
Apesar disso, a concentracdo de IL-8, uma citocina pré-inflamatoria, ndo foi alterada nos
grupos estudados, o que concorda com os resultados de Pilatz et al. (68), os quais
encontraram apenas IL-6 e IL-10 alteradas no plasma sanguineo de individuos obesos.
Contudo, estes Ultimos autores mencionam nao haver niveis alterados de citocinas pro-
inflamatorias no plasma seminal. No grupo diabético as concentracdes de adiponectina
foram menores, 0 que poderia justificar efeitos negativos sobre o sistema reprodutor. De
fato, Esposito et al. (69) encontraram correlacdo das concentracoes de IL-8 e o escore de

disfuncéo eréctil em homens obesos.

Testosterona

Embora a literatura mencione resultados da diminuicdo da testosterona em
individuos obesos (70) e diabéticos, podendo ser critico para manutencdo da
espermatogénese e qualidade espermatica (7-9,71), nos animais e grupos estudados ndo
foram encontradas alteracdes nas concentracGes de testosterona em relacdo ao controle.
Apesar disso, estudos demonstram a relacdo entre os niveis altos de leptina e baixos de
testosterona Isidori et al. (50), ja que esta adipocina ja foi demonstrada com efeito
inibitorio da producéo deste esteroide nas células de Leydig de roedores (72), porém em
outros achados os niveis plasmaticos de testosterona ndo foram afetados (60). Ademais,
os homens estudados apresentaram baixas concentracdes de testosterona (73). Estas
alteracdes também podem estar relacionadas com a producéo de estrogenos pelo tecido
adiposo em humanos obesos (74), contribuindo para reducdo das concentracfes de

testosterona, ja que estes hormonios estdo interligados (73).

Peroxidacao lipidica

A obesidade, diabetes e os efeitos causados pela sindrome metabdlica, estdo
associadas ao aumento do estresse oxidativo (75) e por este motivo a producao do anions
superdxido foi avaliada nas células espermaticas no nosso estudo. A producéo de fatores
anti-insulinicos em obesos e diabéticos induzem ao aumento de acidos graxos livres na
circulacdo. Esses acidos graxos se depositam em alguns 6rgdos e levam ao aumento da
producéao de espécies reativas de oxigénio (EROs). No ambiente testicular podem levar a
danos na integridade da membrana plasmatica e no DNA espermatico (10), podendo

afetar também sua funcionalidade, pois ha perturbacdo da funcdo mitocondrial e
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consequente diminuigdo da producdo de energia responsavel pela motilidade espermatica
(11). Apesar disso, ndo foram encontradas alteracdes na producdo do anion superéxido
nas células espermaticas, embora a elevacéo dos niveis de ERO ja tenha sido mencionada
em células espermaticas de homens obesos (76,77).

Protedmica

Para a formagdo dos trés agrupamentos foram considerados os resultados do
emPAl das proteinas espermaticas no grupo controle, obeso e diabético. Apesar disso, a
classificagdo dos grupos de acordo com os resultados da protedmica ndo foi confirmada
pela PCA, o qual apresentou valor inferior a 50% na somatdria PC1+PC2. O grupo
controle e diabético foram claramente sobrepostos, tanto no PCA, assim como no
dendograma, com isolamento do grupo obeso. De fato, as alteracGes da protedmica no
nosso estudo foram mais evidentes na obesidade do que no diabetes tipo I, 0 que pode ser
justificado pelas alteracdes metabolicas que a obesidade promove, acarretando o diabetes
tipo 11 (1). Apesar das diferencas entre o tipo | e Il do diabetes, a obesidade cronica pode
promover resisténcia a insulina e posteriormente a morte das células B-pancreaticas
produtoras desse hormdnio, evento semelhante ao que ocorre na diabetes tipo | (SBEM,
2014). As mesmas caracteristicas foram observadas no heatmap, no qual a expressao das
proteinas foi mais evidentemente diferenciada em todos os animais do grupo obeso.

Interessantemente, na ontologia génica, a qual descreve as funcdes moleculares,
processo biologico e compartimento celular ligadas as proteinas dos grupos controle,
diabético e obeso, os quais foram semelhantes, indicando que 0s grupos proteicos nao
houveram varia¢6es muito evidentes, embora no grupo diabético foram identificados um
namero maior de processos biolégicos. Liu et al. (78) compararam o perfil proteico das
células espermaticas de homens normais e obesos com astenozoospermia, e encontraram
na analise da ontologia génica como principal componente celular as organelas 59%, com
funcdo molecular de atividade catalitica (48%), a maioria associada ao processo celular
(74%), processo metabdlico, organizacdo dos componentes celulares e biogénese do
componente celular, o que se assemelha aos nossos resultados. A analise do banco de
dados da via KEGG indicou que as proteinas diferencialmente expressas estdo
relacionadas principalmente ao ribossomo, proteassoma, bem como ao metabolismo da
frutose e manose.

Em nossos achados, a maioria das proteinas espermaticas encontradas no grupo

obeso foram envolvidas com a respiracao celular, na via da glicélise e producdo de ATP.
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O aumento de glicose intracelular (79) pode ter contribuido para a maior expressao de
proteinas relacionadas com a producgdo de energia nas células espermaticas.

O VIP escore determinou 15 proteinas importantes nos grupos estudados, as quais
serdo dicutidas de acordo com suas fungdes. As proteinas estruturais, localizadas no
citoesqueleto foram outer dense fiber protein 2/outer dense fiber of sperm tails 2
(ODFs2), isoform CRA e citoesqueleto, tubulin beta chain/tubulin beta-4B chain
(Tubb4bs) e keratin, type Il cytoskeletal 5 (KRT1).

As ODFs (AOAOH2UHM4 e AOA0G2JSV6) sdo proteinas estruturais do flagelo
das células espermaticas, com funcdo de manter a elasticidade do movimento. Os flagelos
espermaticos contem arranjo axonemal composto por 9 microtibulos periféricos e dois
centrais, circundado por fibras densas externas e bainha fibrosa. Quaisquer defeitos
nessas estruturas resultam em morfologia aberrante, os quais comprometem a motilidade,
reacdo do acrossomo e capacitacao espermatica. Desta forma, estas proteinas podem ser
consideradas marcadoras da infertilidade masculina (80). No presente estudo as ODFs
foram encontradas diminuidas no grupo diabético, que apresentaram maiores
anormalidades morfoldgicas, tanto de cabeca quanto de cauda. Como essas proteinas sao
responsaveis por garantir que as fibras densas mantenham elasticidade flagelar,
protegendo contra forgas de cisalnamento, durante a ejaculacéo e transporte epididimal,
quando seus niveis sdo alterados, levam a danos na morfologia, justificando maior
quantidade de anormalidades (81). Essas proteinas sdo encontradas em niveis baixos em
homens com globozoospermia (82). Ja no grupo obeso essas proteinas foram encontradas
aumentadas quando comparadas ao grupo controle, podendo levar as mesmas afecces.
Em um estudo feito em camundongos a maior expressao das ODFs foi encontrada em
animais inférteis, com defeitos morfoldgicos evidentes da cauda, comprometendo a
motilidade (83,84).

Os microtubulos sdo estruturas do citoesqueleto do espermatozoide relacionadas
com a motilidade (85) e envolvidas na capacitacdo (86) e ligacdo entre os gametas durante
a fertilizacdo. As isoformas de Tubbs (G3V7C6 e Q6P9T8) sdo proteinas constituintes
dos microtubulos e sdo encontradas no axonema (cauda) e no segmento pés-acrossomal
(cabeca). Em humanos, a baixa expressdo de p-tubulin foi relacionada com
astenozoospermia e mais acentuada no grupo astenoteratozoospermia. As p-tubulin séo
descritas como possivel marcador das alteracbes morfoldgicas do espermatozoide (85).
No presente estudo as Tubb4bs foram encontradas menos expressas no grupo diabético,

podendo os espermatozoides sofrerem as mesmas alteragdes supracitadas. O nosso estudo
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ndo avaliou a motilidade espermatica, contudo em humanos com diabetes tipo |
espontanea (87) e ratos diabéticos induzidos com estreptozotocina (88,89) apresentam
reducdo da motilidade o que confirma os nossos resultados em relagcéo a correlacdo entre
a menor expressdo das tubulinas e a baixa motilidade espermatica nos diabéticos.
Ademais, a baixa expressao de tubulinas esta relacionada com o aumento dos defeitos
espermaticos (85), o que foi observado neste mesmo grupo. Ja no grupo obeso, as
Tubb4bs foram encontradas com maior expressdo (G3V7C6) e menor expressdo
(Q6PIT8), apesar disso, os defeitos morfoldgicos espermaticos foram mais acentuados
neste grupo, quando comparado com o controle. Neste grupo também néo foi avaliada a
motilidade espermatica, contudo essa caracteristica é reduzida em humanos obesos (90),
0 que justificaria a reducdo das Tubb4s neste grupo. Acreditamos que a maior expressdo
destas proteinas no grupo obeso possa estar relacionada com um efeito compensatério, ja
que os animais deste grupo foram mantidos por um longo periodo na dieta de cafeteria
associada com agua contendo sacarose.

A KRT1 (AOA0G2K509) é uma proteina relacionada ao movimento do
espermatozoide e organizacao estrutural, presente nos filamentos intermediarios (91). Em
humanos astenozoospérmicos, a KRT1 foi encontrada com maior expressao e relacionada
com um efeito compensatoério, ja que neste grupo a taxa de fosforilagdo da tirosina foi
comprometida (92). Nos grupos obesos e diabético a expressdao da KRT1 foi menor em
comparacgdo ao controle, o que significa que tanto a fosforilacdo da tirosina possa estar
comprometida, assim como 0S processos que a proteina estd envolvida, como
hiperativacdo espermatica o que permite a ligacdo a zona pelucida (91).

Existe uma abundante rede de proteinas que estdo envolvidas na producdo de
energia para 0 movimento espermatico, devido a sua grande demanda (93). No nosso
estudo, 6 proteinas descritas no VIP escore foram relacionadas com o processo de
respiracdo celular: ATP synthase subunit beta (ATPase); dihydrolipoyllysine-residue
acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex mitochondrial (Dlat);
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase(G3PDH); cytochrome c, testis-specific
(Cyct); protein/nucleic acid deglycase (DJ-1); phosphoglycerate kinase (Pgk2).

A ATPase (G3Vv6D3) possui dominio hidrofilico incorporado ao espaco inter-
membranoso mitocondrial, dividida em trés subunidades cataliticas responsavel pela
transducdo energetica, sintetizando o ATP a partir de ADP e fosforo durante a
fosforilagdo oxidativa (94), e desta maneira, fornecendo energia para atividade

metabdlica (95). Acredita-se que essa proteina esteja relacionada com a capacitagdo
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espermatica como demonstrado em espermatozoides de hamsters (96), ratos (97) e
humanos (98). A reducdo em 20% da fertilidade em Drosophila foi correlacionada com a
menor expressdao da ATPase (99), o que foi relacionada com a baixa motilidade
espermatica (100) e pode ser considerada um marcador molecular para esta caracteristica
(101). No presente estudo houve uma diminuicdo da ATPase nos diabéticos podendo
indicar uma diminuicdo desses parametros frente a essa doenca, conforme ja descrito
anteriormente (87-89).

J& no grupo obeso a ATPase foi encontrada aumentada em relacdo ao controle.
Em galos, houve maior expressdo do RNAm de subunidades da ATPase em amostras com
maior motilidade espermatica (93), e em resposta cadeia respiratoria mitocondrial ha um
aumento na producdo de EROs intracelular, o que nao alterou a qualidade espermatica
(102). Apesar do nosso estudo ndo determinar diferenca significativa na peroxidacéao
lipidica espermética a maior expressdo da ATPase pode ser compensatéria, ja que
amostras de espermatozoides obtidas de homens obesos apresentam menor motilidade
(90).

A Dlat (MOR6Y8) é uma proteina do complexo multi-enzmatico da desidrogenase
de piruvato, que se encontra na matriz mitocondrial e catalisa a descarboxilacao oxidativa
do acido piravico, dando origem a acetil CoA, NADH e CO,. Acredita-se que essa
proteina esteja envolvida na capacitacdo e hiperativacdo espermatica em hamster, o que
pode estar comprometida nos diabéticos e obesos do nosso estudo, ja que apresentaram
menor expressao (103,104).

A proteina G3PDH (B1WBQ8) € uma enzima glicolitica dependente de NAD+
que catalisa a fosforilacdo oxidativa do gliceraldeido-3-fosfato produzindo 1,3-
difosfoglicerato e fosfato inorganico, o qual precede os dois passos de geracdo de ATP
na glicolise. Desta maneira, alteracGes em seus niveis (105), podem bloquear o processo
de producdo de ATP glicolitico no espermatozoide de ratos e humanos (106,107). Os
testiculos de pacientes acometidos tem peso e histologia normais, porém ha reducdo na
taxa de fertilizacdo/paricdo e menor motilidade espermatica, (107), em vista da maior
parte da energia, utilizada para o funcionamento da célula, ser gerada pela glicélise (108),
indicando que essa via € essencial para a motilidade e fertilidade espermatica. Os estudos
in vitro sugerem o envolvimento da G3PDH na ligacdo do espermatozoide a zona
pellcida do docito, estando presente na cabeca do espermatozoide (109), sendo também
encontradas nos testiculos e epididimos. Nos testiculos humanos e de ratos, esta presente

no citoplasma de todas as células espermatogénicas e nos epididimos, na cauda do
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espermatozoide. A enzima esté localizada na principal parte do flagelo espermatico e
quando diminuida pode inibir a motilidade espermatica e a penetracdo na zona pellicida
(110).Ademais ha correlagdo entre a via metabdlica glicolitica e 0 movimento flagelar no
espermatozoide de camundongos, sendo necessaria para motilidade via producéo de ATP
mitocondrial (111). Em nossos achados a G3PDH foi menos expressa nos diabéticos, o
que pode ser justificada pela baixa motilidade espermatica nesse grupo (88,89) e
aumentada nos obesos, 0 que pode estar relacionado a uma compensacdo, ja que a
motilidade espermatica é reduzida neste grupo (90).

O cytc (P10715) foi menos expresso nos grupos diabético e obeso, quando
comparados ao controle. No nosso conhecimento, ndo ha relatos do cytc nos
espermatozoides de ratos diabéticos ou obesos, porém ja foi mencionada maior expressao
dessa proteina em machos inférteis, o que foi relacionada com sua fungéo apoptotica, pois
leva a uma alteragdo da permeabilidade da membrana mitocondrial, que resulta na sua
liberag&o no citosol, podendo desencadear a ativacio das caspases (112). E considerada
importante para regulacdo da quantidade e qualidade de espermatozoides produzidos, e a
reducdo dos niveis dessa proteina pode levar a danos celulares, por alterar os niveis de
ATP e assim a motilidade, perda da funcdo antioxidante, afetando a fertilidade. Essas
alteracdes sdo relacionadas com o envelhecimento (113). E uma proteina transportadora
de elétrons mitocondrial entre 0 complexo 111 e complexo 1V, presente ha membrana
externa e interna. Ainda, desempenha importante papel no apoptose. Possui trés fungdes
principais, transferéncia de elétrons, apoptose e anti-oxidacao (114). Acreditamos que a
reducdo da expressdo cytc seja uma confirmacdo que apesar de todas as alteracOes
metabolicas relacionadas a obesidade e ao diabetes, animais doentes ndo apresentam
infertilidade, mantendo ainda niveis baixos dessa proteina, impedindo a apoptose
espermatica.

A DJ-1 (088767) também conhecida como CAP-1 ou SP22 é uma proteina
homéloga a de humanos. E primeiramente expressa no espermatécito secundario durante
a espermatogénese, e no espermatozoide ejaculado esta localizado na parte posterior da
cabeca, na parte anterior da peca intermediaria e nos flagelos, tendo importante funcéo na
maturacdo espermatica(115,116). A diminuicdo da DJ-1 em amostras de sémen de
homens (115), ratos (116), camundongos (117), hamster (118), coelhos (119), carneiro
(120) e cavalo (121) estd relacionada com a infertilidade, por estar envolvida na
fertilizagdo. Estudo realizado em ratos sobre os efeitos toxicos espermaticos (ornidazol

ou epicloridrina) determinaram correlacdo da reducdo da expresséo da DJ-1 e a
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motilidade espermatica. Essa proteina é a menos expressa em homens
astenozoospérmicos. A infertilidade relacionada pode ocorrer em vista da disfuncdo
mitocondrial, em condicBes de estresse oxidativo, causada pela diminuigdo dos niveis da
DJ-1 intensificando os danos induzidos por EROs(122). Esses achados corroboram com
0S N0ss0s, uma vez que essa proteina foi encontrada diminuida em ambos 0s grupos
tratados, obesos e diabéticos, apesar de ndo haver nenhum aumento das EROs no grupo
estudado.

