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RESUMO

SOUZA, A.G. (2020) PROTEOMICA DO FLUIDO FOLICULAR OVARIANO DE
OVELHAS. Botucatu — SP. 2020, 85p. Defesa (Mestrado) Departamento
Biotecnologia Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”

A interacao que existe do liquido folicular com o6cito serve para manter 0 mesmo
e contribuir com o desenvolvimento oocitario. O objetivo deste estudo foi
descrever o perfil de proteinas do liquido folicular ovariano de ovelhas em duas
categorias de desenvolvimento dos foliculos. Os ovarios foram colhidos de um
abatedouro e transportados até o laboratério. No laboratério, os ovarios foram
lavados com solugdo 0,9% NacCl, os foliculos foram mensurados e classificados
em duas categorias, foliculos pequenos com diametro de < 4 mm e médios de =
4 a 6 mm. O liquido folicular foi colhido por aspiracao centrifugados a 800g por
10 minutos para retirada dos debris celulares e recentrifugados a 10.000g,
durante 30 minutos a 4° C. A deplecdo de albumina foi conduzida e a
concentracdo de proteinas totais foi mensurada pelo método de Bradford. Uma
aliquota contendo 50 pg de proteina foi preparada para eletroforese
unidimensional SDS-PAGE. A corrida foi interrompida quando as amostras
atingiram o gel de separacéo e a digestao triptica in gel foi realizada. Entéo, as
amostras foram submetidas a espectrometria de massa com abordagem shotgun
ESI-Q-TOF MS/MS. Os resultados foram submetidos a analise multivariada, por
andlise de componente principal (PCA), andlise discriminante por minimos
quadrados parciais (PLS-DA) indicada pela pontuacédo VIP (projecdo de
importancia varidvel — VIP score), dendrograma e ontologia génica (funcéo
molecular, processo biolégico e componente celular). Foi encontrado um total de
55 proteinas nos dois grupos, sendo 02 apenas no grupo <4 mm e 13 no grupo
4 a 6 mm. A PCA identificou 2 grupos distintos, sendo a somatéria de PC1 e PC2
> 50%. No VIP score foram encontradas 12 proteinas com a > 1,5, sendo 2 mais
abundantes no foliculos com diametro < 4 mm e 10 nos foliculos entre 4 a 6 mm.
Concluindo-se que as proteinas descritas esao ligadas diretamente com o
funcionamento do metabolismo folicular e desenvolvimnto dos odcitos,

participando do processo de ovulacdo e qualidade dos odcitos.
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ABSTRACT

SOUZA, A.G. PROTEOMIC OF THE OVARIAN FOLLICULAR FLUID FROM
THE SHEEP. Botucatu, 2020, 68p. Dissertacéo (Mestrado), Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista — UNESP,
Botucatu, SP.

The interaction that exists between the follicular fluid and the oocyte serves to
maintain it and contribute to oocyte development. The objective of this study was
to describe the protein profile of the ovarian follicular fluid of sheep in two
categories of follicle development. The ovaries were harvested from a
slaughterhouse and transported to the laboratory. In the laboratory, the ovaries
were washed with 0.9% NaCl solution, the follicles were measured and classified
into two categories, small follicles with a diameter of <4 mm and medium from =
4 to -6 mm. The follicular fluid was collected by centrifuged aspiration at 800g for
10 minutes to remove the cellular debris and refocused at 10,0009 for 30 minutes
at 4°C. Albumin depletion was conducted and the total protein concentration was
measured by the Bradford method. An aliquot containing 50 pg of protein was
prepared for SDS-PAGE unidimensional electrophoresis. The run was stopped
when the samples reached the separation gel and tryptic digestion in gel was
performed. Then, the samples were submitted to mass spectrometry with
shotgun approach ESI-Q-TOF MS/MS. The results were submitted to multivariate
analysis, by principal component analysis (PCA), discriminant analysis by partial
least squares (PLS-DA) indicated by VIP score (projection of variable importance
- VIP score), dendrogram and gene ontology (molecular function, biological
process and cellular component). A total of 55 proteins were found in both groups,
02 only in the group <4 mm and 13 in the group 4 to 6 mm. The PCA identified
2 distinct groups, being the sum of PC1 and PC2 > 50%. In the VIP score were
found 12 proteins with a > 1.5, being 2 more abundant in follicles with diameter <
4 mm and 10 in follicles between 4 and 6 mm. It was concluded that the proteins
are directly linked to the functioning of the follicular metabolism and development

of the oocytes, participating in the ovulation process and oocyte quality.
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CAPITULO 1



1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Os ovinos domésticos (Ovis aires) estdo dentro da familia Bovidae. No
Brasil nos ultimos anos o rebanho ovino vem ganhando destaque e importancia
comecial no cenério do agronegdécio. O rebanho brasileiro conta com um efetivo
de aproximadamente 19 milhdes de animais, em indice crescente divulgado pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2018). De acordo com o
Censo Agropecuario entre os anos de 2006 e 2017, em termos de
comercializacdo houve um aumento significante, superior ao crescimento do
rebanho, chegando a atingir nesse periodo 47,5% em sua producéo (EMBRAPA,
2018).

O sistema de criagdo de ovinos tanto no Brasil como em outras partes do
mundo, possui trés tipos de criacdo, o sistema intensivo (com o confinamento
total dos animais, ideal para a producéo de cordeiros), extensivo (voltado para a
criacdo de carne ou para a subsisténcia) e semi-extensivo (onde os animais
ficam a pasto durante o dia e no periodo da noite, sdo recolhidos para as
instalacdes). Bem como a utilizac&o principal da carne, leite, 1&, mais direcionada
para a regido Sul, onde a mesma esta um passo a frente do ponto de vista
organizacional sob o proprio mercado (OTTO DE SA, SA, 2006, EMBRAPA,
2018).

Na reproducéo de ovinos tem se utilizado varias biotécnicas para acelerar
a selecao e crescimento de producéo e criacdo. Para isso é necessario conhecer
a morfologia do aparelho genital bem como o envolvimento de fatores externos
e internos que envolvem os ovarios e o6citos dessa espécie. Segundo (HOMA
et al., 1992) comparando com odécitos de bovinos, o que se conhece a respeito
do liquido folicular € que ha uma grande quantidade de acidos graxos poli-
insaturados encontrado notadamente em foliculos de tamanhos menores, esse
acido tem como caracteristica estabelecer o processo de meiose dos mesmos.

O que se sabe é que esses od6citos sofrem a acdo do processo de
maturacdo e desenvolvimento, e que basicamente sua composicdo quimica
influencia diretamente na qualidade dos odcitos, na competéncia oocitaria, na
capacidade de desenvolvimento e na qualidade embrionaria (ALI et al., 2004,
IWATA et al., 2005; KIM et al., 2006; BIANCHI et al., 2013 e LOURENCO, 2016).



J4 ANDERSEN et al., (1976) e FERNANDES et al, (2002) afirmam que o
liquido folicular é classificado como um transudado do plasma sanguineo, onde
relataram que o0s elementos que constituem o fluido folicular, venha
propriamente de origem sanguinea, assim como alguns lipideos, algumas
proteinas e eletrolitos, tendo integracédo intra-folicular associada a plasmatica.
Contudo, o mesmo contém diversificadas moléculas ativas, incluindo proteinas,
fatores de crescimento, acucares, peptideos, aminoacidos, hormonios, fatores
anti-coagulantes, eletrélitos, espécies reativas de oxigénio e dentre outras
composi¢cdes, que estdo relacionadas diretamente com o desenvolvimento
folicular, fertilizacdo dos odécitos e desenvolvimento embrionario. Garantindo um
ambiente folicular adequado para produzir odcitos de alta qualidade (FORTUNE,
1994; MOTTA, 2008; REVELLI et al., 2009).

A descricdo do liquido folicular através da proteébmica pode apontar
diversos tipos de biomarcadores, dos quais ajudariam a facilitar a identificacao,
bem como a competéncia e a qualidade dos odécitos (WALLACE et al., 2012,
BIANCHI et al., 2013 e LOURENCO, 20186).

Dentro do proteoma ha a presenca de um grande namero de varidveis em
relacdo a gendmica e o transcriptoma, devido a grande variavilidade quimica das
proteinas e interconctividade das mesmas (ALTELAAR; MUNOZ; HECK; 2013;
EMIDIO et al., 2015). O seu estudo requer algumas ferramentas especificas,
dentre elas de forma analiticas com alta seletividade, resolucéo e sensibilidade
(POMASTOWSKI; BUSZEWSKI, 2014; EMIDIO et al., 2015).

Os relatos em literatura sobre as analises de proteinas do fluido folicular
(FF), foram descritos em humanos (HANDRIEDER et al., 2008), bovinos
(ZACHUT et al., 2016), bufalos (FU et al., 2016), suinos (SUN et al., 2011),
caninos (FAHIMINIYA et al., 2010), equinos (FAHIMINIYA et al., 2011), ovinos
(WU et al. 2018) e caprinos (PAULA JUNIOR et al., 2018).

Apesar de todas as biotecnologias empregadas na espécie ovina, pouco se
sabe sobre a composi¢ao quimica do liquido folicular, especialmente quando no
que diz respeito a composicdo proteica. Até mesmo em humanos a técnica da
protebmica vem sendo amplamente difundida com a intencédo de identificar e
obter uma resposta para aqueles pacientes submetios aos protocolos de
fertilizacdo in vitro (SALERMO et al., 2011). No ambito veterinario pouco se sabe

quais sdo 0s genes e proteinas presentes no FF que sensibilizam o



desenvolvimento e a maturacdo dos oocitos. Desta forma faz-se importante
rastrear o proteoma do FF ovariano de ovelhas, para entdo identificar quais as
proteinas de maior expressao no mesmo e suas respectivas funcdes bioldgicas

no desenvolvimento e maturagéo oocitaria.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aparelho genital de ovelhas

O aparelho reprodutor feminino € de extrema importancia para um melhor
entendimento da fisiologia reprodutiva (Figura 1). O sistema reprodutor das
ovelhas anatomicamente esta localizado intra-abdominal e sublombar, composto
pelos ovérios, o qual tem forma arredondada e sdo de tamanho semelhante a
uma avela, apresentam estruturas em sua superficie intitulados de foliculos, que
ao amadurecerem liberam o évu lo. Os ovarios também produzem os horménios
encarregados pelo estro, manutencdo da gestacdo e do parto (GRANADOS;
DIAS; SALES, 2006).

As tubas uterinas séo tubos sinuosos que conectam o ovario ao utero. Visto
que ocorre a liberacdo do 6vulo pelos ovarios, ele desce pela tuba uterina e na
presenca do espermatozoide, vai ocorrer a fecundagao, fixando-se no utero e
dando sequéncia a gestacdo (Figura 2). O utero é onde vai ocorrer o
desenvolvimento da gestagcédo. Forma-se um corpo verdadeiro e dois cornos,
onde se conectam as tubas. Separa-se da vagina pela cérvix ou também
conhecida como colo uterino, que tem funcdo de proteger a gestacédo da vagina
e do meio exterior. A cérvix (Figura 3) € um canal quase sempre fechado, com a
presenca de dobras, denominadas de anéis, em ovelhas o numero de anéis é
em torne de 4 a 6 (GRANADOS; DIAS; SALES, 2006).



Figura 1. Localizagdo anatdomica do aparelho reprodutor feminino. Adaptado de
(GRANADOS; DIAS; SALES, 2006).

Figura 2. Sistema reprodutor da fémea ovina. Setas indicam os ovarios. (Arquivo

pessoal).



Figura 3. Cérvix uterina ovina, mostrando os anéis fibro-musculares. Adaptado
de (GRANADOS; DIAS; SALES, 2006).

2.2 Puberdade

Com o surgimento da puberdade determina-se entdo o inicio da atividade
sexual para ambos o0s sexos. As fémeas entram na puberdade quando
apresentam o primeiro estro (periodo de receptividade sexual), porém na maioria
das vezes observa-se uma baixa fertilidade, pois ja foi constatado que a taxa de
horménios gonadotroficos ainda é escassa para estimular a ovulacédo (SASA et
al, 2002).

A base enddcrina da puberdade nas fémeas conta com o desenvolvimento
dos mecanismos hipotalamicos que sdo responsaveis pela liberacdo do
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH). A presenca da adeno-hipdfise
libera hormdnio foliculo-estimulante (FSH), que tem como funcdo promover uma
maior proliferacdo das ceélulas dos granulos, o desenvolvimento de enzimas
celulares que serdo capazes de fazer a conversado de andrégenos em estrégenos
(estradiol) e secretando varios agentes paracrinos necessarios para o
desenvolvimento folicular (FAILS, MAGEE, 2019).

O hormoénio luteinizante (LH) influencia diretamente nas células da
granulosa, onde as mesmas proliferam-se e sintetizam andrégenos
(androstenediona e testosterona), difundindo-se para a camada da granulosa
(FAILS, MAGEE, 2019). A liberacdo de GnRH pode ser modulado por hormoénios
esteroides sendo eles: estradiol (responséavel pela inducéo dos sinais de estro e

desenvolvimento da glandula mamaria) e progesterona e peptidicos (inibina), no



ovario, entretanto € concebida através de aportes neurais ao hipotalamo (FAILS,
MAGEE, 2019).

O inicio da puberdade antecedido por um pico de LH, subsequente a uma
pequena elevagao da progesterona circulante. O pico seguinte de LH indica o
inicio da primeira ovulacdo. No terceiro pico de LH que caracterizara a
puberdade por completo (GONZALEZ, 2002), e durante puberdade que ocorre
entdo a diminuicdo e inibicdo dos hormodnios esteroides em relacdo as
gonadotrofinas, fazendo o feedback negativo entre o estradiol e LH (GONZALEZ,
2002; FAILS, MAGEE, 2019).

