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GUASTI, P.N. Avaliacdo dos constituintes proteicos do plasma seminal e da
membrana plasmatica de espermatozoides e sua correlacio com a fertilidade de
garanhoées. Botucatu. 2014 Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar os parametros seminais, a expressao de proteinas
do plasma seminal (PS) e da membrana plasméatica (MP) correlacionando-os com a
fertilidade de garanhdes Quarto de Milha (Experimento I); e caracterizar o proteoma do
PS e da MP de espermatozoides por eletroforese 2D e espectrometria de massas
(Experimento II). No Experimento I, trés ejaculados de 10 garanhdes férteis e 9
garanhdes subférteis foram avaliados quanto aos pardmetros de cinética, integridade de
membrana plasmatica e acrossomal e cromatina espermatica. Proteinas do PS e
extraidas da MP foram submetidas a eletroforese 2D e espectrometria de massas
(MALDI-TOF/TOF) e analise shotgun (LC-ESIQTOF). Foi observada associagdo
positiva da fertilidade com a MT, MP, LIN e RAP. Um spot diferencial (28 kDa; pl 5,6)
do PS apresentou maior expressao em garanhdes subférteis. Nao foi observada diferenca
na expressdo proteica na MP entre os garanhdes. Na analise shotgun, foram
identificadas 53 proteinas tinicas no PS de garanhdes férteis, como a SPATA21 e 103
nos garanhdes subférteis, como a clusterina. Na MP, foram identificadas 269 proteinas
em animais com alta fertilidade como a SP-1, SMOK e PLC, e 167 proteinas tinicas em
garanhdes subférteis. No Experimento II, o PS e o extrato de MP apresentaram
predominancia de polipeptideos com massa molecular < 35 kDa. Proteinas ribossomais
foram detectadas nas duas amostras. A analise shotgun identificou 66 proteinas no PS ¢
291 no extrato de MP; envolvidas no processo reprodutivo como as kallikrein, SP-1,
SP-2, Fn-2 e Fn-3, SPATA. Em conclusao, o estudo de garanhdes com distintos indices
de concepcdo permitiu a identificacdio de proteinas unicas do PS e da MP e de
parametros de cinética espermatica relacionados a fertilidade que podem servir como
base para determinacdo de marcadores de fertilidade em garanhdes. Uma série de
proteinas da MP podem ser originarias do PS e estar relacionadas a funcionalidade
espermatica e na interacao entre os gametas. Ainda, a utilizagdo de uma abordagem
protedmica moderna possibilitou a identificagdo de grande parte das proteinas do
plasma seminal e da membrana plasmatica de espermatozoides, o que facilita futuras
investigagdes de suas funcdes na reproducdo equina.

Palavras-chave: biomarcador de fertilidade, garanhao, proteinas do plasma seminal



GUASTI, P.N. Evaluation of protein constituents of seminal plasma and sperm
membrane and their correlation with fertility of stallions. Botucatu. 2014 Thesis
(PhD) - School of Veterinary Medicine and Animal Science, Botucatu, Sao Paulo State
University.

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the seminal parameters, the expression of
proteins in seminal plasma (SP) and plasma membrane (PM) correlating them with the
fertility of Quarter Horses stallions (Experiment I); and characterize the proteome of SP
and PM sperm by 2D electrophoresis and mass spectrometry (Experiment II). In
Experiment I, three ejaculates from 10 fertile stallions and nine subfertile stallions were
evaluated for kinetic parameters, plasma membrane integrity and acrosome and sperm
chromatin. Proteins extracted from the SP and MP were submitted to 2D electrophoresis
coupled to mass spectrometry (MALDI-TOF/TOF) and shotgun analysis (LC-
ESIQTOF). Positive association of fertility with MT, MP, LIN and RAP was observed.
A differential spot (28 kDa, pI 5.6) of SP showed higher expression in subfertile
stallions. No difference in protein expression in PM among stallions was observed. In
the shotgun analysis, 53 unique proteins in the SP of fertile stallions, as SPATA21, and
103 in subfertile stallions, as clusterin, were identified. In PM, 269 proteins were
identified in animals with high fertility as SP-1, SMOK and PLC, and 167 unique
proteins in subfertile stallions. In Experiment II, the SP and the extract of PM showed a
predominance of polypeptides with molecular mass < 35 kDa. Ribosomal proteins were
detected in both samples. Shotgun analysis identified 66 proteins in SP and 291 in the
extract of PM; involved in the reproductive process such as kallikrein, SP-1, SP-2, Fn-2
and Fn-3, SPATA. In conclusion, the study of stallions with distinct conception rates
allowed the identification of unique proteins of SP and PM and kinetic parameters
related to fertility which may serve as basis for determination of fertility biomarkers in
stallions. A number of PM proteins may originate from the SP and be related to sperm
functionality and interaction between gametes. Although, the use of modern proteomic
approach allowed the identification of most of the seminal plasma proteins and sperm
plasma membrane, which facilitates further investigation of their role in equine
reproduction.

Keywords: biomarker of fertility, stallion, seminal plasma proteins, plasma membrane

proteins
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1. INTRODUCAO

A equinocultura brasileira ocupa posi¢do de destaque internacional pelo
expressivo numero de animais e pela exceléncia de seu plantel. Adicionalmente, a
industria do cavalo ¢ uma importante area geradora de divisas e empregos no Brasil. O
pais, por possuir uma gama de reprodutores de destaque passou a ser visto como ponto
de referéncia para investimentos de muitos criadores estrangeiros. Desta forma, para
manter o pais competitivo, € necessaria a incorporagao de novas biotecnologias para
acelerar e facilitar o melhoramento genético.

A selecdo de garanhdes ¢ baseada na genética, performance e conformacao.
Claramente, a saude reprodutiva do animal ndo ¢ inserida nesta sele¢do. Os garanhdes
representam 50% da equacgdo da reprodugdo e a industria do cavalo ¢ repleta de
garanhdes com nivel de fertilidade indesejavel (VARNER et al., 2008)

Dentre os fatores que podem alterar os indices reprodutivos, a qualidade seminal
assume um efeito consideravel. No entanto, os testes laboratoriais de rotina, aplicados
na avalia¢do da qualidade do s€émen, por muitas vezes ndo sao capazes de determinar o
potencial de fertilidade dos reprodutores (AMANN, 1995; JOBIM et al., 2009;
MOURA et al., 2011). Desta forma, conforme revisado por Moura et al. (2011)diversos
estudos sugerem que componentes moleculares dos espermatozoides, ou do meio que os
cercam, podem influenciar sua capacidade fecundante

Os espermatozoides sdo células altamente diferenciadas e apesar de
apresentarem detectaveis niveis de transcri¢ao e tradugdo (producdo ativa de transcritos
ap6s a meiose) (GUR; BREITBART, 2008) possuem limitada habilidade de biossintese
de novos componentes (AMMAN et al., 1993). Além disso, importantes modificacdes
ocorrem nos dominios de membrana da célula espermatica durante a maturacdo pos-
testicular no epididimo, na ejaculacdo e na capacitagdo (AITKEN et al., 2007
BOERKE et al., 2007), e estas etapas ocorrem em completa auséncia de expressao
génica (BREWIS; GADELLA, 2010).

O plasma seminal contém diferentes tipos de proteinas que sdo expressas €
sintetizadas nas glandulas acessorias, tais como prostata, glandulas bulbouretrais e
vesiculas seminais (MANASKOVA et al., 2003), que exercem diversas fungdes sobre o
metabolismo espermatico e o processo de fecundacdo, como ativagdo da motilidade
espermatica, acdo antimicrobiana, neutralizacdo dos metabolitos espermaticos, protecao
contra a acrosina por meio de inibidores de proteases, entre outros. Adicionalmente, ¢

mediador da capacitagdo espermatica e da resposta inflamatoria pos-coital no utero de



é¢guas (POLAKOSKI et al., 1982; ELZANATY et al.,, 2002; TROEDSSON et al.,
2005).

Em humanos, o proteoma do plasma seminal tem sido amplamente descrito com uma
lista atual de mais de 2000 proteinas identificadas (PILCH et al., 2006; BATRUCH et
al., 2011; MILARDI et al., 2012), enquanto que nas principais espécies de mamiferos
domésticos poucas proteinas foram identificadas (DRUART et al., 2013). Portanto, a
membrana plasmatica, assim como o plasma seminal, s3o candidatos para a avaliagdo da
fertilidade masculina (MILARDI et al., 2013). Os biomarcadores relacionados a
reproducdo possibilitam o desenvolvimento de novos critérios para a predicdo e
aumento da fertilidade masculina. Com isso, a analise protedmica seminal tornou-se
essencial para identificagdo de propriedades e fungdes de proteinas envolvidas nos
mecanismos de regulacdo das fungdes no trato reprodutor masculino e
consequentemente, no processo de fertilizagdo (MILARDI et al., 2013).

Deste modo, o isolamento e caracterizagdo das proteinas presentes no plasma
seminal podem possibilitar a avaliagao de sua influéncia sobre as células espermaticas e
a identificacdo segura e precoce de garanhdes férteis em relagdo aqueles subférteis. O
presente estudo baseia-se na correlagdo dos pardmetros espermaticos, constituintes do
plasma seminal e da membrana plasmatica com a fertilidade de espermatozoides

equinos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Maturacao Espermatica Pos-testicular

Apbs a espermatogénese, os espermatozoides ainda ndo sdo capazes de fertilizar
0 oocito. Os ultimos estagios de diferenciacdo de espermatides sdo marcados pela
condensacdo do DNA, que diminui progressivamente o processo de transcricdo e
tradu¢do no gameta até sua estagna¢do. Nos mamiferos a capacidade de fertilizagdo ¢
adquirida durante o transito epididimario, onde sucessivas modificacdes
morfofuncionais contribuem para a maturacdo do espermatozoide (DACHEUX et al.,
2003).

O epididimo ¢ anatomicamente conectado ao testiculo e pode ser dividido em
cabeca, corpo e cauda. Cada regido secreta substancias especificas que promovem

mudangas na composi¢ao quimica e proteica do fluido epididimério, essenciais para a



diferenciagdo e manutenc¢do da célula espermatica (DACHEUX et al., 2003; GATTI et
al., 2004). Este controle extragonadal da diferenciacdo espermatica ¢ chamado de
maturacao espermatica epididimaria, na qual o gameta masculino adquire motilidade,
habilidade de reconhecer e ligar-se a zona pelicida (ZP) e capacidade de fusdo com
oocito (DACHEUX; DACHEUX, 2014).

A maioria das proteinas luminais ¢ secretada ativamente pelo epitélio
epididiméario e estd relacionada com a prote¢do do espermatozoide durante sua
passagem pelo epididimo, como a redugao de espécies reativas ao oxigénio (ROS), acdo
antibacteriana e protec¢ao dos sitios ativos na superficie de membrana (FABREGA et al.,
2012; WANG et al., 2012; TAYLOR et al., 2013)

A secrecdo de proteinas no epididimo ¢ altamente regionalizada, sendo a cabeca
e a corpo as regides mais ativas, sintetizando cerca de 80% dos componentes do fluido.
Na espécie bovina, a atividade secretoria na regido da cabeca € 6 a 8 vezes maior que na
regido da cauda. J& na espécie equina, 73% dos compostos proteicos sdo secretados na
cabega do epididimo (DACHEUX et al., 2003; GATTI et al., 2004).

As proteinas epididimarias sdo caracterizadas de acordo com o tipo de interagao
com a célula espermatica. Podem ocorrer ligagdes fracas por meio de interagdes idnicas
com proteinas responsaveis pela quiescéncia dos espermatozoides e ligagdes fortes com
proteinas hidrofobicas, importantes no trato reprodutivo da fémea e na fertilizacdo
(MARENGO et al., 2008). Adicionalmente, algumas proteinas do fluido epididimario
sdo processadas por uma cascata de clivagens proteoliticas antes ou durante sua inser¢ao
na membrana plasmatica. Os peptideos clivados sdo remanejados em diferentes
dominios da membrana encobrindo/expondo sitios de ligacdo ou sdo liberados para o
fluido epididimario, colaborando com a manutencao do meio (DACHEUX; DACHEUX
et al., 2014). Desta forma, a principal caracteristica das proteinas secretadas no limen
epididimario € o alto grau de polimorfismo na massa molecular e no ponto isoelétrico
devido a modificacdes pos-traducionais e glicosilacao (DACHEUX et al., 2003).