A proteina Pgk2 (MORG6Y8) é uma isoenzima da linha germinativa masculina que
tem como funcdo catalisar etapas sucessivas da via glicolitica em espermatozoides de
mamiferos, sendo a precursora da via metabolica para producéo de ATP. Alteragcdes em
seus niveis, podem afetar a fosforilacdo de inUmeras proteinas, que regulam a funcgéo
espermatica, a producdo de ATP (123), sendo importante para a reagdo do acrossomo e
capacitacdo, ja que a célula necessita de energia para desempenhar sua funcdo (124),
comprometendo a capacidade do espermatozoide desenvolver motilidade progressiva,
culminando na infertilidade (125). Em nossos achados, a Pgk2 se encontrou menos
expressa em ambos 0s grupos tratados, quando comparados ao grupo controle,
corroborando com os achados de Liu et al. (126)que encontrou diminuicdo em sua
expressdo em homens astenozoospermicos, encontraram baixa expressdo de Pgk nos
testiculos de homens idosos. Além disso, com imunofluorescéncia, demostram que as
Pgks, estdo localizadas na peca principal, local primordial para a producdo de ATP,
afetando a penetracdo do espermatozoide no muco cervical. Essa proteina é considerada
um potencial alvo terapéutico ou biomarcador para o diagnéstico da infertilidade
masculina (123).

Outras proteinas identificadas com diferentes funcdes e localizagdo foram:
lysozyme ¢ (SLLP1), Ras-related protein Rab-22 (RAB2A), CD177 antigeno-like (CD177)
e globin c2 (Hba-a2).

A lysozyme ¢ (FLM6E7) é conhecida como proteina bacteriolitica, encontrada em
mamiferos, protegendo-os contra infeccdo de microrganismos invasores, presente em
tecidos e fluidos corporais em humanos e camundongos (127). Contudo, em humanos
encontraram uma proteina semelhante lysozyme c, codificada pelo mesmo gene SPACA3,
localizada na regido acrossomal, ndo possui agdo bacteriolitica (127). Essa proteina foi
encontrada em nossos estudos e foi denominada de SLLP1. Esta localizada no gameta
masculino, antes e ap0s a reacdo do acrossomo, e possui sitios de ligacdo (sperm

acrossomal SLLP1 binding - SAS1B) responsivos a proteina em odcitos de ratas (127).
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Em nossos achados, a lysozyme ¢ foi menos expressa no grupo diabético e aumentadas no
obeso, quando comparado ao grupo controle.

A RAB2A (F1LP82) pertence as proteinas GTPases de baixa massa molecular,
que modulam o transporte de microvesiculas e exossomos das células eucarioticas
(128). Essa proteina foi encontra aumentada em espermatozoides de ratos com baixa
motilidade e com baixo tamanho de ninhada. Em nossos achados essa proteina foi menos
expressa no grupo obeso, o que também nos faz acreditar que seja compensatoria a
resposta. Ja no diabético maior expressdo foi observada, o que pode estar relacionada a
baixa motilidade espermética (129). Esta proteina pode ser indicada como biomarcadora
para diagndstico e prognostico da fertilidade masculina (78).

A CD177 (MOR4W1) é um antigeno exclusivamente expresso em neutrofilos,
regulando a migrac&o dos leucocitos para o 6rgdo alvo. E expressa no testiculo e ¢ vista
como uma estratégia para terapia contra o cancer, pois atua na resposta imune. Os
neutrofilos correspondem a 50-60% dos leucocitos seminais, sua origem nao é bem
compreendida, embora acredita-se que s@o provenientes da vesicula seminal e prostata e
migram em resposta a inflamacdes nesses locais. O aumento do niumero de neutréfilos no
sémen caracteriza uma alteracdo denominada leucocitospermia, ou seja, contagens de
leucdcitos acima de 1 milhdo/mL no ejaculado.(130) Os leucocitos geram EROs (anion
superdxido e perdéxido de hidrogénio), os quais provocam o estresse oxidativo e podem
danificar os espermatozoides, contribuindo com 30 a 80% dos casos de infertilidade
masculina. Essa proteina foi encontrada aumentada nos obesos, podendo indicar uma
proliferacdo de neutrofilos, culminando nas afeccdes supracitadas, corroborando com
esses achados, mas foi encontrada diminuida nos diabéticos, ndo sendo interessante por
ser células do sistema imune, importante para o controle de inflamac6es, e acredita-se que

estejam envolvidos na selecdo de espermatozoides viaveis, por apoptose (131).

Concluséao

Os dados da literatura sdo limitados, ha poucos trabalhos com protedmica de
espermatozoide frente a obesidade e diabetes, dos poucos trabalhos encontrados, 0s
resultados diferem dos nossos achados. Pode ser o tempo de inducdo da obesidade, ou a
metodologia de inducdo para ambas as doengas. De fato, essas doencas afetam o perfil
proteico de células espermaticas, como vimos em nossos resultados foram relatadas
proteinas ndo identificadas em estudos anteriores. Assim, essas descobertas podem tornar

marcadores da fertilidade em machos, utilizados para compreender melhor como alteram
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os parametros reprodutivos. E importante, em conjunto com o estudo da reproducéo,
entender a nivel sistémico, como a sindrome metabdlica esta ligada a fisiologia e
funcionalidade do 6rgdo reprodutor, no intuito de melhor compreendermos o impacto das
alteracOes protedmicas associadas a obesidade e ao diabetes na fungdo espermatica.
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Supplement 1. Results of mass spectrometry and gene ontology of proteins extracted from sperm cells of rats. Genetic ontology obtained at

UniprotKB (www.uniprot.org).

Name protein

Tubulin beta-4B chain

ATP synthase subunit beta

Cytochrome c, testis-specific

Outer dense fiber protein 2

Mitochondria-eating protein

Phosphatidylethanolamine-binding protein 1

ID

Q6PITS

G3Vv6D3

P10715

AO0AOH2UHM4
AOAOH2UHA4

P31044

Gene

Tubb4b

Atp5flb

Cyct

Odf2
Spatal8

Pebpl

Mass
(Da)

50225

56309

11849

94159
68665

20902

Genetic ontology

Molecular function

GTPase activity; GTP binding; structural
constituent of cytoskeleton:

Angiostatin binding; SATP binding; MHC
class | protein binding; proton-
transporting ATPase activity, rotational
mechanism;  proton-transporting  ATP
synthase activity, rotational mechanism

Electron transfer activity = Source:;
binding; metal ion binding

ATP binding; kinase binding;
lipid;binding; mitogen-activated protein
kinase binding; protein kinase binding;
receptor serine/threonine kinase binding;
serine-type  endopeptidase  inhibitor
activity; signaling receptor binding

Biological process

Microtubule-based process; microtubule
cytoskeleton organization ; mitotic cell
cycle

Angiogenesis; ATP synthesis coupled
proton transport; cellular response to
interleukin-7; lipid metabolic process;
negative regulation of cell adhesion
involved in  substrate-bound  cell
migration; positive regulation of blood
vessel  endothelial  cell  migration;
regulation of intracellular pH

Apoptotic process; mitochondrial electron
transport, cytochrome c to oxygen;
mitochondrial electron transport,
ubiquinol to cytochrome ¢

Cellular response to DNA damage
stimulus; mitochondrial protein catabolic
process, mitophagy by induced vacuole
formation

Aging; eating behavior; hippocampus
development; MAPK cascade; negative
regulation of MAPK cascade

negative regulation of protein
phosphorylation; positive regulation of
acetylcholine metabolic process; positive
regulation of cAMP-mediated signaling;
positive regulation of mitotic nuclear
division; regulation of neurotransmitter
levels; regulation of the force of heart
contraction response to activity; response
to calcium ion; response to CAMP;
response to corticosterone; response to
drug; response to electrical stimulus;
response to etanol; response to heat;
response to organic cyclic compound;

Cellular compartment
Cytoplasm, cytoskeleton, microtubule

Mitochondrion; mitochondrial nucleoid
mitocondrial; proton-transporting ATP
synthase complex; plasma membrane;
cell surface; proton-transporting; ATP
synthase complex, catalytic core F(1)

Mitochondrion,mitochondrial
intermembrane; respirasome

Mitochondrion; mitochondrial outer

membrane

Cytoplasm;  membrane;
membrane protein

peripheral
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Cytochrome c oxidase subunit 5A, mitochondrial
Globin a4

Hemoglobin subunit alpha-1/2

Tubulin alpha-3 chain

Sperm surface protein Sp17

Malate dehydrogenase, mitochondrial

ATP synthase subunit delta, mitochondrial

Actin, cytoplasmic 1

Beta-defensin

Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1,
mitochondrial

Sperm acrosome-associated protein 9

P11240
AO0A0G2JSW3

P01946

Q68FRS

Q9Z1K2

P04636

G3V7Y3

AOA0G2K3K2

Q99JD1

P10888

Q4V8P4

Coxba
Hbb

Hbal

Tuba3a

Spal7

Mdh2

Atp5fLd

Actb

Defh22

Cox4il

Spaca9

16347

16069

15490

50612

17142

36117

17552

42401

11417

19559

19795

Cytochrome-c oxidase activity; metal ion
binding

Heme binding; Metal ion binding; oxygen
binding; oxygen carrier activity
Amyloid-beta binding; heme binding; iron
ion binding; organic acid binding; oxygen
binding; oxygen carrier activity

GTPase activity; GTP binding; structural
constituent of cytoskeleton

Calmodulin binding

L-malate dehydrogenase activity; malate
dehydrogenase (NADP+) activity; malate
dehydrogenase activity; protein
homodimerization activity; protein self-
association
Proton-transporting ATP
activity, rotational mechanism

synthase

ATP binding; identical protein binding;
kinesin binding; nitric-oxide synthase
binding; protein kinase binding; structural
constituent  of  postsynaptic  actin
cytoskeleton; Tat protein binding

Cytochrome-c oxidase activity

Calcium-dependent protein binding

response to organic substance; response to
organonitrogen compound response to

oxidative stress; response to toxic
substance; response to  wounding;
spermatid  development ;  sperm
capacitation

Mitochondrial electron transport,

cytochrome c to oxygen
Oxygen transport; transport; heme; iron;

metal-binding

Cellular oxidant detoxification; hydrogen
peroxide catabolic process; negative
regulation of blood pressure; protein

heterooligomerization;
sensory perception of pain
Microtubule-based process; microtubule
cytoskeleton organization, mitotic cell
cycle

Binding of sperm to zona pellucida

regulation  of

Carbohydrate metabolic process; internal
protein amino acid acetylation; malate
metabolic process; NADH metabolic
process; oxaloacetate metabolic process;
tricarboxylic acid cycle

ATP synthesis coupled proton transport

Cell motility; cellular response to
cytochalasin B; negative regulation of
protein binding; regulation of
norepinephrine uptake; regulation of
protein localization to plasma membrane;
regulation of transmembrane transporter
activity; synaptic vesicle endocytosis
Defense response to bacterium; innate
immune response

Mitochondrial electron transport,
cytochrome ¢ to oxygen ; response to
nutrient
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Mitochondrion; mitochondrion inner
membrane

Cytosol; hemoglobin complex

Cytosol; hemoglobin complex;
haptoglobin-hemoglobin complex;
synapse

Cytoskeleton; ciliary basal body;

microtubule; cytoplasm

Plasma Membrane; external side of
plasma membrane; cilium; cytoplasm;
sperm fibrous sheath; sperm principal
piece

Mitochondrion; mitochondrial matrix;
mitochondrion; membrane

Mitochondrion; mitochondrial proton-
transporting ATP synthase complex;
proton-transporting  ATP  synthase
complex, catalytic core F(1)

Cytoskeleton; cortical cytoskeleton;
postsynaptic actin cytoskeleton;
cytosol; cytosol; Nucleus; nuA4 histone

acetyltransferase complex; calyx of
Held; cytoplasmic ribonucleoprotein
granule; glutamatergic synapse;

schaffer collateral - CA1 synapse
Extracellular region or secreted

Mitochondrion; mitochondrial
respiratory chain complex IV; nucleus

Cytoskeleton;
cytoplasmic

ciliary basal
microtubule;

body;
nucleus;
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Basigin

Calmodulin-1

Succinyl-CoA:3-ketoacid

transferase 2A, mitochondrial

Cytochrome

mitochondrial

b-c1

complex

coenzyme

subunit

P26453
PODP29
A Q5X1)9
2, P32551

Bsg

Calml

Oxct2a

Ugcre2

42865

16827

57491

48423

Cell-cell adhesion mediator activity;
mannose binding

Adenylate cyclase activator activity;
adenylate cyclase binding; calcium
channel inhibitor activity; calcium
channel regulator activity; calcium-

dependent protein binding; calcium ion
binding; disordered domain specific
binding; ion channel binding; nitric-oxide
synthase binding; nitric-oxide synthase
regulator activity; N-terminal
myristoylation domain binding;
phosphatidylinositol  3-kinase binding;
protein domain specific binding; protein
kinase binding; protein  N-terminus
binding; protein phosphatase activator
activity; titin binding; type 3 metabotropic
glutamate receptor binding

3-oxoacid CoA-transferase activity

Metal ion binding; metalloendopeptidase
activity;  protein-containing  complex
binding

Axon guidance; decidualization; dendrite
self-avoidance; embryo implantation;
homophilic cell adhesion via plasma
membrane adhesion molecules;
odontogenesis of dentin-containing tooth;
protein localization to plasma membrane;
response to CAMP; response to mercury
ion; response to peptide hormone

Activation of adenylate cyclase activity;
calcium-mediated signaling; detection of
calcium ion; establishment of protein
localization to membrane; establishment
of protein localization to mitochondrial
membrane; G2/M transition of mitotic cell
cycle; negative regulation of ryanodine-
sensitive calcium-release channel activity;
positive regulation by host of symbiont
CAMP-mediated  signal  transduction;
positive regulation of cyclic-nucleotide

phosphodiesterase  activity;  positive
regulation of DNA binding; positive
regulation of nitric-oxide synthase

activity; regulation of phosphoprotein
phosphatase activity; positive regulation
of ryanodine-sensitive calcium-release
channel activity; regulation of cardiac
muscle  contraction;  regulation  of
cytokinesis; regulation of heart rate;
regulation of high voltage-gated calcium
channel activity; regulation of release of
sequestered calcium ion into cytosol by
sarcoplasmic reticulum; regulation of
ryanodine-sensitive calcium-release
channel activity; regulation of store-
operated calcium channel activity;
regulation of synaptic vesicle endocitosis;
regulation of synaptic vesicle exocytosis;
response to amphetamine

Ketone body catabolic process

Oxidation-reduction  process; protein
processing involved in protein targeting to
mitochondrion

acrosomal

vesicle;

ciliary

cytoplasm; sperm flagellum
Plasma membrane; single-pass type |
membrane protein; melanosome
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base;

Cytoskeleton; spindle; spindle pole

Mitochondrion

Mitochondrion;
membrane

mitochondrion

inner
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Citrate synthase
Keratin, type Il cytoskeletal 5

Cytochrome c-1

Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial

G3Vv936
AO0A0G2K509

D3ZFQ8

P07895

Cs
Krt5

Cycl

Sod2

52083

63095

35640

24887

Citrate (Si)-synthase activity
Scaffold protein structural
molecule activity

Electron transporter, transferring electrons
within CoQH2-cytochrome ¢ reductase
complex activity; heme binding; metal ion
binding

DNA binding; enzyme binding; identical
protein binding; manganese ion binding;
metal ion binding; oxygen binding;
superoxide dismutase activity

binding;

Carbohydrate metabolic
tricarboxylic acid cycle

process;

Mitochondrial ATP synthesis coupled
proton transport; mitochondrial electron
transport, ubiquinol to cytochrome ¢

Acetylcholine-mediated vasodilation
involved in regulation of systemic arterial
blood pressure; age-dependent response to
reactive oxygen species; aging; cellular
response to etanol; detection of oxygen;
erythrophore differentiation; glutathione
metabolic process; heart development;
hemopoiesis; hydrogen peroxide
biosynthetic; hydrogen peroxide
metabolic process; intrinsic apoptotic
signaling pathway in response to DNA
damage; intrinsic apoptotic signaling
pathway in response to oxidative stress;
iron ion homeostasis; liver development;
locomotory behavior; negative regulation
of apoptotic process; negative regulation
of fat cell differentiation; negative
regulation of fibroblast proliferation;
neuron development; positive regulation
of nitric oxide biosynthetic process; post-

embryonic development; protein
homooligomerization;  regulation  of
catalytic  activity; regulation of

mitochondrial  membrane  potential;
regulation of transcription by RNA
polymerase II; release of cytochrome c
from mitocondria; removal of superoxide
radicals; respiratory electron transport
chain; response to activity; response to
axon injury; response to cadmium ion;
response to cold; response to drug;
response to electrical stimulus; response to
gamma radiation; response to hydrogen
peroxide; response to hiperoxia; response
to hipoxia; response to immobilization
stress; response to isolation stress;
response to L-ascorbic acid; response to
lipopolysaccharide; response to

46

Mitochondrion; mitochondrial matrix

Cytoskeleton; keratin filament;
cytoplasm
Mitochondrion; mitochondrial

respiratory chain complex I11

Mitochondrion; mitochondrion matrix
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Fructose-bisphosphate aldolase