As ovelhas em sua grande maioria chegam a puberdade aos 6 meses de
idade, porém a primeira gestacéo geralmente ndo ocorre antes dos 8 a 10 meses
de idade (GONZALEZ, 2002). Ja os machos, a puberdade ¢ marcada por
instintos reprodutivos e producdo espermédtica, mesmo antes de atingirem a
puberdade por completa, que somente serd alcancada quando o0s
espermatozoides estdo capacitados para a fertilizacdo (GRANADOS et al., 2006;
LOBATO et. al., 2013).

Segundo os autores JUNIOR; GIRAO (2003) a idade média em que os
machos entram na puberdade é em torno de quatro a seis meses de idade, com
a estimativa de peso vivo entre 22 a 28 kg. Ja as fémeas chegam a puberdade
com sete a 10 meses de idade e, de acordo com (BORGES; GONCALVES,
2002) que as fémeas chegam nessa idade com o peso em torno de 40 a 45 kg
do peso adulto.

Alguns fatores interferem o desencadeamento da puberdade nos ovinos,
como a nutricao, peso corporal, genética, estacdo de nascimento, idade, tipo de
parto, manejo sanitario e interacdes sociais, que por fim acabam interferindo
também no estro e na ovulacéo (Figura 4) (MONTEIRO et al., 2010; SASA et al.
2002). De acordo GRANADOS et al., (2006), ha também outros fatores que
interferem no desencadeamento da puberdade, fatores como hormdonios

atuantes, ragas e desenvolvimento ponderal.
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Figura 4. Fatores que interferem na puberdade da fémea. Adaptado de
(MONTEIRO et al., 2010; SASA et al. 2002).

A atividade reprodutiva é coordenada por diversos processos fisioldgicos
gue agem em conjunto com fatores externos e internos ajudando na regulacéo
do ciclo ovariano (GRANADOS et al., 2006).

2.3 Ciclo estral

O ciclo estral é o intervalo desde o inicio de um estro até o inicio do estro
seguinte. Acredita-se que a ovelha € a melhor exemplo de animal poliéstrico
sazonal (animais de dia curto), com longo periodo de anestro, subsequente ha
uma estacdo de monta que pode variar de 1 a 20 ciclos estrais consecutivos
(FAILS; MAGEE, 2019). Em comparacdo com outras espécies, em novilhas a 1@
ovulacédo vem logo apds um ciclo curto de 7 a 8 dias e a 22 ovulagcdo com 21 dias
(GONZALEZ, 2002).

Os estros serdo concentrados em um tempo definido durante o ano, tendo
o fotoperiodo (numero de horas de luz por dia) (FAILS; MAGEE, 2019). A
melatonina tem grande importancia sobre a sincronizacdo da resposta
reprodutiva, sabe-se que na presenca da luz, a secrecdo da mesma € inibida,
onde a duracdo da secrecdo de melatonina é diretamente proporcional ao
comprimento da noite, periodo esse que ocorre sua producdo (GONZALEZ,
2002).

Essa variacao notéria € devida alguns fatores como raca, ambiente no qual

0 animal se encontra e da sua alimentacdo (CUNHA et al., 200; SASA et al.,



2002). Assim, o ciclo reprodutivo das ovelhas € constituido por periodo de
anestro, transicao e acasalamento (FONSECA et. al., 2007). No Brasil, 0 outono
€ considerado a melhor época para a reproducédo dos ovinos, periodo esse que
compreende aos meses de margo e maio (BICUDO, 2005).

O ciclo estral em ovelhas tem a duracdo média de 17 a 21 dias (figura 5),
conta com a presenca de uma fase luteinica de aproximadamente 13 a 17 dias
e uma fase folicular de 4 dias. No decorrer dessa fase os hormonios FSH e LH
sdo secretados pelas glandulas pituitaria ou hipdéfise, glandulas essas que
controlam o desenvolvimento folicular e esteirodogénese, resultando na
secrecdo de estrogenos que conduz a observacdo do comportamento de estro
e receptividade sexual (FONSECA, 2005; SANTOS; BARCELOS, 2012).

Pré-estro Estro Metaestro
0 1 2 3 4 5 17 — 21d

Figura 5. Duragao do ciclo estral de ovelhas.

Particularmente ciclos longos ou curtos tendem a ocorrer no comego ou no
fim da estagdo de monta (HAFEZ, 1995; FAILS; MAGEE, 2019). As etapas
importantes durante o ciclo estral das ovelhas sdo compreendidas em fases:
proestro, estro, metaestro, diestro e anestro, onde séo regulados sobretudo pela
interacdo dos horménios GnRH € produzido no hipotdlamo e atua na hipdfise
estimulando a liberacdo de FSH e LH. O FSH estimula o crescimento dos
foliculos ovarianos, maturacdo dos odcitos, secrecao de estrogeno pela camada
da granulosa do foliculo ovariano, em acédo conjunta com o LH, agem com o
estrogeno na formacao de receptores para LH nas células da granulosa.

O LH atua juntamente com o FSH, tem acao luteotrofica estimula as células
do corpo lateo (CL) a produzirem progesterona. A niveis basais ajuda a induzir
a secrecao de estrogeno dos foliculos ovarianos, com o surgimento de uma onda
pré-ovulatoria de LH acarreta diversas alteracfes estruturais do foliculo, o que
acaba por fim rompendo-o e expulsando o évulo de seu interior. O estradiol €

produzido pelos foliculos, onde estimulam a manifestagao do estro e a liberagéo
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do LH. A progesterona produzida através do CL e tem como funcédo de
manutencao da gestacao (Quadro 1) (VALLE, 1991; GRANADOS et al., 2006;
OLIVEIRA, 2006; LOBATO et. al., 2013).

Quadro 1. Principais horménios, locais de atuacéo e fungdes, responsaveis pela
reproducédo em fémeas (HAFEZ, 1982; GRANADOS et al., 2006; LOBATO et.
al., 2013).

HORMONIO FONTE FUNCAO
GnRH Hipotalamo Promove a liberacéo do FSH e LH
FSH Hipdfise anterior Estimula o desenvolvimento folicular

e a secrecdo de estrogenos

LH Hipofise anterior Estimula a ovulacdo, formacédo e

manutenc¢ao do corpo lateo

Estradiol Foliculo (ovario) Estimula a manifestacdo do cio e a

liberacdo de LH

Progesterona Ovario/Placenta Manutencdo da gestacao

O proestro é a primeira fase do ciclo estral, compreende como sendo a
fase de desenvolvimento e caracterizacéo do inicio da producdo de muco pela
vulva e vagina, mas ainda ndo aceita a monta (GRANADOS et al.,, 2006;
LOBATO et. al., 2013). Durante essa fase o foliculo ovariano que esta sobre a
influéncia dos horménios FSH e LH, aumentam de tamanho e comecam a
secretar estrogenos. Como as ovelhas sdo animais caracterizadas como
poliéstricas, o proestro comeca apos a regressao do CL 1 ou 2 dias depois do
ciclo estral anterior. Os estrégenos que foram absorvidos pelos foliculos
encontram-se extremamente vascularizado, preparando assim para as seguintes
etapas de estro até a prenhez (FAILS; MAGEE, 2019).

O estro é caracterizado pela observacdo dos sinais externos,
apresentando micgao constante, cauda erguida e a baixa ingestao de alimentos,
essa fase € o periodo em que a fémea fica receptiva & monta do macho
(GRANADOS et al., 2006; LOBATO et. al., 2013). E nessa fase que ocorre a
elevacdo dos estrogenos daqueles foliculos que se apresentam maduros,

periodo determinado de 1 ou 2 dias apés o inicio do estro (FAILS; MAGEE,
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2019).

O metaestro é categorizado pelo fim da receptividade sexual da fémea,
fase essa que decorro o periodo de pds-ovulacdo dominada pelo CL. No decurso
desse periodo, os niveis séricos de estrogeno diminuem e o da progesterona
aumentam, até atingirem a producdo maxima (GRANADOS et al.,, 2006;
OLINDA, 2010; LOBATO et. al., 2013; FAILS; MAGEE, 2019).

Na fase de diestro, € observado a rejeicdo da fémea a receptividade do
macho a monta. Afrima FAILS e MAGEE, (2019) que as ovelhas por serem
animais que apresentam diestro curto durante a estacao de reproducéo, porém
entram em anestro caso ndo ocorra uma prenhez durante a estacdo que se
encontra. Devido a importancia dos esteroides, como o estradiol (ou estrégeno),
€ observado o espessamento do endométrio e aumento da atividade glandular,
bem como a caracterizagdo do fechamento de cérvix, com relaxamento da
musculatura genital e queda na vascularizacdo (LAGO; LAFAYETTE, 2000;
OLINDA, 2010; LOBATO et. al., 2013)

2.4 Foliculogénese

A foliculogénese é estabelecida por um processo complexo de formacéo,
crescimento e maturacdao folicular, partindo pela formacao do foliculo primordial
até o estagio do foliculo de Graaf ou pré-ovulatério (SILVA, 2002; VAN DEN
HURK e ZHAO, 2005). E um processo que se inicia durante a vida fetal na
maioria das espécies, exemplo dos ruminantes e primatas (KNIGHT; GLISTER,
2006; ROSSETTO et al., 2011). Um exemplo muito usado € o da espécie bovina,
onde a vida embrionaria dura em média 120 a 140 dias, com uma camada de
células somaticas, originarias do epitélio celémico, garantindo a formacédo dos
foliculos primordiais (RUSSE, 1983; SILVA, 2002). Uma vez iniciada a
foliculogénese, ela tem como destino assegurar a liberacédo do oécito maduro,
que ja se encontra apto para a fertilizacao e subsequentemente desenvolvimento
embrionario (ROSSETTO et al., 2011).

Estudos realizados por GINTHER, (1992), acreditava que os foliculos
ovarianos nao atrésicos que resultavam do estagio fetal, iniciavam seu
desenvolvimento ininterruptamente de forma independente e totalmente

aleatoria das fases de ciclo estral ou gestacdo. Atualmente este conceito
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modificou, segundo os autores (AUSTIN; SHORT, 1982; GINTHER, 1992;
CARMO, 2007), relataram que os grupos de foliculos iniciam seu
desenvolvimento de forma sincronizada em determinados periodos do ciclo
estral, das mais variadas espécies.

Na maioria das espécies, o ovario é dividido em duas regides importantes,
regido medular (medula) e a regido cortical (cortex). A porcdo medular esta
localizada na regido interna do ovario, constituida por tecido conjuntivo, com
vasos linfaticos e nervos sanguineos. A regido cortical esta localizada na parte
externa do 6rgao, pouco vascularizado, caracterizado pela presenca de estroma,
foliculos ovarianos e corpos luteos em diferentes fases e estagios de
desenvolvimento (Figura 6) (FIGUEIREDO, 2008; PAZ, 2016).

Foliculo

. . Foliculo antral Vasos sanguineos
secundario = s

Foliculos primarios , | , ’
Corpo albicans . b : e - Auntco

Foliculos pnimordiais SN R, B —=— Odcito

T - .
;‘\\ Zona pelicida

Foliculo De Graaf

P . '
, ’\'N- ' Células da teca
"
7 Tt Cortex 3 %
[ Ovulagio

.\h:dn’lﬂ

Corpo liteo em desenvolvimento

Figura 6. Morfologia ovariana. Adaptado de FIGUEIREDO, 2008.

O foliculo ovariano é composto por um odcito rodeado por células
somaticas (granulosa e teca). No decorrer do processo de folicologénese, a
morfologia dos odcitos é alterada, onde o mesmo muda de tamanho e as células
da granulosa circundades se modificam e se multiplicam e adquirem capacidade
esteroidogénica (HICKEY et al., 2005; BRISTOL — GOULD, S.; WOODRUFF, T.
K. 2006; ROSSETTO, 2011)

Dentro da foliculogénese, h& alguns horménios gonadotroficos e

esteroidogénicos que controlam todo esse processo. O hipotalamo produz o



13

GnRH no sistema porta hipotalamico-hipofisario, com a funcdo de estimular a
sintese de liberacdo de gonadotripinas: FSH e LH, encarregadas da maturacéo
folicular, producao de estrogeno, ovulacao e luteinizacdo do CL (GOMES et al.
2012).

O FSH e LH chegam até os ovarios por meio da corrente sanguinea e
consequentemente estimulam o crescimento folicular até a chegada do estagio
de foliculos pré-ovulatérios. A elevacao dos niveis de estrégenos é baseada no
crescimento folicular, estimulando a liberacdo do pico pré-ovulatério de LH,
responsavel pela maturacdo folicular e ovulacdo em ruminantes domésticos
(HAFEZ, 1993; SILVA, 2002). Tanto o FSH como o estradiol, sdo importantes
para que os foliculos escapem da atresia e cheguem ao estagio pré-ovulatorio
(CHENG et al., 2002; LIMA-VERDE et al., 2011).

O crescimento folicular na grande maioria é representado pelos foliculos
primordiais, é representado por (95%) da populacéo folicular existente no ovario,
constituido por um pool de reserva ou de foliculos quiescentes (HICKEY et al.;
2005). Segundo RUSSE (1983) o pool de foliculos em crescimento consiste em
foliculos primario, secundério, terciario, pré-ovulatorio.

Segundo FINDLAY et. al., (2000), os foliculos sdo determinados como
independentes ou dependentes de gonadotrofinas, dos quais ajudam no
crescimento folicular. Durante a fase denominada de pré-antral os foliculos se
desenvolvem independente da agédo das gonadotrofinas, logo apés a formacédo
do antro folicular o crescimento dos foliculos advém mediante estimulacdo dos
horménios gonadotréficos.