As primeiras modificagdes espermaticas ocorrem na cabega do epididimo, onde
cerca de 80-90% de agua do fluido testicular ¢ reabsorvido e a atividade secretéria de
proteinas ¢ aumentada (FOUCHECOURT et al., 2000; BELLEANNE et al., 2011;
DACHEUX et al., 2012). Grande parte das proteinas do lumen, originarias da rete
testis, desaparece na regido proximal da cabega epididimaria sendo substituidas por
outros componentes. As modificagdes na regido anterior do epididimo estdo associadas

a migracdo da gota citoplasmatica, inicio do batimento flagelar e habilidade de ligagao a



7P (DACHEUX; DACHEUX, 2014).

O ntmero de espermatozoides moveis aumenta regularmente entre a cabega e a
cauda do epididimo. O processo iniciador da motilidade nao ¢ bem estabelecido, no
entanto, a motilidade potencial existe no espermatozoide imaturo da cabeca do
epididimo (VIJAYARAGHAVAN et al., 1996), e ¢ expressa ao longo do ducto
epididimario, onde sdo observadas mudangas nos niveis intra-espermaticos de AMPc,
pH e calcio (WADE et al., 2003).

O desenvolvimento da interagao entre os gametas no epididimo esta relacionado
a redistribui¢do dos dominios de diversas proteinas testiculares de superficie, como as
proteinas da familia ADAM, tACE, basigina ¢ TEX101, e na adsor¢do ou fusdo de
proteinas a membrana plasmatica, como a CD52, CRISP1, CRISP4, CRISP7, MFGES,
SPAMI, proteinas envolvidas no processo de fertilizacdo (DACHEUX; DACHEUX,
2014). Esta interagdo entre as membranas espermatica e oocitaria ndo ¢ sustentada por
uma proteina especifica e sim por um complexo proteico, o qual as proteinas atuam
conjuntamente no processo de fusdo entre os gametas (REID et al., 2011). Portanto,
tanto os eventos da espermatogénese quanto a maturacdo pos-testicular sdo necessarios

para a competéncia das células espermaticas frente a fertilizagdo (GATTI et al., 2004).

2.2. Plasma Seminal

O sémen ¢ composto por duas fracdes distintas, os espermatozoides, que
compdem menos que 1% do volume total e o plasma seminal. A principal funcao do
plasma seminal € servir como meio de transporte € manutengao para os espermatozoides
(WITE, 1988).

O plasma seminal consiste em um fluido produzido pela rete testis, epididimo e
glandulas sexuais acessorias. Em equinos, este fluido ¢ expelido em fracdes durante a
ejaculacdo e sua composicao apresenta diferentes aspectos bioquimicos de acordo com a
fracdo expelida. A primeira por¢do ejaculada ¢ a fracdo pré-espermadtica, aquosa, €
provém das glandulas bulbouretrais e da prostata. Esta fracdo possui a fungdo de
limpeza da uretra. A segunda fracdo ¢ rica em espermatozoides, leitosa e € composta por
secrecoes do epididimo e da ampola do ducto deferente. A terceira por¢ao contém
poucos espermatozoides, porém grandes quantidades de acido citrico e gel proveniente
das vesiculas seminais, com a fungdo de carrear os poucos espermtozoides que restaram
na uretra (AMANN; GRAHAM, 1993; KAREKOSKI; KATILA, 2008).

O volume do ejaculado do garanhdo pode chegar a 200 mL, sendo 10 a 20 vezes



maior do que o ejaculado de touros e 50 a 100 vezes maior do que o ejaculado de
carneiros. Entretanto, o nimero total de espermatozoides por ejaculado € similar nas trés
espécies, demonstrando a grande contribui¢ao do plasma seminal no sémen de equinos
(VARNER, 1987).

O plasma seminal possui em sua composi¢do substancias moduladoras da
inflamacdo uterina que auxiliam na eliminagdo dos espermatozoides e na limpeza
uterina de éguas susceptiveis a endometrite (TROEDSSON et al., 2005; DOTY et al.,
2011). Adicionalmente, o plasma seminal contém uma série de agentes antioxidantes
enzimaticos, como a catalase, superoxido desmutase, glutationa peroxidase; e ndo
enzimaticos como a albumina, taurina, hipotaurina, piruvato, acido ascorbico, tocoferol
e ergotionina. A atividade destas enzimas no plasma seminal inibe a peroxidacdo dos
lipidios da membrana plasmatica pelas espécies reativas ao oxigénio (ROS) protegendo
os espermatozoides do dano celular causado pelo estresse oxidativo (KANKOFER et
al., 2005).

O plasma seminal possui efeito mediador na capacitagdo, como as BSP (binding
seminal plasma proteins) (FLORMAN; FIRST, 1988; MANJUNATH; THERIEN,
2002) e auxilia na formagdo de reservatorios espermaticos na tuba uterina (EKHLASI-
HUNDRIESER et al., 2005).

A composi¢do bioquimica do plasma seminal equino apresenta extensa
variabilidade entre garanhdes (ZAHN, 2006), entre os ejaculados (FRAZER et al.,
1996) e entre as fragdes dos ejaculados (KAREKOSKI et al. 2011). Aurich et al., (1996)
relataram que a adi¢do de plasma seminal de garanhdes de alta congelabilidade elevou a
qualidade do sémen descongelado de machos de baixa congelabilidade, ocorrendo o
oposto quando se adicionou o plasma proveniente de garanhdes de baixa
congelabilidade. Contrariamente, Morrell et al. (2014) avaliaram o efeito da adicdo de
plasma seminal homologo e heterélogo na qualidade do sémen de garanhdes e
constataram uma consideravel variacdo entre os garanhdes, portanto, nao foi possivel
predizer se o plasma seminal autélogo ou heterel6go foi capaz de aumentar a motilidade
espermatica. Os autores afirmaram que a interagcdo entre o PS e o espermatozoide
depende da origem de ambas as partes.

Apesar do plasma seminal demonstrar fungdes especificas nos eventos da
fertilizacdo, as técnicas de criopreservagdo de sémen de equinos preconizam a refitada
deste fluido (BARRIER-BATUT et al.,, 2013; RAMIRES NETO et al., 2013),

substituindo-o por diluentes, uma vez que estudos demonstram que o acréscimo de



plasma seminal promove um efeito deletério sobre a preservagdo das células
espermaticas (KARESKOSKI; KATILA, 2008). Ainda, a comprovagdo da fertilidade
de espermatozoides colhidos da cauda do epididimo tem questionado a necessidade dos
componentes do plasma seminal no processo de fertilizacdo, ja que estes sdo capazes de
fertilizar o o6cito, sem nenhum contato prévio com as secre¢des das glandulas anexas
(PAPA et al.,, 2008; HEISE et al., 2010; GUASTI, 2010) e possuem indices de
concepgdo maiores ou similares aos espermatozoides do ejaculado (MONTEIRO et al.

2011).

2.3. Protedmica Seminal

A protedmica consiste na caracterizagdo em larga escala de componentes
proteicos de uma determinada célula, tecido ou fluido bioldgico. No entanto, a andlise
protedmica ultrapassa a simples listagem de proteinas e fornece indicios substanciais
quanto a organizagdo ¢ dindmica dos processos metabolicos, regulatérios e de
sinalizagdo pelos quais a célula se desenvolve (PANDEY; MANN, 2000).

Na década passada, a protedomica possibilitou o desenvolvimento de novas
tecnologias na identificagdo de marcadores moleculares de patologias. O plasma
seminal, assim como a membrana plasmatica, sdo candidatos para a analise protedmica
na avaliacdo da fertilidade masculina (MILARDI et al., 2013). O fluido das glandulas
anexas contém diversas proteinas que sdo importantes no processo de fertilizagdo e
cerca de 35% destas macromoléculas da membrana plasmatica sdo provenientes deste
fluido (KOEHLER et al., 1980; RUSSEL et al., 1984). A caracterizagdo e identificagao
destas proteinas no plasma seminal e membrana plasmatica permite elucidar os
processos biologicos relacionados a fertilidade masculina e ao processo de fertilizacdo,
e apos sua validagdo podem ser utilizadas na distingdo clinica entre fertilidade e

infertilidade.

2.3.1. Proteinas da Membrana Espermatica

O estudo do proteoma da célula espermatica ¢ relativamente mais simples
quando comparado com o proteoma de células somaticas. O espermatozoide ¢ uma
célula altamente especializada com o conteido minimo de citosol e organelas (EDDY;
O“BRIEN 1994; YANAGIMACHI et al., 1994), no entanto, possui maior quantidade de
proteinas de membrana plasmatica do que qualquer outro tipo celular (BREWIS;

GADELLA, 2010).



A superficie da cabeca espermatica, peca intermedidria e flagelo sdo altamente
heterogéneas e a presenga de estruturas de juncdo (anéis) previne a difusdo lateral das
proteinas e lipidios de um dominio para o outro (VOS et al., 1994). Ainda, a regido da
cabeca ¢ dividida em subdominios, sendo regido apical (reconhecimento e ligagdo a
zona pelucida), regido pré-equatorial (reagdo acrossomal), regido equatorial
(reconhecimento e fusdo com oolema) e regido pds-acrossomal (BREWIS; GADELLA,
2010), cada qual com uma funcao na fertilizagdo (GADELLA et al., 2008).

Importantes modificacdes ocorrem nos dominios de membrana da célula
espermatica durante a maturagdo pos-testicular no epididimo e durante a capacitagdo
(AITKEN et al., 2007; BOERKE et al., 2007) e estas etapas ocorrem em completa
auséncia de expressdo génica (BREWIS; GADELLA, 2010). As modificacdes sdo
realizadas, na sua maioria, por proteinas contidas no meio que cercam a célula
espermatica, seja no fluido epididimario, plasma seminal ou secrecdes do trato
reprodutor feminino, promovendo a reorganiza¢do de sua estrutura (BREWIS;
GADELLA, 2010).

A reorganizacdo da membrana plasmatica resulta de diferentes mecanismos
incluindo redistribui¢do ou desaparecimento por processamento proteolitico, acdo de
enzimas glicoliticas e integracdo de novos componentes (DACHEUX et al., 2003).
Exemplos de proteinas proteoliticamente processadas durante o trinsito pelas vias
seminais sdo as proteinas da familia ADAM, incluindo a fertilina (pH30), ciritestina e
testase, que possuem papel na interagao entre os gametas (EVANS, 1999).

A enzima conversora de angiotensina-I (ACE) presente na superficie da peca
intermediaria e da pega principal do flagelo ¢ completamente removida do
espermatozoide durante o transito epididimério (GATTI et al., 1999; METAYER et al.,
2002). A proteina ¢ liberada no fluido em uma forma ativa e pode ser encontrada
posteriormente no plasma seminal (METAYER et al., 2001).

A clusterina ¢ secretada pelo epididimo e algumas isoformas (80 kDa) se
associam a membrana do espermatozoide (HOWES et al., 1998). Esta proteina esta
envolvida na adesdo e agregacdo celular (BLASCHUK et al., 1983) e maturagdo
espermatica (SYLVESTER et al., 1991). Em bovinos, a clusterina esta associada com
espermatozoides morfologicamente anormais e foi sugerida como um marcador de
baixa qualidade seminal (IBRAHIM et al., 2001). O tipo de interagdo ndo ¢ bem
elucidado, provavelmente a molécula ¢ adsorvida devido a sua alta concentragdo

extracelular (TOPFER-PETERSEN et al., 2005).
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A proteina transmembrana Izumo, integrante da superfamilia das
imunoglobulinas, esta presente na membrana interna acrossomal dos espermatozoides
de humanos e camundongos e parece exercer papel fundamental na fusdo entre os
gametas (INOUE et al., 2005; GUPTA; BANSAL, 2010). Recentemente, seu receptor
(Folr4, Juno) foi localizado na membrana do o6cito. Apds a fertilizagdo, o receptor Juno
rapidamente desaparece da membrana do oocitaria, sugerindo que a interagdo Izumo-
Juno levam ao bloqueio da poliespermia (BIANCHI et al., 2014).

Meyers (2001) demonstrou que uma proteina especifica da membrana
plasmatica, PH-20, localizada na cabeca do espermatozoide, possui atividade de
hialuronidase e se distribui na regido acrossomal durante o processo de capacitagdo. Do
mesmo modo, a enzima galactosiltransferase estd presente na membrana plasmatica de
equinos, e pode servir com receptor durante a interacdo inicial entre os gametas
(FAYRER-HOSKEN et al., 2005). As proteinas do grupo Fn-2 interagem com os
fosfolipidios da membrana plasmatica do espermatozoide durante a maturacdo pos-

testicular e momento da ejaculacdo (EKHLASI-HUNDRIESER et al., 2005).

2.3.2. Proteinas do Plasma Seminal

As proteinas do plasma seminal possuem duas diferentes origens, parte ¢
sintetizada nas glandulas anexas, sendo especificas para este fluido e parte possui
origem sanguinea. As proteinas de origem sanguinea possuem como funcdo a regulagao
da pressao osmotica e pH do plasma seminal, transporte de ions, lipideos € hormonios, e
compreendem principalmente a pré-albumina, albumina, globulina, transferrina, o-
antitripsina, B-lipoproteina, B-glicoproteina e imunoglobulinas (IgG, IgA e IgM)
(PERUMAL, 2012).