Isoaspartyl peptidase/L-asparaginase

Ropporin-1

Uncharacterized protein

Hypothetical LOC302884
GLIPR1-like 1

Phosphoglycerate kinase

Acrosin-binding protein

Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A

(alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 16

ATP synthase subunit d, mitochondrial

Anionic trypsin-1

Calcium-binding  tyrosine
regulated

Phosphoglycerate mutase 2

phosphorylation-

Q6AY07
Q8VI04

Q4KLL5

F1LUD3

MOR6GO
D3Z191

MORG6Y8

QB6AY33

G3V8X9

P31399

P00762

MOR8P3

P16290

Aldoart2
Asrgll

Ropnl

N/A

MGC105649
Gliprlll

RGD1560402

Acrbp

Serpinal6

Atp5pd

Prssl

Cabyr

Pgam2

39923
34845

24173

586027

9593
27270

42391

36236

47380

18809

26627

43246

28908

Fructose-bisphosphate aldolase activity

Asparaginase activity;  beta-aspartyl-
peptidase activity; hydrolase activity

ADP binding; ATP
phosphoglycerate Kinase activity

binding;

Serine-type  endopeptidase  inhibitor
activity
Protein-containing  complex  binding;

proton transmembrane transporter activity

Metal ion binding;
endopeptidase activity

serine-type

Calcium ion binding

2,3-bisphosphoglycerate-dependent
phosphoglycerate mutase  activity;
bisphosphoglycerate mutase activity;

magnetism; response to manganese ion;
response to nutrient levels; response to
oxidative stress; response to radiation;
response to selenium ion; response to
silicon dioxide; response to zinc ion;
superoxide anion generation; superoxide
metabolic process

Glycolytic process

Asparagine catabolic process via L-
aspartate; protein maturation

Cilium organization; flagellated sperm
motility; protein localization to cilium;
regulation of protein phosphorylation;
sperm capacitation

Response to bacterium

Gluconeogenesis;  glycolytic
positive  regulation  of
phosphorylation

process;
oxidative

Negative regulation of endopeptidase
activity
ATP  hydrolysis  coupled  cation

transmembrane transport; ATP metabolic
process; ATP synthesis coupled proton
transport; cellular response to peptide

Digestion;  proteolysis; response to
caffeine; response to nicotine; response to
nutrient; response to organic substance
Sperm capacitation

Gluconeogenesis;  glycolytic  process;
Notch signaling pathway; response to
inorganic substance; response to mercury
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Cytoplasm Source; photoreceptor inner
segment

Cytoplasm; sperm cytoplasmic droplet;
sperm principal piece

Costamere Source; cytoplasmic vesicle
membrane; Z disc
Nucleus

Extracellular region or secreted,;
extracellular space

Cytosol
Extracellular  region or secreted,;
acrosomal membrane;  acrosomal
vesicle

Extracellular region or secreted

Mitochondrion; mitochondrial proton-
transporting ATP synthase complex;
mitochondrial proton-transporting ATP
synthase complex, coupling factor F(0);
mitochondrial proton-transporting ATP
synthase, stator stalk

Extracellular region or secreted

Cytosol, nucleus; sperm fibrous sheath

Cytosol; nucleus
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Alpha-amylase

Protein MENT
Cytochrome c oxidase subunit 5B, mitochondrial

Peroxiredoxin-like 2A
Zona pellucida binding protein, isoform CRA_b

Slc25a17 protein

Saccharopine dehydrogenase-like
oxidoreductase

Alpha-L-fucosidase

Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial

5'-nucleotidase, cytosolic 1B

Solute carrier family 2 (Facilitated glucose
transporter), member 3
14-3-3 protein zeta/delta

E9PSQ1

Q5X162
P12075

QBAXX6
Q6AXU2

B2GUY8

QBAY30

A0A0G2JSJ8

Q6P6R2

AOA0G2JX78

AO0A0G2JSJ3

AO0A0G2JV65

Amyla

Ment
Cox5b

Prxl2a
Zpbp

Slc25a17

Sccpdh

Fucal

Dlid

Nt5clb

Slc2a3

Ywhaz

59633

38130
14191

25861

46012

34433

47514

53723

54574

72661

53984

29141

cofactor binding; hydrolase activity;
phosphoglycerate mutase activity
Alpha-amylase activity; alpha-amylase
activity (releasing maltohexaose); cation
binding

Cytochrome-c oxidase activity; metal ion
binding

Antioxidant activity

ADP transmembrane transporter activity;
AMP transmembrane transporter activity;
ATP transmembrane transporter activity;
chaperone  binding;  coenzyme A
transmembrane transporter activity; FAD
transmembrane  transporter  activity;
transmembrane transporter activity; NAD
transmembrane transporter activity
Oxidoreductase activity

Alpha-L-fucosidase activity

dihydrolipoyl dehydrogenase activity;
electron transfer activity; flavin adenine
dinucleotide binding; lipoamide binding;
NAD binding; pyruvate dehydrogenase
(NAD+) activity

5'-nucleotidase activity; magnesium ion
binding; nucleotide binding
Glucose  transmembrane
activity

transporter

Protein domain specific binding

ion; spermatogenesis; striated muscle
contraction
Carbohydrate metabolic process; response

to bacterium

Regulation of cell population proliferation

Mitochondrial ATP synthesis coupled
proton transport; mitochondrial electron
transport, cytochrome c to oxygen;
response to hormone; response to peptide
hormone

Oxidation-reduction process; regulation of
osteoclast differentiation

Binding of sperm to zona pellucida

Fatty acid beta-oxidation;
transport

fatty acid

Glycolipid biosynthetic process

Fucose metabolic process;
catabolic process
2-oxoglutarate metabolic process; acetyl-
CoA biosynthetic process from pyruvate;
aging; cell redox homeostasis;
dihydrolipoamide metabolic; gastrulation;
histone succinylation; lipoate metabolic
process; mitochondrial electron transport,
NADH to ubiquinone; proteolysis;
regulation of membrane potential; sperm
capacitation

Adenosine metabolic process; nucleotide
metabolic process

glycoside

Protein targeting; regulation of cell death;
synaptic target recognition
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Extracellular region or secreted

Extracellular region or secreted

Mitochondrion; mitochondrial inner
membrane
Extracellular  region or secreted;

cytoplasm

Extracellular region or secreted; integral
component of membrane

Peroxisome; integral component of
peroxisomal membrane

Mitochondrion;;
lipid droplet

plasma membrane;

Mitochondrion; mitochondrial matrix;

mitochondrion;nucleus; nucleoplasm;
nucleus; acrosomal matrix; motile
cilium; oxoglutarate dehydrogenase
complex; pyruvate dehydrogenase
complex
Cytosol

Integral component of membrane

Nucleus; hippocampal mossy fiber to
CA3 synapse
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NADH dehydrogenase [ubiquinone]
subcomplex subunit 8, mitochondrial
Fatty acid-binding protein 9
Protein/nucleic acid deglycase DJ-1

1 beta B2RYS8

P55054
Park7

Ndufb8

Fabp9
30

22058

15308
20190

NADH  dehydrogenase  (ubiquinone)
activity
Lipid binding

Androgen receptor binding; copper ion
binding; cupric ion binding; cuprous ion
binding; cytokine binding; L-dopa
decarboxylase activator activity; mercury
ion binding; mRNA binding; peptidase
activity; protein deglycase activity;
protein  homodimerization  activity;
repressing transcription factor binding;
scaffold protein  binding; signaling
receptor binding; small protein activating
enzyme binding; superoxide dismutase
copper chaperone activity; transcription
coactivator activity; transcription factor
binding;  tyrosine  3-monooxygenase
activator activity; ubiquitin-like protein
conjugating enzyme binding

Mitochondrial electron transport, NADH
to ubiquinone

Acrosome assembly

Aging; autophagy; cellular response to
glyoxal; cellular response to hydrogen
peroxide; cellular response to
lipopolysaccharide; cellular response to
oxidative stress; detoxification of copper
ion; detoxification of mercury ion; DNA
repair; fertilization; glucose homeostasis;
glycolate biosynthetic process; guanine
deglycation; guanine deglycation, glyoxal
removal; guanine deglycation,
methylglyoxal removal; hydrogen
peroxide metabolic process; inflammatory
response; insulin  secretion; maternal
process involved in female pregnancy;
mitochondrion  organization; negative
regulation of cell death; negative
regulation of cysteine-type endopeptidase
activity involved in apoptotic signaling
pathway; negative regulation of extrinsic
apoptotic signaling pathway; negative
regulation of neuron apoptotic process;
negative regulation of neuron death;
negative regulation of NMDA glutamate
receptor activity; negative regulation of
oxidative stress-induced neuron intrinsic
apoptotic signaling pathway; negative
regulation of protein acetylation; negative
regulation of protein binding; negative
regulation of protein export from nucleus;
negative regulation of protein K48-linked
deubiquitination; negative regulation of
protein kinase activity; negative regulation

of protein phosphorylation; negative
regulation of protein  sumoylation;
negative regulation of protein

ubiquitination; negative regulation of
reactive oxygen species biosynthetic
process; negative regulation of TRAIL-
activated apoptotic signaling pathway;
negative regulation of ubiquitin-specific
protease activity; positive regulation of
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Mitochondrion; mitochondrion inner
membrane

Acrosomal vesicle

Cytosol;  extracellular  region or
secreted; extracellular  exosome;
mitochondrion; nucleus; PMLbody;

plasma membrane; axén; cytoplasm;
membrane raft; sperm head
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LSM12 homolog

Protein polyglycylase TTLL10

Similar to RIKEN
(Predicted)

Hyaluronidase PH-20

Adenylate cyclase

cDNA  4930540L03

D4A8GO
AO0A0G2JX96
D3Z9F9

Q62803

G3VoG1

Lsm12
Ttll10
Spacal

Spaml

Adcy5

21972

86167

37939

59059

140898

Hyalurononglucosaminidase activity

Adenylate cyclase activity; adenylate
cyclase binding; ATP binding; metal ion
binding;  protein  heterodimerization
activity; scaffold protein binding

acute inflammatory response to antigenic
stimulus; positive regulation of androgen
receptor activity; positive regulation of
dopamine biosynthetic process; positive
regulation of fertilization; positive
regulation of interleukin-8 production;
positive regulation of L-dopa biosynthetic
process; positive regulation of L-dopa
decarboxylase activity; positive regulation
of mitochondrial electron transport,
NADH to ubiquinone; positive regulation
of NAD(P)H oxidase activity; positive
regulation of oxidative phosphorylation
uncoupler activity; positive regulation of
protein  homodimerization  activity;
positive regulation of protein localization
to nucleus; positive regulation of
pyrroline-5-carboxylate reductase
activity; positive regulation of superoxide
dismutase activity; positive regulation of
transcription by RNA polymerase II;
positive regulation of tyrosine 3-
monooxygenase activity; protein
deglycation, glyoxal removal; protein
deglycosylation; protein stabilization;
regulation of androgen receptor signaling
pathway; regulation of inflammatory
response; regulation of mitochondrial
membrane potential; regulation of neuron
apoptotic process; response to drug;
response to oxidative stress; single
fertilization; spermatogenesis

RNA metabolic process

Cellular protein modification process

Acrosome assembly

Carbohydrate metabolic process; cell
adhesién; fusion of sperm to egg plasma
membrane involved in single fertilization
Adenosine receptor signaling pathway;
adenylate cyclase-activating dopamine
receptor signaling pathway; adenylate
cyclase-inhibiting  dopamine  receptor
signaling pathway; cAMP biosynthetic
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Acrosomal membrane; integral
component of membrane

Plasma membrane; anchored
component of membrane

Cytoskeleton; intermediate filament
cytoskeleton;  plasma  membrane;
cilium;  integral component  of
membrane
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Tubulin alpha-1A chain

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit

beta, mitochondrial

L-lactate dehydrogenase

ATP synthase subunit alpha, mitochondrial

Acrosin
Epididymal-specific lipocalin-5

Carnitine O-acetyltransferase

Succinate--CoA ligase

subunit alpha, mitochondrial

CD177 antigen-like
NADH

flavoprotein 2, mitochondrial

dehydrogenase

Ras-related protein Rab-2A

[ADP/GDP-forming]

[ubiquinone]

P68370

AO0A0G2KAM3

QBAYX2

P15999

AOA0G2K321
P06911
AOAQH2UI21

AOAOH2UHEL

MOR4W1
P19234

F1LP82

Tubala

Pdhb

Ldhc

Atp5fla

Acr
Lcn5
Crat

Suclgl

LOC100909620
Ndufv2

Rab2a

50788

46619

36089

59831

48876
20828
71424

37935

27029
27703

22961

GTPase activity; GTP binding; protein
domain  specific  binding;  protein
heterodimerization activity; structural
constituent of cytoskeleton

Pyruvate dehydrogenase (NAD+) activity

L-lactate dehydrogenase activity

ADP binding; ATP binding; protease
binding; proton-transporting ATP
synthase activity, rotational mechanism

Serine-type endopeptidase activity
Small molecule binding

Carnitine  O-acetyltransferase activity;
signaling receptor binding

Cofactor binding; nucleotide binding;
succinate-CoA ligase (ADP-forming)
activity; succinate-CoA ligase (GDP-
forming) activity

2 iron, 2 sulfur cluster binding; metal ion
binding; NADH dehydrogenase
(ubiquinone) activity

GDP binding; GTPase activity; GTP
binding

process; cellular response to forskolin;
locomotory  behavior;  neuromuscular
process controlling balance; positive
regulation of cytosolic calcium ion
concentration; regulation of insulin
secretion involved in cellular response to
glucose stimulus

Microtubule-based; microtubule
cytoskeleton organization; mitotic cell
cycle; regulation of synapse organization

Tricarboxylic acid cycle

ATP biosynthetic process; carbohydrate
metabolic process; flagellated sperm
motility; lactate biosynthetic process from
pyruvate; lactate oxidation

Aging; apoptotic process; ATP
biosynthetic process; ATP metabolic
process; ATP synthesis coupled proton
transport; cellular response to
dexamethasone stimulus; cellular
response to nitric oxide; electron transport
chain; response to etanol; response to
muscle activity; response to oxidative
stress

Carnitine metabolic process, CoA-linked

Tricarboxylic acid cycle

Cardiac muscle tissue development;
mitochondrial electron transport, NADH
to  ubiquinone; nervous  system
development

Golgi organization
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Cytoskeleton; cytoplasmic microtubule;
microtubule;  endosome;  recycling
endosome;  cytoplasm;  cytoplasmic
ribonucleoprotein granule; membrane
raft; myelin sheath; neuromuscular
junction

Mitochondrion; nucleus; nucleoplasm;
pyruvate dehydrogenase complex

Cytoplasm; motile cilium

Mitochondrion;  inner  membrane;
mitochondrial proton-transporting ATP
synthase  complex;  mitochondrial
proton-transporting  ATP  synthase
complex, catalytic core F(1); nucleus;
plasma membrane; cell Surface;
membrane raft

Acrosomal vesicle
Extracellular region or secreted
Mitochondrion; peroxisome

Cytosol,
membrane

mitochondrion; plasma

Mitochondrion; mitochondrial
respiratory chain complex |

Golgi apparatus
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Cytochrome ¢ oxidase subunit 2

Serum albumin

60 kDa heat shock protein, mitochondrial

Dynein light chain 2, cytoplasmic

P00406

AO0A0G2JSH5

P63039

Q78P75

Mtco2

Alb

Hspdl

DynlI2

26082

70710

61088

10457

Copper ion binding; cytochrome-c
oxidase activity
Chaperone  binding; DNA  binding;

exogenous protein binding; fatty acid
binding; identical protein binding; metal
ion binding; oxygen binding; pyridoxal
phosphate  binding; toxic substance
binding

ATP binding; hydrolase activity; insulin
binding; lipopolysaccharide  binding;
modification-dependent protein binding;

protease  binding;  protein-containing
complex binding; protein
heterodimerization activity; unfolded

protein binding

Dynein intermediate chain  binding;
dynein light intermediate chain binding;
motor activity; protein heterodimerization
activity;  protein  homodimerization
activity; scaffold protein binding

ATP synthesis coupled electron transport;
lactation; positive regulation of ATP
biosynthetic process; positive regulation
of hydrogen peroxide biosynthetic
process; positive regulation of necrotic
cell death; response to cold

Cellular ~ response  to  starvation;
maintenance of mitochondrion location;
negative regulation of apoptotic process;
negative regulation of protein
oligomerization

‘de novo' protein folding; apoptotic
mitochondrial changes; cellular response
to heat; cellular response to interleukin-7;
mitochondrion organization; negative
regulation of apoptotic process; negative
regulation of apoptotic process in bone
marrow cell; negative regulation of neuron
apoptotic process; negative regulation of
reactive oxygen species biosynthetic
process; positive regulation of
inflammatory response; positive
regulation of interferon-alpha production;
positive regulation of interferon-gamma
production;  positive  regulation  of
interleukin-6 secretion; positive regulation
of T cell activation; positive regulation of
tumor necrosis factor secretion;protein
import into mitochondrial intermembrane
space; protein refolding; response to
activity; response to ATP; response to
cocaine; response to cold; response to
drug; response to estrogen; response to
glucocorticoid; response to heat; response
to hydrogen peroxide; response to hipoxia;
response to ischemia; response to
lipopolysaccharide; response to organic
cyclic compound; response to organic
substance; T cell activation
microtubule-based  process;  positive
regulation of ATP-dependent microtubule
motor activity, plus-end-directed

52

Mitochondrion; mitochondrial inner
membrane; integral component of
membrane; respiratory chain complex
v