O desenvolvimento folicular relatado em espécies monovulatérias
caracterizou por trés fases distinas: primeira fase relacionada com a ativagao do
foliculo primordial, a segundo ocorrendo o recrutamento e crescimento folicular
e na terceira fase ocorrendo a a selecdo de um ou mais foliculos dominantes e
a atresia dos foliculos subordinados (GINTHER; BERGFELT 1993; CARMO,
2007).

A foliculogénese ocorre conjuntamente a oogénese, inicia-se apds e
termina antes da oogénese, pode ser dividida em duas fases: 1) fase pré-antral,
que é subdividida em ativacdo dos foliculos primordiais e crescimento 0s
foliculos primarios e secundarios; 2) fase antral, subdivididos em crescimento

inicial e terminal dos foliculos terciarios ou de Graaf (figura 7) (HULSHOF et al.,
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1994; FIGUEIREDO et al., 2008; GOMES et al., 2012; SANTOS, 2014).

M TTETEETETETETEs
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Figura 7. Etapas da ativacdo e desenvolvimento folicular. Adaptado de
(ROSSETTO, 2011).

De acordo com os autores (PICTON, 2001; ROSSETTO, 2011), os foliculos
primordiais sdo constituidos por um odcito esférico, circundado por células da
granulosa, com células epiteliais achatadas em torno do o6cio, conta com um
nacleo evidente em posicéo central, podendo até mesmo notar a presenca do
nucléolo. A zona pellucida nesse estagio néo é possivel ser observada totalmente
(VAN DEN HURK; ZHAO, 2005; ROSSETTO, 2011). Em comparac¢éo em outras
espécies, o tamanho do diametro dos foliculos primordiais em bovinos pode
chegar em média de 35,23 mm (BRAWTAL; YOSSEFI, 1997; ROSSETTO,
2011), em ovinos 18, 00 mm (AMORIM et al., 2000; ROSSETTO, 2011) e a 21,50
mm em caprinos (LUCCI et al., 1999).

Os foliculos primarios em crescimento, representa uma variedade de
transformacdes moleculares e subcelulares, dentre as transformacdes ocorre 0
aumento do volume nuclear dos oocitos, o aumento das mitocondrias,
crescimento do reticulo endoplasméatico e complexo de Golgi (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2011). S&o caracterizados pela presenca de uma Unica camada de
células da granulosa com morfologia cubica em torno do oécito, com diametro
médio de 55,06 um, e 34,70 um em bovinos (BRAW-TAL; YOSSEET, 1997),
35,01 pm ovinos (AMORIM et al., 1999) e 34,70 um em caprinos (LUCCI et al.,
1999), respectivamente. Nao produz hormonios esteroides, passa a responder
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as gonadotrofinas, na presenca do FSH o foliculo primario se desenvolve e
passa entdo para o foliculo secundario.

Os foliculos secundéarios em sua apresentacdo aparecem como um 04cito
circundado por duas ou mais células da granulosa (células pequenas e de
aparéncia cubica). As células da teca (células grandes e alongadas) estéo
presentes em torno da membrana basal (SCARAMUZZI et al., 1993) podendo
identificar a membrana hialinizada conhecida como zona pelucida ao redor do
oocito (GONCALVES et al.; 2001). Nesse processo ha a associacdo dos
estrogenos juntamente com as gonadotrofinas, formando duas ou mais camadas
constituindo a células da ganulosa (DRUMMOND, 2006; MOTTA, 2016). Essa
fase as células foliculares aumentam a expressao do receptor para 0 FSH,
essencial para dar continuidade ao desenvolvimento do foliculo, estimulando a
atividade mitética e a formagéo do fluido folicular. O FSH é responséavel nessa
fase por promover o aumento de receptores para o LH, exemplo representado
em porca, onde 0s novos receptores aumentam de 300 em foliculos pré-antrais
para 10.000 foliculos pré-ovulatério (HAFEZ; HAFEZ, 2004; MOTTA, 2016).

O diametro dos foliculos secundérios pode variar de 81 a 250 pm em
bovinos (BRAW-TAL, YOSSEET, 1997) 66,03 um ovinos e 58,94 um em ovinos
(AMORIM et al., 1999) e caprinos (LUCCI et al., 1999), respectivamente. Em
bovinos e ovinos os foliculos terciarios sdo poucos dependentes de
ganadotrofinas, isso até que o processo de crescimento inicial atinja o diametro
de 3 um. O proximo processo € a fase de recrutamento selecdo e dominancia
gue ocorre em intervalos regulares (FORTUNE, 1994; SILVA, 2002).

Durante o desenvolvimento folicular, ocorre entdo o aumento da
vascularizacao e atividade mitética das células da granulosa, a presenca de
cavidades contendo o fluido folicular, j& denominadas anteriormente como antro
folicular, passam entdo a serem identificadas (VAN DER HURK, ZAO, 2005,
MOTTA, 2016).

A partir da fase de foliculo terciario, o processo seguinte é denominado de
foliculo antral, que é a juncao do foliculo terciario com o foliculo pré-ovulatorio
ou conhecido também como foliculo de Graaf, sua caracteristica € observada
pela presenca da cavidade antral, que encontra-se expandida devido o aumento
do fluido folicular (FIGUEIREDO et al, 2008; PAZ, 2016).

Nos foliculos antrais a caracteristica observada € a presenca de uma
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cavidade em seu interior, repleta de liquido folicular, denominada de antro
(SILVA, 2002). O foliculo pré-ovulatorio presente no ultimo estagio de
desenvolvimento folicular, € caracterizado por ser um odcito rodeado de células
da granulosa, que nessa fase agora passam a ser chamadas de células do
cumulus (SANTOS, 2014).

2.5 Reserva folicular

Partindo do principio que ocorre a intensa proliferacdo das células da
granulosa, formando uma cavidade repleta por FF, conhecida como antro
(LEITAO et al., 2009). Os odcitos estéo contidos no liquido folicular, no qual sofre
0 processo de maturacdo e desenvolvimento. A composi¢cdo bioquimica do
liquido folicular influencia a qualidade dos od6citos, competéncia oocitéaria,
capacidade de desenvolvimento e qualidade embrionaria (ALl et al., 2004,
IWATA et al.,, 2005; KIM et al., 2006; BIANCHI et al., 2013). Também esta
relacionada a condicdo fisiologica da fémea, estdgio de desenvolvimento e
status funcional do foliculo (IWATA et al., 2006; KIM et al., 2006; BIANCHI et al.,
2013).

O FF contém moléculas ativas de proteinas que estdo relacionadas ao
crescimento folicular, fertilizacdo dos odcitos e ao desenvolvimento embrionario.
A caracterizagdo protedmica do FF pode determinar biomarcadores para
identificar a competéncia/qualidade dos odcitos e aumentar a taxa de eficiéncia
na fertilizagcao in vitro (BIANCHI et al., 2002).

O estagio ovulatorio em que os foliculos ovarianos chegam é muito baixo.
Considera-se que aproximadamente, 99,9% sofrem com 0 processo
degenerativo ou de apoptose mais conhecido como atresia folicular,
perpetuando assim um ovario de baixa produtividade (JOHNSON, 2003). Assim,
a maioria dos foliculos pré-antrais encontram-se em atresia antes ou logo apos
0 nascimento, tendo somente alguns foliculos capazes de atingir o estagio
ovulatorio (ZHOU et al., 2005).

Como a criacdo de ovinos vem crescendo cada vez mais, € importante
haver um aproveitamento do potencial reprodutivo dessa espécie, o qual requer
um estudo mais amplo e profundo dos mecanismos que controlam o crescimento

e o0 desenvolvimento folicular da fémea ovina.
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2.6 Composicao do liquido folicular

O liquido folicular também denominado de FF, est4 presente no antro
folicular, sendo o maior elemento constituinte do foliculo pré-ovulatorio
(RODGERS et al., 2001), composto por moléculas com baixa massa molecular
advindas do soro sanguineo (SHALGI, 1973). Segundo (Y WU et. al., 2018) o
liquido folicular se concentra no antro do foliculo ovariano, fornecendo o
microambiente necesséario para o desenvolvimento dos odcitos, maturacédo e
competéncia do mesmo, que sdo obtidos no decorrer do desenvolvimento
folicular. O que faz com que os foliculos alcancem sua viabilidade e capacitacéo,
esta ligada diretamente pela composicao bioquimica do fluido folicular presente
em sua cavidade antral (CARMO, 2007). Os niveis hormonais presentes no fluido
folicular sdo de grande importancia na maturacao folicular e consequentemente
na maturacao oocitaria (ASSEY et al., 2005, CARMO, 2007).

Segundo HESS et al., (1998), o FF é composto a partir de produtos de
secrecao das células da granulosa e da teca e difusdo dos capilares que irrigam
o tecido ovariano, sendo poroso as proteinas com massa molecular < 500 kDa.
De acordo com (IWATA et al., 2006; KIM et al., 2006; BIANCHI et al., 2013) os
oocitos estdo integrados ao liquido folicular e, sua constituicdo bioquimica
influencia diretamente as caracteristicas dos odcitos, diretamente relacionado
com a condicdo fisiologia da fémea, estagio de desenvolvimento e status
funcional do foliculo.

Baseado nos estudos de HENNET; COMBELLES, (2012) e ANDRADE,
(2013) foi observado que a composi¢cdo do FF infulencia na capacidade de
desenvolvimento do odcito, ou seja, essa afirmativa basea-se em alguns
componentes do fluido folicular a sua importancia na diferenciacdo dos oo6ctos
como: espécies reativas de oxigénio e antioxidantes, hormdnios e metabalicos.

As concentracdes hormonais presentes no FF influenciam a diferenciancao
do odcitos de duas formas, direta (via acdo gendbmica e ndo génomica) e
indiretamente (através de células sométicas dentro dos foliculos). Estudos
realizados em humanos (HENNET; COMBELLES, 2012; ANDRADE, 2013),
constataram que os principais hormdnios que observados no liquido folicular séo

o FSH, LH, horménio de crescimento (GH), a gonadotrofina coridbnica humana
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(hCG), progesterona e estradiol e, em condicbes elevadas de hCG, FSH e LH
beneficiam a maturacao do odcito, correlacionado com a alta taxa de fertilizacao.
Relata-se ainda nos estudos de (REVELLI et al., 2009) que em altos niveis de
estradiol relacionados aos niveis de andrégenos estdo associados com a alta
qualidade de odcitos e foliculos saudaveis

Os metabdlitos presentes no FF encontram-se armazenados dentro dos
odcitos, apresentando capacidade de fornecer elementos intracelulares
necessarios para a diferenciacdo oocitéria, dentre eles os aminoécidos, lipidios,
nucleotideos e demais moléculas advindas do soro, bem como da atividade
metabolica das células somaticas foliculares (HENNET; COMBELLES, 2012;
ANDRADE, 2013). Com a presenca das células da granulosa, teca e células do
cumulus influenciam diretamente nas concentra¢fes do FF através deles ha uma
variabilidade de secre¢bes de moléculas, incluindo proteinas e fatores de
crescimento, com efeitos sob 0s odécitos, na regulacédo e na retomada da meiose
(HENNET; COMBELLES, 2012; ANDRADE, 2013).

A composi¢do do FF é um importante indicativo de qualidade oocitéria e
embrionaria, subentende-se que todo o metabolismo folicular contendo células
reguladoras, sao cruciais para a efetividade da maturacdo dos odcitos
(WALLACE eta al., 2012; ANDRADE, 2013). A idenficacdo de biomarcadores
associados a explicacdes plausiveis para as alteracdes na composicdo de
metabdlitos irdo possibilitar entdo a identificagdo e padronizacdo de um método
mais eficaz e ndo invasivo de qualidade oocitaria (WALLACE eta al., 2012;
ANDRADE, 2013).

Ha relatos segundo OROPEZA et al., (2004) e LOURENGCO (2016), que em
fémeas pré-puberes tem o desenvolvimento dos odcitos de forma reduzida, o
qgue pode ser atribuir a deficiéncia na traducao de certas proteinas.

Portanto, a composicao proteica do FF serve com indicador de atividades
secretoras das células foliculares, que consequentemente regulam a qualidade
folicular (Kim et al., 2013). Portanto ha a necessidade de analises mais
aprofundadas sobre a composi¢cdo do FF, onde seguramente fornecerd uma
melhor compreensdo da foliculogénese no contexto do microambiente em

desenvolvimento.
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2.7 Protedmica do liquido folicular

O foliculo ovariano que se encontra em crescimento necessita de um
ambiente adequado para que ocorra a maturacao oocitaria, com a ajuda de
esteroides e peptideos produzidos localmente ou em lugares diferentes, onde
esses sdo responsaveis por fornecer um meio nutritivo ideal (XIA, YOUNGLAI,
2000; MOURA, 2015).

O ambiente folicular é motivado pelo tipo de gonadotrofina onde ele é
exposto durante a fase folicular (AL-INANY et al., 2005). As gonadotrofinas por
fim refletem na producdo hormonal e consequentemente sobre a producdo de
bioelementos do fluido folicular. O caso como exemplo, € a associacao de genes
ligados a apoptose, quando h4 menor concentracao de estrégeno intra-folicular
(EVANS et al.,, 2004). Resultando assim uma maior qualidade oocitaria
associada a quantidade de estradiol no liquido folicular (SMITZ et al., 2007).