De modo geral, as fungdes de proteinas especificas do plasma seminal incluem o
seu envolvimento nos passos iniciais e centrais do processo de fertilizagdo, como a
regulacdo da capacitacdo, o estabelecimento do reservatdrio espermatico na tuba
uterina, a modula¢do da resposta imune no utero, o transporte espermatico no trato
reprodutivo da fémea e a interaciio e fusdo entre os gametas (TOPFER-PETERSEN et
al., 2005).

A multifuncionalidade das proteinas do plasma seminal ¢ desempenhada por sua
estrutura e pela agdo de mecanismos moleculares (STRZEZEK et al., 2005). Proteinas
da mesma familia ou grupo parecem ter func¢des distintas de acordo com a espécie.

Assim, diferengas na sua estrutura, quantidade e padrao de expressao ao longo do trato
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reprodutor masculino podem determinar os efeitos espécie-especificos de proteinas
homologas na fisiologia espermdtica (CALVETE; SANZ, 2007).

A quantidade de proteinas existentes no plasma seminal equino ¢ relativamente
baixa (10 mg/mL) quando comparada com outros mamiferos (20-60 mg/mL)
(TOPFER-PETERSEN et al., 2005). Tais proteinas possuem como caracteristica a
formagao de agregados multiprotéicos, compostos por proteinas de 11 a 30 kDa,
correspondendo a 70% das proteinas totais do plasma seminal equino (VON
FELLENBERG et al., 1985). Calvete et al. (1994) isolaram e caracterizaram oito
proteinas de baixo massa molecular (14 a 30 kDa) denominadas proteinas do plasma
seminal eqiiino (HSP-1 a HSP-8). Estas contribuem para o teor de proteina total do
plasma seminal e se agregam a superficie espermatica durante a ejaculagdo, exceto a
HSP-4.

Até o momento, sabe-se que a maioria das proteinas seminais na espécie equina
pertence a trés grupos, sendo estes proteinas secretorias ricas em cisteina (CRISPs),
proteinas transportadoras de dois ou quatro modulos de fibronectina tipo II (Fn-2) e as

espermadesinas (KARESKOSKI; KATILA, 2008).

2.3.2.1. Proteinas Secretorias Ricas em Cisteina (CRISPS)

A familia das proteinas secretdrias ricas em cisteina (CRISP) consiste em um
amplo grupo de proteinas com massa molecular de 20 a 30 kDa, caracterizadas por
apresentarem 16 residuos de cisteina em sua estrutura (EBERSPAECHER et al., 1995).
As CRISPs sao classificadas como CRISP1, CRISP2, CRISP3 e mais recentemente,
CRISP4, encontrada em camundongos (KOPPERS et al, 2011). Estdo presentes em
diversos tecidos e espécies, incluindo os répteis, apresentando 45% de homologia com a
CRISP humana (MORISSETTE et al., 1995; TOPFER-PETERSEN et al., 2005).

A funcao dos diversos membros da familia CRISP parece estar relacionada com
processos da espermatogénese, maturagdo do espermatozoide, capacitacdo espermatica
e interacdo espermatozoide-oocito (TOPFER-PETERSEN et al., 2005).

A CRISP 1 ¢ expressa nas regides proximais do epididimo sob controle
androgénico e se associa a membrana espermdtica durante a maturagdo epididimaria
(KOHANE et al., 1980). Esta envolvida na capacitacdo espermatica, interagao zona
pelucida-espermatozoide e fusao da célula espermatica com o o6cito. No entanto, apesar
de todas estas funcdes, a CRISP1 parece ndo ser essencial para processo de fertilizagao

(COHEN et al., 2011).
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A CRISP2 ¢ predominantemente expressa no testiculo, independente do controle
androgénico (HARDY et al., 1988). Esta presente em diversos estagios de diferenciagdo
celular na espermatogénese e foi localizada especificamente na regido acrossomal
(FOSTER; GERTON, 1996). A CRISP2 ¢ secreta pelas células espermatogénicas e
permanece em sua superficie, mediando sua interagdo com as células de Sertoli
(MAEDA et al., 1999). Em estudo realizado por Busso et al. (2007), a incubacdo de
espermatozoides humanos ¢ de camundongos com anti-CRISP2 resultou na inibi¢ao da
penetragao do oocito, sugerindo que ha sitios especificos de ligagdo para CRISP2 no
oolema, fundamentais para a interacao espermatozoide-odcito.

Na espécie equina, a CRISP3 ¢ secretada em grandes quantidades (1 mg/mL),
sendo um dos principais componentes do plasma seminal. Possui alta expressdo na
ampola e nas vesiculas seminais e estd localizada na regido pos-acrossomal e equatorial
dos espermatozoides (SCHAMBONY et al., 1998).

As CRISPs, principalmente a CRISP3, sdo removidas da membrana plasmatica
do espermatozoide apos sucessivas lavagens com PBS e com altas concentragdes de sal,
correspondendo a redu¢do de 80 a 90% de CRISP da superficie espermatica. Entretanto,
algumas moléculas da CRISP permanecem fortemente ligadas a superficie espermatica
e demonstraram correlagdo positiva com a fertilidade de garanhdes (REINEKE et al.,
1999).

Em estudo realizado por Hamman et al., (2007) foi constatado que variagcdes no
gene equino da CRISP3 foram identificadas como uma causa de reducao da fertilidade.
Foi identificado um polimorfismo do gene CRISP3 de cavalos da raga Hannoveriano,
nos quais o polimorfismo do gene E208K, quando em estado heterozigoto,
compromete, em média 7% a fertilidade quando comparado com animais que possuem
o alelo mais comum no seu estado homozigoto. Além disso, em estudo mais recente foi
constatado que a quantidade de CRISP3 encontrada no plasma seminal equino foi
positivamente relacionada a taxa de concepgdo no primeiro ciclo e pode ser utilizada
como um marcador de fertilidade (Novak et al., 2010).

A CRISP3 equina parece possuir um efeito indireto sobre a fertilidade, uma vez
que ja foi demonstrado que esta proteina regula a eliminagdo de espermatozoides no
trato reprodutor da fémea, pela supressdo da ligacdo entre espermatozoides e
polimorfonucleares (Doty et al., 2011), o que pode amenizar os efeitos da endometrite

pos-cobertura e possibilitar a chegada de mais espermatozoides ao local da fertilizagao.
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2.3.2.2. Proteinas com Modulos de Fibronectinas tipo 11 (Fn-2)

As proteinas do grupo Fn-2 no trato reprodutor masculino sdo caracterizadas
pela presenga de dois ou quatro moédulos fibronectina do tipo II (EKHLASI-
HUNDRIESER et al., 2007). Sao expressas em diferentes regides do trato reprodutor
masculino, especificamente pelo corpo e cauda do epididimo e pela ampola do ducto
deferente, dependendo da espécie (EKHALASI-HUNDRIESER et al, 2005).

As proteinas HSP-1 e HSP-2, expressas na ampola do ducto deferente,
pertencem ao grupo das proteinas com moddulos Fn-2 e representam cerca de 70 a 80%
das proteinas totais do plasma seminal equino. Estas proteinas sio homologas as
proteinas de ligagdo a heparina do plasma seminal bovino (BSP), que estdo envolvidas
na capacitacao espermatica (EKHALASI-HUNDRIESER et al., 2005).

Durante a ejaculagdo, essas proteinas interagem com os residuos de colina dos
fosfolipidios da membrana plasmatica do espermatozoide (DESNOYERS;
MANJUNATH, 1993), estimulando o efluxo de fosfolipidios e colesterol (MOREAU;
MANJUNATH, 1999). Este processo ¢ potencializado pela habilidade de ligacdo a
heparina. A heparina ¢ estruturalmente semelhante aos glicosaminoglicanos (GAGs),
estes sdo secretados em grandes quantidades na tuba uterina e nos fluidos uterinos
durante a fase folicular da fémea bovina, e parece mediar o processo de capacitacido
espermatica pela desestabilizagdo da membrana plasmatica por meio do efluxo de
colesterol e fosfolipideos (MANJUNATH; THERIEN et al., 2002).

As diferencas observadas em relagdo ao impacto das proteinas Fn-2 de equinos e
bovinos na membrana de espermatozoides, como por exemplo, o grau de imobilizacao
da membrana e extragdo de lipidios, pode refletir a modulagdo da funcdo espermatica de

cada espécie (EKHLASI-HUNDRIESER et al., 2005).

2.3.2.3. Espermadesinas

As espermadesinas sdo glicoproteinas compostas por 110 a 113 aminoacidos na
sua estrutura e compreendem um uUnico dominio CUB estabilizado por pontes
dissulfidicas (BORK; BECKMANN, 1993; ROMERO et al, 1997). Séao
multifuncionais e exibem habilidade para se ligar a heparina, a inibidores de proteases,
fosfolipideos e a carboidratos (TOPFER-PETERSEN et al., 1999).

As espermadesinas se aderem a membrana plasmatica durante a ejaculagdo e s@o
caracterizadas como proteinas multifuncionais, pois possuem propriedades de ligacdo a

heparina, a inibidores de proteases, a fosfolipideos e a carboidratos. Desta forma, podem
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exercer funcdo como receptores no reconhecimento entre os gametas ou mediar a
ligagdo espermadtica no epitélio da tuba uterina (TOPFER-PETERSEN et al., 1998;
TOPFER-PETERSEN et al., 1999).

No suino, seis proteinas deste grupo foram identificadas (AWN-1, AWN-2,
AQN-1, AQN-3, PSP-I, PSP-II) e correspondem a 30% das proteinas totais do plasma
seminal (CALVETE et al., 1995; VARELA et al., 1997).

A HSP-7 ¢ a espermadesina equina homologa a AWN suina e ambas possuem
atividade de ligacao a carboidratos (CALVETE et al., 1995). A HSP-7 demonstrou
propriedades de ligacdo a zona pelucida de equinos, indicando sua fung¢do na interagao

entre os gametas (REINERT et al., 1996).

2.4. Biomarcadores Moleculares de Fertilidade no Macho

A fertilidade masculina ¢ complexa, e depende de uma populacdo heterogénea
de espermatozoides que ird interagir de diferentes formas em diversos locais do trato
reprodutor da fémea, zona pelucida e odcito (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2011). Desta
forma, os testes laboratoriais de rotina aplicados na avaliagao da qualidade do sémen,
por muitas vezes ndao sao capazes de determinar o potencial de fertilidade dos
reprodutores (AMANN, 1995; JOBIM et al., 2009; MOURA et al., 2011).

Diversos estudos sugerem que componentes moleculares dos espermatozoides,
ou do meio que os cercam, podem influenciar sua capacidade fecundante. Pesquisas
sobre a avaliagdo da integridade do DNA, identificagio de mRNAs dos
espermatozoides, identificagdo de proteinas intra-espermaticas e da membrana, e
proteinas expressas nos fluidos reprodutivos, sdo realizadas com o intuito de identificar
biomarcadores de fertilidade (MOURA et al., 2011).

Biomarcadores sdo por defini¢do indicadores bioldgicos caracteristicos de um
processo, evento ou condicdo que podem ser objetivamente mensurados, avaliados e
comparados. Adicionalmente, funcionam como um indicador de uma via fisioldgica
(MERRIAM-WEBSTER, 2012). Portanto, a disponibilizacdo de biomarcadores na area
de reproducdo possibilita o desenvolvimento de novos critérios para a predi¢do e
aumento da fertilidade masculina. Com isso, a analise protedmica seminal tornou-se
essencial para identificagdo de propriedades e funcdes de proteinas envolvidas nos
mecanismos de regulacdo das fungdes no trato reprodutor masculino e
consequentemente, no processo de fertilizacdo (MILARDI et al., 2013).

A busca por marcadores moleculares para fertilidade em machos de varias
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espécies tem aumentado progressivamente na ultima década, sendo as proteinas do
plasma seminal um dos principais alvos de estudo.

Em equinos, até o momento, a proteina CRISP3 ¢ a principal proteina do plasma
seminal relacionada a indices de concepgao e pode ser considerada um biomarcador de
fertilidade (NOVAK et al., 2010). Na membrana plasmatica de espermatozoides, duas
proteinas, SNARE e caveolina-1, foram igualmente relacionadas aos indices de
concepgdo ¢ podem ser utilizadas como ferramentas para a predigao da fertilidade em
garanhdes (GAMBOA; SANTOS, 2005).