Endoplasmic reticulum; extracellular
region or secreted; extracellular
exosome; golgi apparatus; protein-
containing complex

Cytosol; endoplasmic reticulum; rough
endoplasmic reticulum; extracellular
region or secreted; golgi apparatus;
mitochondrion crista; mitochondrial
inner membrane; mitochondrial matrix;
peroxisome;  peroxisomal  matrix;
plasma membrane; cell Surface;
cytoplasm; membrane raft; protein-
containing complex; secretory granule;
zymogen granule

Cytoskeleton; centrosome; cytoplasmic
dynein complex; dynein complex;
microtubule; myosin 'V  complex;
cytoplasm;  glutamatergic  synapse;
postsynaptic density


http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086992.dat;pr.eh=52%2C52p;pr.page=52;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086992.dat;pr.eh=54%2C54p;pr.page=54;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086992.dat;pr.eh=56%2C56p;pr.page=56;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086992.dat;pr.eh=57%2C57p;pr.page=57;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf

Uncharacterized protein
Dihydrolipoyllysine-residue  acetyltransferase
component of pyruvate dehydrogenase complex,
mitochondrial

Lysozyme c

Heat shock 70 kDa protein 1-like

Superoxide dismutase [Cu-Zn]

F1IMAES
P08461

F1IM6E7

P55063

P07632

Prp2I1
Dlat

Spaca3

Hspall

Sodl

101561
67637

18862

70904

16073

Dihydrolipoyllysine-residue
acetyltransferase activity; identical protein
binding; nucleotide binding; pyruvate
dehydrogenase (NAD+) activity

Lysozyme activity

ATPase activity; ATPase activity,
coupled; ATP binding; heat shock protein
binding; misfolded protein  binding;
protein  folding chaperone; unfolded
protein binding

Chaperone binding; copper ion binding;
enzyme binding; identical protein binding;
protein phosphatase 2B binding; Rac
GTPase binding; superoxide dismutase
activity; superoxide dismutase copper
chaperone activity; zinc ion binding

Acetyl-CoA biosynthetic process from
pyruvate; glucose metabolic process;
sleep; tricarboxylic acid cycle

Defense response to Gram-negative
bacterium; defense response to Gram-
positive bacterium; fusion of sperm to egg
plasma membrane involved in single
fertilization

Cellular response to heat; cellular
response to unfolded protein; chaperone
cofactor-dependent  protein  refolding;
protein refolding; response to unfolded
protein

Activation of MAPK activity; anterograde
axonal transport; auditory receptor cell
stereocilium organization; cell aging;
cellular iron ion homeostasis; cellular
response to ATP; cellular response to
cadmium ion; cellular response to
oxidative stress; cellular response to
potassium ion; embryo implantation;
glutathione metabolic process; heart
contraction; hydrogen peroxide
biosynthetic process; locomotory
behavior; muscle cell cellular
homeostasis; myeloid cell homeostasis;
negative regulation of apoptotic process;
negative regulation of  cholesterol
biosynthetic process; negative regulation
of inflammatory response; negative
regulation of neuron apoptotic process;
neurofilament cytoskeleton organization;
ovarian follicle development; peripheral
nervous system myelin maintenance;
positive regulation of catalytic activity;
positive regulation of cytokine production;
positive regulation of oxidative stress-

induced intrinsic apoptotic signaling
pathway; positive  regulation  of
phagocytosis; positive regulation of

superoxide anion generation; reactive
oxygen species metabolic process;
regulation of blood pressure; regulation of
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Integral component of membrane

Mitochondrion; mitochondrial matrix;
pyruvate dehydrogenase complex

Acrosomal matrix; acrosomal
membrane

Cytosol; mitochondrial matrix;
mitochondrion; cytoplasm

Cytosol;  extracellular  region or

secreted; extracellular space; lysosome;
mitochondrion; mitochondrial
intermembrane space; nucleus;
nucleoplasm;  peroxisome;  plasma
membrane; axon cytoplasm; cytoplasm;
cytoplasmic vesicle; dendrite; dense
core granule; neuron projection;
neuronal cell body; protein-containing
complex; secretory granule
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Inositol-1-monophosphatase

Cytochrome ¢ oxidase subunit 6B2
RCG44470

Tubulin beta chain

Tubulin alpha-8 chain

Carnitine O-acetyltransferase

F1M978

Q6YFQ1
D3ZVR6

G3V7C6

QBAY56

Q70458

Impal

Cox6b2
SIfl

Tubb4b

Tuba8

Crat

30818

10693
122988

61832

50690

71211

Inositol monophosphate 1-phosphatase
activity; inositol monophosphate  3-
phosphatase activity; inositol
monophosphate 4-phosphatase activity;
lithium ion binding; magnesium ion
binding; manganese ion binding; protein
homodimerization activity

Protein-containing  complex  binding;
ubiquitin protein ligase binding

Double-stranded RNA binding; GTPase
activity; GTP  binding;  structural
constituent of cytoskeleton
GTPase activity; GTP binding; structural
constituent of cytoskeleton

Carnitine O-acetyltransferase activity

GTPase  activity; regulation of
mitochondrial  membrane  potential;
regulation of multicellular organism
growth; regulation of protein kinase
activity; relaxation of vascular smooth
muscle; removal of superoxide radicals;
response to amphetamine; response to
antibiotic; response to antipsychotic drug;
response to axon injury; response to
carbon monoxide; response to copper ion;
response to drug; response to etanol;
response to heat; response to hydrogen
peroxide; response to nutrient levels;
response to organic substance; response to
oxidative stress; response to superoxide;
retina homeostasis; retrograde axonal
transport; sensory perception of sound;
spermatogenesis; superoxide  anion
generation; superoxide metabolic process;
transmission of nerve impulse

Inositol biosynthetic process; inositol
phosphate dephosphorylation;
phosphatidylinositol biosynthetic;
phosphatidylinositol phosphorylation;
signal transduction

Cellular response to DNA damage
stimulus; positive regulation of double-
strand break repair; positive regulation of
maintenance of mitotic sister chromatid
cohesion; positive regulation of protein
complex assembly; protein localization to
site of double-strand break

Microtubule-based process

Microtubule-based process; microtubule
cytoskeleton organization; mitotic cell
cycle S

Carnitine metabolic process, CoA-linked;
fatty acid metabolic process

Cytoplasm
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Mitochondrion; mitochondrial crista

Cytoskeleton; centrosome; nucleus;
nuclear inclusion body; cytoplasm;
nucleosome; site of double-strand break

Cytoskeleton; microtubule; cytoplasm

Cytoskeleton; microtubule; cytoplasm

Endoplasmic reticulum; mitochondrial

inner  membrane;
peroxisome

mitochondrion;
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Phosphoglycerate kinase

Hexokinase-1

Globin c2

Izumo sperm-egg fusion protein 1

Keratin, type 11 cytoskeletal 73
Fibrous sheath CABYR-binding protein

Fructose-bisphosphate aldolase A

Equatorin

Translation initiation factor elF-2B subunit beta

Tensin 3

Q5XIV1

P05708

AOA0G2JSV6

QBAY06

AOA0G2IXH6
Q4V7A4

P05065

Q2LCV6

FTEVX2

FILN91

Pgk2

Hk1

Hba-a2

lzumol

Krt73
Fsch

Aldoa

Eqtn

Eif2b2

Tns3

45380

103540

15446

44235

59372
88110

39783

31483

42192

166629

ADP binding; ATP
phosphoglycerate kinase activity

binding;

ATPase activity; ATP binding;
fructokinase activity; glucokinase activity;
glucose binding; hexokinase activity;
mannokinase activity; protein-containing
complex binding; protein
homodimerization activity; protein kinase
activity

Heme binding; iron ion binding; organic
acid binding; oxygen binding; oxygen
carrier activity

Protein binding involved in heterotypic
cell-cell adhesio; protein
homodimerization  activity; signaling

receptor binding

Fructose-bisphosphate aldolase activity

ATP binding; GTP binding; guanyl-
nucleotide exchange factor activity;
translation initiation factor activity

Metal ion binding

flagellated sperm motility;
gluconeogénesis;  glycolytic  process;
positive  regulation  of  oxidative

phosphorylation

Carbohydrate phosphorylation; cellular
glucose homeostasis; glycolytic process;
hexose metabolic process; negative
regulation of apoptotic process; peptidyl-

serine phosphorylation; peptidyl-
threonine  phosphorylation;  peptidyl-
tyrosine phosphorylation; protein
autophosphorylation; protein

phosphorylation; regulation of anion
channel activity; response to
brassinosteroid; response to hipoxia;

response to ischemia; response to
ketamine
Cellular oxidant detoxification; hydrogen
peroxide catabolic process; protein
heterooligomerization; response  to
estradiol

Fusion of sperm to egg plasma membrane
involved in single fertilization; heterotypic
cell-cell adhesién; single fertilization;
sperm-egg recognition

Negative

sumoylation
Glycolytic; methylglyoxal biosynthetic
process; protein homotetramerization;
response to estrogen; response to heat;
response to hipoxia; response to
lipopolysaccharide; response to nicotine

Acrosomal vesicle exocytosis;
endocitosis; fusion of sperm to egg plasma
membrane involved in single fertilization

regulation of protein

Myelination; oligodendrocyte
development; ovarian follicle
development; T cell receptor signaling
pathway

Cell migration; intracellular  signal
transduction; lung alveolus development;
positive regulation of cell population
proliferation
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Cytosol; sperm fibrous sheath

Cytosol; mitocondrial outer membrane;
mitochondrion; plasma membrane;
caveola; protein-containing complex

Cytosol, hemoglobin complex;
haptoglobin-hemoglobin complex

Plasma membrane; acrosomal
membrane; integral component of
membrane

Cytoskeleton; keratin filament

Motile cilium

Mitochondrion; nucleus; nuclear
heterochromatin; cytoplasm; | band; M
band

Plasma membrane; acrosomal
membrane; inner acrosomal membrane;
integral component of membrane; outer
acrosomal membrane

Eukaryotic translation initiation factor
2B complex

Cytosol; ocal adhesion
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Outer dense fiber protein 2

Fc fragment of 1gG-binding protein
Hemaoglobin subunit beta-2

Arylsulfatase A

ATP synthase subunit O, mitochondrial

Tektin-2

10 kDa heat shock protein, mitochondrial

Cytochrome b-c1 complex subunit 7

Serine/threonine-protein phosphatase

Nuclear  receptor
(Predicted), isoform CRA_a

ATP synthase F(0) complex subunit

interacting  protein

mitochondrial

Uncharacterized protein

Vomeronasal type-2 receptor 116-like

RCG22622

Tubulin beta chain

3

B1,

QBAYX5-5

D3ZJF8
P11517

Q32KK2

Q06647

QBAYM2

AO0A0G2JTG1
B2RYS2

AO0A0G2IVK2

D4A2KS

P19511

F1LZC5
AOA0G2IVYT7

MORAK?2
Q4QQV0

Odf2

Fcgbp
N/A

Arsa

Atp5po

Tekt2

Hspel
Ugcrb

Ppplcc

Nrip3

Atp5pb

N/A
LOC108348133

LOC684270
Tubb6

72069

287411
16086

54496

23440

50721

9382
13550

38420

27221

28965

16819
99334

23199
50483

Heme binding; hemoglobin alpha binding;
metal ion binding; organic acid binding;
oxygen binding; oxygen carrier activity
Arylsulfatase  activity;  cerebroside-
sulfatase activity

Protein-containing  complex  binding;
proton-transporting; ATP  synthase
activity, rotational mechanism; steroid
binding

ATP binding

Protein-containing complex binding

Metal ion binding; protein
serine/threonine phosphatase activity
Aspartic-type endopeptidase activity

Protein-containing  complex  binding;
proton transmembrane transporter activity

G protein-coupled receptor activity

Catalytic activity

GTPase activity; GTP binding; structural
constituent of cytoskeleton

Centriole-centriole  cohesion;  cilium
organization; multicellular  organism;
protein localization; spermatid

development

Cellular oxidant detoxificationhydrogen
peroxide catabolic process; protein
heterooligomerization

Autophagy; binding of sperm to zona

pellucida;  central  nervous  system
development; response to estrogen;
response to  etanol; response to

methylmercury;
response to pH
ATP metabolic process; ATP synthesis
coupled proton transport

response to nutrient;

Cilium assembly; cilium movement
involved in cell motility; flagellated sperm
motility; inner dynein arm assembly
Protein folding

Aerobic respiration; mitochondrial
electron transport, ubiquinol to
cytochrome c; mitochondrial respiratory

chain complex [l assembly; protein
heterooligomerization
ATP  hydrolysis  coupled  cation

transmembrane transport; ATP metabolic
process; ATP synthesis coupled proton
transport; cellular response to hypoxia

Microtubule-based process; microtubule
cytoskeleton organization; mitotic cell
cycle
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Cytoskeleton; centriole; centrosome;
microtubule; outer dense fiber; spindle
pole; centriolar subdistal appendage;
ciliary transition fiber

Extracellular region or secreted

Cytosol; hemoglobin complex

Endosome; extracellular region or
secreted; lysosome; plasma membrane;
extrinsic component of external side of
plasma membrane; acrosomal vesicle;
cytoplasm; integral component of
membrane

Mitochondrion; mitochondrial proton-
transporting ATP synthase complex;
mitochondrial proton-transporting ATP
synthase complex, coupling factor F(0)
Cytoskeleton; microtubule; microtubule
organizing center; cytoplasm; sperm
flagellum

Cytoplasm

Mitochondrion; mitochondrial
respiratory chain complex I11

Protein phosphatase type 1 complex

Mitochondrion; mitochondrial proton-
transporting ATP synthase complex
mitochondrial proton-transporting ATP
synthase complex, coupling factor F(0)

Plasma membrane; integral component
of membrane
Cytoplasm

Cytoskeleton; microtubule; cytoplasm
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QOuter dense fiber of sperm tails 2, isoform
CRA e
Uncharacterized protein

ATP synthase subunit alpha

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Glutathione peroxidase
E3 ubiquitin-protein ligase RNF181

Adenylate kinase isoenzyme 1

Carnitine O-palmitoyltransferase 2,
mitochondrial

Adenylate kinase 2, mitochondrial

Uncharacterized protein
CDGSH iron-sulfur domain-containing protein 1
3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase,

mitochondrial

G3V7X0

MOR5J4

F1LPO5

B1WBQ8

AOA0G2K398
Q6AXU4

P39069

G3V7N5

AOA0G2J)SG6

D3ZE63
BOK020

P29266

Odf2

N/A

Atp5fla

Gapdhs

Gpx4
Rnf181

Akl

Cpt2

Ak2

N/A
Cisdl

Hibadh

82322

47444

59890

47376

22687
19674

21684

74602

25741

12768
12260

35679

Magnesium ion binding; phosphopyruvate
hydratase activity

ATP binding; proton-transporting ATP
synthase activity, rotational mechanism

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (NAD+)
(phosphorylating) activity; NAD binding;
NADP binding

Glutathione peroxidase activity

Metal ion binding; ubiquitin protein ligase
activity

Adenylate kinase activity; ATP binding;
nucleoside diphosphate kinase activity

Transferase activity,
groups

transferring acyl

Adenylate kinase activity; ATP binding

2 iron, 2 sulfur cluster binding; identical
protein binding ; metal ion binding

3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase
activity; NAD binding; NADP binding;
oxidoreductase activity, acting on the CH-
OH group of donors, NAD or NADP as
acceptor

Glycolytic process

ATP synthesis coupled proton transport;
lipid metabolic process

glucose metabolic process;
process

glycolytic

Response to oxidative stress

Protein  autoubiquitination;
ubiquitination

Adenine  metabolic  process; ADP
biosynthetic process; AMP metabolic
process; ATP  metabolic  process;
cerebellum developmen; inosine
biosynthetic  process; muscle organ
development; neuron differentiation;
nucleoside diphosphate phosphorylation;
nucleoside  triphosphate  biosynthetic
process; olfactory bulb development;
positive regulation of glucose
transmembrane transpor; positive
regulation of neuron maturation; response
to activity; response to drug; response to
estradiol; response to testosterone

protein

Positive regulation of cold-induced
thermogenesis
ADP  biosynthetic  process; AMP

metabolic process; ATP metabolic process

Regulation of cellular respiration

Valine catabolic process
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Cytosol

Mitochondrion; proton-transporting
ATP synthase complex, catalytic core
F(1)

Neuron projection; perinuclear region
of cytoplasm; sarcomere

Mitochondrion; nucleolus; nucleoplasm

Mitochondrial intermembrane space;
sperm mitochondrial sheath

Mitochondrion; cytoplasmic side of
mitochondrial outer membrane; integral
component of membrane
Mitochondrion
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Axonemal dynein light intermediate polypeptide
1
ATP synthase-coupling factor 6, mitochondrial