Diferentes estudos ja estudaram sobre a concentracdo de proteinas no
liquido folicular (SCHWEIGERT et al., 2006), estudos estes realizados em
humanos (HANDRIEDER et al., 2008), bovinos (ZACHUT et al., 2016), bufalos
(FU et al., 2016), suinos (SUN et al., 2011), caninos (FAHIMINIYA et al., 2010),
equinos (FAHIMINIYA et al., 2011), ovinos (WU et al. 2018) e caprinos (PAULA
JUNIOR et al., 2018), com escassos estudos em ovinos.

Ha relatos de trabalho em humanos, onde houve a comparacdo dos
diferentes padrbes proteicos presentes no fluido folicular de dois grupos de
foliculos, um imaturo e outro maduro, dentro da metodologia utilizaram analises
do tipo Top Down e Bottom-up, que por meio da cromatografia liquida e pré
fracionamento dos peptideos e da cromatografia de massa em linha,
identificaram 32 tipos de proteinas. Porém um total de 246 proteinas especificas
foram identificadas e correlacionadas e associadas com as respostas imunes e
as vias de coagulacéo (FU et al., 2016).

A correlacdo funcional entre o oocito e as células que o envolve,
particularmente as células do cumulus, desenvolve papel importante na
maturacdo (GILCHRIST et al., 2004; LI et al., 2006). Relatos de que a auséncia
das células do cumulus, promove um déficit na sintese de proteinas, refletindo
na normalizac&o do ciclo celular (COMBELLES et al., 2005).

Ha relatos em cordeiros, onde foram encontrados e identificados alguns
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padrbes transcriptbmicos em células da granulosa em torno de 300 genes
expressos de maneira diferente (WU et al., 2017). Porém, ainda nao se sabe
quais sdo genes ou proteinas do fluido folicular que chegam a afetar o
desenvolvimento e a maturacdo do odcito. Dessa maneira, seria produtivo se
pudesse rastrear o proteoma do fluido folicular, para identificar, portanto, quais
sao as proteinas de maior relevancia. Para isso pode contar com o auxilio das
tecnologias de alto rendimento ao exemplo da gendmica, metabolbmica e
protebmica para uma investigacdo mais detalhada das amostras do fluido
folicular (DUTRA et al., 2019).

As proteinas séo caracterizadas como macromoléculas mais abundante
nas células. Organizadas em varias estruturas sendo elas, primaria, secundaria,
terciaria e quartendria e outros tipos de ligacdes que preveem suas funcoées,
conhecimento esse que favorece os processos laboratoriais e biotecnologias
ligadas com a reproducdo (KLEIN, DELISI, 1986; CHOU, 2006; LEVITT,
CHOTHIA, 1976; ANDREEVA et al., 2004; MURZIN et al., 1995; FERRAGINA et
al., 2007; DAI, WANG, 2008; KURGAN et al., 2008).

2.8 Consideragoes finais

Apesar de muitas proteinas serem ja identificadas, muitas questdes ainda
precisam ser explanadas como as suas fungfes fisiologicas, momento de
atuacao e a sua finalidade no liquido folicular de ovelhas.

Visto que, varios estudos de expressdes de transcritos relacionados com
diferentes processos celulares ja foram determinados, porém a expressao de

proteinas ainda necessita ser elucidada por ainda ser muito complexa.

3 HIPOTESE E OBJETIVO

3.1 Hipotese
O desenvolvimento folicular de ovelhas influencia o perfil de proteinas do

liquido folicular?

3.2 Objetivo Geral

Caracterizar o perfil proteico do liquido folicular de ovelhas em dois
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diferentes status de desenvolvimento dos foliculos (pequenos: <4 mm e médios
foliculos: 4 - 6 mm), utilizando estratégia Shotgum ESi-Q-TOF MS/MS.

3.3 Obejtivo Especifico
Identificar as proteinas do fluido folicular ovariano de ovelhas por

espectrometria de massas.
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RESUMO
O presente estudo teve como objetivo quantificar e descrever as proteinas de maior
expressao no liquido folicular ovariano de ovelhas. Foram utilizados aproximadamente
294 ovarios advindos de abatedouros. A técnica adotada foi a aspiracdo manual
utilizando seringas e agulhas para extragcéo do FF, separando em dois grupos (FOL <
4 mm) e (FOL = 4 — 6 mm). A concentracdo de proteinas totais foi determinada pelo
método Bradford, onde uma aliquota de 50 pg foi aplicada em gel de poliacrilamida
12% e digeridas nos reagentes especificos para a digestdo em gel, adequada a
espectrometria de massas Nano-LC-ESI-Q-TOF mass spectrometry. Os dados foram
analisados pelo programa MetaboAnalyst 4.0 que de acordo com os dados obtidos,
observou no dendrograma componente principal (PCA) e Vip Scores e no Heat Map.
Foram identificadas 55 proteinas relevantes, dentre os dois grupos, as proteinas
relevantes no grupo (FOL < 4 mm) foram serum amyloid A-4 protein isoform X1,
trinucleotide repeat-containing gene 6C protein isoform X2, transthyretin e a
Immunoglobulin v lambda chain, partial. No grupo (FOL = 4-6 mm) as mais
significativas foram complement component C6; serotransferrin isoform X2;
fibrinopeptide A; tetranectin; inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 isoform X1,
serpin B9 isoform X2; alpha-enolase isoform X6; serum paraoxonase/arylesterase 1;
complement factor B; complement C3 isoform X2, partial; glutathione S-transferase
Al. Concluiu-se entre as proteinas existentes nos dois grupos estudados, onde estéo
relacionadas com o metabolismo folicular e desenvolvimento do odcito, participando

ativamente do processo de ovulagdo, fungéo folicular e qualidade do odcito.

Palavras-chave: Fémea; Espectrometria-massas; Proteoma
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1. INTRODUCAO

Os ovinos (ovis aires) foram uma das primeiras espécies a serem domesticadas
pelo homem. Com a possibilidade de sua criagdo, o homem favoreceu-se com o
consumo do leite, carne e |4. Desde entdo, a ovinocultura vem crescendo
significativamente no cenario da agricultura moderna brasileira, bem como em ampla
expansdo mundial, devido a sua alta adaptabilidade a diferentes climas relevos e
vegetacOes (Gadelha et al., 2020).

A principal origem do fluido folicular (FF) € sanguinea, partindo do principio
onde ocorre intensa proliferacdo das células da granulosa e teca, formando uma
cavidade repleta de liquido, conhecida como antro (Kim et al., 2006; Bianchi et al.,
2013; Ferraza et al., 2017). Os odcitos estdo contidos dentro do (FF), produzido
durante o crescimento folicular com finalidade de desenvolvimento e maturacao dos
oocitos (Ali et al., 2004; lwata et al.; 2005).

A composicao do FF é bem complexa, com variadas moléculas biologicamente
ativas, contendo proteinas reguladoras capazes de afetar o crescimento folicular,
maturacdo, a acapacidade de permeabilidade da parede folicular e até mesmo a
ovulacao (Ferraza et al., 2017). A importancia da descricdo da proteémica do FF é
poder identificar e determinar marcadores de acordo com a competéncia e qualidade
dos odcitos, com o objetivo de aumentar a taxa de eficacia na fertilizacdo in vitro
(Bianchi et al., 2002).

Os primeiros estudos foram realizados em liquido folicular de humanos, com o
intuito de comparar os padres complexos de proteinas existentes nos foliculos
imaturos e maduros (Handrieder, 2008). Ja em animais, as pesquisas realizadas
foram em bovinos (Zachut, et al., 2016). bdfalos (Fu et al., 2016); suinos (Sun et al.;
2011), caninos (Fahiminiya et al.,2010), equinos (FAHIMINIYA et al.,2011), ovinos
(Wu et al., 2018) e caprinos (Paula Junior et al., 2005)

Em vista disto, foi entdo elaborada a hipétese se o perfil de proteinas do FF
ovariano interfere ou influencia no desenvolvimento folicular de ovelhas. Com o
objetivo de caracterizar o perfil proteico do FF em dois diferentes status de
desenvolvimento, onde 294 ovarios foram aspirados e os foliculos classicados entre
pequenos <4 mm e médios foliculos =24 a 6 mm.

Em vista da auséncia de estudos sobre o perfil proteémico do fluido folicular de
ovelhas € de grande interesse continuar as pesquisas para investigar a composicao

do perfil proteico do fluido folicular ovariano na finalidade de ajudar a otimizar
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futuramente a eficacia na producao in vitro de embrides.

2. MATERIAL E METODO

2.1. Reagentes
Os reagentes usados foram caracterizados com alto grau de pureza e adquiridos
das empresas GE Healthcare (Uppsala, Suécia), Sigma-Aldrich (Sado Paulo, Brasil) e

BD Pharmighen (S&o Paulo, Brasil), quando néo, foram citados.

2.2. Aspectos éticos

Os aspectos éticos estdo de acordo com os recomendados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacéo Animal (COBEA) e o estudo foi aprovado pela Comisséao
de Etica no Uso de Animais (CEUA). Institucional, sob o protocolo n® 0112/2019.

2.3. Desenho experimental

O estudo seguiu o desenho experimental representado na Figura 1.
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Figura 1. Desenho experimental.

2.4. Colheita das amostras
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Foram colhidos 294 ovarios de ovelhas nuliparas de um abatedouro comercial.
Imediatamente apds o abate os ovarios foram removidos do Utero (Figura 2) utilizando
um bisturi e mantidos em garrafas térmicas contendo solucéo salina de 0,9% NacCl
para o transporte até o laboratério (maximo de 3,5 horas) em caixas térmicas.

No laboratério, os ovarios foram retirados das garrafas térmicas e os foliculos
foram mensurados com paquimetro digital. O liquido folicular foi colhido com seringa
30 x 0,70 acoplada a uma agulha 22G e divididos em dois grupos de acordo com o
diametro folicular (pequenos: < 4 e médios: > 4 a 6 mm) As amostras foram
centrifugadas a 800g por 10 minutos para retirada dos debris celulares e o
sobrenadante foi recentrifugado a 10.000g, durante 30 minutos, a 4° C para eliminar

gualquer resto celular. O sobrenadante foi colhido e armazenado a -80° C.

2.6. Preparacéo das amostras para protedmica
As amostras foram descongeladas e submetidas a deplecdo de albumina de
acordo com Colantonio et al. (2005). A seguir, a concentracdo de proteina total foi
mensurada pelo método de Bradford (Bradford Reagent, B6916, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), seguindo as recomendagfes do fabricante. Entdo, uma aliquota de
50 pg foi submetida a eletroforese unidimensional sob condi¢des desnaturantes (SDS-
PAGE), em gel de separacao contendo 12% de poliacrilamida. A corrida foi conduzida
a 12 mA por gel e 300V de voltagem méaxima e interrompida quando as amostras
atingiram o gel de separagéo, formando uma banda Unica. A banda foi recortada e as
proteinas digeridas de acordo com Shevchenko et al. (1996), com modificacdes. As
bandas foram descoradas em metanol 50% associado com acido acético 2,5%, por 4
vezes. A amostra foi desidratada com acetonitrila 100% e a reducdo de pontes
dissulfeto foi realizada com DTT. A alquilacao foi feita com iodoacetamida e a digestéo
com tripsina (20 ng/pL, 1: 50 tripsina/substrato) overnight. A extracdo foi conduzida
com acido férmico 5%, as amostras concentradas (Integrated Systems SPD1010
SpeedVac™, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) e estocadas -80° C.
Para a espectrometria de massas shotgun as amostras foram diluidas a 0.7 pg
proteina/uL em &cido férmico 0,1%, homogeneizadas e centrifugadas a 1.100 g por 5
minutos. Uma aliquota contendo ~ 3.2 ug de proteina foi usada para separacao em
uma coluna C18 (100 ym x 100 mm) RP nano UPLC (NanoAcquity, Waters
Corporation, Milford, MA, USA) acoplada a um espectrométro Q TofPremier (Waters
Corporation, Milford , MA, USA) e nanoelectrospray em um fluxo de 0,600 pL/min. Um
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gradiente 2 a 90% de acetonitrila em 0,1% de acido férmico foi mantido durante 45
minutos. A voltagem no nanoelectroctrospray foi de 3.5 kV e um cone de voltagem de
0 V a 100 uC, no modo top three, no qual um espectro de MS foi adquirido, seguido
pelo MS/MS dos 3 mais intensos picos detectados. Apés a fragmentacdo MS/MS, os
ions foram colocados numa lista de exclusdo durante 60 segundos. Para a analise de
clivagem endogena dos peptideos foi usado tempo-real de delecdo. Os espectros
foram adquiridos usando o programa MassLynx v.4.1 e os dados brutos foram
convertidos para peak list format (mgf), sem adicdo de scans, e analisados no
programa Mascot Distiller v.2.3.2.0, 2009 (Matrix Science Ldta, Boston, MA, USA)
usando a taxonomia Ovis aires no UniProtKB (www.uniprot.org, Boutet et al., 2016).
Os parametros de procura incluiram a tripsina como protease, com no maximo uma 1
clivagem permitida; carbamidometilacéo da cisteina como modificacéo fixa e oxidacdo
da metionina como modificacao varidvel; e uma tolerancia de 0,1 Da para ambos 0s

ions precursores (MS) e fragmentos (MS/MS), e massa molecular monoisotoépica.

2.7. Andlise dos dados

A quantificacéo relativa de cada proteina foi determinada pelo exponentially
modified protein abundance index (emPAl) (Ishihama et al., 2005), do programa
Mascot Distiller (Matrix Science Inc., Boston, MA, USA).