Em bovinos, a busca por marcadores de fertilidade ¢ amplamente estudada.
Diversas proteinas do plasma seminal possuem correlagdo com a fertilidade e podem ser
utilizadas para predi¢ao do potencial reprodutivo do macho, especialmente osteopontina
(KILLIAN et al., 1993), prostaglandina D-sintetase tipo-lipocalina (GERENA et al.,
1998), fosfolipase A2 (MOURA et al., 2006), P25b (PARENT et al., 1999) e antigeno
associado a fertilidade (BELLIN et al., 1996).

A osteopontina (OPN) ¢ expressa nas células epiteliais da ampola, na vesicula
seminal (RODRIGUEZ et al., 2000), nos testiculos, nos epididimos (ERIKSON et al.,
2007) e na prostata de bovinos (BUSTAMANTE FILHO, 2010). A OPN liga-se a
membrana espermatica durante a ejaculagdo, especificamente na regido acrossomal,
pos-acrossomal e na pega intermedidria do espermatozoide bovino (ERICKSON, et al.,
2007). Sua fungdo estd envolvida na adesdo celular por receptores celulares da familia
integrina (CRAIG et al., 1989). Os receptores para integrina tem papel fundamental na
ligacdo espermatozoide-odcito, na pré-implantacio e na implantagdo embriondria
(VINATIER, 1995).

O antigeno associado a fertilidade (FAA) pertence ao grupo das proteinas de
ligagdo a heparina (HBPs) (BELLIN et al., 1996). Desta forma, as HPBs durante a
ejaculacdo se aderem a membrana espermatica, que por sua vez, ligam-se aos GAGs
presentes no trato reprodutivo da fémea mediando o processo de capacitacao
espermatica (MILLER et al., 1987). Além disso, a proteina recombinante da FAA
bovina possui atividade DNase-I, que atua no processo de liberagdo de armadilhas
extracelulares de neutrofilos (NETs) (ALGHAMDI; FOSTER, 2005). As NETs sdo
estruturas em formato de redes, liberadas para o meio extracelular apos a ativacao dos
neutrofilos, sendo constituidas de DNA, histonas e proteinas de granulos de neutréfilos,
que sdo capazes de aprisionar e destruir patdgenos (BRICKMANN et al., 2004).

Atualmente, encontra-se disponivel comercialmente um kit de ELISA contendo
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o anticorpo monoclonal para identifica¢do da proteina FAA na membrana plasmatica do
espermatozoide bovino (Repro Tec, Inc. em cooperagao com a Universidade do Arizona
EUA- grupo Prof. Roy Ax), sendo utilizado como um indicador de touros com maior
fertilidade. Skopp (2011) afirmou que a utilizagdo do teste de FAA juntamente com
exame androlégico ¢ um método efetivo e ndo invasivo e pode ser utilizado como uma
ferramenta para identificar touros com baixa fertilidade. E devido & homologia do FAA
em outros mamiferos, os testes de FAA poderiam se estender para a espécie humana,

animais silvestres e animais de producao para a predicao da fertilidade de reprodutores.
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3. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A utilizagdo de dois grupos distintos e bem caracterizados de fertilidade
(garanhoes férteis e subférteis) pode possibilitar a detec¢do de proteinas associadas a
fertilidade no plasma seminal ¢ na membrana plasmatica de espermatozoides. A
identificacdo das proteinas pode permitir a elucidacdo de sua atividade bioldgica e servir
como um marcador molecular de fertilidade.

O plasma seminal e a membrana de espermatozoides de garanhdes subférteis
possuem determinadas proteinas que acarretam a queda dos padrdes de motilidade
espermatica, menor integridade de membrana plasmatica e acrossomal e maior
fragmentacdo de DNA, fatores estes que podem contribuir para a queda de fertilidade
destes animais.

A caracterizacdo do proteoma seminal e da membrana plasmatica de garanhdes
por abordagens protedmicas recentes podem proporcionar melhor entendimento da
fisiologia reprodutiva masculina e identificacdo de marcadores moleculares com maior
eficicia.

Assim, este estudo baseou-se na hipotese que as proteinas do plasma seminal e
da membrana espermatica estdo associadas a fertilidade de garanhdes da raga Quarto de
Milha, assim como, a cinética e cromatina espermatica ¢ a integridade da membrana

plasmatica e acrossomal.
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4. OBJETIVO
O presente trabalho teve como objetivo:
e Avaliar e correlacionar os parametros cinéticos, integridade de membrana
plasmatica e acrossomal e fragmentagdo de DNA espermatico com a fertilidade

de garanhoes.

e Comparar o perfil proteico do plasma seminal ¢ da membrana plasmatica de

garanhdes férteis e subférteis.

e Sequenciar e identificar proteinas com diferentes padrdoes de expressdo no

plasma seminal e na membrana plasmatica de garanhdes férteis e subférteis.

e (aracterizar o proteoma do plasma seminal ¢ da membrana plasmatica de

equinos com abordagem protedmica moderna.
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RESUMO
O objetivo deste estudo foi investigar os parametros seminais, a expressao de proteinas
do plasma seminal (PS) e da membrana plasméatica (MP) correlacionando-os com a
fertilidade de garanhdes da raca Quarto de Milha. Trés ejaculados de 10 garanhdes
férteis (> 60 % taxa de concepg¢do) e 9 garanhdes subférteis (< 40 % taxa de concepgao)
foram avaliados quanto aos parametros de cinética, integridade de membrana plasmatica
e acrossomal e cromatina espermatica. Proteinas do plasma seminal e extraidas da
membrana espermatica foram submetidas a eletroforese bidimensional e espectrometria
de massas (MALDI-TOF/TOF) e analise shotgun (LC-ESI QTOF). Foi observada uma
associacdo positiva da fertilidade com a motilidade total, motilidade progressiva,
linearidade e espermatozoides rapidos. Um spot diferencial (28 kDa; pI 5,6) do plasma
seminal apresentou maior expressdo em garanhdes subférteis e foi identificado como
uma proteina ligadora de zinco. Nao foi observada diferenca na expressdo proteica na
membrana plasmatica entre os garanhdes. Na analise shotgun, foram identificadas 53
proteinas Unicas no PS de garanhdes férteis, como a SPATA21 e 103 nos garanhdes
subférteis, como a clusterina. Na MP, foram identificadas 269 proteinas em animais
com alta fertilidade como a SP-1, SMOK e PLC, e 167 proteinas Gnicas em garanhdes
subférteis. Em conclusdo, o estudo de dois grupos de garanhdes com distintos indices de
concepcao possibilitou a identificagdo de proteinas Unicas do plasma seminal e da
membrana plasmatica relacionadas a fertilidade, assim como parametros de cinética
espermatica. Tais relacdes podem servir como base para determinacdo de marcadores

moleculares de fertilidade em garanhdes.
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INTRODUCAO

O plasma seminal (PS) consiste em uma mistura complexa de secregdes
produzidas pela rete testis, epididimo e glandulas acessérias [1]. Sua fun¢ao, além de
servir como meio de transporte dos espermatozoides, esta relacionada ao metabolismo
espermatico e ao processo de fecundacao como modulagcdo da motilidade espermatica,
acdo antimicrobiana, formagao de reservatorio na tuba uterina e interagdo entre oS
gametas [2-5]. Adicionalmente, em equinos, possui papel mediador da capacitagdao
espermatica e da resposta inflamatoria pds-coital no utero de éguas [6,7].

A concentracdo média de proteinas do plasma seminal equino ¢ de 10 mg/mL,
relativamente baixa quando comparada a outros mamiferos (20-60 mg/mL) [8]. Ainda
assim, constitui uma grande fonte de proteinas de fécil acesso para pesquisa. Apesar
disso, ha poucos estudos sobre a composi¢dao proteica do plasma seminal na espécie
equina, particularmente a comparagdo entre animais férteis, subférteis e inférteis. A
caracterizagdo protedmica do plasma seminal possibilita o entendimento da etiologia e
dos mecanismos envolvidos nas desordens reprodutivas nos machos [9]. Em humanos, o
proteoma do plasma seminal tem sido amplamente descrito com uma lista atual de mais
de 2000 proteinas identificadas [10-12], enquanto que nas principais espécies de
mamiferos domésticos poucas proteinas foram identificadas [13].

Até o momento, de acordo com nosso conhecimento, dois estudos compararam o
perfil protedmico de garanhdes com a fertilidade. Brandon [14], utilizando eletroforese
bidimensional (2D SDS-PAGE), constataram que a proteina do plasma equino 1 (SP-1)
foi positivamente relacionada a fertilidade de garanhdes (72 kDa e pl 5,6) e outras trés
proteinas foram negativamente associadas a fertilidade (SP-2, 75 kDa e pl 6,0; SP-3, 18
kDa e pl 4,3; SP-4, 16 kDa e pl 6,5). Novak [15], ao utilizar a eletroforese
bidimensional associada a espectrometria de massas, identificaram quatro proteinas

relacionadas negativamente com a fertilidade (kallikrein-1E2, clusterina, SP-1 e SP-2) e
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uma proteina com relacao positiva a taxa de concepgao do primeiro ciclo (CRISP3).

Além da comparagao do perfil do proteoma, o estudo de determinadas proteinas
do plasma seminal sobre o processo de fertilizacdo tem sido descrito. As proteinas do
plasma seminal equino, HSP-1, HSP-2, HSP-5 e HSP-8, atualmente denominadas SP,
possuem habilidade de ligagdo a heparina, indicando alguma fun¢do no processo de
fertilizagao [8]. A HSP-7, membro da familia de espermadesinas, se associa a
membrana plasmatica (MP) principalmente na regido equatorial e possuem funcao na
interacao oodcito-espermatozoide [16]. As proteinas com dominio fibronectina tipo II
(HSP-1 e HSP-2) se aderem aos fosfolipideos da MP durante a ejaculagdo e promovem
modificacdes na estrutura celular [17,18]. A CRISP3 regula a eliminacdo de
espermatozoides no trato reprodutor da fémea, pela supressdo da ligacdo entre
espermatozoides e células polimorfonucleares [7]. Além disso, variagdes no gene da
CRISP3 foram identificadas como uma causa de redugdo da fertilidade [19]. O fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), quando em maiores concentracdes no
plasma seminal, possibilita maior taxa de prenhez em éguas [20].

Do mesmo modo, as proteinas da membrana plasmatica desempenham fungdes
na adesdo do espermatozoide com o epitélio da tuba uterina (formagao de reservatdrios
espermaticos) e na interagdo entre os gametas [21,22], e podem ser candidatas
potenciais a marcadores moleculares de fertilidade. Gamboa e Santos [23] relataram que
trés proteinas da membrana plasmatica de espermatozoides equinos, SNARE,
caveolina-1 e NSF, estao relacionadas com a fertilidade. A enzima galactosiltransferase,
presente na membrana plasmatica de equinos, bovinos e camundongos, parece possuir
funcdo na interacdo entre o espermatozoide e o 6ocito devido a sua localizagdo
especifica nas trés espécies [24]. A glicerolfosfatidilinusitol acoplada a hialuronidase

(PH-20), uma hialuronidase espermatica, apresenta diferentes padroes de expressdo na
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membrana plasmatica de espermatozoides epididimarios e ejaculados, assim como apos
a capacitagdo in Vitro, e pode estar envolvida no processo de penetragao do cummulus,
reconhecimento dos gametas e fusdo com o oolema [25].

Em vista do envolvimento das proteinas do plasma seminal ¢ da membrana
espermatica na fertilidade equina, o objetivo deste estudo foi comparar o proteoma deste
fluido e tipo celular de garanhdes férteis e subférteis da raga Quarto de Milha, utilizando
2D SDS PAGE e espectrometria de massas tandem (MALDI-TOF/TOF MS/MS) e
abordagem protedmica shotgun (LC-ESI QTOF MS/MS); e determinar a correlagdo das

proteinas, fertilidade e os parametros espermaticos.

MATERIAL E METODOS

Aspectos Eticos
Os procedimentos utilizados neste experimento foram aprovados pelo Comité de

Etica Institucional (153/2012-CEUA).

Material
Os reagentes quimicos utilizados foram: Hoechst 33342 (Molecular Probes);

iodeto de propideo (Sigma-Aldrich), FITC-PSA (Sigma-Aldrich), SigmaFast  protease
inhibitor tablets (Sigma-Aldrich); nonidet P40 (Sigma-Aldrich); phenylmethylsulphonyl
fluoride (PMSF; Sigma-Aldrich); dithiothreitol (Bio-Rad Laboratories); DeStreak
rehydration solution (GE Healthcare Life Sciences); IPG buffer (GE Healthcare Life
Sciences); sodium dodecyl sulfate (SDS, Sigma-Aldrich); Spectra Multicolor Broad
Range Protein Ladder (Thermo Scientific); sequencing grade modified trypsin

(Promega). Os demais reagentes foram fornecidos por Sigma-Aldrich.