Tripartite motif-containing 33

cAMP-dependent protein kinase type Il-alpha

regulatory subunit

Histone H2A

Syntaxin-12

Signal-regulatory protein beta 3

Hexokinase-1

Beta-globin

Nuclear pore complex protein Nup85

Heat shock 70 kDa protein 1A

Q4FZV3

P21571

D3ZUK4

P12368

MORCL5

A0A0G2JVB6

A0AOG2TD2
MORAQ6

AOA0G2JTW9

Q4QQs8

PODMWO

Dnalil

Atp5pf

Trim33

Prkar2a

LOC100910554

Stx12

Sirpb3
Hk1

Hbb-bl

Nup85

Hspala

29889

12487

126232

45794

14144

32520

55307
100919

16092

75916

70427

Dynein heavy chain binding; motor
activity

ATPase activity;  protein-containing
complex binding; proton transmembrane
transporter activity

co-SMAD binding; R-SMAD binding;
zinc ion binding

3'5'-cyclic-GMP phosphodiesterase
activity; beta-2 adrenergic  receptor
binding; cAMP  binding; cAMP-
dependent  protein  kinase regulator

activity; protein domain specific binding;
protein homodimerization activity; protein
kinase A catalytic subunit binding; small
molecule binding

DNA binding; protein heterodimerization
activity

SNAP receptor activity

ATP  binding; glucose
hexokinase activity; identical
binding; peptidoglycan binding

binding;
protein

Heme binding; metal ion binding; oxygen
binding; oxygen carrier activity
Structural constituent of nuclear pore

ATPase activity; ATPase activity,
coupled; ATP binding; heat shock protein

Inner dynein arm assembly

ATP metabolic process; ATP synthesis
coupled proton transport; negative
regulation of arachidonic acid secretion;
negative regulation of prostaglandin
secretion; positive regulation of blood
pressure; positive regulation of heart rate;
response to muscle activity

Negative regulation of BMP signaling
pathway; protein ubiquitination;
regulation of transforming growth factor
beta receptor signaling pathway
cGMP-mediated  signaling;  protein
heterooligomerization;  regulation  of
protein kinase activity; response to
clozapine

Chromatin organization

Autophagosome assembly; cholesterol
efflux; intracellular protein transport;
protein stabilization; vesicle-mediated
transport

Cellular glucose homeostasis;
establishment of protein localization to

mitochondrion;  glycolytic  process;
maintenance of protein location in
mitochondrion; positive regulation of

cytokine secretion involved in immune
response;  positive  regulation  of
interleukin-1 beta secretion

Lamellipodium assembly; macrophage
chemotaxis; mMRNA export from nucleus;
positive regulation of transcription, DNA-
templated; protein import into nucleus

Cellular response to heat; cellular
response to unfolded protein; chaperone
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Cytoskeleton; axoneme; dynein
complex; 9+2 motile cilium; cytoplasm;
filopodium

Extracellular  region or  secreted
extracellular  space; mitochondrion;
mitochondrial proton-transporting ATP
synthase  complex;  mitochondrial
proton-transporting  ATP  synthase
complex, coupling factor F(o); cell
surface

Nucleus

Cytosol; plasma membrane

T-tubule Source; cAMP-dependent
protein kinase complex; cytoplasm;
perinuclear region of cytoplasm;
protein-containing complex

Nucleus; nuclear chromatin;
nucleosome

Cytosol; BLOC-1 complex; membrane
raft; phagocytic vesicle; phagophore
assembly site; SNARE complex

Plasma membrane

Cytosol; mitochondrion; membrane raft

Cytosol; hemoglobin complex

Cytoskeleton; spindle; cytosol; nucleus;
nuclear membrane; nuclear pore outer

ring; condensed chromosome
kinetochore
Cytoskeleton;  centrosome; cytosol;

nucleus; nuclear speck; nucleus;
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Uncharacterized protein AOA0G2JUG1
Kazrin Q5FWS6-2
Septin-9 F1LN75
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 P18163
A-kinase anchor protein 4 035774
Similar to chromosome 14 open reading frame 8 D3ZCE7
(Predicted)

Clusterin AOA0G2KB42

cAMP-dependent protein kinase type Il-alpha A0A0G2K405

N/A

Kazn

Sept9

Acsll

Akap4

Tppp2

Clu
Prkar2a

57880
37197

64102

79155

94916

18641

34723
48457

binding; misfolded protein binding;
protein folding chaperone; transcription
corepressor activity; ubiquitin protein
ligase binding; unfolded protein binding

Structural molecule activity

GTP binding

Acetate-CoA  ligase activity; ATP
binding; decanoate-CoA ligase activity;
long-chain fatty acid-CoA ligase activity

Protein kinase A binding

Tubulin binding

CAMP binding; cAMP-dependent protein
kinase inhibitor  activity; cAMP-

cofactor-dependent  protein  refolding;
mRNA catabolic process; negative
regulation of cell death; negative
regulation of cell growth; negative

regulation of cell population proliferation;
negative regulation of transcription from
RNA polymerase Il promoter in response
to stress; neuron differentiation; positive
regulation of microtubule nucleation;
positive regulation of neuron
differentiation; positive regulation of
proteasomal ubiquitin-dependent protein
catabolic process; protein refolding;
regulation of mitotic spindle assembly;
response to etanol; response to ischemia;
response to mechanical stimulus; response
to radiation; response to unfolded protein

Keratinization

Positive regulation of non-motile cilium
assembly; protein heterooligomerization

Adiponectin-activated signaling pathway;
fatty acid metabolic process; fatty acid
transport; lipid metabolic process; long-
chain fatty acid import into cell; long-
chain fatty-acyl-CoA biosynthetic
process; positive regulation of cold-
induced thermogenesis; positive
regulation of protein serine/threonine
kinase activity; response to drug; response
to nutrient; response to oleic acid;
response to organic cyclic compound,;
response to organic substance; triglyceride
biosynthetic process; xenobiotic catabolic
process

Cell projection organization; flagellated
sperm motility

Microtubule bundle formation;
microtubule  polymerization;  positive
regulation of protein polymerization

Negative regulation of cAMP-dependent
protein kinase activity
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cytoplasm; membrane raft; perinuclear
region of cytoplasm; protein-containing
complex

Cytoskeleton; keratin filament

Cytoskeleton; nucleus; cell junction;
cytoplasm

Cytoskeleton; axoneme; microtubule ;
septin complex; stress fiber; non-motile
cilium; perinuclear region of cytoplasm

Endoplasmic reticulum; reticulum
membrane; mitochondrion;
mitochondrial outer membrane;

peroxisome; peroxisomal membrane;
plasma membrane; integral component
of membrane

Axoneme;
membrane  raft;

centrosome; plasma
CAMP-dependent
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regulatory subunit

Type Il keratin Kb15

Transitional endoplasmic reticulum ATPase

AODA0G2JVAS
P46462

Kb15
Vep

58459
89977

dependent protein  kinase regulator
activity; protein domain specific binding;
protein kinase A catalytic subunit binding;
ubiquitin protein ligase binding

Structural molecule activity

ADP binding; ATPase activity; ATP
binding; BAT3 complex binding;
deubiquitinase activator activity; identical
protein binding; K48-linked polyubiquitin
modification-dependent protein binding;
lipid binding; MHC class | protein
binding;  polyubiquitin  modification-
dependent protein binding; protein-
containing complex binding; protein
domain  specific  binding;  protein
phosphatase binding; signaling receptor
binding; ubiquitin protein ligase binding;
ubiquitin-specific protease binding

Activation of cysteine-type endopeptidase
activity involved in apoptotic process;
aggresome assembly; ATP metabolic
process; autophagosome  maturation;
autophagy; cellular response to arsenite
ion; cellular response to DNA damage
stimulus; cellular response to heat;
double-strand break repair; endoplasmic
reticulum  stress-induced  pre-emptive
quality control; endoplasmic reticulum to
Golgi vesicle-mediated transport;
endosome to lysosome transport via
multivesicular body sorting pathway;
ERAD pathway; ER-associated misfolded
protein catabolic process; flavin adenine
dinucleotide catabolic process;
macroautophagy; itotic spindle
disassembly; NADH metabolic process;
positive regulation of ATP biosynthetic
process; positive regulation of canonical

Wnt  signaling  pathway;  positive
regulation of Lys63-specific
deubiquitinase activity; positive

regulation of mitochondrial membrane
potential; positive regulation of oxidative
phosphorylation; positive regulation of
proteasomal ubiquitin-dependent protein
catabolic process; positive regulation of
protein complex assembly; proteasomal
protein catabolic process; proteasome-
mediated ubiquitin-dependent protein
catabolic process; protein hexamerization;
protein homooligomerization; protein N-
linked glycosylation via asparagine;
protein ubiquitination; regulation of
aerobic respiration; regulation of synapse
organization; retrograde protein transport,
ER to cytosol; stress granule disassembly;
translesion synthesis; ubiquitin-dependent
ERAD pathway; viral genome replication
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protein kinase complex; nucleotide-
activated protein kinase complex

Cytoskeleton; keratin filament

Cytosol; endoplasmic reticulum; derlin-

1 retrotranslocation complex;
endoplasmic; VCP-NPL4-UFD1 AAA
ATPase complex; nucleus;
nucleoplasm; ATPase complex;

cytoplasm; cytoplasmic stress granule;
glutamatergic  synapse; intracellular
membrane-bounded organelle; lipid
droplet;  perinuclear  region  of
cytoplasm; proteasome complex; site of
double-strand  break; VCP-NSFL1C
complex
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Aspartyl aminopeptidase

Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a

Glucose-6-phosphate isomerase

RAD23 homolog A, nucleotide excision repair

protein

DOP1 leucine zipper-like protein A
Jumonji domain-containing 7

Coiled-coil domain-containing protein 63
ERCC excision repair 6-like 2

Radial spoke head 3 homolog

Tektin-3

Q4V8H5

P62982

Q6P6V0

AO0AO0G2K7M2

D4A0Y2
D3Z7ZV5

FILTP5
D3ZPU4
FILRY1
Q4V8G8

Dnpep

Rps27a

Gpi

Rad23a

Dopla
Jmjd7

Ccdc63
Ercc6l12
Rsph3
Tekt3

53092

18282

62958

39571

277245

36219

65508
175208
61050
56894

Metalloaminopeptidase activity; zinc ion
binding

Metal ion binding; protein tag; structural
constituent of ribosome; ubiquitin protein
ligase binding

Cytokine activity; glucose-6-phosphate
isomerase activity; growth factor activity;
intramolecular  transferase  activity;
monosaccharide binding; ubiquitin protein
ligase binding

Damaged DNA binding; kinase binding;
polyubiquitin modification-dependent
protein binding; proteasome binding;
ubiquitin  binding;  ubiquitin-specific
protease binding

2-oxoglutarate-dependent  dioxygenase

activity

ATP binding

Modification-dependent protein catabolic
process; protein ubiquitination; translation

Aldehyde catabolic process; carbohydrate
metabolic process; erythrocyte
homeostasis; gluconeogénesis; glucose 6-
phosphate metabolic process; glucose
homeostasis; glycolytic process; in utero

embryonic development; learning or
memory; mesoderm formation;
methylglyoxal ~ biosynthetic  process;
negative regulation of cysteine-type
endopeptidase activity involved in

apoptotic process; negative regulation of
neuron apoptotic  process;  positive
regulation of endothelial cell migration;
positive regulation of immunoglobulin
secretion; response to cadmium ion;
response to estradiol; response to
immobilization  stress; response  to
morphine; response to muscle stretch;
response to progesterone; response to
testosterone

Nucleotide-excision  repair;  positive
regulation of cell cycle; positive
regulation of proteasomal ubiquitin-

dependent protein catabolic process;
positive regulation of viral genome
replication; proteasome-mediated
ubiquitin-dependent  protein  catabolic
process; protein destabilization
Golgi to endosome transport

Cilium assembly; cilium movement
involved in cell motility; flagellated sperm
motility; regulation of brood size
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Cytosol;  extracellular
secreted; cytoplasm
Cytosol; cytosolic small ribosomal
subunit; nucleus; cytoplasm

region  or

Cytosol;  extracellular  region or
secreted; extracellular space; nucleus;
nucleoplasm; plasma membrane; ciliary
membrane; cytoplasm; neuron
projection

Cytoskeleton; microtubule organizing
center; cytosol; nucleus; nucleoplasm;
proteasome complex

Cytosol; endosome; Golgi apparatus;
trans-Golgi network

Cilium
Acrosomal membrane; outer acrosomal
membrane; sperm flagellum
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Keratin 79

RCG60210

Cytochrome b-c1  complex subunit 1,
mitochondrial

Sperm mitochondrial-associated cysteine-rich
protein

Similar to testes development-related NYD-
SP22 isoform 1

Conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase

Similar to BC049730 protein

Solute carrier family 15 member 3

MICOS complex subunit MIC60

AO0A0G2JW69

BOBMz4
Q68FY0

Q64298

D4A9U1

G3Vv926

MORS867

Q924V4

AOA0G2JVH4

Krt79

Spatcl
Ugcrcel

Smcp

RGD1561916

Chuk

LOC102553892

Slc15a3

Immt

53076

50426
53500

17075

30834

85815

21819

65122

86689

Enzyme binding; structural molecule
activity

Catalytic activity; metal ion binding;
protein-containing  complex  binding;
ubiquitin protein ligase binding

Alpha-tubulin binding

ATP binding; IkappaB kinase activity;
protein  heterodimerization  activity;
protein homodimerization activity; protein
serine/threonine kinase activity; scaffold
protein binding

Oligopeptide transmembrane transporter
activity; peptide:proton symporter
activity; peptide transmembrane
transporter  activity; proton-dependent
oligopeptide secondary active
transmembrane transporter activity

Mitochondrial electron transport,
ubiquinol to cytochrome c; response to
activity; response to alkaloid

Flagellated sperm  motility;  single
fertilization
Cellular  protein-containing  complex
assembly

Cellular response to cadmium ion; cellular
response to reactive oxygen species;
cellular response to virus; negative
regulation of NF-kappaB transcription
factor activity; NIK/NF-kappaB signaling;
peptidyl-serine phosphorylation; positive
regulation of I-kappaB kinase/NF-kappaB
signaling;  positive  regulation  of
interferon-alpha  secretion; positive
regulation of NF-kappaB transcription
factor activity; positive regulation of
transcription by RNA polymerase II;
response to acetate; response to amino
acid; response to cholecystokinin;
response  to  drug; response to
hydroperoxide; response to
lipopolysaccharide; response to organic
substance; response to toxic substance;
Rho protein signal transduction; skeletal
muscle contraction; striated muscle cell
differentiation; tumor necrosis factor-
mediated signaling pathway

Protein  catabolic

transport

process;  protein

Ristae formation; mitochondrial calcium
ion homeostasis
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Cytoskeleton; keratin filament

Cytoskeleton; centrosome

Cytosol; mitochondrion; mitochondrial
inner membrane; mitochondrial
respiratory chain complex I11
Mitochondrion; mitochondrial
membrane; cytoplasm

Cytoskeleton;  manchette;
perinuclear region of cytoplasm

nucleus;

Cytoso; lkappaB kinase complex;
nucleus; nucleoplasm; intracellular
membrane-bounded organelle

Lysosome;  lysosomal ~ membrane;
integral component of membrane

Mitochondrion; MICOS complex
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Similar to EF hand calcium-binding domain 1

NME/NM23 family member 5

Sodium channel protein

ATP-sensitive inward rectifier potassium
channel 11

Clusterin

F1LX06

D3ZH90

F1LX08

P70673

G3Vv836

LOC500007

Nme5

Scn3a

Kenj11l

Clu

25504

24205

223377

43979

52015

Calcium ion binding

Nucleoside diphosphate kinase activity

Voltage-gated ion channel activity;
voltage-gated sodium channel activity
Ankyrin binding; ATP-activated inward
rectifier potassium channel activity; ATP
binding; heat shock protein binding;
inward rectifier potassium  channel
activity; ion channel binding; protein C-
terminus binding

Amyloid-beta  binding;  low-density
lipoprotein particle receptor binding;
misfolded protein  binding; protein-
containing complex binding; tau protein
binding; ubiquitin protein ligase binding

Cilium assembly; CTP biosynthetic
process; epithelial cilium movement; GTP
biosynthetic process; negative regulation
of oxidative stress-induced intrinsic
apoptotic signaling pathway; spermatid
development; UTP biosynthetic process;
ventricular system development
Regulation of ion transmembrane
transport

Cellular response to glucose stimulus;
cellular response to nicotine ; cellular
response to tumor necrosis factor; glucose
metabolic process; negative regulation of
insulin secretion ; nervous system process;
positive regulation of cation channel
activity; positive regulation of protein
localization to plasma membrane;
potassium ion import across plasma
membrane; potassium ion transport;
regulation of membrane potential;
response to ATP; response to drug;
response to estradiol; response to
ischemia; response to testosterone

Cell morphogenesis; central nervous
system myelin maintenance; chaperone-
mediated protein complex assembly;
chaperone-mediated  protein  foldin;
microglial cell activation; microglial cell
proliferation; negative regulation of
amyloid-beta formation; negative
regulation of amyloid fibril formation;
negative regulation of cellular response to
thapsigargin; negative regulation of
cellular response to tunicamycin; negative
regulation of intrinsic apoptotic signaling
pathway in response to DNA damage;
negative regulation of protein
homooligomerization; negative regulation
of response to endoplasmic reticulum
stress; positive regulation of amyloid-beta
formation; positive regulation of apoptotic
process; positive regulation of
neurofibrillary tangle assembly; positive
regulation of neuron death; positive
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Sperm flagellum