Os dados foram normalizados para excluir os outliers por winsorization.
Proteinas que estavam presentes no minimo na metade das amostras em cada grupo
foram mantidas, caso contrario foram excluidas. Ainda, os outliers foram corrigidos
por dividir o emPAIl de cada proteina pela somatéria dos emPAls da proteina nas
amostras do grupo. Entdo, os dados foram submetidos a analise multivariada de
grupamento nao-hierarquico. A analise de componente principal (PCA) descreveu a
variacdo das amostras nos grupamentos numa scoring matrix e analise discriminante
por minimos quadrados parciais (PLS-DA) foi usada para indicar a projecdo de
importancia variavel (VIP score). As proteinas mais abundantes em cada grupo foram
consideradas com VIP scores a = 1.5 (CHECA et al., 2015). Os resultados da analise
de fold change (threshold 2) e do teste t foram também consideradas e comparadas
aos resultados do VIP score. A analise multivariada foi executada no programa
MetaboAnalyst 3 (Xia; Wishart, 2016).

As proteinas identificadas foram buscadas no banco de dados UniprotkB

(www.uniprot.org,br), para obter a anotacdo da ontologia génica nas categorias fungéo
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molecular, processos biolégicos e componente celular. As imagens referentes a
ontologia foram obtidas no Panther version 10 (http://www.pantherdb.org, Thomas et
al., 2003).

3. RESULTADOS
A espectrometria de massas identificou um total de 55 proteinas no liquido

folicular nos grupos estudados (Figura 3), sendo 2 encontradas apenas nos foliculos

<4 mm e 11 nos foliculos > 4 a 6 mm.

Follicles Follicles
<4 mm 2 42 11 >4 to 6 mm

Figura 3. Diagrama de Venn demostrando as proteinas encontradas no liquido

folicular de ovelhas (<4 mm e >4 a 6 mm).

A PCA confirmou a separacéo dos dois grupamentos (foliculo <4 mme>4a6
mm), na qual a somatéria do PC1 e PC2 foi > 50% (53,5%) (Figura 4).
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Figura 5. VIP score (projecéo de importancia variavel) classificado pelo PLS-DA. Os
boxes coloridos representam as proteinas em cada grupo. Threshold considerado
significativo foi a > 1,5. A maior performance da analise foi obtida no componente 5,
na qual Q2 foi 0,93.

Os resultados da PLS-DA foram comparados aos do fold change analysis e teste
t (Tabela 1). O fold change analysis identificou 16 proteinas em maior abundancia e

no teste t foram 7.

Tabela 1. Resultados do fold change analysis (threshold 2) e do teste t e a condi¢do

cada proteina nos grupos.

Group
] Fold
Protein log2(FC)*  FDR? >4a6
change?! <4 mm
mm
Alpha-enolase isoform X6 0.053 -4.249 -- \’ 0
Complement C3 isoform X2, partial 0.048 -4.369 -- \2 )
Complement component C6 0.051 -4.292  <0.001 2 )
Complement factor B 0.049 -4.337 - J )
Fibrinopeptide A3 0.053 -4.244 <0.05 J 0
Glutathione S-transferase Al 0.053 -4.244 - J )
Immunoglobulin v lambda chain, J 0
. 3.158 1.659 -
partial
Inter-alpha-trypsin inhibitor heav J )
P P y 0.047 -4.404 --
chain H4 isoform X1
Serotransferrin isoform X2 0.051 -4.293 <0.001 J )
Serpin B9 isoform X2 0.050 -4.317 -- 2 )
Serum amyloid A-4 protein isoform
44.693 5.482 <0.01 T \A

X1
Serum paraoxonase/arylesterase 1 0.054 -4.223 - J )
Tetranectin 0.053 -4.243 <0.05 J 0
Transthyretin 4.485 2.165 -- \2 )
Trinucleotide repeat-containing gene

P 99 41.740 5.383 <0.01 T \

6¢ protein isoform X2

!Resultados do fold change analysis. 2Resultados do teste t. (T) Proteina em maior abundancia; (\)

proteina em menor abundancia.

A ontologia génica analisada pelo Panther nos grupos identificou como principal
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funcdo molecular atividade catalitica (32% e 30,4%) e de ligacdo (27% e 30,2%),
processo biolégico o processo celular (30,5% e 31,4%) e metabdlico (28% e 26%) e

componente celular a parte da célula (21, 2% e 21%) (Figura 6).

Follicles 24 to 6 mm

Follicles <4 mm ‘

ity I ©.5

Transporteractivity [N 10

Molecular
function

Biological
process

Cellular
component

Cellular component

Figura 6. Ontologia génica de todas as proteinas, nas categorias funcdo molecular,

processos

biolégicos e

(http://www.pantherdb.org).

componente

celular,

obtida no

Panther

A Tabela 2 representa a ontologia génica, das principais proteinas encontradas

nos grupos estudados, nas categorias fungcdo molecular, processos biolégicos e

componente celular.

Tabela 2. Ontologia génica das principais proteinas encontradas nos grupos

estudados.

Protein

Gene ontology*

Funcéo molecular

Processo bioldgico

Componente celular

Alpha-enolase isoform X6

DNA-binding transcription
repressor activity, RNA
polymerase ll-specific;
enzyme binding; GTPase
binding; heat shock protein
binding; identical protein
binding; magnesium ion
binding; phosphopyruvate
hydratase activity; protein-

containing complex binding;

protein homodimerization
activity; RNA binding; RNA
polymerase |l regulatory
region sequence-specific

Canonical glycolysis; cellular
response to interleukin-7;
glycolytic process; in utero
embryonic development;
positive regulation of binding

Cytosol: Cytosol;
phosphopyruvate; hydratase
complex. Plasma Membrane:
extrinsic component of
plasma membrane; plasma
membrane; synaptic
membrane. Other locations:
cell cortex region; cell
surface; cytoplasm; growth
cone; membrane; membrane
raft; myelin sheath; neuron
projection
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Complement C3 isoform X2,
partial

Complement component C6

Complement factor B

Fibrinopeptide A3

DNA binding; Biomineral
tissue development; cellular
response to organic cyclic
compound; developmental
process involved in
reproduction; endochondral
ossification; osteoblast
differentiation; response to
antibiotic; response to vitamin

C5L2 anaphylatoxin
chemotactic receptor binding;
endopeptidase inhibitor activit

Complement activation,
classical pathway; cytolysis;
innate immune response

Serine-type endopeptidase
activity

Cell adhesion molecule

binding; metal ion binding;
signaling receptor binding;
structural molecule activity

Amyloid-beta clearance; cell
surface receptor signaling
pathway involved in cell-cell
signaling; complement
activation; complement
activation, alternative
pathway; complement
activation, classical pathway;
complement-dependent
cytotoxicity; complement-
mediated synapse pruning;
fatty acid metabolic process;
inflammatory response;
neuron remodeling; positive
regulation of activation of
membrane attack complex;
positive regulation of
angiogenesis; positive
regulation of apoptotic cell
clearance; positive regulation
of glucose transmembrane
transport; positive regulation
of G protein-coupled receptor
signaling pathway; positive
regulation of lipid storage;
positive regulation of
phagocytosis, engulfment;
positive regulation of protein
phosphorylation; positive
regulation of receptor-
mediated endocytosis;
positive regulation of type lla
hypersensitivity; positive
regulation of vascular
endothelial growth factor
production; regulation of
triglyceride biosynthetic
process; response to
bacterium; vertebrate eye-
specific patterning

Complement activation

Adaptive immune response;
blood coagulation; blood
coagulation, common
pathway; blood coagulation,
fibrin clot formation; cell-
matrix adhesion; cellular
protein-containing complex
assembly; fibrinolysis;
induction of bacterial
agglutination; innate immune
response; negative regulation
of endothelial cell apoptotic
process; negative regulation
of extrinsic apoptotic
signaling pathway via death
domain receptors;

Extracellular space

Extracellular region

Endoplasmic reticulum: rough
endoplasmic reticulum.
Extracellular region or
secreted: blood micropatrticle;
collagen-containing
extracellular matrix;
extracellular space;
fibrinogen complex. Plasma
Membrane: external side of
plasma membrane. Other
locations: cell cortex; cell
surface; cytoplasm; platelet
alpha granule; synapse
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Glutathione S-transferase
Al

Ig lambda chain C region
(fragment)

Immunoglobulin v lambda
chain, partial

Inter-alpha-trypsin inhibitor
heavy chain H4 isoform X1

Serotransferrin isoform X2

Serpin B9 isoform X2

Serum amyloid A-4 protein
isoform X1

Serum

Glutathione transferase
activity

Serine-type endopeptidase
inhibitor activity

Ferric iron binding; ferrous
iron binding; iron chaperone
activity; transferrin receptor
binding

Cysteine-type endopeptidase
inhibitor activity involved in
apoptotic process; protease
binding; serine-type
endopeptidase inhibitor
activity

Chemoattractant activity

Acyl-L-homoserine-lactone
lactonohydrolase activity,

plasminogen activation;
platelet aggregation; positive
regulation of ERK1 and
ERK2 cascade; positive
regulation of exocytosis;
positive regulation of
heterotypic cell-cell adhesion;
positive regulation of peptide
hormone secretion; positive
regulation of protein
secretion; positive regulation
of smooth muscle cell
migration; positive regulation
of vasoconstriction; protein-
containing complex
assembly; protein
polymerization; response to
calcium ion

Complement activation;
complement activation,
classical pathway

Adaptive immune response;
immune response;
immunoglobulin production

Acute-phase response;
hyaluronan metabolic
process

Actin filament organization;
activation of JUN kinase
activity; cellular iron ion
homeostasis; cellular
response to iron ion; ERK1
and ERK2 cascade; iron ion
transport; osteoclast
differentiation; positive
regulation of bone resorption;
positive regulation of cell
motility; positive regulation of
receptor-mediated
endocytosis; positive
regulation of transcription,
DNA-templated; regulation of
iron ion transport; response
to bacterium; SMAD protein
signal transduction

Cellular response to estrogen
stimulus; immune response;
mast cell mediated immunity;
negative regulation by
symbiont of host apoptotic
process; positive regulation
of gene expression;
protection from natural killer
cell mediated cytotoxicity;
response to bacterium

Acute-phase response; cell
chem otaxis

Extracellular region or
secreted: extracellular space;

Extracellular region

Extracellular region or
secreted: extracellular space.
Plasma Membrane: plasma
membrane; Other locations:
immunoglobulin complex

Extracellular space

Endosome: early endosome;
late endosome; recycling
endosome

Cytosol: cytosol; Extracellular
region or secreted:
extracellular space; Golgi
apparatus: Golgi apparatus;
Nucleus: nucleoplasm

Extracellular region or
secreted: extracellular space;
high-density lipoprotein
particle
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paraoxonase/arylesterase 1  aryldialkylphosphatase high-density lipoprotein
activity; arylesterase activity; particle; spherical high-
calcium ion binding; high- density lipoprotein particle.
density lipoprotein particle Other locations: intracellular
binding; phospholipid binding; membrane-bounded
protein homodimerization organelle
activity

Extracellular region or
secreted: extracellular space;
Nucleus: granular
componente; Other locations:
cytoplasm

Bone mineralization;
ossification; positive
regulation of plasminogen
activation

Calcium ion binding;
Tetranectin carbohydrate binding;
heparin binding

Hormone activity; identical
Transthyretin protein binding; thyroid
hormone binding

Retinol metabolic process;

thyroid hormone transport Extracellular region

Embryonic hemopoiesis;
embryonic organ
development; endoderm
development; endoderm
formation; gene silencing by
miRNA; miRNA mediated

Trinucleotide repeat- inhibition of translation; Nucleus: nucleoplasm. Other
containing gene 6¢ protein RNA binding positive regulation of nuclear- Iocationé' P-bodp ’
isoform X2 transcribed mMRNA catabolic ' Y

process, deadenylation-
dependent decay; positive
regulation of nuclear-
transcribed mRNA poly(A) tail
shortening; regulation of
gene silencing by miRNA

tUniprotkB (Www.uniprot.org,br).
A Tabela Suplementar 1 representa a ontologia génica de todas as proteinas

identificadas neste estudo.

4. DISCUSSAO

Em nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que descreve as proteinas do
fluido folicular de ovelhas e as correlaciona ao desenvolvimento folicular. Este estudo
descreveu 55 proteinas que foram separadas e 2 grupos distintos, foliculos <4 mm e
>4 a6 mm.

Segundo a ontologia génica, as fungcdes moleculares das proteinas do FF de
ovelhas sdo as atividades catalitica e de ligacdo, sendo 0s principais processos o
processo biologico e metabdlico, encontrando-se na parte celular. Esses resultados
corroboram com resultados encontrados no fluido folicular em budfalas (Kumar et al.,
2019) e em cabras (Paula Junior et al., 2017).

Proteinas em maior abundéancia foram aqueles consideradas em duas analises
(fold change analysis e VIP score). No grupo de foliculos < 4 mm foram encontradas

2 proteinas em maior abundancia, a serum amyloid A-4 protein isoform X1 e a
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trinucleotide repeat-containing gene 6c protein isoform X2. Ja no grupo de foliculos >
4 a 6 mm, as proteinas complement component C6; serotransferrin isoform X2;
fibrinopeptide A; tetranectin; inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 isoform X1;
serpin B9 isoform X2; alpha-enolase isoform X6; serum paraoxonase/arylesterase 1,
complement factor B e complement C3 isoform X2, partial as quais seréo discutidas.