Selecédo dos Garanhoes e Coleta das Amostras

Foram utilizados 19 garanhdes da raca Quarto de Milha, com idade entre 10 a 15
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anos, com historico reprodutivo conhecido. Os garanhdes foram separados em dois
grupos de acordo com a fertilidade, sendo grupo de garanhdes férteis (n=10), com taxa
de concepcao maior que 60%; e grupo de garanhdes subférteis (n=9), com taxa de
concepe¢do menor que 40%.

O grau de fertilidade foi avaliado pelo histérico reprodutivo dos animais
fornecido pelas centrais de reprodugdo que alojavam os garanhdes € no numero de
embrides recuperados/nimero de inseminagdes, de forma que para cada garanhao foram
consideradas 20 inseminagdes de diferentes éguas. Como critério de sele¢do, os
garanhdes participaram no minimo h4d 2 anos em programas de transferéncia de
embrides. Os dados de concepgao coletados se referem a estagao de monta de 2012.

Trés ejaculados de cada animal foram coletados com vagina artificial. O sémen
foi filtrado para remocdo do gel e uma aliquota 10 mL foi refitada e submetida a
centrifugacdo por 600 % g, 10 minutos, para obtencdo e andlise protedmica do plasma
seminal, o qual foi acrescido de um coquetel de inibidores de proteases. Dez aliquotas
de 1 mL de sémen foram acrescidas de um coquetel de inibidores de proteases para a
extracdo das proteinas de membrana espermatica. As amostras destinadas a andlise
protedmica foram armazenadas em nitrogénio liquido para o transporte. O sémen
restante foi diluido em meio a base de leite desnatado (BotuSemen®, Botupharma) na
concentracio de 80 x 10°mL espermatozoides totais para avaliagio da cinética
espermatica, integridade de membrana plasmatica e acrossomal, e fragmentacdo da

cromatina e armazenado a 15°C para o transporte das amostras (maximo 4 horas).
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Avaliacéo da Cinetica Espermatica

ApOs o transporte, as amostras seminais diluidas foram avaliadas pelo método
computadorizado de avaliacdo espermatica (CASA, Hamilton Thorne, IVOS 10) para
motilidade total (MT), motilidade progressiva (PM), velocidade média de trajeto (VAP),
velocidade curvilinear (VCL), linearidade (LIN) e porcentagem de espermatozoides

rapidos (Rap). O setup do sistema CASA estad descrito na Tabela 1.

Avaliacdo da Membrana Plasmatica e Acrossomal

Para a avaliagdo da membrana plasmatica e acrossomal (MPA), 1 mL das
amostras seminais foi diluido em meio TALP [26] modificado (sem adi¢ao de
CaCl.2H,0), na concentragio de 5 x 10° de espermatozoides/mL. Entéo, 200 uL desta
dilui¢do, contendo 1 x 10° de espermatozoides, foram acrescidos de 5 pL de hoechst
33342 (100 pg/mL), 5 uL de iodeto de propideo (50 pg/mL) e 0,5 pL de FITC-PSA
(1,000 pg/mL). As amostras foram incubadas a 37°C, durante 15 minutos, protegidas da
luz. Apos esse periodo, mais 200 pL de TALP foram adicionadas a amostra e entdo
avaliadas. As andlises foram realizadas por citometria de fluxo (LSRFortessa Cell
Analyzer, Becton Dickinson), com taxa de aquisi¢do de aproximadamente 600 a 1000
eventos/s, com 10,000 células por amostra. A fluorescéncia verde (FL1) foi coletada
com filtro de 580-nm e a fluorescéncia vermelha com filtro de 635-nm. Os debris
celulares e particulas foram excluidos da aquisigdo e analise pelo ajuste do threshold e a

coloracao de Hoechst 33342.
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TABELA 1. Setup do sistema de analise computadorizada do sémen (CASA) para

avaliacdo de espermatozoides equinos.

Caracteristicas Ajuste
Numero de imagens adquiridas 30
Contraste minimo da célula 60 pixels
Tamanho minimo da célula 3 pixels
Contraste para células imdveis 30 pixels
Limite inferior para indice retilineo 80 %
Referéncia de VAP para velocidade lenta 30.0 pm/segundo
Referéncia de VAP para velocidade média 70.0 pm/segundo
Referéncia de VSL para velocidade lenta 20.0 um/segundo
Tamanho da cabeca estatica 0.62 -2,98
Intensidade da cabega estatica 0.24-1.19
Limite inferior-superior de alongamento da célula 0—-100 %
Aumento 1.95x%
Temperatura 37°C

Avaliacéo de Fragmentacdo da Cromatina

Para avaliagio da integridade do DNA, foram utilizados 5 x 10° de
espermatozoides diluidos em meio TALP. Desta amostra diluida, 100 pL foram
acrescidos de 400 pL de solucao acida detergente (0,08 N HCI, 0,15 M NacCl, 0,1 %
Triton-X 100; pH 1,4). Exatamente 30 segundos apods, 0,6 mL de solucdo corante de
acridina laranja (6 mg/mL de acridina laranja, 0.037 M 4cido citrico, 0,126 M Na,HPO,,
0.0011 M EDTA dissddico, 0,15 M NaCl; pH 6,0) foi adicionada as amostras e estas

permaneceram protegidas da luz por 30 segundos e entdo avaliadas. As analises foram
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realizadas por citometria de fluxo (LSRFortessa Cell Analyzer, Becton Dickinson), com
taxa de aquisicdo de aproximadamente 100 a 200 eventos/s, com 10,000 células por
amostra. A fluorescéncia média do canal foi determinada para ambos vermelho e verde.
Os debris celulares e particulas foram excluidos da aquisicao e analise pelo ajuste do

threshold e a coloragdo de Hoechst 33342.

Preparacdo das Amostras de Plasma Seminal

Ap6s a descongelagdo, as amostras foram novamente submetidas a centrifugacao
a 15,000 x g por 60 minutos a 4°C e as proteinas do plasma seminal foram
quantificadas pelo ensaio do acido bicinconinico (BCA), de acordo com metodologia

descrita por Smith [27].

Preparacdo e Extracdo das Proteinas de Membrana Espermatica

As amostras foram descongeladas e o total de 500 x 10° espermatozoides foram
separados para a extracdo de proteinas da membrana espermatica. Foram realizadas 3
lavagens, com a solugdo de inibidores de proteases acrescida de 0,1 mg/mL PMSF, por
centrifuga¢do a 700 x g, 5 minutos, 4°C. As proteinas de membrana foram extraidas
com 0,5% (v/v) de nonidet P-40 [28] e sonicador (Digital Sonifier, Model 450, Branson
Ultrasonics Corporation), utilizando probe 3,0 mm, 20% amplitude em 10 pulsos de 30
segundos e pausa de 1 minuto entre os pulsos [29]. Apods a sonicagdo, as amostras foram
centrifugadas por 10,000 % g, durante 30 minutos, a 4°C e o sobrenadante, contendo as
proteinas da membrana espermatica solubilizadas, foi coletado.

A determinacdo de proteina total foi realizada pelo ensaio de BCA. Em seguida,
as amostras foram submetidas a liofilizacdo (FTS Systems, TDS-00209-A) em fungado

da baixa concentracao de proteina total encontrada nessas amostras.
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Eletroforese Bidimensional

Para cada animal utilizou-se um pool das trés coletas seminais, com intuito de
eliminar a variabilidade dos ejaculados. Para a primeira dimensao, fitas de IPG de 7cm
com gradiente imobilizado de pH 3-10 nao linear (GE Healthcare Life Science) foram
reidratadas por 16 horas com aliquotas de 150 ug proteina totais do plasma seminal ou
membrana espermatica, diluida em solu¢do de reidratagdo acrescida de 0,7 uL de
anfolitos. A reidratagdo das fitas ocorreu de forma passiva a temperatura ambiente. A
focalizagdo isoelétrica (IEF) foi realizada no aparelho Protean IEF Cell (Bio-Rad
Laboratories). O programa constituiu de corrente de 50pA/fita a 250 V por uma hora,
2000 V por uma hora, 4000 V por uma hora, 4000 V até serem acumulados 15000
V/hora e 4000 V por uma hora. Ap6s a IEF, as fitas foram equilibradas, por 20 minutos
sob leve agitacdo, em solugdo de equilibrio (6 M uréia, 2% SDS, 0,375 M Tris-HCL
(pH 8.8), 20% glicerol) contendo 130 mM ditiotreitol e em seguida, 20 minutos, na
mesma solugdo de equilibrio, porém contendo 135 mM iodoacetamida (IAA).

A segunda dimensdo foi realizada em mini-cuba vertical (Mini-PROTEAN3
Dodeca Cell, Bio-Rad Laboratories) em gel de 12% de poliacrilamida (8.3 x 7.3 cm).
Foram realizadas duas réplicas de cada amostra e utilizado padrdo de massa molecular
de 10 a 260 kDa. As fitas ¢ o marcador de massa molecular foram cobertos com solugao
selante de agarose (124 mM Tris, 1 M Glicina, 0,5% SDS, 0,5% agarose, 0,001%
bromofenol azul). O tampado de corrida utilizado foi o0 mesmo descrito por Laemmli
[30], 1 x concentrado para o anodo e 3 x concentrado para o catodo. A voltagem foi
fixada em 50 V até as proteinas migrarem da fita de hidratag¢do, logo apds a voltagem
foi fixada em 150 V até o final da corrida, a miliamperagem permaneceu livre. O tempo
de corrida para os géis foi de 90 a 110 minutos e os géis foram corados com Comassie

Brilliant Blue G-250 (CBB).
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Aquisicdo de Imagem e Analise dos Géis

Os géis foram scaneados com ImageScanner III (GE Healthcare Life Science) e
com o software LabScan V6.0 (GE Healthcare Life Science). A analise dos géis foi
realizada com o software ImageMaster 2D Platinum v7.0 (GE Healthcare Life Science).
O gel de referéncia foi escolhido por possui maior nimero de Spots e entao foi utilizado
para a comparagao dos Spots correspondentes entre os géis. O volume relativo (%) dos

spots foi utilizado para determinar a expressao diferencial entre as proteinas.

Digestdo Proteica em Gel

As proteinas contidas nos Spots com maior volume relativo (%) do plasma
seminal e da membrana plasmatica foram excisadas do gel e descorados em lavagens
com solucdo 50% (v/v) de acetonitrila (ACN) e 25 mM bicarbonato de amoénia até a
remogao total do CBB. A digestao proteica foi realizada segundo metodologia descrita
por Schevchenko [31]. Em seguida, os spots foram completamente desidratados com
100% (v/v) de ACN, reidratados e reduzidos com 20 mM DTT, mantidos a 56°C por 40
min. O sobrenadante foi descartado e os géis foram reidratados e alquilados com 55 mM
IAA, no escuro, por 30 minutos a temperatura ambiente. Os Spots foram novamente
desidratados com 100% (v/v) de ACN e deixados em capela para completa remogao do
solvente. A digestdo proteica foi realizada com uma solug¢do de tripsina 20 ng pLL em 25
mM de bicarbonato de amonio (AmBic). Os géis foram reidratados com a solucao de
tripsina e as amostras foram incubadas por 12 horas a 37°C. A acdo da tripsina foi
interrompida com a adicdo da solucdo bloqueadora contendo 5% (v/v) acido féormico
96% em 50% (v/v) ACN. Os peptideos foram eluidos do gel com 1% (v/v) écido
formico (96%) em 60% (v/v) metanol por 15 minutos a 40°C, duas vezes. Em seguida,

em solugdo 1% (v/v) acido férmico (96%) em 50% (v/v) ACN por 15 minutos a 40°C,



235

240

245

250

255

38

duas vezes. E uma vez, em solucdo contendo 100% (v/v) ACN. Os sobrenadantes
contendo os peptideos foram coletados em todos os passos, transferidos para vials de
vidro (Waters) e concentrados em concentrador a vacuo (Concentrator plus/5301,
Eppendorf). As amostras foram ressupendidas em 10uL de 0,1% &cido trifluoroacético e
os peptideos foram purificados e dessalinizados em micro colunas de fase reversa
(ZipTip C18, Millipore), conforme o protocolo do fabricante. As amostras foram entao

novamente concentradas a vacuo.