Plasma  membrane;  voltage-gated
sodium channel complex; cytoplasm
Cytosol;  endoplasmic  reticulum;
endosome; mitochondrion; nucleus;
nuclear envelope; plasma membrane
axolemma; inward rectifying potassium
cannel; plasma membrane; sarcolema;
T-tubule; acrosomal; cell body fiber;
intercalated disc; intracellular
membrane-bounded organelle; myelin
sheath; neuronal cell body

Cytoskeleton; cytosol; endoplasmic
reticulum;  perinuclear endoplasmic
reticulum lumen; extracellular region or

secreted; spherical high-density
lipoprotein  particle; mitochondrion;
mitochondrial inner membrane;

nucleus; apical dendrite; cell periphery;
cell Surface; neurofibrillary tangle;
synapse


http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087008.dat;pr.eh=65%2C65p;pr.page=65;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087008.dat;pr.eh=67%2C67p;pr.page=67;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087008.dat;pr.eh=70%2C70p;pr.page=70;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087008.dat;pr.eh=71%2C71p;pr.page=71;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086988.dat;pr.eh=71%2C71p;pr.page=71;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf

NPC intracellular cholesterol transporter 2

Heat shock-related 70 kDa protein 2
Cysteine-rich secretory protein 1
Galactosidase, beta 1-like

Transforming growth factor beta-1 proprotein

F7FIQ3

AO0A0G2JUTO
P12020
B1WBS6

P17246

Npc2

Hspa2
Crispl
Glb1l

Tgfbl

17137

66300

28741

73443

44985

Cholesterol binding; cholesterol
transporter activity; enzyme binding

ATP binding

Beta-galactosidase activity

Antigen  binding; cytokine activity;
enzyme binding; growth factor activity;
protein  heterodimerization  activity;
protein homodimerization activity; protein
N-terminus binding; protein
serine/threonine kinase activator activity;
transforming growth factor beta receptor
binding; type Ill transforming growth
factor beta receptor binding; type Il
transforming growth factor beta receptor
binding; type I transforming growth factor
beta receptor binding

regulation of NF-kappaB transcription
factor activity; positive regulation of nitric
oxide biosynthetic process; positive
regulation of proteasomal ubiquitin-
dependent protein catabolic process;
positive regulation of protein
homooligomerization; positive regulation
of receptor-mediated endocitosis; positive
regulation of tau-protein kinase activity;
positive regulation of tumor necrosis
factor production; protein import; protein
stabilization; regulation of amyloid-beta
clearance; regulation of cell population
proliferation; regulation of neuronal signal

transduction; response to misfolded
protein; response to virus

Cholesterol efflux; cholesterol
homeostasis; intracellular  cholesterol

transport; response to virus

Carbohydrate metabolic process

Adaptive immune response based on
somatic  recombination of immune
receptors built from immunoglobulin
superfamily domains; aging; animal organ
regeneration; aortic valve morphogenesis;
ATP  biosynthetic  process; branch
elongation involved in mammary gland
duct  branching; cell-cell  junction
organization; cell cycle arrest; cell
development; cell migration; cellular
calcium ion homeostasis; cellular response
to dexamethasone stimulus; cellular
response to insulin-like growth factor
stimulus; cellular response to ionizing
radiation; cellular response to mechanical
stimulus; cellular response to organic
cyclic compound; cellular response to
transforming growth factor beta stimulus;
chondrocyte differentiation; common-
partner SMAD protein phosphorylation;
defense response to fungus, incompatible
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Extracellular  region or secreted;
extracellular space; lysosome
Extracellular  region or secreted,

extracellular space; specific granule
Vacuole

Extracellular region or secreted; blood
microparticle; collagen-containing
extracellular matrix; extracellular space;
nucleus; axén; cell Surface; cytoplasm;
microvillus;  neuronal cell  body;
secretory granule
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interaction; digestive tract development;
embryonic liver development; endoderm
development; epidermal growth factor
receptor signaling pathway; epithelial to
mesenchymal transition; evasion or
tolerance of host defenses by virus;
extracellular matrix assembly; extrinsic
apoptotic  signaling  pathway; face
morphogenesis; female pregnancy; frontal
suture  morphogenesis;  germ  cell
migration; hematopoietic progenitor cell
differentiation;  hyaluronan catabolic
process; inflammatory response; inner ear
development; lens fiber cell
differentiation; lipopolysaccharide-
mediated signaling  pathway; liver
regeneration; lung development; lymph
node development; mammary gland
branching involved in thelarche; MAPK
cascade; membrane protein intracellular
domain proteolysis; mitotic cell cycle
checkpoint; mononuclear cell
proliferation;  morphogenesis of a
branching structure; myelination; myeloid
dendritic cell differentiation; negative
regulation of biomineral tissue
development; negative regulation of blood
vessel endothelial cell migration; negative
regulation of cell-cell adhesion; negative
regulation of cell cycle; negative
regulation of cell growth; negative
regulation of cell population proliferation;
negative regulation of cytolysis; negative
regulation of epithelial cell proliferation;
negative  regulation of fat cell
differentiation; negative regulation of
gene expression; negative regulation of
hyaluronan biosynthetic process; negative
regulation of immune response; negative
regulation of interleukin-17 production;
negative regulation of macrophage
cytokine production; negative regulation
of mitotic cell cycle; negative regulation
of myoblast differentiation; negative
regulation of neuroblast proliferation;
negative regulation of ossification;
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negative regulation of phagocytosis;
negative regulation of production of
miRNAs involved in gene silencing by
miRNA; negative regulation of protein
localization to plasma membraneg;
negative regulation of protein
phosphorylation; negative regulation of
release of sequestered calcium ion into
cytosol; negative regulation of skeletal
muscle tissue development; negative
regulation of T cell proliferation; negative
regulation of transcription, DNA-
templated; negative regulation  of
transcription by RNA polymerase |II;
neural tube closure; Notch signaling
pathway; oligodendrocyte development;
ossification involved in bone remodeling;
osteoclast  differentiation;  pathway-
restricted SMAD protein phosphorylation;
phosphate-containing compound
metabolic process; positive regulation of
apoptotic process; positive regulation of
blood vessel endothelial cell migration;
positive regulation of bone mineralization;
positive regulation of branching involved
in ureteric bud morphogenesis; positive
regulation of cardiac muscle cell
differentiation; positive regulation of cell
cycle arrest; positive regulation of cell
division; positive regulation of cell
migration; positive regulation of cell
population proliferation; positive
regulation of cellular protein metabolic
process; positive regulation of
chemotaxis;  positive regulation  of
collagen biosynthetic process; positive
regulation of epithelial cell proliferation;
positive regulation of epithelial to
mesenchymal transition; positive
regulation of ERK1 and ERK2 cascade;
positive regulation of exit from mitosis;
positive regulation of fibroblast migration;
positive  regulation  of  fibroblast
proliferation; positive regulation of gene
expression; positive regulation of histone
acetylation; positive regulation of histone
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deacetylation; positive regulation of
interleukin-17  production;  positive
regulation of isotype switching to IgA
isotypes; positive regulation of MAP
kinase activity; positive regulation of
microglia differentiation; positive
regulation of mononuclear cell migration;
positive regulation of NAD+ ADP-
ribosyltransferase activitypositive
regulation of NF-kappaB transcription
factor activity; positive regulation of
odontogenesis; positive regulation of
pathway-restricted SMAD protein
phosphorylation; positive regulation of
peptidyl-serine phosphorylation; positive

regulation of peptidyl-threonine
phosphorylation; positive regulation of
peptidyl-tyrosine phosphorylation;

positive regulation of phosphatidylinositol
3-kinase activity; positive regulation of
pri-miRNA  transcription by RNA
polymerase |1l; positive regulation of
production of miRNAs involved in gene
silencing by miRNA,; positive regulation
of protein complex assembly; positive
regulation of protein dephosphorylation;
positive regulation of protein import into
nucleus; positive regulation of protein
kinase B signaling; positive regulation of
protein phosphorylation; positive
regulation of protein secretion; positive
regulation of receptor clustering; positive
regulation of regulatory T  cell
differentiation; positive regulation of
SMAD protein signal transduction;
positive regulation of smooth muscle cell
differentiation; positive regulation of
superoxide anion generation; positive
regulation of transcription, DNA-
templated;  positive  regulation  of
transcription by RNA polymerase |II;
positive  regulation of transcription
regulatory region DNA binding; positive
regulation of vascular permeability;
protein export from nucleus; protein
kinase B signaling; protein
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Thymosin beta

Keratin, type Il cytoskeletal 1

A-kinase anchor protein 4

AOA0G2K7A1

AOA0G2JST3

FILMRS8

LOC100361139

Krtl

Akap4

5349

65059

81825

Actin monomer binding

Carbohydrate binding; protein
heterodimerization; structural constituent
of epidermis

Protein kinase A binding

phosphorylation;  receptor  catabolic
process; regulation of actin cytoskeleton
reorganization; regulation of apoptotic
process; regulation of branching involved
in mammary gland duct morphogenesis;
regulation of cartilage development;
regulation of cell growth; regulation of
cell population proliferation; regulation of
interleukin-23 production; regulation of
MAPK cascade; regulation of SMAD
protein signal transduction; regulation of
sodium ion transport; regulation of
transforming growth factor beta receptor
signaling pathway; regulatory T cell
differentiation; response to colesterol;
response to drug; response to estradiol;
response to glucose; response to hipoxia;
response  to immobilization  stress;
response to laminar fluid shear stress;
response to organic cyclic compound,;
response to organic substance; response to
progesterone; response to radiation;
response to salt; response to vitamin D;
response to wounding; salivary gland
morphogenesis; SMAD protein complex
assembly;  SMAD  protein  signal
transduction; T cell homeostasis; tolerance
induction to self antigen; transforming
growth factor beta receptor signaling
pathway; transforming growth factor beta
receptor signaling pathway involved in
heart ~ development;  ureteric  bud
development; vasculogenesis; ventricular
cardiac muscle tissue morphogenesis;
wound healing

Actin filament organization; regulation of
cell migration; sequestering of actin
monomers

complement activation, lectin pathway;
establishment of skin barrier; negative
regulation of inflammatory response;
peptide cross-linking; protein
heterotetramerization

Establishment of protein localization;
flagellated sperm motility; motile cilium
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Cytoskeleton; cytoplasm

Cytoskeleton; keratin filament; plasma
membrane; cornified envelope

Perinuclear region of cytoplasm; sperm
fibrous sheath; sperm principal piece; Z
disc
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Glutathione S-transferase Mu 5

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit
alpha, testis-specific form, mitochondrial
Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit,
mitochondrial

Collagen type XVIlI alpha 1 chain

LOC683667 protein

Outer dense fiber of sperm tails 3
WD repeat domain 72
RNA-binding motif protein 39

Park? protein

Q9Z1B2

Q06437

F1LNF7

F1LRO2

BOBNJ1

D3ZE94
AOAOG2K3H7
Q5BJIP4

Q5BKC3

Gstm5

Pdha2

1dh3a

Col18al

Sri

Odf3
Wdr72
Rbm39

Park7

27067

44049

41606

134905

21952

27975

105075

58932

23002

Glutathione transferase activity; protein
homodimerization activity

Pyruvate dehydrogenase (acetyl-
transferring) activity; pyruvate
dehydrogenase (NAD+) activity

Isocitrate  dehydrogenase ~ (NAD+)
activity; magnesium ion binding; NAD
binding

Extracellular matrix structural constituent

Calcium ion binding; protease binding;
protein  heterodimerization  activity;
repressing transcription factor binding

RNA binding

Androgen receptor binding; cupric ion
binding; cuprous ion binding; cytokine
binding;  kinase  binding;  L-dopa
decarboxylase activator activity; mercury
ion binding; mRNA binding;
oxidoreductase  activity, acting on

assembly; transmembrane receptor protein
serine/threonine kinase signaling pathway
Glutathione metabolic process

Acetyl-CoA biosynthetic process from
pyruvate; glucose metabolic process;
pyruvate metabolic process; tricarboxylic
acid cycle

Tricarboxylic acid cycle

Angiogenesis; endothelial cell
morphogenesis;  extracellular  matrix
organization; response to drug; response
to hydrostatic pressure

Calcium ion transport; cytoplasmic
sequestering of transcription factor; heart

development; negative regulation of
cardiac muscle contraction; negative
regulation of heart rate; negative

regulation of ryanodine-sensitive calcium-
release  channel activity;  negative
regulation of transcription regulatory
region DNA binding; positive regulation
of insulin secretion involved in cellular
response to glucose stimulus; positive
regulation of release of sequestered
calcium ion into cytosol Source: Ensembl
regulation of cardiac muscle cell
contraction; regulation of cell
communication by electrical coupling
involved in cardiac conduction; regulation
of high voltage-gated calcium channel
activity; regulation of relaxation of muscle

mRNA processing

cellular response to glyoxal; cellular
response  to  hydrogen  peroxide;
detoxification of copper ion;
detoxification of mercury ion; DNA
repair; glutathione deglycation; guanine
deglycation, glyoxal removal; guanine
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Cytoplasm

Mitochondrion; nucleolus; pyruvate
dehydrogenase complex

Mitochondrion

Extracellular  region or secreted;
collagen type XVIII trimer;

extracellular matrix; extracellular space

Cytosol;  endoplasmic  reticulum;
endoplasmic  reticulum  membrane;
smooth endoplasmic reticulum;
extracellular  region or secreted;
extracellular exosome; mitochondrion;
nucleus; nucleoplasm; plasma
membrane; T-tubule; axén; axon
terminus; chromaffin granule

membrane; dendritic spine neck; Z disc

Cytoskeleton; outer dense fiber
Cytoplasm

Nucleus

Cytosol; mitochondrion; mitochondrial
respiratory chain complex I; nucleus;

PML body; chromatin; perinuclear
region of cytoplasm
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peroxide as acceptor; peptidase activity;
protein  deglycase activity; protein
homodimerization activity; repressing
transcription  factor binding; scaffold
protein binding; small protein activating
enzyme binding; superoxide dismutase
copper chaperone activity; transcription
coactivator  activity;  tyrosine  3-
monooxygenase  activator  activity;
ubiquitin-like protein conjugating enzyme
binding;  ubiquitin-specific  protease
binding

deglycation, methylglyoxal removal;
hydrogen peroxide metabolic process;
negative regulation of cysteine-type
endopeptidase  activity involved in
apoptotic signaling pathway; negative
regulation of endoplasmic reticulum
stress-induced intrinsic apoptotic
signaling pathway; negative regulation of
gene expression; negative regulation of
hydrogen  peroxide-induced  neuron
intrinsic apoptotic signaling pathway;
negative regulation of nitrosative stress-
induced intrinsic apoptotic signaling
pathway;  negative  regulation  of
proteasomal ubiquitin-dependent protein
catabolic process; negative regulation of
protein acetylation; negative regulation of
protein binding; negative regulation of
protein export from nucleus; negative
regulation  of  protein  K48-linked
deubiquitination; negative regulation of
protein kinase activity; negative regulation
of protein  sumoylation;  negative
regulation of TRAIL-activated apoptotic
signaling pathway; negative regulation of
ubiquitin-protein  transferase activity;
negative regulation of ubiquitin-specific
protease  activity; peptidyl-arginine
deglycation; peptidyl-cysteine
deglycation; peptidyl-lysine deglycation;
positive regulation of androgen receptor
activity; positive regulation of dopamine
biosynthetic process; positive regulation
of interleukin-8 production; positive
regulation of L-dopa biosynthetic process;
positive regulation of mitochondrial
electron transport, NADH to ubiquinone;
positive regulation of peptidyl-serine
phosphorylation; positive regulation of
protein  homodimerization  activity;
positive regulation of protein localization
to nucleus; positive regulation of
pyrroline-5-carboxylate reductase
activity; positive regulation of superoxide
dismutase activity; positive regulation of
transcription by RNA polymerase |II;
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Tektin 5

Aconitate hydratase, mitochondrial

Fructose-bisphosphate aldolase

Histone H2B

Keratin, type |1 cytoskeletal 8

Keratin, type | cytoskeletal 19

Glycerol kinase

Alpha-mannosidase

Apolipoprotein E

QBAYH7

Q9ER34

Q6AY07

AO0A0G2JXEQ

Q10758

Q63279

AOA0G2K785

Q6P762

AOA0G2K151

Tekt5

Aco2

Aldoart2

LOC102549061

Krt8

Krt19

Gk

Man2bl

Apoe

64455

86121

39923

13914

53985

44609

62048

114825

41573

3 iron, 4 sulfur cluster binding; 4 iron, 4
sulfur cluster binding; aconitate hydratase
activity; iron ion binding
Fructose-bisphosphate aldolase activity

DNA binding; protein heterodimerization

activity

Protein-containing  complex  binding;
scaffold protein binding; structural
molecule activity

Protein-containing complex  binding;
structural constituent of muscle

Glycerol kinase activity
Alpha-mannosidase activity; mannose
binding; metal ion binding

Amyloid-beta  binding;  antioxidant

activity; heparan sulfate proteoglycan
binding; heparin binding; lipid transporter
activity; low-density lipoprotein particle
receptor binding; metal chelating activity;
phosphatidylcholine-sterol O-
acyltransferase activator activity;
phospholipid binding; protein-containing
complex binding; protein

positive  regulation of transcription
regulatory region DNA binding; protein
deglycation, glyoxal removal; protein
deglycation, methylglyoxal removal;
protein deglycosylation; protein
stabilization; regulation of androgen
receptor signaling pathway; regulation of
mitochondrial membrane potential