A serum amyloid A-4 protein (SAA) isoform X1 é uma proteina de fase aguda
sintetizada pelo figado sendo sua producao induzida por estimulos pré-inflamatorios
em diferentes espécies de vertebrados (Uhlar and Whitehead, 1999; Zakerkish et al.,
2020). E um mediador pro-inflamatério que desempenha como funcéo a sintese de
citocinas e outros mediadores inflamatoérios, atuando na defesa imunoldgica do
individuo (Eklund et al., 2012). O RNAms de SAA ja foram encontrados em diversos
tecidos em hamsters como estbmago, musculatura, rim, cérebro, coracao, pulmao,
intestino, ovario, testiculo e utero (Webb et al., 1989; Hardardottir et al., 1997). A
isoforma serum amyloid A-4 foi relatada em alta quantidade no fluido folicular de
mulheres com sobrepeso (Liu et al., 2020), além de ser também regulada
positivamente durante a ovulacdo em mulheres (Zakerkish et al., 2020) demonstrando
seu envolvimento nesse periodo e estando fortemente associada a ovulacdo
(Rosewell et al., 2015; Zakerkish et al., 2020). Em bufalas foi também relata no fluido
folicular, desempenhando um papel importante na fisiologia e endocrinologia ovariana,
estando envolvida no processo de ovulacdo (Kumar et al., 2019).

Ja a trinucleotide repeat-containing gene 6c¢ protein isoform X2 (TNRC6c) é uma
proteina da familia GW182 (TNRC6A, TNRC6B e TNRCG6C) encontrada em
vertebrados. A TNRCG6A esta envolvida na supressao génica mediada por microRNAS,
sendo que sua expressdo durante a maturacdo sexual e crescimento folicular, se
mostrou importante em ovarios de galinhas (Kang et al., 2017).

O sistema complemento € composto por proteinas da membrana plasmatica,
sendo responsavel pela resposta imune inata no fluido folicular, atuando na
angiogénese e desenvolvimento folicular (Jarkovska et al., 2010), além de estar
envolvido na defesa inespecifica contra patégenos (Fu et al, 2016). Associado a
cascata de coagulacao, o sistema complemento desempenha funcdes de manutencéo
do ambiente folicular e prote¢cdo ao o6cito, de modo que mudang¢as nos niveis de
complemento podem dar inicio ao processo inflamatdrio que ocorre durante a
ovulacéo o que leva a sua participacao direta na lise da parede folicular (Fu et al,
2016). Os complement component C6, complement factor B e complement C3
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presentes em nosso estudo, ja foram relatados no fluido folicular em humanos (Twigt
et al., 2012), sendo o complement factor B e complement C3 também relatado em alta
abundancia no fluido folicular de ovelhas, cabras e bufalas (Wu et al., 2016; Fu et al.,
2016, Junior et al., 2018). Maiores quantidades de proteinas do sistema complemento
foram observadas no fluido folicular em vacas no estro, confirmando a hipétese de
gue a ovulacdo ocasiona um processo inflamatério local, de modo que o sistema
complemento pode auxiliar na ruptura da parede do foliculo (Fahmi and Hunter, 1985),
além de estar envolvido na capacitacdo espermatica e reacao acrossomal (Fahmi and
Hunter, 1985; Junior et al., 2018), o que demostra que as proteinas do complemento
desempenham funcfes importantes durante a fertilizacdo (Junior et al., 2018). Em
nosso estudo, proteinas do sistema complemento estiveram em maior abundancia
proteica no grupo de foliculos entre 4 e 6 mm, sendo 0 mesmo observado em bufalos
onde o complement factor B e complement C3 estiveram em maiores quantidades em
foliculos grandes (>8 mm) (Fu et al., 2016) e em cabras nos foliculos médios e grandes
(Junior et al., 2018), o que pode ser justificado pela presenca de foliculos pré-
ovulatorios o que desencadeia um processo inflamatoério para posterior ovulacéo.

As transferrinas séricas, conhecidas também como serotransferrinas, séo
glicoproteinas de ligacdo ao ferro encontradas em diferentes fluidos do organismo.
Sao sintetizadas pelo figado (Schaeffer et al., 1987; Hallquist and Klasing, 1994) e
participam do transporte de ferro necessario para a sintese de hemoglobina, além de
atuar na inibicdo do crescimento bacteriano, visto que a remocéo de ferro ocasionado
pelas transferrinas diminui o crescimento e replicagdo de bactérias (Hallquist and
Klasing, 1994). Podem também ser secretadas pelas células da granulosa do foliculo
ovariano estando intimamente em contato com o odcito (Briggs et al., 1999), onde
estimula o desenvolvimento folicular e reduz a producdo de espécies reativas de
oxigénio causadoras de atresia folicular (de Jong et al., 1990; Tilly, 1998). Em nosso
estudo, a serotransferrina esteve em maior abundéancia proteica no grupo de foliculos
maiores, sendo o mesmo observado no fluido folicular em cabras o que pode ser
ocasionado pelo aumento da proliferacdo das células da granulosa em foliculos
maiores durante o crescimento folicular (Junior et al., 2018).

O fibrinogénio é uma glicoproteina plasmatica formado por cadeias
polipeptidicas, fibrinopeptideo A (FpA) e B (FpB) (Weisel, 2005). E produzido no
figado, sendo distribuido para a maioria dos tecidos e fluidos corporeos por meio da

circulacdo sanguinea (Weisel, 2005). Em equinos é amplamente utilizado como um
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marcador no diagndstico de inflamagéo (Borges et al., 2007; Copas et al., 2013). Em
nosso estudo, esteve presente em maior abundancia no fluido folicular de foliculos
maiores, podendo estar envolvida com o processo inflamatdrio ocasionado pela
ovulagéao.

A tetranectin € uma proteina de ligacdo ao plasminogénio (Las Holtet et al.,
1997). Ja foi relatada na linfa e no colostro em ovinos (Goldfinch et al., 2008;
Hernandez-Castellano et al., 2013) e no fluido folicular em mulheres (Twigt et al.,
2012). Esta atua ativacdo da plasmina e migracdo de neutréfilos para locais de
infecgdo (Renckens et al., 2006).

A inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 (ITIH4) isoform X1 € uma proteina
da familia de inibidores de serina, que tem atividade antiproteolitica e auxilia na
manutencdo da estabilidade da matriz extracelular funcionando assim como um
agente modulador (Ferrazza et al., 2017; Venna et al., 2018). E ainda conhecida como
uma proteina de fase aguda encontrada no soro (Pineiro et al., 2004) e fluido folicular
em bovinos (Zachut et al., 2016; Ferrazza et al., 2017). Sua baixa concentracdo no
soro em humanos foi correlacionada com céncer de ovario maligno, visto que a ITIH4
liga-se ao acido hialurdnico para manter a estabilidade da matriz extracelular, inibindo
0 crescimento metastatico das células tumorais (Huang et al., 2019). Maior
abundéancia de ITIH foi observada no fluido folicular de vacas com fertilidade reduzida,
estando envolvida com a desregulacdo da matriz de proteinas do complexo cumulus-
odcito, o que leva a alteracdo na sua formacao e expanséao e consequentemente afeta
a qualidade do odcito e fertilidade (Zachut et al., 2016).

Serpins sao proteinas inibidoras de endopeptidase do tipo serina, que tem como
funcdo manter a homeostase na atividade de proteases, além de participar da
diferenciacdo celular e remodelacdo da matriz extracelular, e estar intimamente
envolvida com a coagulacao, fibrindlise e producdo de plasmina, sendo deste modo
uma proteina importante para o processo de maturacao folicular e ovulacdo. Ja foi
detectada no fluido folicular em veados, vacas, ovelhas e em humanos (Hayashi et al.,
2011; Ambekar et al., 2013; Junior et al., 2018; Souza et al., 2019), de modo que
diferentes serpinas podem estar envolvidas no desenvolvimento folicular em
diferentes espécies (Ambekar et al., 2013). Em nosso estudo encontramos a serpin
B9 isoform X2 aumentada em foliculos maiores (24-6 mm), sendo um aumento de
serpina (Serpine2) também observado em células da granulosa de foliculos

dominantes e corpo luteo em bovinos quando comparados a foliculos menores que 4
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mm e em budfalos, sendo sua expressao (SerpinD1) maior em foliculos grandes
guando comparada a foliculos pequenos (Fu et al., 2016), sugerindo que serpinas
atuem como importantes inibidores de proteases em foliculos em crescimento,
mantendo um equilibrio entre proteases e seus inibidores, sendo isso fundamental
para o desenvolvimento folicular, ovulagéo e desenvolvimento do corpo lateo (Bédard
et al., 2003).

A alpha-enolase isoform X6 (ENO1) é uma enzima glicolitica encontrada na
maioria dos tecidos, sendo expressa no ovario em ratas principalmente nas células da
granulosa (Yoshioka et al., 2011). E conhecida como uma proteina multifuncional
(Pancholi, 2001) que atua no crescimento e maturacao folicular, além de sua
capacidade de ligacao ao plasminogénio (Yoshioka et al., 2011). Foi também relatada
em vertebrados sendo necesséria para o desenvolvimento embrionario (Finckbeiner
et al., 2011). Foi observado um aumento na concentracdo de ENO1 no fluido folicular
de foliculos em desenvolvimento, fato este que demonstra que esta glicoproteina pode
desempenhar um papel regulador e até ser considerado um biomarcador para o
desenvolvimento de foliculos em iaques (Guo et al., 2016).

A serum paraoxonase/arylesterase 1 faz parte da familia das lipoproteinas
paraoxonase (PON) e possui trés genes: o PON1, PON 2 PON 3. Sao produzidas e
armazenadas no figado, sendo encontradas no sangue ligada as lipoproteinas de alta
densidade (HDLs), desempenhando acao antioxidante frente a lipideos oxidativos
toxicos no organismo, diminuindo o acumulo de produtos da peroxidacéo lipidica
(Thomas-Moya et al., 2006; Marsillach et al., 2008). A paraoxonase/arylesterase 1 foi
identificada no fluido folicular canino e humano (Angelucci et al., 2006; Fahiminiya et
al., 2010) estando envolvida com o desenvolvimento folicular e embrionario (Meijide
et al.,, 2017), além de atuar na protecdo do foliculo contra o estresse oxidativo
ocasionado pela ovulagéo (Angelucci et al., 2006). Sua concentracao foi maior em
foliculos grandes quando comparada aos foliculos pequenos em mulheres (Angelucci
et al., 2006). O mesmo pbde ser visto em nosso estudo onde observou-se uma maior
abundancia proteica de paraoxonase/arylesterase 1 em foliculos maiores que 4 mm,
sendo esta diferenca justificada pela diferenca bioquimica entre foliculos grandes e
pequenos o que reflete a diferenca no estagio de maturacgéo folicular o que leva a um
aumento nas PONs (Thomas et al., 2000; Meijide et al., 2017).

CONCLUSAO
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De acordo com a nossa hipétese inicial o perfil proteico do fluido folicular de
foliculos em crescimento em ovelhas, levando em consideragéo o processo biolégico
e funcdo molecular das proteinas, as proteinas descritas em nosso estudo estao
intimamente relacionadas ao metabolismo folicular e desenvolvimento do odcito,
participando ativamente do processo de ovulagdo, exercendo efeitos na funcgéo
folicular e qualidade do odcito. Deste modo, a técnica de protedmica é uma ferramenta
gue nos permite definir as funcBes biologicas de proteinas podendo identificar
possiveis proteinas que funcionem como biomarcadores de competéncia oocitéria,
auxiliando na selecdo de odcitos de qualidade e assim levando a otimizacdo da

eficiéncia na producao de embries in vitro em cordeiros.

Hipotese
O desenvolvimento folicular de ovelhas influencia o perfil de proteinas do liquido

folicular?

3.2 Objetivo Geral

Caracterizar o perfil proteico do liquido folicular de ovelhas em dois diferentes
status de desenvolvimento dos foliculos (pequenos: < 4 mm e médios foliculos: 4 - 6
mm), utilizando estratégia Shotgum ESi-Q-TOF MS/MS.

3.3 Obejtivo Especifico
Identificar as proteinas do fluido folicular ovariano de ovelhas por

espectrometria de massas.
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Tabela Suplementar 1.