Espectrometria de Massas MALDI-TOF/TOF e Identificacdo Proteica

As amostras foram ressuspendidas em 3 pL de 50% (v/v) ACN, 0.1% (v/v) TFA
em agua ultrapura. Para aplicacdo na placa de MALDI foram utilizados 2 pL (1+1) e 1
pnL de matrix (4cido a-ciano-4-hidrocindmico em 50% (v/v) ACN:H,O acrescido de
0,1% (v/v) TFA). As andlises dos fragmentos peptidicos foi realizada por meio de
espectrometria de massas com fonte de ionizacao do tipo MALDI, no modo reflector
positivo, no equipamento MALDI-TOF/TOF MS/MS (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization — Time of Flight Mass Spectometer, AB Sciex 5800). A
analise foi realizada no modo automadtico, juntamente com calibragdo interna, utilizando
CAL Mixl (AB Sciex). Os espectros de massas foram obtidos em modo refletor
positivo a 400 hz no modo MS e 1000 hz, no modo MS/MS. A voltagem da fonte de
ionizacdo foi de 5500 kvolts no modo MS e 5500 kvoltz no modo MS/MS, sendo
aplicado 1000 shots/spectro, no modo MS e 2500 shots/spectro, no modo MS/MS). O
programa utilizado para obtencdo dos resultados da espectrometria foi o AB Sciex
MALDI TOF/TOF series Explorer 4.1.0 (AB Sciex).

A procura dos ions MS/MS foi realizada com sistema de pesquisa Mascot

(Matrix Science) utilizando a taxonomia Equus caballus do banco de dados Uniprot
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(29191 sequéncias). A tolerancia de massa foi 0,5 Da para ions precursor e fragmentos.
Os parametros de procura incluem tripsina como protease com permissao para a perda
de 2 clivagens, carbamidometil cisteina como modificacdo fixa e oxidacao da metionina
como modificagdo variavel. Os resultados do Mascot foram submetidos ao programa
Protein Pilot Software 4.0 (AB Sciex) para realizar as analises dos conjuntos de dados,

de forma a validar os peptideos base MS/MS e identificacdo de proteinas.

Espectrometria de massas LC-ESI QTOF MS/MS (Analise Shotgun)
Digestéo Proteica em Solucéo

Foi realizado um pool dos garanhdes, de acordo com a fertilidade, nas amostras
de plasma seminal ¢ membrana plasmatica para evitar variabilidade individual de cada
animal. Foram analisadas duas réplicas de cada amostra. A digestdo proteica em solucao
foi realizada de acordo com protocolo de Villén & Gigy [32]. O total de 100 pg de PS e
MP foi ressuspendido em uréia 8M (1:1), reduzidos em solugdo final de 5 mM DTT por
25 minutos a 56°C e alquilados em solugdo final de TAA 14 mM por 30 minutos a
temperatura ambiente protegido da luz. Em seguida, foi acrescida solugdo de DTT 5
mM final por 15 minutos a temperatura ambiente protegido da luz. As amostras foram
entdo diluidas em 50 mM de AmBic (1:5) e adicionadas a solucao de cloreto de célcio 1
mM final. A tripsina foi diluida em 50 mM de Ambic, adicionada na propor¢ao 1:50
(enzima:substrato) e incubada por 16 horas a 37°C. Para o bloqueio da a¢do enzimatica
foi adicionado 0,4 % de acido trifluoroacético (TFA) e verificado se o pH < 2,0. As
amostras foram submetidas a centrifugacao a 2500 x g por 10 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi coletado e procedeu-se a dessalinizagdo dos peptideos
utilizando as colunas de fase reversa (SepPack C18, Waters Corporations), de acordo

com protocolo estabelecido pelo fabricante.
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Sequenciamento Peptidico por LC-ESI QTOF MS/MS

Para analises de espectrometria de massas do tipo ESI-QTOF foi utilizado o
equipamento de espectrometria de massas do tipo electrospray (ESI) quadropolo,
modelo MicrQ-TOF III (Bruker Daltonics), acoplado ao cromatografo liquido LC-20AT
(Shimadzu, Kyoto). A separacdo cromatografica foi realizada com uma coluna de fase
reversa C18 (4,5 mm x 100 mm, 1,8 um). As condi¢gdes de elui¢ao foi otimizada em
gradiente linear de 0 a 85% do solvente B por 60 minutos, fluxo de 0,2 mL/min. A
coluna e o aplicador automdtico de amostras foram mantidos a 25°C e 10°C,
respectivamente. O volume de injecdo dos compostos de referéncia e das amostras foi
de 2 uL. O espectrometro de massas atuou com 4,5 kV com temperatura de solvatacao
de 180°C, modo positivo em um intervalo de ionizagdo entre 100 m/z a 1000 m/z, fluxo
de nitrogénio de 6 L/min e pressdo de 0.8 bar. As amostras foram solubilizadas em
acetonitrila 50% (v/v) e TFA 0,1% (v/v) e foram injetadas em fluxo constante de
0,3mL/min. Para as analises de MS/MS foi utilizada o gas nitrogénio como gas de
colisdo. A energia de colisdo utilizada foi de 1 a 200 eV. O equipamento ESI-Q-ToF foi
calibrado no intervalo de massa/carga de 50 a 3000, utilizando calibrantes internos,
sendo que a calibragdo externa foi realizada na presen¢a de formiato de sodio.

A busca dos ions MS/MS foi realizada com sistema de pesquisa Mascot (Matrix
Science) utilizando a taxonomia Mammalia do banco de dados NCBInr_1.1 (863226
sequéncias). Os parametros de procura incluiram tripsina como protease com permissao
para a perda de 1 clivagem; modificacdes fixas da cisteina (carbamidometilagdo) e
modificagdes varidveis da metionina (oxidagdo); massa molecular monoisotdpica; erro
de tolerancia de peptideos (MS) + 0,3 Da e erro de tolerancia (MS/MS) £+ 0,5 Da;
protonacao + 1. Os dados foram exportados e analisados pelo software Scaffold 4 (4.3.4,

Proteome Software) para realizar as analises dos conjuntos de dados, de forma a validar
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os peptideos base MS/MS e identificagao de proteinas.

Ontologia Génica
Apos identificagao proteica com ProteinPilot, os dados da analise com MALDI

foram inseridos no banco de dados UniprotKB (www.uniprot.org.br) e os resultados da

analise shotgun foram submetidas para o software Scaffold 4 (4.3.4, Proteome
Software) para obtengdo da anotacao da Ontologia Génica em relagcdo a distribuicdo

celular e funcao molecular.

Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com a utilizagcdo do programa SigmaPlot 11.0
(Systat Software). Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. Os
parametros seminais e intensidade dos spots no perfil protéico foram testados para
normalidade, utilizando o teste de Kolmorogov-Smirnov. Varidveis com distribui¢ao
normal foram analisadas pelo teste t de Student (MP, VAP, VCL, RAP, MPLAI,
MPIAL, DNA). Os dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste de Mann-
Whitney (fertilidade, MT, LIN, MPAL, MPAI). O modelo de regressdo linear foi
utilizado para investigar associa¢des da fertilidade com cada parametro de cinética
espermatica, integridade de membrana plasmatica e acrossomal, indice de fragmentagado
de DNA ¢ volume relativo dos spots selecionados. O valor de P < 0,05 foi considerado

significante.

RESULTADOS
Fertilidade e Avaliacao dos Parametros Seminais
A fertilidade dos garanhdes férteis (75,9% + 8,4) foi superior a dos subférteis

(31,4% = 10,6) (P < 0,001). Em relacdo a cinética espermatica, os animais férteis
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apresentaram maiores valores de MT, MP, LIN e Rap do que os animais subférteis
(Tabela 2).

Nao foram observadas diferencas na avaliagdo da integridade da membrana
plasmatica e acrossomal entre os garanhdes férteis e subférteis, no entanto, o indice de
fragmentacao de DNA (DF]I) foi superior (P < 0,037) em garanhdes subférteis (Fig. 1).

Para a analise de regressao linear, as variaveis referentes aos parametros
seminais avaliados dos garanhdes férteis e subférteis foram agrupados. Foi observada
uma associacao positiva da fertilidade com a motilidade total (R = 0,63; P = 0,004),
motilidade progressiva (R = 0,80; P < 0,001), linearidade (R = 0,67; P = 0,002) e
espermatozoides rapidos (R = 0,65; P = 0,003). Nao foi encontrada associagdao da
fertilidade com a integridade da membrana plasmatica e acrossomal e fragmentagdo do

DNA.

TABELA 2. Pardmetros de cinética espermatica de garanhdes férteis e subférteis.

Férteis Subférteis Valor de P
Motilidade total (%) 82,4+4,5 54,6 22,0 <0,001
Motilidade progressiva (%) 44,1 +8,3" 17,5+8.,9 <0,001
Velocidade média de trajeto (um/s) 128,0 £ 16,5 108,9 £ 29,1 0,092
Velocidade curvilinear (um/s) 2224+ 26,9 211,24+ 51,6 0,556
Linearidade (%) 47,0 +4,7 38,8+3,6 <0,001
Espermatozoides rapidos (%) 747+9.2" 41,0 £23,2 0,002

"Indica diferenca estatistica na mesma coluna (P < 0,05).



355

360

365

370

43

90

80

70 _LT

60

50 .
OFértels

0 DSubférteis

Células espermaticas (%)

10_ TT
) —

MPLAI MPAL MPAI MPIAL DF1

FIG. 1. Média e desvio padrio da quantidade (%) de células espermaticas com
membrana plasmatica lesada e membrana acrossomal ndo reagida (MPLAI), membrana
plasmatica lesada ¢ membrana acrossomal reagida (MPAL), membrana plasmatica
integra ¢ membrana acrossomal ndo reagida (MPAI) e membrana plasmatica integra e
membrana acrossomal reagida (MPIAL) e indice de fragmentacdo de DNA (DFI) de

espermatozoides de garanhdes férteis e subférteis.

2D SDS PAGE e Identificagdo Proteica MALDI-TOF/TOF

Nas condigdes descritas neste estudo, foram detectados 56 spots principais nos
géis de plasma seminal e 43 no extrato de membrana plasmatica de garanhdes férteis e
subférteis. Todos os sSpots foram comuns entre os dois grupos analisados e foram
utilizados para comparagao do volume relativo.

Nao foi observada diferenga estatistica no volume relativo dos spots avaliados na
membrana plasmatica entre animais férteis e subférteis. No plasma seminal, o spot 63
do grupo de garanhdes subférteis apresentou volume relativo (2,76 % + 1,15) superior

em comparagdo ao spot 63 de garanhdes férteis (1,85 % + 0,69) (P < 0,04). Os demais
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spots ndo apresentaram diferengas significativas quanto a expressao (Fig. 2).

O spot 63 diferencial (28 kDa; pl 5,6) foi identificado como uma proteina nio
caracterizada referente ao gene PEX12. O numero de acesso correspondente ¢
FOUYN6 HORSE, cobertura de sequéncia de 21% e possui propriedades de ligacdo ao
ion zinco.

De acordo com a andlise de regressdo linear ndo foi observada associa¢dao

significativa do volume relativo da proteina identificada com a fertilidade e os demais

parametros espermaticos.

(a) Férteis (a) Subférteis
kDa 3 pI kDa 3 pI 10

260

15

(b) Férteis

FIG. 2. Géis representativos de 2D SDS-PAGE das proteinas do plasma seminal (a) e
das proteinas extraidas da membrana plasmatica de espermatozoides equinos (b). O

circulo no gel (a) indica a proteina com expressdo diferenciada no plasma seminal de

garanhoes férteis e subférteis.
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Proteinas ldentificadas em Garanhdes Ferteis e Subféerteis (Analise Shotgun)

Na analise shotgun do plasma seminal, foram identificadas 66 proteinas em
garanhdes férteis ¢ 111 em garanhdes subférteis. A analise de ontologia génica
demonstrou que a maioria das proteinas tem origem de organelas intracelulares,
citoplasma e membrana. Grande parte das proteinas estd envolvida em fungdes

moleculares relacionadas a ligacdo de moléculas e atividade catalitica (Fig. 3).

No extrato de membrana plasmatica, foram identificadas 291 proteinas em
garanhdes férteis e 193 em garanhdes subférteis. Assim como no plasma seminal, a
maioria das proteinas classificadas tiveram origem de organelas intracelulares,
citoplasma e membrana e estd envolvida em fung¢des moleculares relacionadas,

especialmente a ligagcdo de moléculas, mas também a atividade catalitica (Fig. 4).
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FIG. 3. Distribuicdo dos componentes celulares (a) e fungdes moleculares (b) das

400  proteinas identificadas por LC-ESI QTOF no plasma seminal (PS) de garanhdes férteis

e subférteis.

Tanto no PS e na MP, cerca de 50% das proteinas foram classificadas como

previstas, ou seja, os termos de ontologia génica encontram-se indisponiveis.
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425  FIG. 4. Distribuicado dos componentes celulares (a) e fungdes moleculares (b) das

proteinas identificadas por LC-ESI QTOF no extrato de membrana plasmatica (MP) de

garanhdes férteis e subférteis.