Cilium assembly; cilium movement
involved in cell motility; flagellated sperm
motility

Citrate metabolic process; isocitrate
metabolic process; liver development;
response to isolation stress; tricarboxylic
acid cycle

Glycolytic process

Nucleosome assembly

Cell differentiation involved in embryonic
placenta development; extrinsic apoptotic
signaling pathway; hepatocyte apoptotic
process; response to hydrostatic pressure;
response to other organism; sarcomere
organization; tumor necrosis factor-
mediated signaling pathway

Cell differentiation involved in embryonic
placenta development; Notch signaling
pathway; response to estrogen; sarcomere
organization

Glucose homeostasis; glycerol-3-
phosphate metabolic process; glycerol
metabolic process; regulation of fatty acid
metabolic process

Learning or memory; mannose metabolic
process; protein deglycosylation

AMPA glutamate receptor clustering;
amyloid precursor protein metabolic

process; cGMP-mediated  signaling;
cholesterol efflux; cholesterol
homeostasis; cholesterol metabolic

process; chylomicron remnant clearance;
fatty acid homeostasis; G protein-coupled
receptor signaling pathway; high-density
lipoprotein  particle assembly; high-
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Sperm flagellum

Cytoso; mitochondrion

Nucleus; chromosome

Cytoskeleton; keratin filament; nucleus;
nuclear matrix; nucleoplasm; plasma
membrane; apicolateral plasma
membrane; dystrophin-associated
glycoprotein complex; sarcolema; cell-
cell junction; costamere; Z disc

Cytoskeleton; intermediate filament;
terminal web; plasma membrane;
apicolateral plasma membrane;
dystrophin-associated glycoprotein
complex; sarcolema; costamere; Z disc

Lysosome; vacuolar membrane

Endoplasmic reticulum; extracellular

region or secreted; chylomicron;
extracellular ~ matrix;  high-density
lipoprotein  particle;  intermediate-

density lipoprotein particle; low-density
lipoprotein particle; synaptic cleft; very-
low-density lipoprotein particle; Golgi
apparatus; plasma membran;
glutamatergic synapse
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homodimerization  activity;tau

protein density lipoprotein particle clearance;

binding; very-low-density lipoprotein high-density lipoprotein particle

particle receptor binding

remodeling; intermediate-density
lipoprotein particle clearance; lipoprotein
biosynthetic process; locomotory

exploration behavior; long-chain fatty acid
transport; long-term memory; negative
regulation of amyloid-beta formation;
negative regulation of blood vessel
endothelial cell migration; negative
regulation of canonical Wnt signaling
pathway;  negative  regulation  of
cholesterol biosynthetic process; negative
regulation of endothelial cell proliferation;
negative regulation of long-term synaptic
potentiation; negative regulation of MAP
kinase activity; negative regulation of
neuron death; negative regulation of
neuron projection development; negative
regulation of platelet activation; negative
regulation of presynaptic membrane
organization; neuron projection
development; nitric oxide mediated signal
transduction; NMDA glutamate receptor
clustering; phospholipid efflux; positive
regulation by host of viral process;
positive regulation of cholesterol efflux;
positive  regulation  of  cholesterol
esterification; positive regulation of
dendritic spine development; positive
regulation of dendritic spine maintenance;
positive regulation of endocitosis; positive
regulation of ERK1 and ERK2 cascade;
positive regulation of heparan sulfate
binding; positive regulation of heparan
sulfate proteoglycan binding; positive
regulation of lipid biosynthetic process;
positive regulation of lipid transport
across blood-brain  barrier; positive
regulation of low-density lipoprotein
particle  receptor catabolic  process;
positive regulation of membrane protein
ectodomain proteolysis; positive
regulation of nitric-oxide synthase
activity; positive regulation of
phospholipid efflux; positive regulation of
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Copper-transporting ATPase 2

Cell division cycle 25 homolog A (S.
cerevisiae), isoform CRA_a

Phosphatase and actin regulator

L-lactate dehydrogenase A chain

Zona pellucida 3 receptor, isoform CRA_a
Protein FAM221A

Testis-specific gene 10 protein

A0A0G2IWJ5

G3V8T0

MOR7T1

P04642

G3V902
Q4v8D7

Q97220

Atp7b

Cdc25a

Phactr4

Ldha

Zp3r
Fam22la

TsgalO

164135

59837

74711

36712

66130

33681

83644

ATP binding; copper-exporting ATPase
activity; copper ion binding

Chaperone  binding; protein  kinase
binding; protein tyrosine phosphatase
activity

Actin binding; protein phosphatase 1
binding; protein phosphatase inhibitor
activity

Identical protein binding; kinase binding;
lactate dehydrogenase activity; L-lactate
dehydrogenase activity; NAD binding

Structural molecule activity

postsynaptic membrane organization;
positive regulation of transcription, DNA-
templated; protein import; receptor-
mediated endocitosis; regulation of
amyloid-beta clearance; regulation of
amyloid fibril formation; regulation of
behavioral fear response; regulation of
Cdc42 protein  signal transduction;
regulation of cellular response to very-
low-density lipoprotein particle stimulus;
regulation of proteasomal protein
catabolic process; regulation of protein
homooligomerization; response to caloric
restriction; reverse cholesterol transport;
triglyceride metabolic proces; very-low-
density lipoprotein particle clearance;
very-low-density  lipoprotein  particle
remodeling; virion assembly

Cellular copper ion homeostasis; cellular
zinc ion homeostasis; copper ion import;
lactation; protein maturation by copper ion
transfer; response to copper ion;
sequestering of calcium ion

Cell division; cellular response to UV;
positive regulation of cell cycle G2/M
phase transition

Carbohydrate metabolic; lactate metabolic
process; NAD metabolic process; positive
regulation of apoptotic process; post-
embryonic animal organ development;
response to Camp; response to drug;
response to estrogen; response to glucose;
response to hydrogen peroxide; response
to hipoxia; response to nutrient; response
to organic cyclic compound

Spermatogenesis
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Endosome; late endosome; Golgi
apparatus; trans-Golgi network
membrane; plasma membrane;

basolateral plasma membrane; integral
component of membrane; perinuclear
region of cytoplasm
Nucleus; cytoplasm

cytoplasm

Cytoskeleton; centriole; cytoplasm
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14-3-3 protein theta

Annexin Al

P68255

P07150

Ywhaqg

Anxal

28046

39147

14-3-3 protein binding; identical protein
binding; ion channel binding; protein C-
terminus binding; protein domain specific
binding; protein N-terminus binding
Calcium-dependent phospholipid binding;
calcium-dependent  protein  binding;
calcium ion binding; DNA/DNA
annealing activity; double-stranded DNA-
dependent ATPase activity; phospholipase
A2 inhibitor activity; phospholipid
binding; protein binding, bridging; protein
homodimerization  activity; single-
stranded DNA  binding;  structural
molecule activity

Negative regulation of ion transmembrane
transport;  negative  regulation  of
transcription, DNA-templated

Actin cytoskeleton reorganization;
adaptive immune response; alpha-beta T
cell differentiation; arachidonic acid
secretion; cell surface receptor signaling
pathway; cellular response to
glucocorticoid stimulus; cellular response
to hydrogen peroxide; cellular response to
vascular  endothelial growth factor
stimulus; DNA  duplex unwinding;
endocrine pancreas development; estrous
cycle; gliogenesis; G protein-coupled
receptor signaling pathway, coupled to
cyclic nucleotide second Messenger;
granulocyte  chemotaxis;  hepatocyte
differentiation; inflammatory response;
innate immune response; insulin secretion;
keratinocyte differentiation; monocyte
chemotaxis; myoblast migration involved
in skeletal muscle regeneration; negative
regulation of exocytosis; negative
regulation of interleukin-8 secretion;
negative regulation of phospholipase A2
activity; negative regulation of protein
secretion; negative regulation of T-helper
2 cell differentiation; neutrophil clearance;
peptide  cross-linking;  phagocytosis;
positive regulation of apoptotic process;
positive regulation of cell migration
involved in sprouting angiogénesis;
positive regulation of G1/S transition of
mitotic cell cycle; positive regulation of
interleukin-2 production; positive
regulation of neutrophil apoptotic process;
positive regulation of prostaglandin
biosynthetic process; positive regulation
of T cell proliferation; positive regulation
of T-helper 1 cell differentiation; positive
regulation of vesicle fusion; positive
regulation of wound healing; prolactin
secretion; prostate gland development;
regulation of cell population proliferation;
regulation of cell shape; regulation of
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Cytoskeleton; actin filament; cytosol;
endosome; early endosome membrane;
extrinsic component of endosome
membrane; extracellular region or
secreted; extracellular ~ exosome;
extracellular space; lysosome; mast cell
granule; mitochondrion; mitochondrial
membrane, nucleus;  nucleoplasm;
nucleus; plasma membrane; apical
plasma membrane; basolateral plasma
membrane; cornified envelope;
extrinsic component of external side of
plasma membrane; lateral plasma
membrane; phagocytic cup; plasma
membrane; sarcolema; synaptic
membrane; cytoplasm; cytoplasmic
vesicle membrane; motile cilium;
protein-containing complex
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RCG63538

Normal mucosa of esophagus-specific gene 1

protein

Tektin-4

Tektin-1

1IZUMO family member 4
Cylicin 1

Transmembrane protein 42
Radial spoke head 6 homolog A

Triosephosphate isomerase

FERM domain-containing 7

Actin, aortic smooth muscle

Keratin, type | cytoskeletal 14
von Willebrand factor D and EGF domains

ATP synthase subunit e, mitochondrial

D3ZT54

Q5RK28

QBAXV2

Q99JD2

D4ABT2
AOADG2K3Y3
D3Z8L0
Q4VBES

AOA0G2JWU1L

AOA096MJB8

AOA0G2K4M6

AO0A0G2JXJ9
D4AEB5

P29419

Spaca4

Nmesl

Tekt4

Tektl

1zumo4
Cylcl
Tmem42
Rsph6a

N/A

Frmd7

Acta2

Krt14
Vwde

Atp5me

13955

9592

52742

48903

26849

70012

17127

73637

27853

67008

42297

47553

106145

8249

Structural constituent of cytoskeleton

Triose-phosphate isomerase activity

ATP binding; protein kinase binding

Structural molecule activity

ATPase activity;  protein-containing
complex binding; proton transmembrane
transporter activity

hormone  secretion;  regulation  of
inflammatory response; regulation of
interleukin-1 production; regulation of
leukocyte  migration;  response  to
corticosteroid; response to drug; response
to estradiol; response to glucocorticoi;
response to hormone; response to
interleukin-1; response to organic cyclic
compound; response to peptide hormone;
response to X-ray

Electron  transport  chain;

transmembrane transport

proton

Cilium assembly; cilium movement
involved in cell motility; flagellated sperm
motility

Cilium assembly; cilium movement

involved in cell motility; flagellated sperm
motility

Gluconeogenesis; glyceraldehyde-3-
phosphate biosynthetic process; glycerol
catabolic process; glycolytic process

Glomerular mesangial cell development;
regulation of blood pressure; response to
virus; vascular smooth muscle contraction

ATP metabolic process; ATP synthesis
coupled proton transport
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Mitochondrion; mitochondrial
respiratory chain complex; nucleus

Sperm flagellum

Cytoskeleton; microtubule; cytoplasm;
sperm flagellum

Integral component of membrane

Cytosol

Cytoskeleton

Cytoskeleton;  actin
protein-containing complex;
muscle contractile fiber

Cytoskeleton; intermediate filament

cytoskeleton;
smooth

Mitochondrion; mitochondrial proton-
transporting ATP synthase complex;
mitochondrial proton-transporting ATP
synthase complex, coupling factor F(0)
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Erythroblast membrane-associated protein

39S ribosomal protein L17, mitochondrial

Tumor necrosis factor receptor superfamily
member 11B

Similar to TDPOZ2

Lysine demethylase 5B

NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit B10

Tubulin gamma chain

Nucleoporin 210-like

Maestro heat-like repeat-containing protein
family member 7

Myelin regulatory factor

D3Z9R6

Q6PDW6

008727

AO0A0G2)ZT4

AOAOG2K3NG6

D4A0TO

F1LUW9

D37876

A2RUWO

D4A352

Ermap

Mrpl17

Tnfrsfllb

RGD1566337

Kdm5b

Ndufb10

Tubg2

Nup210l1

Mroh?7

Myrf

66576

20309

47588

41761

165911

21131

54080

210022

124579

124568

Signaling receptor binding

Protein ~ domain  specific
structural constituent of ribosome
Cytokine activity

binding;

Ubiquitin protein ligase binding

DNA binding; histone demethylase
activity; histone demethylase activity (H3-
trimethyl-K4 specific); metal ion binding

GTPase activity; GTP binding; structural
constituent of cytoskeleton

DNA-binding transcription factor activity;
sequence-specific DNA binding

Regulation of immune response; T cell
receptor signaling pathway

Translation

Apoptotic process; extracellular matrix
organization; negative regulation of bone
resorption;  negative  regulation of
odontogenesis of dentin-containing tooth;
response to arsenic-containing substance;
response to drug; response to estrogen;
response to inorganic substance; response
to magnesium ion; response to nutrient;
signal transduction
Proteasome-mediated
dependent protein catabolic process;
regulation of proteolysis; ubiquitin-
dependent protein catabolic process
Cellular response to fibroblast growth
factor stimulus; chromatin remodeling;
lens fiber cell differentiation; response to
fungicide

Mitochondrial respiratory chain complex |
assembly

Cytoplasmic microtubule organization;
meiotic spindle organization;
microtubule-based process; microtubule
cytoskeleton organization; microtubule

ubiquitin-

nucleation; mitotic cell cycle; mitotic
sister chromatid segregation; mitotic
spindle organization

Sertoli cell development; spermatid

development

Central nervous system myelination;
central nervous  system myelin
maintenance; positive regulation of
myelination;  positive regulation of
transcription, DNA-templated
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Plasma Membrane; external side of
plasma membrane ; integral component
of membrane

Mitochondrion; mitochondrial large
ribosomal subunit
Extracellular  region or secreted;

extracellular matrix; extracellular space

Nucleus; cytoplasm

Nucleus; histone

complex

methyltransferase

Mitochondrion; mitochondrial
respiratory chain complex |
Cytoskeleton; centrosome; cytoplasmic
microtubule; gamma-tubulin complex;
microtubule; pericentriolar material;
spindle; spindle microtubule; nucleus;
cytoplasm

Nucleus;  nuclear  pore;
component of membrane
Integral component of membrane

integral

Cytosol; Golgi apparatus; nucleus
Nucleoplasm; cytoplasm
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Name protein

Tubulin beta-4B chain

ATP synthase subunit beta

Cytochrome c, testis-specific

Outer dense fiber protein 2
Mitochondria-eating protein
Phosphatidylethanolamine-binding protein 1
Cytochrome ¢ oxidase subunit 5A, mitochondrial
Globin a4

Hemoglobin subunit alpha-1/2

Tubulin alpha-3 chain

Sperm surface protein Sp17

Malate dehydrogenase, mitochondrial

ATP synthase subunit delta, mitochondrial
Actin, cytoplasmic 1

Beta-defensin

Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, mitochondrial

Sperm acrosome-associated protein 9
Basigin

Calmodulin-1

Succinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme A transferase 2A,

mitochondrial

Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial

Citrate synthase
Keratin, type Il cytoskeletal 5

Cytochrome c-1

ID

Q6PIT8
G3V6D3
P10715
AOAOH2UHM4
AOAOH2UHAS
P31044
P11240
AOADG2ISW3
P01946
Q68FR8
Q9Z1K2
P04636
G3V7Y3
AOA0G2K3K2
Q99JD1
P10888
Q4V8P4
P26453
PODP29
Q5X1J9

P32551
G3V936
AOA0G2K509
D3ZFQ8

Gene

Tubb4b
Atp5flb
Cyct
Odf2
Spatal8
Pebpl
Coxba
Hbb
Hbal
Tuba3a
Spal7
Mdh2
Atp5fld
Actb
Defb22
Cox4il
Spaca9
Bsg
Calml
Oxct2a

Ugcre2
Cs
Krt5
Cycl

Mass
(Da)

50225
56309
11849
94159
68665
20902
16347
16069
15490
50612
17142
36117
17552
42401
11417
19559
19795
42865
16827
57491

48423
52083
63095
35640

Groups

Control

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X

Supplement 2. Proteins extracted from sperm cells of rats identified in the control, diabetic and obese groups.