Descricao da ontologia génica das proteinas encontradas no fluido folicular de ovelhas.
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Gene ontology**

Protein D! Organism** Gene**
Molecular function Biological process Cellular component
Alpha-1 antitrypsin “Alpha-1-antiproteinase” Ovis aries (Sheep)
gi|1370 N/A Serine-type endopeptidase inhibitor activity - Extracellular space
L . Ictalurus punctatus
Alpha-1B-glycoprotein isoform X2 0i|803292449 (Channel catfish) LOC108272539 - - Integral component of membrane
(Silurus punctatus)
o - . Cytosol: phosphopyruvate; hydratase
DNA-binding transcription repressor activity, RNA complex
polymerase ll-specific; enzyme binding; GTPase
binding; heat shock protein binding; identical protein Canonical glycolysis; cellular response to
binding; magnesium ion binding; phosphopyruvate interleukin-7; glycolytic process; in Utero  pjasma Membrane: extrinsic component
Alpha-enolase isoform X6 . hydratase activity; protein-containing complex binding;  embryonic development; positive of plasma membrane; plasma membrane
gi|803258810 Mus musculus Enol protein homodimerization activity; RNA binding; RNA  regulation of binding synaptic membrane '
polymerase Il regulatory region sequence-specific
(Mouse) DNA binding
Other locations: cell cortex region; cell
surface; cytoplasm; growth cone;
membrane; membrane raft; myelin sheat
neuron projection
Ovis aires (Sheep) Essential component of the renin-angiotensin system Regulation of systemic arterial blood
Angiotensinogen gi|1091878 AGT (RAS), a potent regulator of blood pressure, body fluid  pressure by renin-angiotensin; Extracellular space
and electrolyte homeostasis. vasoconstriction
Heparin binding; serine-type endopeptidase inhibitor Blood coagulation; regulation of blood
activity coagulation, intrinsic pathway
Antithrombin 111 gi|1195 Ovis aires (Sheep) SERPINC1 Extracellular space
Amyloid-beta binding; apolipoprotein A-1 receptor Adrenal gland development; blood vessel
binding; chemorepellent activity; cholesterol binding; endothelial cell migration; cholesterol
cholesterol transfer activity; enzyme binding; heat biosynthetic process; cholesterol efflux; ) b — ; .
shock protein binding; high-density lipoprotein particle  cholesterol homeostasis; cholesterol Spherical h|gh_ de_nsny I|p9protem particle
Lo L . N N ) N . A very-low-density lipoprotein particle. Othe
binding; high-density lipoprotein particle receptor import; endothelial cell proliferation; locations: endocytic vesicle
Apolipoprotein A-l gi|803225470 APOA1 binding; identical protein binding; phosphatidylcholine-  glucocorticoid metabolic process; G ’

Ovis aires (Sheep)

sterol O-acyltransferase activator activity;
phospholipid binding

protein-coupled receptor signaling
pathway; high-density lipoprotein particle
assembly; high-density lipoprotein
particle remodeling; integrin-mediated
signaling pathway; lipid storage;
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Apolipoprotein A-IV

0i|426244573

BOS TAURUS
(BOVINE)

APOA4

Cholesterol binding; phosphatidylcholine
binding; phosphatidylcholine-sterol O-
acyltransferase activator activity;
phospholipid binding

lipoprotein biosynthetic process; negative
regulation of cell adhesion molecule
production; negative regulation of
cytokine secretion involved in immune
response; negative regulation of
heterotypic cell-cell adhesion; negative
regulation of hydrolase activity; negative
regulation of inflammatory response;
negative regulation of interleukin-1 beta
secretion; negative regulation of tumor
necrosis factor-mediated signaling
pathway; negative regulation of very-low-
density lipoprotein particle remodeling;
peptidyl-methionine modification;
phosphatidylcholine biosynthetic process;
phospholipid efflux; phospholipid
homeostasis; positive regulation of
cholesterol efflux; positive regulation of
cholesterol esterification; positive
regulation of hydrolase activity; positive
regulation of phagocytosis; positive
regulation of phospholipid efflux; positive
regulation of Rho protein signal
transduction; positive regulation of stress
fiber assembly; positive regulation of
substrate adhesion-dependent cell
spreading; protein oxidation; protein
stabilization; regulation of Cdc42 protein
signal transduction; regulation of
intestinal cholesterol absorption;
regulation of protein phosphorylation;
reverse cholesterol transport; triglyceride
homeostasis; vitamin transport

Cholesterol biosynthetic process;
cholesterol efflux; cholesterol
homeostasis; high-density lipoprotein
particle assembly; lipoprotein metabolic
process; phosphatidylcholine metabolic
process; phospholipid efflux; positive
regulation of cholesterol esterification;
positive regulation of fatty acid
biosynthetic process; positive regulation
of lipid biosynthetic process; positive
regulation of lipoprotein lipase activity;
positive regulation of triglyceride
catabolic process; regulation of intestinal
cholesterol absorption; reverse
cholesterol transport; triglyceride
homeostasis; very-low-density lipoprotein
particle remodeling
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Chylomicron; high-density lipoprotein
particle


https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0015485
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0031210
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https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051006
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010898
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010898
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0030300
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0030300
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0043691
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0043691
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070328
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070328
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034372
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034372
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042627
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034364
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034364

Beta-2-glycoprotein 1

Clusterin

Complement C3

Complement C3 isoform X2, partial

Complement C4-like isoform X1

Complement component C3, partial

Complement component C6

0i|803282088

0i|426220555

0i|1567557964

0i[803341483

gi|1567534517

0i|12649541

0i|803307439

BOS TAURUS
(BOVINE)

BOS TAURUS
(BOVINE)

Bos taurus (Bovine)

Vulpes vulpes (Red
fox)

Delphinapterus leucas
(Beluga whale)

Ovis aires (Sheep)

Bos Taurus (Bovine)

APOH Heparin binding

CLU Unfolded protein binding

C5L2 anaphylatoxin chemotactic receptor binding;
endopeptidase inhibitor activity

c3
Endopeptidase inhibitor
C3 P
activit
LOC111170700 Endopeptidase inhibitor activity
c3 -
C6 -

Immune complex clearance; negative
regulation of amyloid fibril formation;
positive regulation of apoptotic process;
positive regulation of receptor-mediated
endocytosis; regulation of cell population
proliferation; protein stabilization

Amyloid-beta clearance; cell surface
receptor signaling pathway involved in
cell-cell signaling; complement activation;
complement activation, alternative
pathway; complement activation,
classical pathway; complement-
dependent cytotoxicity; complement-
mediated synapse pruning; fatty acid
metabolic process; inflammatory
response; neuron remodeling; positive
regulation of activation of membrane
attack complex; positive regulation of
angiogenesis; positive regulation of
apoptotic cell clearance; positive
regulation of glucose transmembrane
transport; positive regulation of G protein-
coupled receptor signaling pathway;
positive regulation of lipid storage;
positive regulation of phagocytosis,
engulfment; positive regulation of protein
phosphorylation; positive regulation of
receptor-mediated endocytosis; positive
regulation of type lla hypersensitivity;
positive regulation of vascular endothelial
growth factor production; regulation of
triglyceride biosynthetic process;
response to bacterium; vertebrate eye-
specific patterning

Complement activation

Complement activation; inflammatory
response

Complement activation

Complement activation, classical
pathway; cytolysis; innate immune
response
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Extracellular region

Cytosol; Endoplasmic reticulum:
perinuclear endoplasmic reticulum lumer
Extracellular region or secreted:
extracellular region; Mitochondrion:
mitochondrial inner membrane;
mitochondrion; Nucleus; Other locations:
chromaffin granule; cytoplasm;
intracellular membrane-bounded organel

Extracellular space

Extracellular space
Extracellular space

Extracellular space

Extracellular region


https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008201
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051082
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0002434
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1905907
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1905907
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0043065
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0048260
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0048260
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042127
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042127
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0050821
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0097242
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1905114
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1905114
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1905114
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006956
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006957
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006957
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006958
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006958
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0097278
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0097278
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0150062
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0150062
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006631
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006631
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006954
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006954
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016322
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0001970
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0001970
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0001970
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045766
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045766
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:2000427
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:2000427
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010828
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010828
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010828
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045745
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045745
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010884
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0060100
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0060100
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0001934
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0001934
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0048260
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0048260
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0001798
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0001798
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010575
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010575
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010866
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010866
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009617
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0150064
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0150064
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005615
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006956
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006956

Complement factor B

Complement factor |

Creatine kinase M-type

Fetuin

Fibrinogen alpha chain isoform X2

Fibrinogen beta chain

Fibrinogen gamma chain isoform X2

0i|148645283

gi|426231287

0i|803147519

0i|1380

0i|965876574

0i[803293298

0i/426246913

Ovis aires (Sheep)

Mus musculus
(Mouse)

Ovis aires (Sheep)

Homo sapiens
(Human)

Mus musculus
(Mouse)

Ovis aires (Sheep)

Rattus norvegicus
(Rat)

CFB

Cfi

CKM

FETUB

Fga

FGB

Fgg

Serine-type endopeptidase activity

Metal ion binding; scavenger receptor activity; serine-
type endopeptidase activity

ATP binding; creatine kinase activity

Cysteine-type endopeptidase inhibitor activity;
endopeptidase inhibitor activity; metalloendopeptidase
inhibitor activity

Cell adhesion molecule binding; metal ion binding;
signaling receptor binding; structural molecule activity

Cell adhesion molecule binding; identical protein
binding; metal ion binding; signaling receptor binding;
structural molecule activity

Complement activation

Complement activation, classical
pathway; innate immune response

Phosphocreatine biosynthetic process;
response to heat

Binding of sperm to zona peldcida;
negative regulation of endopeptidase
activity; single fertilization

Adaptive immune response; blood
coagulation; blood coagulation,
common pathway; blood coagulation,
fibrin clot formation; cell-matrix
adhesion; cellular protein-containing
complex assembly; fibrinolysis;
induction of bacterial agglutination;
innate immune response; negative
regulation of endothelial cell apoptotic
process; negative regulation of extrinsic
apoptotic signaling pathway via death
domain receptors; plasminogen
activation; platelet aggregation; positive
regulation of ERK1 and ERK2 cascade;
positive regulation of exocytosis;
positive regulation of heterotypic cell-
cell adhesion; positive regulation of
peptide hormone secretion; positive
regulation of protein secretion; positive
regulation of smooth muscle cell
migration; positive regulation of
vasoconstriction; protein-containing
complex assembly; protein
polymerization; response to calcium ion

Adaptive immune response; blood
coagulation; innate immune response

Blood coagulation, fibrin clot formation;
cell-matrix adhesion; cellular protein-
containing complex assembly; cellular
response to interleukin-1; cellular
response to interleukin-6; fibrinolysis;
negative regulation of endothelial cell
apoptotic process; negative regulation of
extrinsic apoptotic signaling pathway via
death domain receptors; negative
regulation of platelet aggregation;
plasminogen activation; platelet
aggregation; platelet maturation; positive
regulation of ERK1 and ERK2 cascade;
positive regulation of exocytosis; positive
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Extracellular region

Extracellular space

Extracellular space

Extracellular exosome; extracellular regic

Endoplasmic reticulum: rough
endoplasmic reticulum. Extracellular
region or secreted: blood microparticle;
collagen-containing extracellular matrix;
extracellular space; fibrinogen complex.
Plasma Membrane: external side of
plasma membrane. Other locations: cell
cértex; cell surface; cytoplasm; platelet
alpha granule; synapse

Extracellular region

Blood microparticle; extracellular space;
fibrinogen complex. Plasma Membrane:
external side of plasma membrane. Othe
locations: cell cortex; cell surface;
cytoplasm; platelet alpha granule;
synapse


https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004252
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006956
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005576
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0002250
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007596
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007596
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0072377
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0072377
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0072378
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0072378
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007160
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007160
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034622
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034622
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042730
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0043152
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045087
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:2000352
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:2000352
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:2000352
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1902042
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1902042
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1902042
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0031639
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0031639
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070527
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070374
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070374
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045921
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034116
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034116
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0090277
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0090277
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0050714
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0050714
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0014911
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0014911
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0014911
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045907
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045907
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0065003
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0065003
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051258
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051258
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051592
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0062023
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005615
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005577
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0002250
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007596
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007596
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045087
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005576
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0050839
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042802
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042802
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0046872
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005102
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005198
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0072378
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007160
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034622
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034622
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0071347
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0071347
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0071354
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0071354
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042730
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:2000352
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:2000352
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1902042
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1902042
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1902042
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0090331
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0090331
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0031639
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070527
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070527
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0036345
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070374
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070374
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045921
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034116
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0072562
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005615
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005577
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009897
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005938
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009986
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005737
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0031091
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045202

Fibrinopeptide A

Gelsolin isoform B

Glia-derived nexin

0i[229213

0i|327346104

0i/426221643

Mus musculus
(Mouse)

Ovis aires (Sheep)

Mus musculus
(Mouse)

Fga

GSN

Serpine2

Cell adhesion molecule binding; metal ion binding;
signaling receptor binding; structural molecule activity

Actin filament binding; calcium ion binding

Glycosaminoglycan binding; heparin binding;
serine-type endopeptidase inhibitor activity;
signaling receptor binding

regulation of heterotypic cell-cell
adhesion; positive regulation of peptide
hormone secretion; positive regulation of
protein secretion; positive regulation of
vasoconstriction; protein polymerization;
protein secretion; response to calcium
ion

Adaptive immune response; blood
coagulation; blood coagulation,
common pathway; blood coagulation,
fibrin clot formation; cell-matrix
adhesion; cellular protein-containing
complex assembly; fibrinolysis;
induction of bacterial agglutination;
innate immune response; negative
regulation of endothelial cell apoptotic
process; negative regulation of extrinsic
apoptotic signaling pathway via death
domain receptors; plasminogen
activation; platelet aggregation; positive
regulation of ERK1 and ERK2 cascade;
positive regulation of exocytosis;
positive regulation of heterotypic cell-
cell adhesion; positive regulation of
peptide hormone secretion; positive
regulation of protein secretion; positive
regulation of smooth muscle cell
migration; positive regulation of
vasoconstriction; protein-containing
complex assembly; protein
polymerization; response to calcium ion

Actin filament severing; actin nucleation;
barbed-end actin filament capping

Blood coagulation; cerebellar granular
layer morphogenesis; dense core granule
biogenesis; detection of mechanical
stimulus involved in sensory perception;
innervation; long-term synaptic
potentiation; mating plug formation;
negative regulation of blood coagulation;
negative regulation of cell growth;
negative regulation of cell population
proliferation; negative regulation of
endopeptidase activity; negative
regulation of peptidase activity; negative
regulation of phosphatidylinositol 3-
kinase signaling; negative regulation of
plasminogen activation; negative
regulation of platelet activation; negative
regulation of platelet aggregation;
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Endoplasmic reticulum: rough
endoplasmic reticulum. Extracellular
region or secreted: blood microparticle;
collagen-containing extracellular matrix;
extracellular space; fibrinogen complex.
Plasma Membrane: external side of
plasma membrane. Other locations: cell
cortex; cell surface; cytoplasm; platelet
alpha granule; synapse