Comparagéo da Lista Proteica Entre os Dois Grupos de Fertilidade

430 Comparando os dois grupos no plasma seminal, foram encontradas 21 proteinas

em comum, 53 somente no grupo de animais férteis e 103 somente no grupo de animais
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subférteis. No total, foram identificadas 177 proteinas no plasma seminal nos dois
grupos. No extrato de membrana plasmatica, 269 foram encontrados somente em
garanhdes férteis, 167 somente em garanhdes subférteis e 48 proteinas foram comuns

aos dois grupos, totalizando 484 proteinas identificadas nos dois grupos (Fig. 5).

Férteis Subférteis Férteis Subférteis

Plasma Seminal Membrana Espermatica

FIG. 5. Diagrama de Venn indicando a sobreposi¢do das proteinas identificadas no

plasma seminal e no extrato de membrana plasmatica entre garanhdes férteis e inférteis.

No plasma seminal, as proteinas exclusivas dos garanhdes de acordo com a
fertilidade estdo descritas no arquivo Suplementar 1. Dentre estas, nos garanhdes férteis
foi encontrada a proteina associada a fertilidade (SPATA). Da mesma forma, no grupo
de garanhdes subférteis foi encontrada a clusterina, enzima 6xido nitrico sintetase e
inibidor de acrosina, FAM, RAB. Nos dois grupos, foram encontradas SP-1, kallikrein-
1E2, SPATA, ZPF e proteinas ribossomais mitocondriais (Tabela 3).

As proteinas do extrato de membrana plasmatica encontradas somente nos
grupos de fertilidade estdo descritas no arquivo Suplementar 2. Nos garanhdes férteis,
foi possivel constatar na amostra de membrana a presenca da SP-1, sperm motility

kinase, receptores olfatorios, fosfolipase C, ZFP, receptor de prostaglandina. No extrato
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de membrana de garanhdes subférteis, foram igualmente encontradas proteinas

relacionadas ao processo de fertilizagdo como proteina da superfamilia das

imunoglobulinas (membro 3) e lactotransferina. As proteinas comuns aos grupos estao

descritas na Tabela 4 e estdo envolvidas, em sua maioria, em processos celulares e de

desenvolvimento.

TABELA 3. Proteinas em comum do plasma seminal de garanhdes férteis e subférteis

identificadas por LC-ESI QTOF.

Proteina Numero de Massa 1\,/[(')lecu13r
Acesso Tedrica
39S ribosomal protein L47, mitochondrial isoform X2 £i|640777981 30 kDa
Coiled-coil domain-containing 21|634852322 65 kDa
Collagen alpha-5(VI) chain gi|641693475 287 kDa
Contactin associated protein-like 4, isoform CRA_a gi|119616016 145 kDa
Dedicator of cytokinesis protein 10 isoform X1 2i|635061118 275 kDa
Fibrous sheath-interacting protein 21640814320 109 kDa
hCG1641825, isoform CRA a 2i|119583781 6 kDa
hCG1642128 gi|119616423 16 kDa
hCG1649526, isoform CRA a 2i|119583049 16 kDa
HemK methyltransferase family member 1, isoform CRA a gi|119585529 38 kDa
Kallikrein-1E2 £i/54036110 29 kDa
Mitochondrial inner membrane protein 2129427676 84 kDa
Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK 2i|641736698 420 kDa
RIO kinase 1 gi|119575614 66 kDa
Seminal plasma protein HSP-1 2i|664722410 17 kDa
SON DNA binding protein, isoform CRA ¢ gi|119630221 264 kDa
Spermatogenesis-associated protein 21-like 2i|634834247 37 kDa
Titin, isoform CRA _a gi|119631418 3881 kDa
Uncharacterized protein KIAA1683 homolog 2i|634861167 248 kDa
Unconventional myosin-Id 2i|122145769 116 kDa
Zinc finger protein 208-like 2i|641737732 114 kDa

A maioria das proteinas do plasma seminal comum aos dois grupos demonstrou

atividades relacionadas a fungao molecular e propriedade de ligagao.



470

50

TABELA 4. Proteinas em comum do extrato de membrana plasmatica de garanhdes

férteis e subférteis identificadas por LC-ESI QTOF.

Proteina Numero de Massa l\,/l(-)lecular
Acesso Teorica
A kinase (PRKA) anchor protein (yotiao) 9, isoform CRA e gi|119597270 454 kDa
Angiomotin, isoform CRA a gi|119623031 118 kDa
Calpain-8 2i|302393827 79 kDa
Centromere-associated protein E gi|115648101 286 kDa
Coagulation factor X precursor £i|189027044 52 kDa
Coiled-coil domain-containing protein 132 £i|81900484 111 kDa
Collagen alpha-1(XXVIII) chain gi|167009138 117 kDa
Cordon-bleu protein-like 1 2i|118568014 132 kDa
Creatine kinase S-type, mitochondrial precursor 2i|251823966 47 kDa
Cytoskeleton-associated protein 5 21223635094 226 kDa
DmX-like protein 1 gi|81911500 336 kDa
Filaggrin £1/84028206 435 kDa
hCG19796, isoform CRA ¢ gi|119581720 135 kDa
hCG2011852 2i|119629468 785 kDa
hCG2026048 2i|119625234 51 kDa
Histone-lysine N-methyltransferase ASH1L gi|117949323 333 kDa
Homeobox B2 gi|114053055 33 kDa
Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor-interacting protein-like 2 2i|121942822 58 kDa
LisH domain-containing protein ARMC9 2i/81904869 92 kDa
Lysine-specific demethylase 6B gi|313104309 177 kDa
Microtubule-associated protein 6 gi|81863336 100 kDa
N-acetylglucosamine-1-phosphotransferase subunits alpha/beta £i|90185244 144 kDa
NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 9 2i|74762418 113 kDa
Nebulin isoform 3 gi|115527120 773 kDa
Neurofilament light polypeptide 2197536879 62 kDa
Polymerase (RNA) II (DNA directed) polypeptide B, 140kDa 2i|119625924 134 kDa
PREDICTED: HCLS1-binding protein 3 2i|291387150 44 kDa
IIJ’;RO]tE;i)IICTED: KATS regulatory NSL complex subunit 1-like 4291392155 107 kDa
PREDICTED: ribosomal RNA-processing protein 8 21291384499 51 kDa
Probable C-mannosyltransferase DPY 1912 2i|162416266 87 kDa
Probable RNA-binding protein 19 gi|73621449 106 kDa
Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2 £i/62900635 85 kDa
Profilin-1 2i/62288870 15 kDa
Prostaglandin reductase 1 gi[41688552 36 kDa
Protein FAM184A gi[209572754 133 kDa
Protein tyrosine phosphatase, receptor type, D, isoform CRA b gi|119579123 186 kDa
Putative Polycomb group protein ASXL3 2i|182671626 244 kDa
Rho GTPase-activating protein 25 21238054314 73 kDa
Ribosomal protein S6 kinase alpha-6 gi|11133131 84 kDa
Steroid sulfatase, arylsulfatase C, isozyme S gi|119619155 60 kDa




475

480

485

490

51

TABELA 4. (Continua)

TAR DNA-binding protein 43 isoform 2 2i/56682929 34 kDa
Testis-specific gene 10 protein 2181885028 81 kDa
Titin 2i|384872704 3816 kDa
Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial gi|81874329 83 kDa
Tyrosine-protein kinase Lyn isoform A 2i|13540677 59 kDa
Uncharacterized protein C2orf71 homolog gi|81885486 139 kDa
Uncharacterized protein KIAA1671 gi|81897247 35 kDa
Zinc finger protein 608 gi|81882411 162 kDa
DISCUSSAO

Fertilidade dos GaranhGes e Caracteristicas Seminais

Este estudo examinou as possiveis associagdes entre a fertilidade e parametros
seminais. Nossos achados sobre a correlagdo da fertilidade com a motilidade total e
progressiva, linearidade e espermatozoides rapidos foram consistentes com relatos
anteriores. Love [33] relatou que a MT possui correlagdo positiva com a fertilidade de
garanhodes. Kathiravan [34] reportaram uma correlagdo positiva entre a porcentagem de
fertilizagdo in vitro e motilidade progressiva de espermatozoides bovinos. Qarawi [35]
encontraram correlagdo positiva entre a taxa de fertilidade de dromedarios e MP e LIN.
Broekhuijse [36] revelaram efeitos positivos da MP sobre a taxa de parigdo de porcas e
da MT sobre o nimero de leitdes paridos. Interessantemente, os mesmos dados que
demonstraram correlagdo com a fertilidade apresentaram valores superiores nos
garanhdes férteis quando comparados com garanhdes subférteis, sugerindo que os
parametros espermaticos de MT, MP, LIN e Rap, quando em maiores niveis,
possibilitam a chegada de maior nimero de espermatozoides no local de fertilizacdo e
obtencao de maiores taxas de fertilidade.

Apesar de ndo ter sido encontrada correlacao da fertilidade com a fragmentagao
de DNA, a DFI foi superior em garanhdes subférteis, conforme relatado por Kenney

[37] que também encontraram correlacdo negativa entre o escore de desnaturagdo e a
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taxa de prenhez. Corroborando com nossos achados, Rodriguez-Martinez [38] afirmou
que a fragmentacdo do DNA ¢ consideravelmente frequente em espermatozoides de
machos subfertéis. Tais alteragdes na estrutura da cromatina podem afetar a taxa de
descondensagdo, o que ¢ um pré-requisito na formacdo do pronucleo durante a
fertilizagdo, interrompendo o desenvolvimento embriondrio [39] e acarretando em
menores indices de concepgao.

A integridade de membrana plasmatica e acrossomal de espermatozoides férteis
e subférteis ndo diferiram entre si, sugerindo que neste estudo a subfertilidade dos
animais esteja relacionada a funcionalidade molecular da célula espermatica e ndo a

integridade estrutural da membrana plasmatica.

Eletroforese Bidimensional e Identificacdo Proteica MALDI

Das 56 proteinas detectadas no plasma seminal apenas uma proteina demonstrou
expressao diferencial em garanhdes subférteis. Novak [15] demonstraram correlagdo
positiva da proteina CRISP3 com o indice de concepg¢do de garanhdes, no entanto,
foram utilizados somente garanhdes férteis com indices de 75 — 100 %, o que difere do
presente estudo no qual dois grupos distintos de garanhdes, com fertilidade abaixo de
40% e acima de 60%, foram comparados em relagdo ao volume relativo das principais
proteinas detectadas no plasma seminal e na membrana plasmatica.

Neste estudo envolvendo eletroforese bidimensional e espectrometria de massas
tandem, somente o Spot com expressao diferencial seguiu para identificagdo proteica.
Este spot diferencial foi identificado como uma proteina nao caracterizada referente ao
gene PEX12 da taxonomia Equus caballus, a qual foi utilizada com intuito de fornecer a
fungdo biologica especifica da espécie, uma vez que a taxonomia Mammalia forneceu

dados inconsistentes. De acordo com a ontologia génica, a proteina possui fungdo
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molecular de ligagdo ao ion zinco (Zn), o qual esta envolvido no desenvolvimento dos
testiculos e fisiologia espermatica, como a motilidade espermatica e reacdo acrossomal
[40-42]. Além disso, possui atividade antioxidante, pois se liga aos anions superoxidos
produzidos pelos espermatozoides [43].

Esta proteina ligadora de Zn demostrou maior expressao nos animais subférteis.
Relatos demonstram que maior porcentagem de espermatozoides anormais esta
associada a reducdo da fertilidade em equinos [33,44]. As células morfologicamente
anormais podem representar uma fonte de anions superoxido que se ligam ao Zn
presente no plasma seminal, promovendo o decréscimo de sua concentragdo no fluido
reprodutivo [45]. Uma hipdtese seria que a redug¢do do Zn livre pode ter levado a maior
expressdo de proteinas ligantes de forma a tentar resgatar este ion e restaurar a fungdo
espermatica. Adicionalmente, o zinco aumenta a estabilidade da bicamada lipididica da
membrana celular [46,47], o que possivelmente contribuiu com a manutencao da
integridade da MPA nos espermatozoides de garanhdes subférteis. Apesar de todas as

funcdes descritas ndo foi encontrada correlagdo desta proteina com a fertilidade.

Comparacdao integral do proteoma PS e MP de garanhdes férteis e subférteis (LC-ESI
QTOF MS/MS)

A utilizacdo de abordagens protedmicas modernas permite a identificagdo de
milhares de proteinas em amostras biologicas complexas [12], como o plasma seminal e
a membrana plasmatica. Ademais, a identificacdo integral destas amostras biologicas
pode fornecer melhor entendimento da fisiologia da fertilidade masculina e
possibilidade de identificacdo de marcadores de fertilidade com maior eficécia.