Diabetic

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X

Obese

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X
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Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial
Fructose-bisphosphate aldolase
Isoaspartyl peptidase/L-asparaginase

Ropporin-1

Uncharacterized protein

Hypothetical LOC302884

GLIPR1-like 1

Phosphoglycerate kinase

Acrosin-binding protein

Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A (alpha-1
antiproteinase, antitrypsin), member 16

ATP synthase subunit d, mitochondrial

Anionic trypsin-1

Calcium-binding tyrosine phosphorylation-regulated
Phosphoglycerate mutase 2

Alpha-amylase

Protein MENT

Cytochrome c¢ oxidase subunit 5B, mitochondrial
Peroxiredoxin-like 2A

Zona pellucida binding protein, isoform CRA_b

Slc25al7 protein

Saccharopine dehydrogenase-like oxidoreductase
Alpha-L-fucosidase

Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial

5'-nucleotidase, cytosolic IB

Solute carrier family 2 (Facilitated glucose transporter),
member 3

14-3-3 protein zeta/delta

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex
subunit 8, mitochondrial

P07895
QBAY07
Q8VI04

Q4KLL5
F1LUD3
MOR6GO
D3z191

MOR6Y8
Q6AY33
G3VBX9

P31399
P00762
MORSP3
P16290
E9PSQ1
Q5X162
P12075
Q6AXX6
Q6AXU2
B2GUYS
Q6AY30
A0ADG2SI8
Q6P6R2
AOA0G2IX78
A0A0G2ISJ3

AO0A0G2JV65
B2RYS8

Sod2
Aldoart2
Asrgll

Ropnl

N/A
MGC105649
Gliprill
RGD1560402
Acrbp
Serpinal6

Atp5Spd
Prssl
Cabyr
Pgam2
Amyla
Ment
Cox5b
PrxI2a
Zpbp
Slc25a17
Sccpdh
Fucal
Dld
Nt5clb
Slc2a3

Ywhaz
Ndufb8

24887
39923
34845

24173
586027
9593
27270
42391
36236
47380

18809
26627
43246
28908
59633
38130
14191
25861
46012
34433
47514
53723
54574
72661
53984

29141
22058

X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X

X

X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X

X
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X
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Fatty acid-binding protein 9

Protein/nucleic acid deglycase DJ-1
LSM12 homolog
Protein polyglycylase TTLL10
Similar to RIKEN cDNA 4930540L03 (Predicted)
Hyaluronidase PH-20

Adenylate cyclase
Tubulin alpha-1A chain

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit

mitochondrial

L-lactate dehydrogenase

ATP synthase subunit alpha, mitochondrial

Acrosin

Epididymal-specific lipocalin-5

Carnitine O-acetyltransferase
Succinate--CoA ligase [ADP/GDP-forming] subunit alpha,

mitochondrial
CD177 antigen-like

NADH

dehydrogenase

mitochondrial

Ras-related protein Rab-2A

[ubiquinone]

Cytochrome c oxidase subunit 2

Serum albumin

60 kDa heat shock protein, mitochondrial

Dynein light chain 2, cytoplasmic

Uncharacterized protein

Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of

flavoprotein

pyruvate dehydrogenase complex, mitochondrial

Lysozyme c
Heat shock 70 kDa protein 1-like

Superoxide dismutase [Cu-Zn]

beta,

2

P55054

Park7

D4A8G0O
A0A0G2JX96
D3Z9F9
Q62803
G3V9G1
P68370
AOA0G2KAM3

QBAYX2
P15999
AODA0G2K321
P06911

AO0AO0H2UI21
AO0AOH2UHE1

MOR4W1
P19234

F1LP82
P00406
AOA0G2JSH5
P63039
Q78P75
FIMAE5
P08461

FIM6GE7
P55063
P07632

Fabp9
30
Lsm12
Ttll10
Spacal
Spaml
Adcy5
Tubala
Pdhb

Ldhc
Atp5fla
Acr
Lcn5

Crat
Suclgl

LOC100909620
Ndufv2

Rab2a
Mtco2
Alb

Hspdl
Dynli2
Prp211
Dlat

Spaca3
Hspall
Sodl

15308
20190
21972
86167
37939
59059
140898
50788
46619

36089
59831
48876
20828

71424
37935

27029
27703

22961
26082
70710
61088
10457
101561
67637

18862
70904
16073

X X X X X X X X X

XX X X X X

X

X

XX X X X X

X

X

X X X X

XX X X X X

X

X
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Inositol-1-monophosphatase
Cytochrome ¢ oxidase subunit 6B2

RCG44470

Tubulin beta chain

Tubulin alpha-8 chain
Carnitine O-acetyltransferase
Phosphoglycerate kinase

Hexokinase-1
Globin c2

I1zumo sperm-egg fusion protein 1
Keratin, type Il cytoskeletal 73
Fibrous sheath CABYR-binding protein

Fructose-bisphosphate aldolase A

Equatorin

Translation initiation factor elF-2B subunit beta

Tensin 3

Outer dense fiber protein 2
Fc fragment of 19gG-binding protein

Hemoglobin subunit beta-2

Arylsulfatase A

ATP synthase subunit O, mitochondrial

Tektin-2

10 kDa heat shock protein, mitochondrial
Cytochrome b-c1 complex subunit 7
Serine/threonine-protein phosphatase

Nuclear receptor interacting protein 3 (Predicted), isoform

CRA a

ATP synthase F(0) complex subunit B1, mitochondrial
Uncharacterized protein

Vomeronasal type-2 receptor 116-like

RCG22622

F1MO978
Q6YFQL
D3ZVR6
G3V7C6
Q6AY56
Q7048

Q5XIV1
P05708
AOA0G2JSV6

Q6AY06
AOA0G2JXH6
Q4V7A4
P05065
Q2LCV6
FTEVX2
F1LN91
Q6AYX5-5
D3ZJF8
P11517
Q32KK2
Q06647
Q6AYM2
AOA0G2ITG1
B2RYS2
AOA0G2IVK2
D4A2K5

P19511
F1LZC5
AOAOG2IVY7
MORAK2

Impal
Cox6b2
SIfL
Tubb4b
Tuba8
Crat

Pgk2
Hk1
Hba-a2

lzumol
Krt73
Fscb
Aldoa
Eqtn
Eif2b2
Tns3
Odf2
Fcgbp
N/A
Arsa
Atp5po
Tekt2
Hspel
Uqcrb
Ppplcc
Nrip3

Atp5pb

N/A
LOC108348133
LOC684270

30818
10693
122988
61832
50690
71211

45380
103540
15446

44235
59372
88110
39783
31483
42192
166629
72069
287411
16086
54496
23440
50721
9382
13550
38420
27221

28965
16819
99334
23199

X X X X X X X X X X X X X X X X X XXX X X X X X X

X X X X

X X XXX X X X X

X

X X X X X X X

X

X X XXX X X X

X X

X X X X

X
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Tubulin beta chain

Outer dense fiber of sperm tails 2, isoform CRA_e
Uncharacterized protein

ATP synthase subunit alpha
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Glutathione peroxidase

E3 ubiquitin-protein ligase RNF181

Adenylate kinase isoenzyme 1

Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mitochondrial
Adenylate kinase 2, mitochondrial
Uncharacterized protein

CDGSH iron-sulfur domain-containing protein 1
3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase, mitochondrial
Axonemal dynein light intermediate polypeptide 1
ATP synthase-coupling factor 6, mitochondrial

Tripartite motif-containing 33

cAMP-dependent protein kinase type Il-alpha regulatory

subunit

Histone H2A

Syntaxin-12

Signal-regulatory protein beta 3
Hexokinase-1

Beta-globin

Nuclear pore complex protein Nup85
Heat shock 70 kDa protein 1A
Uncharacterized protein

Kazrin

Septin-9
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1

A-kinase anchor protein 4

Similar to chromosome 14 open reading frame 8 (Predicted)

Q4QQV0
G3V7X0
MOR5J4
F1LPO5
B1WBQ8
AOA0G2K398
Q6AXU4
P39069
G3V7N5
AOA0G2JSG6
D3ZE63
BOK020
P29266
Q4FZV3
P21571
D3ZUK4
P12368

MORCL5
AOA0G2IVB6
AOA0G2JTD2
MORAQ6
AOA0G2JTW9
Q4QQs8
PODMWO
A0A0G2JUG1
Q5FWS6-2

FILN75
P18163

035774
D3ZCE7

Tubb6
Odf2
N/A
Atp5fla
Gapdhs
Gpx4
Rnf181
Akl
Cpt2
Ak2
N/A
Cisdl
Hibadh
Dnalil
Atp5pf
Trim33
Prkar2a

LOC100910554
Stx12

Sirpb3

Hk1

Hbb-b1

Nup85

Hspala

N/A

Kazn

Sept9
Acsll

Akap4
Tppp2

50483
82322
47444
59890
47376
22687
19674
21684
74602
25741
12768
12260
35679
29889
12487
126232
45794

14144
32520
55307
100919
16092
75916
70427
57880
37197

64102
79155

94916
18641

X X X X

X

X X X X X X

X X X X
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Clusterin

CAMP-dependent protein kinase type Il-alpha regulatory

subunit

Type Il keratin Kb15

Transitional endoplasmic reticulum ATPase
Aspartyl aminopeptidase

Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a
Glucose-6-phosphate isomerase

RAD23 homolog A, nucleotide excision repair protein
DOP1 leucine zipper-like protein A

Jumonji domain-containing 7

Coiled-coil domain-containing protein 63

ERCC excision repair 6-like 2

Radial spoke head 3 homolog

Tektin-3

Keratin 79

RCG60210

Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial

Sperm mitochondrial-associated cysteine-rich protein

Similar to testes development-related NYD-SP22 isoform 1

Conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase
Similar to BC049730 protein

Solute carrier family 15 member 3

MICOS complex subunit MIC60

Similar to EF hand calcium-binding domain 1
NME/NM23 family member 5

Sodium channel protein

ATP-sensitive inward rectifier potassium channel 11

AO0AO0G2KB42
AO0A0G2K405

AOAOG2IVAS
P46462
Q4V8H5
P62982
Q6P6VO
AOAOG2K7M2
D4AOY2
D3ZZV5
FILTP5
D3ZPU4
FILRY1
Q4V8G8
AOAOG2JW69
BOBMZ4
QB8FY0
Q64298
D4AQU1L
G3V926
MORS67

Q924V4
AOA0G2IVH4
F1LX06
D3ZH90
F1LX08

P70673

Clu
Prkar2a

Kb15
Vep
Dnpep
Rps27a
Gpi
Rad23a
Dopla
Jmjd7
Ccdc63
Ercc6l12
Rsph3
Tekt3
Krt79
Spatcl
Uqcrcl
Smcp
RGD1561916
Chuk
16

28
104
29
27
16

16

34723
48457

58459
89977
53092
18282
62958
39571
277245
36219
65508
175208
61050
56894
53076
50426
53500
17075
30834
85815
21819

65122

86689

25504

24205

223377

43979

X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X X

X X X X

X X X X X X X

X
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Clusterin

NPC intracellular cholesterol transporter 2
Heat shock-related 70 kDa protein 2
Cysteine-rich secretory protein 1
Galactosidase, beta 1-like

Transforming growth factor beta-1 proprotein
Thymosin beta

Keratin, type Il cytoskeletal 1

A-kinase anchor protein 4

Glutathione S-transferase Mu 5

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha, testis-
specific form, mitochondrial

Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit, mitochondrial
Collagen type XVIII alpha 1 chain
LOC683667 protein

Outer dense fiber of sperm tails 3
WD repeat domain 72
RNA-binding motif protein 39
Park? protein

Tektin 5

Aconitate hydratase, mitochondrial
Fructose-bisphosphate aldolase
Histone H2B

Keratin, type Il cytoskeletal 8

G3V836
F7FIQ3
A0A0G2JUTO
P12020
B1WBS6
P17246
AOA0G2K7A1
AOA0G2JST3
F1LMRS8
Q9Z1B2

Q06437

FILNF7
F1LRO2
BOBNJ1
D3ZE94
AOA0G2K3H7
Q5BJP4
Q5BKC3
QBAYH7
QOER34
QB6AY07
AOA0G2IXEO

Q10758

26

61

48

46

32

29

27

190

93

76

54

46

36

35

34

28

20

64

46

46

112

LOC102549061

Krt8

52015

17137

66300

28741

73443

44985

5349

65059

81825

27067

44049

41606

134905

21952

27975

105075

58932

23002

64455

86121

39923

13914

53985

X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X

X X X X
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http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087007.dat;pr.eh=47%2C47p;pr.page=47;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087013.dat;pr.eh=7%2C7p;pr.page=7;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087013.dat;pr.eh=14%2C14p;pr.page=14;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf

Keratin, type | cytoskeletal 19
Glycerol kinase
Alpha-mannosidase
Apolipoprotein E

Copper-transporting ATPase 2

Cell division cycle 25 homolog A (S. cerevisiae), isoform

CRA_a

Phosphatase and actin regulator

L-lactate dehydrogenase A chain

Zona pellucida 3 receptor, isoform CRA_a
Protein FAM221A

Testis-specific gene 10 protein

14-3-3 protein theta

Annexin Al

RCG63538

Normal mucosa of esophagus-specific gene 1 protein
Tektin-4

Tektin-1

1IZUMO family member 4

Cylicin 1

Transmembrane protein 42

Radial spoke head 6 homolog A
Triosephosphate isomerase

FERM domain-containing 7

Q63279
AOAOG2K785
Q6P762

AOA0G2K151
AOAOG2IWJ5

G3V8T0

MOR7T1
P04642
G3V902
Q4v8D7
Q92220
P68255
P07150
D3ZT54
Q5RK28
Q6AXV2
Q99JD2
D4ABT2
AOA0G2K3Y3
D3Z8L0
Q4VSES
A0A0G2IWUL

AOA096MJB8

169

153

96

50

32

25

24

24

31

25

32

87

78

38

342

96

45

38

35

34

27

14

44609

62048

114825

41573

164135

59837

74711

36712

66130

33681

83644

28046

39147

13955

9592

52742

48903

26849

70012

17127

73637

27853

67008

X X X X X X

X X X X X

X

X X X X X X X X X X X X X
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http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087013.dat;pr.eh=19%2C19p;pr.page=19;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087013.dat;pr.eh=23%2C23p;pr.page=23;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087013.dat;pr.eh=30%2C30p;pr.page=30;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087013.dat;pr.eh=42%2C42p;pr.page=42;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087013.dat;pr.eh=49%2C49p;pr.page=49;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087013.dat;pr.eh=54%2C54p;pr.page=54;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087013.dat;pr.eh=55%2C55p;pr.page=55;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087013.dat;pr.eh=56%2C56p;pr.page=56;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087015.dat;pr.eh=65%2C65p;pr.page=65;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087015.dat;pr.eh=68%2C68p;pr.page=68;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087016.dat;pr.eh=56%2C56p;pr.page=56;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087017.dat;pr.eh=42%2C42p;pr.page=42;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087017.dat;pr.eh=44%2C44p;pr.page=44;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087017.dat;pr.eh=59%2C59p;pr.page=59;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087018.dat;pr.eh=21%2C21p;pr.page=21;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087018.dat;pr.eh=55%2C55p;pr.page=55;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087018.dat;pr.eh=71%2C71p;pr.page=71;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087018.dat;pr.eh=75%2C75p;pr.page=75;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087018.dat;pr.eh=80%2C80p;pr.page=80;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087018.dat;pr.eh=81%2C81p;pr.page=81;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087018.dat;pr.eh=82%2C82p;pr.page=82;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087018.dat;pr.eh=86%2C86p;pr.page=86;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF087018.dat;pr.eh=87%2C87p;pr.page=87;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf

Actin, aortic smooth muscle

Keratin, type | cytoskeletal 14

von Willebrand factor D and EGF domains

ATP synthase subunit e, mitochondrial

Erythroblast membrane-associated protein

39S ribosomal protein L17, mitochondrial

Tumor necrosis factor receptor superfamily member 11B
Similar to TDPOZ2

Lysine demethylase 5B

NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit B10

Tubulin gamma chain

Nucleoporin 210-like

Maestro heat-like repeat-containing protein family member 7

Myelin regulatory factor

AOA0G2K4M6
A0ADG2IXJ9
D4AEB5
P29419
D3Z9R6
Q6PDW6
008727
AOA0G2JZT4
AOAOG2K3N6
D4A0TO
FILUW9
D32826
A2RUWO

D4A352

215

29

26

65

22

22

18

17

26

64

20

19

20

14

42297

47553

106145

8249

66576

20309

47588

41761

165911

21131

54080

210022

124579

124568

X X X X X X X X X X X X X X
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http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086980.dat;pr.eh=15%2C15p;pr.page=15;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086980.dat;pr.eh=62%2C62p;pr.page=62;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086980.dat;pr.eh=63%2C63p;pr.page=63;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086981.dat;pr.eh=53%2C53p;pr.page=53;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086981.dat;pr.eh=71%2C71p;pr.page=71;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086981.dat;pr.eh=72%2C72p;pr.page=72;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086981.dat;pr.eh=75%2C75p;pr.page=75;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086981.dat;pr.eh=76%2C76p;pr.page=76;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086983.dat;pr.eh=70%2C70p;pr.page=70;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086985.dat;pr.eh=65%2C65p;pr.page=65;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086988.dat;pr.eh=73%2C73p;pr.page=73;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086988.dat;pr.eh=74%2C74p;pr.page=74;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086989.dat;pr.eh=72%2C72p;pr.page=72;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf
http://external.mas8server.cnpem.br/mascot/cgi/master_results_2.pl?file=20180917%2FF086989.dat;pr.eh=74%2C74p;pr.page=74;pr.per_page=1;pr.show=proteins#tc:rf