Cytosol: cytosol. Extracellular region or
secreted: collagen-containing extracellul:
matrix; extracellular region; extracellular
space. Plasma Membrane: extrinsic
component of external side of plasma
membrane. Other locations: membrane;
neuromuscular junction; neuronal cell
body; platelet alpha granule


https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034116
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034116
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0090277
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0090277
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0050714
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0050714
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045907
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045907
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051258
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009306
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051592
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051592
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0002250
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007596
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007596
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0072377
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0072377
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0072378
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0072378
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007160
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007160
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034622
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034622
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042730
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0043152
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045087
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:2000352
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:2000352
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:2000352
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1902042
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1902042
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1902042
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0031639
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0031639
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070527
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070374
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070374
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045921
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034116
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034116
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0090277
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0090277
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0050714
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0050714
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0014911
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0014911
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0014911
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045907
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045907
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0065003
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0065003
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051258
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051258
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051592
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0062023
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005615
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005577
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051015
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005509
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051014
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045010
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051016
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005539
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008201
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004867
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005102
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007596
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0021683
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0021683
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0061110
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0061110
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0050974
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0050974
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0060384
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0060291
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0060291
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042628
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0030195
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0030308
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008285
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008285
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010951
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010951
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010466
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010466
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0014067
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0014067
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0014067
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010757
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010757
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010544
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010544
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0090331
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0090331
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0062023
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0062023
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005576
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005615
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005615
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016020
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0031594
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0043025
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0043025
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0031091

Glutathione S-transferase Al

Hemopexin

Ig heavy chain c region - sheep (fragment) — “MHC class |
antigen”

Ig kappa chain — sheep
“Immunoglobulin kappa variable 3-20”

Ig lambda chain c region - sheep (fragment)

0i|166714258

0i/426244910

0i|109029

gil423311

gi|109030

Ovisaires (Sheep)

Ovis aires (sheep)

Ovis aires (Sheep)

Homo sapiens
(Human)

Gallus gallus
(Chicken)

GSTA1

HPX

Ovar

IGKV3-20

N/A

Glutathione transferase activity

Metal ion binding

Antigen binding

negative regulation of protein catabolic
process; negative regulation of protein
processing; negative regulation of
proteolysis; negative regulation of
smoothened signaling pathway; negative
regulation of sodium ion transport;
positive regulation of astrocyte
differentiation; positive regulation of
neuron projection development;
regulation of synaptic transmission,
glutamatergic; regulation of timing of cell
differentiation; response to wounding;
secretion by cell; secretory granule
organization; seminal vesicle epithelium
development.

Heme metabolic process; hemoglobin
metabolic process; positive regulation of
humoral immune response mediated by
circulating immunoglobulin; positive
regulation of immunoglobulin production;
positive regulation of interferon-gamma-
mediated signaling pathway; positive
regulation of tyrosine phosphorylation of
STAT protein

Antigen processing and presentation;
immune response

Antibacterial humoral response;
complement activation; complement
activation, classical pathway; Fc-epsilon
receptor signaling pathway; Fc-gamma
receptor signaling pathway involved in
phagocytosis; glomerular filtration;
immune response; immunoglobulin
production; leukocyte migration; receptor-
mediated endocytosis; regulation of
complement activation; regulation of
immune response

Complement activation; complement
activation, classical pathway
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Extracellular space

Other locations: Integral component of
membrane

Extracellular region or secreted : Blood
microparticle; extracellular exosome;
extracellular region; extracellular space;
monomeric IgA immunoglobulin complex
pentameric IgM immunoglobulin complex
secretory IgA immunoglobulin complex.
Plasma Membrane: Plasma membrane

Extracellular region


https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042177
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042177
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010955
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010955
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045861
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045861
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045879
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045879
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010766
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010766
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0048711
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0048711
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010976
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010976
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051966
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051966
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0048505
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0048505
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009611
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0032940
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0033363
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0033363
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0061108
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0061108
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004364
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0046872
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042168
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0020027
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0020027
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0002925
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0002925
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0002925
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0002639
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0002639
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0060335
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0060335
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042531
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042531
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042531
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005615
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0019882
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006955
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003823
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0019731
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006956
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006958
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006958
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0038095
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0038095
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0038096
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0038096
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0038096
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003094
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006955
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0002377
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0002377
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0050900
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006898
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006898
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0030449
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0030449
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0050776
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0050776
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0072562
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0072562
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070062
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005576
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005615
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0071748
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0071756
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0071751
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005886
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006956
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006958
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006958
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005576

Immunoglobulin lambda light chain constant region segment
1, partial

Immunoglobulin v lambda chain, partial

Inhibitor of carbonic anhydrase-like | isoform X3”

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 isoform X1

Map7 domain-containing protein 1 isoform X2

Map7 domain-containing protein 3 isoform X2

Plasma protease X1 inhibitor isoform X2

Pre-pro serum albumin

Serotransferrin

Serotransferrin isoform X2

0i|52366986

0i[2766639

0i[803335968

0i[803234236

0i[803223295

0i|803275781

0i[803299018

0i|1387

0i|1567498089

0i[803335974

Homo sapiens
(Human)

Homo sapiens
(Human)

Lipotes vexillifer
(Yangtze river
dolphin)

Bos taurus (Bovine)

Mus musculus
(Mouse)

Mus musculus

(Mouse)

Enhydra lutris kenyoni

Ovis aires
(Sheep)

Bos taurus (Bovine)

Vulpes vulpes (Red
fox)

N/A

IGLV5-52

LOC103090671

ITIH4

Map7d1

Map7d3

LOC111148596

ALB

TF

TF

Enzyme inhibitor activity

Serine-type endopeptidase inhibitor activity

Microtubule binding; tubulin binding

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

binding

Ferric iron binding; ferrous iron binding; iron
chaperone activity; transferrin receptor binding

Enzyme inhibitor activity

Adaptive immune response

Adaptive immune response; immune
response; immunoglobulin production

Acute-phase response; hyaluronan
metabolic process

Microtubule cytoskeleton organization

Microtubule cytoskeleton organization;
microtubule polymerization

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

Actin filament organization; activation of
JUN kinase activity; cellular iron ion
homeostasis; cellular response to iron
ion; ERK1 and ERK2 cascade; iron ion
transport; osteoclast differentiation;
positive regulation of bone resorption;
positive regulation of cell motility; positive
regulation of receptor-mediated
endocytosis; positive regulation of
transcription, DNA-templated; regulation
of iron ion transport; response to
bacterium; SMAD protein signal
transduction;
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Extracellular region or secreted:
extracellular region; Plasma Membrane:
plasma membrane; Other locations:
immunoglobulin complex

Extracellular region or secreted:
extracellular space. Plasma Membrane:
plasma membrane; Other locations:
immunoglobulin complex

Extracellular space
Extracellular space

Cytoskeleton: microtubule cytoskeleton;
Cytosol: cytosol

Cytoskeleton: microtubule cytoskeleton;
spindle Other locations: cytoplasm

Extracellular space

Endoplasmic reticulum: endoplasmic
reticulum; Extracellular region or secretel
extracellular exosome; Golgi apparatus:
Golgi apparatu; Other locations: protein-
containing complex

Endosome: early endosome; late
endosome; recycling endosome

Extracellular space


https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0002250
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0019814
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0002250
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006955
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006955
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0002377
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005615
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005886
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0019814
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004857
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005615
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004867
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006953
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0030212
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0030212
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0000226
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005829
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051087
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003677
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1903981
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1903981
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0140272
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005504
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042802
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0046872
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0019825
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0019825
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0030170
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0015643
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0015643
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009267
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051659
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0043066
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007015
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007257
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007257
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006879
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006879
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0071281
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0071281
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070371
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006826
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006826
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0030316
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045780
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:2000147
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0048260
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0048260
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0048260
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045893
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045893
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034756
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034756
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009617
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009617
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0060395
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0060395
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005615

Serpin A3-1

Serpin A3-5

Serpin A3-5-like isoform X3

Serpin A3-5-like isoform X4

Serpin A3-6-like

Serpin A3-7-like isoform X1

Serpin A3-8 isoform X2

Serpin B9 isoform X2

Serpin F1

Serum amyloid A-4 protein isoform X1

Serum paraoxonase/arylesterase 1

0i|1567522710

gi|1567522716

0i|965908783

0i[803331885

gi|1567522712

0i|803339859

0i/965912333

0i[803341307

0i[209571747

0i[803338738

0i[803284534

Bos taurus (Bovine)

Bos taurus (Bovine)

Austrofundulus
limnaeus

Austrofundulus
limnaeus

Bos taurus (Bovine)

Bos taurus (Bovine)

Bos taurus (Bovine)

Ovis aires (Sheep)

Bos taurus (Bovine)

Bos taurus (Bovine)

Mus musculus
(Mouse)

SERPINA3-1

SERPINA3-5

LOC106530971

LOC106530971

SERPINA3-6

SERPINA3-7

SERPINA3-8

SERPINB9

SERPINF1

SAA4

Ponl

Cysteine-type endopeptidase inhibitor activity; serine-
type endopeptidase inhibitor activity

Serine-type endopeptidase inhibitor activity

Serine-type endopeptidase inhibitor activity

Serine-type endopeptidase inhibitor activity

Serine-type endopeptidase inhibitor activity

Cysteine-type endopeptidase inhibitor activity involved
in apoptotic process; protease binding; serine-type
endopeptidase inhibitor activity

Serine-type endopeptidase inhibitor activity

Chemoattractant activity

Function: acyl-L-homoserine-lactone lactonohydrolase
activity; aryldialkylphosphatase activity; arylesterase
activity; calcium ion binding; high-density lipoprotein
particle binding; phospholipid binding; protein
homodimerization activity

Negative regulation of endopeptidase
activity

Negative regulation of endopeptidase
activity

Negative regulation of endopeptidase
activity

Negative regulation of endopeptidase
activity

Negative regulation of endopeptidase
activity

Cellular response to estrogen stimulus;
immune response; mast cell mediated
immunity; negative regulation by
symbiont of host apoptotic process;
positive regulation of gene expression;
protection from natural killer cell
mediated cytotoxicity; response to
bacterium

Negative regulation of angiogenesis;
negative regulation of endopeptidase
activity; negative regulation of epithelial
cell proliferation involved in prostate
gland development; positive regulation of
neurogenesis

Acute-phase response; cell chem
otaxis

Aromatic compound catabolic process;
blood circulation; carboxylic acid
catabolic process: cholesterol metabolic
process; organophosphate catabolic
process; phosphatidylcholine metabolic
process; positive regulation of binding;
positive regulation of cholesterol efflux;
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Extracellular region or secreted:
extracellular space; Other locations:
chromaffin granule; cytoplasm;
cytoplasmic vesicle

Extracellular region or secreted:
extracellular space; Other locations:
chromaffin granule; cytoplasmic vesicle

Extracelluar space

Extracellular region or secreted:
extracellular space; Other locations:
chromaffin granule; cytoplasmic vesicle

Extracellular region or secreted:
extracellular space; Other locations:
chromaffin granule; cytoplasmic vesicle

Extracellular region or secreted:
extracellular space. Other locations:
chromaffin granule; cytoplasmic vesicle

Cytosol: cytosol; Extracellular region or
secreted: extracellular space; Golgi
apparatus: Golgi apparatus; Nucleus:
nucleoplasm

Extracellular region or secreted:
extracellular region; extracellular space.
Other locations: melanosome

Extracellular region or secreted:
extracellular space; high-density
lipoprotein particle


https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010951
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010951
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004063
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004064
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004064
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005509
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008035
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008035
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005543
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042803
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042803
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008015
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0046395
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0046395
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008203
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008203
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0046434
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0046434
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0046470
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0046470
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051099
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010875

Short palate, lung and nasal epithelium carcinoma-associated
protein 2A-like

Tetranectin

Transthyretin

Trinucleotide repeat-containing gene 6C protein isoform X2

Vitamin D-binding protein

0i|1567509340

0i|803218864

0i1420

0i|803208992

0i[803262346

Bos taurus (Bovine)

Bos taurus (Bovine)

Ovis aires (Sheep)

Mus musculus

(Mouse)

Ovis aires (Sheep)

SPLUNC2A

CLEC3B

TTR

Tnrc6e

GC

Lipid binding

Calcium ion binding; carbohydrate binding; heparin
binding

Hormone activity; identical protein binding; thyroid
hormone binding

RNA binding

Vitamin D binding; vitamin transmembrane transporter
activity

'Obtida no https://www.nchi.nlm.nih.gov/ *Informagées obtidas no UniProtkB https://www.uniprot.org/

positive regulation of transporter activity;
response to fatty acid; response to
fluoride; response to nutrient levels;
response to toxic substance

Bone mineralization; ossification; positive
regulation of plasminogen activation

Retinol metabolic process; thyroid
hormone transport

Embryonic hemopoiesis; embryonic
organ development; endoderm
development; endoderm formation; gene
silencing by miRNA; miRNA mediated
inhibition of translation; positive
regulation of nuclear-transcribed mRNA
catabolic process, deadenylation-
dependent decay; positive regulation of
nuclear-transcribed mRNA poly(A) tail
shortening; regulation of gene silencing
by miRNA
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Extracellular region

Extracellular region or secreted:
extracellular space; Nucleus: granular
componente; Other locations: cytoplasm

Extracellular region

Nucleus: nucleoplasm. Other locations: F
body

Extracellular space


https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0032411
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070542
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1902617
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1902617
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0031667
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009636
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005576
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0001503
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010756
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010756
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042802
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070324
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070324
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070327
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070327
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005576
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0048568
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0048568
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007492
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007492
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0001706
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0035195
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0035195
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0035278
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0035278
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1900153
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1900153
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1900153
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:1900153
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0060213
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0060213
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0060213
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0060964
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0060964
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0090482
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0090482
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005615
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.uniprot.org/