De acordo com as condi¢gdes deste estudo, a identificagdo de um grande nimero

de proteinas do plasma seminal e do extrato de membrana plasmatica foi obtida com
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éxito. No plasma seminal, uma quantidade superior de proteinas foi encontrada em
garanhdes subférteis (111 proteinas) em relacdo aos animais com alta fertilidade (66
proteinas). Interessantemente, o numero de proteinas identificado no extrato de
membrana plasmatica dos animais subférteis (193 proteinas) foi inferior aos garanhodes
férteis (291 proteinas). Druart [13] utilizando a abordagem protedmica shotgun,
identificaram 59 proteinas no plasma seminal equino, quantidade esta semelhante a
encontrada neste estudo em animais com alta fertilidade. Além disso, ja foi
demonstrado que algumas proteinas do plasma seminal se aderem a membrana
plasmatica durante a ejaculacdo [48,49]. Desta forma, ¢ possivel que no plasma seminal
dos garanhdes subférteis as proteinas foram incapazes de se ligar a membrana
espermatica, acarretando ao aumento consideravel das formas proteicas neste fluido e
diminuicdo destas na composi¢do da MP. Considerando que algumas proteinas do
plasma seminal estdo relacionadas a fertilidade [14,15,23,50], a auséncia da interacao
destas com a MP pode ter alterado os indices de fertilidade dos animais do grupo
subfértil.

A andlise de ontologia génica demonstrou que as proteinas nos dois grupos de
fertilidade, tanto no PS quanto na MP, possuiam, em sua maioria, origem
citoplasmatica. Uma hipotese para este fato € a presenca de prostassomas e
epididimossomos no plasma seminal [51] bem como a presenca de cé€lulas somaticas
[52]. Os prostassomos e epididimossomos sdao vesiculas membranosas ricas em
proteinas intracelulares liberadas pelo epitélio prostatico e epididimario,
respectivamente, por processo de secrecao apocrina [53]. Como ndo houve remocao
destas vesiculas neste estudo, muitas destas proteinas intracelulares podem estar
presentes no plasma seminal, justificando os resultados obtidos. J& na membrana

espermatica, o percentual de proteinas intracelulares foi 3,3 vezes maior em animais
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subférteis, e possivelmente isto ocorreu por uma maior fragilidade das membranas
plasmaticas de animais com baixa fertilidade frente ao processo de extracao de proteinas
de membrana, possibilitando a saida de componentes intracelulares.

Funcionalmente, a maioria das proteinas das duas amostras bioldgicas possuiu
propriedade de ligacdo e funcdo catalitica. No entanto, cerca de 50% das proteinas totais
identificadas na MP foram classificadas como previstas, ou seja, ndo possuem termos de
ontologia génica. Muitas destas sequéncias previstas sao baseadas no RNAm como
indicado pelas anotacdes das sequéncias do banco de dados do NCBInr. Os resultados
da analise shotgun no presente estudo proporciona embasamento adicional de que estas
sequéncias previstas codificam proteinas auténticas.

Em relacdo as proteinas exclusivas, no plasma seminal de garanhdes férteis foi
encontrada a proteina associada a espermatogénese 31D1 (SPATA31D1) e nos dois
grupos de fertilidade a SPATA21. Até o momento, ndo hé estudos que relatam a funcao
destas proteinas na fertilidade de equinos, no entanto a SPATA1 possui associacdo
positiva com a taxa de gestacdo por estro e pode servir como biomarcador de fertilidade
nesta espécie [54]. Além disso, a proteina SPATAI estad envolvida na formacdo da
cabegca espermatica durante a espermatogénese de camundongos, € também ¢
considerada um biomarcador de fertilidade de murinos [55]. Uma vez que tais proteinas
pertencem ao mesmo tipo proteico e apenas uma foi identificada exclusivamente no
plasma seminal de garanhdes férteis, sugere-se que esta possa ser um potencial
marcador de fertilidade na espécie equina.

Proteinas associadas negativamente a fertilidade foram encontradas somente no
plasma seminal de garanhdes subférteis como a clusterina e o inibidor de acrosina. A
clusterina est4 envolvida na adesdo e agregacao celular [56], o que justifica a quantidade

2,6 vezes maior de proteinas identificadas com propriedade de ligagdo em animais de
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baixa fertilidade. Adicionalmente, em bovinos, a clusterina estd associada com
espermatozoides morfologicamente anormais e foi sugerida como um marcador de
baixa qualidade seminal [57]. Da mesma forma no presente estudo, os garanhdes
subférteis apresentaram parametros de cinética espermatica (MP, MT, LIN, RAP)
inferiores aos de garanhdes férteis e maior porcentagem de defeitos maiores (dados nao
publicados). Ademais, Novak [15] encontraram associacao negativa da clusterina do
plasma seminal de garanhdes com a fertilidade, o que corrobora com o0s nossos
resultados, indicando que esta proteina pode ser um marcador de baixa qualidade
seminal e fertilidade.

A identificagdo exclusiva da proteina inibidora de acrosina no plasma seminal de
animais subférteis sugere a sua correlacdo com a fertilidade na espécie equina, ja que a
quantidade desta proteina no plasma seminal de bovinos foi associada negativamente
com a taxa de retorno ao cio [58]. A acrosina espermatica ¢ uma enzima proteolitica
localizada no acrossomo e promove a hidrolise da zona pelucida de odcitos [59], sendo
a sua inibicao prejudicial para o processo de fertilizacao.

Platts [60] reportaram que a presenca de RNAm das proteinas FAM&3B e
RAB35 em espermatozoides estd associada a teratozooespermia em humanos, sendo
uma das causas da infertilidade masculina. No presente estudo, foram encontradas as
proteinas FAMS83D, FAMSIB e RAB41 exclusivamente no plasma seminal de
garanhdes subférteis, considerando que proteinas da mesma familia podem ter estruturas
distintas em espécies diferentes, tais macromoléculas identificadas podem exercer a
mesma fun¢do daquela encontrada no plasma seminal de humanos.

Dentre os polipeptideos encontrados nos animais de baixa e alta fertilidade
destacam-se as proteinas SP-1 e kallikrein-1E2. Apesar de Novak [15] demonstrarem

associacdo negativa destas proteinas com a fertilidade em equinos, Brandon [14]
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identificaram homologia antigénica da SP-1 e a osteopontina bovina, que esta associada
com touros de maior fertilidade [50]. Uma vez que a abordagem shotgun neste estudo
ndo quantificou as proteinas descritas e ha controvérsias da real associagao da SP-1 com
a fertilidade, estudos mais aprofundados quanto a quantidade e o padrdao de expressao
possibilitardo determinar sua influéncia sobre o processo de fertilizacao.

Na membrana espermatica do grupo de animais férteis, foi encontrado maior
numero de proteinas relacionadas ao processo de fertilizagdo em comparagdo aos de
baixa fertilidade, destacando-se também a SP-1. Além do que foi discutido
anteriormente as SP-1 sdo homologas as proteinas de ligacdo a heparina do plasma
seminal bovino (BSP) [18], que se associam a membrana plasmatica durante a
ejaculagdo promovendo o efluxo de colesterol e fosfolipideos, mediando o processo de
capacitacdo espermatica [49]. Em vista das fungdes relacionadas e os achados da
maioria dos estudos, sugerimos que esta proteina atua positivamente sobre a fertilidade
de equinos.

As sperm motility kinase (SMOK) sao componentes da cascata de sinalizagdo
que regulam a funcdo flagelar e parece mediar a motilidade espermatica [61]. A
auséncia desta proteina no grupo de animais de baixa fertilidade indica que a cinética
espermatica pode ter sido afetada, justificando os valores inferiores de motilidade total e
progressiva encontrados, o que implica a chegada de menos espermatozoides no local
de fertilizacdo e menores indices de fertilidade.

As proteinas receptores olfatorios (RO) e fosfolipase C estdo envolvidas na
maturacdo e interagdo entre os gametas [62,63], justificando a presenca destas
moléculas no extrato de MP de garanhdes férteis. Adicionalmente, foi identificado o
receptor de prostaglandina D (PGD2) neste mesmo grupo de animais. Em

espermatozoides humanos, o receptor de PGE2 media a entrada de calcio e a reagdo
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acrossomal. Desta forma, tais proteinas identificadas no extrato da membrana
espermatica de animais com alta fertilidade podem ter exercido influéncia na maturagao,
capacitacdo espermatica e interagdo entre os gametas, acarretando a maiores indices de
concepegao.

Em animais subférteis, o membro 3 da superfamilia das imunoglobulinas (IgSF)
foi identificado. Assim como a IgSF encontrada, a proteina [ZUMO, também integrante
da IgSF, esta presente na membrana interna acrossomal do espermatozoide e exerce
papel importante na fusdo entre os gametas [64,65]. Considerando que a IZUMO ndo
foi ainda identificada em equinos, a IgSF encontrada no extrato da membrana
plasmatica pode exercer alguma func¢do relacionada a interacdo entre os gametas, sendo
este o primeiro relato nesta espécie. Ainda, a proteina lactotransferrina encontrada foi
correlacionada positivamente com a qualidade seminal de elefantes asiaticos [66],
contudo a associagdo desta proteina com as caracteristicas seminais necessita de outras

investigacoes.

CONCLUSAO

A utilizacdo de dois grupos distintos de fertilidade possibilitou o melhor
entendimento dos parametros correlacionados positivamente com a fertilidade. A
utilizacao de diferentes abordagens protedmicas possibilitou a identificacdo de proteinas
exclusivas relacionadas com animais de alto e baixo indice de concepgao, como a
proteinas ligadoras de zinco (produto do gene PEX12), SPATAZ21, clusterina, inibidor
de acrosina, SP-1, SMOK, fosfolipase C, lactotransferrina e membro 3 da superfamilia
das imunoglobulinas e podem servir como biomarcadores de fertilidade de garanhdes da

raca Quarto de Milha. Os parametros de cinética espermatica e identificacdo das
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proteinas abordadas neste estudo, juntamente com exame androlégico adequado,

podem fornecer informagdes a respeito da fertilidade do garanhao.
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Arquivo suplementar 1: Proteinas identificadas no plasma seminal de garanhdes férteis.

Proteinas

Numero de Acesso

Massa Molecular Teorica

Cobertura de Sequéncia

Aminomethyltransferase, mitochondrial
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein

FERM domain-containing protein 6.

hCG1793600, isoform CRA _a, partial

hCG1999621, partial

hCG2032628, partial

hCG2040720, partial

hCG2045706

Lysosomal Pro-X carboxypeptidase

Metal transporter CNNM 1

Multidrug resistance protein 1B

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A-like 4A/B/C
Period circadian protein homolog 1

PREDICTED: ataxin-10 isoform X1

PREDICTED: calpain-15

PREDICTED: cdc42 effector protein 4

PREDICTED: cell death activator CIDE-A, partial
PREDICTED: coiled-coil domain-containing protein 39
PREDICTED: dynein heavy chain 9, axonemal
PREDICTED: E3 ubiquitin-protein ligase TRIM17-like
PREDICTED: FERM and PDZ domain-containing protein 3

gi|11132475
gil1174470
gi|34098515
gi|119606994
gil119585288
gi|119587905
gi|119598727
gi|119622608
gil1172047
gil157412265

gi|126927 (+12)

gi[219842199
gi|118572686
gi|655897275
gil641731196
gi|640797344
gil635100330
gi|640819842
gi|634868312
gil664751775
2i(655877256

44 kDa
81 kDa
72 kDa
27 kDa
12 kDa
19 kDa
8 kDa
6 kDa
56 kDa
104 kDa
141 kDa
18 kDa
136 kDa
53 kDa
117 kDa
34 kDa
42 kDa
110 kDa
514 kDa
54 kDa
188 kDa

2,73%
1,70%
2,57%
13,00%
12,30%
6,42%
17,80%
27,50%
2,22%
1,58%
1,02%
5,49%
0,93%
2,53%
0,74%
3,43%
2,62%
1,06%
0,20%
2,32%
0,70%




Arquivo suplementar 1 (Continua)

PREDICTED:

isoform

PREDICTED:

hydroxymethylglutaryl-CoA lyase, mitochondrial

LOW QUALITY PROTEIN: A disintegrin and

metalloproteinase

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

852

PREDICTED:
PREDICTED:

XV

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

X1

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

LOW QUALITY PROTEIN: age-related maculopathy
LOW QUALITY PROTEIN: EVI5-like protein

LOW QUALITY PROTEIN: myosin-6

LOW QUALITY PROTEIN: putative zinc finger protein

LOW QUALITY PROTEIN: serotransferrin-like
LOW QUALITY PROTEIN: unconventional myosin-

MAP7 domain-containing protein 1 isoform X1
myotubularin-related protein 4 isoform X1
NLR family member X1

phosphatidylinositol phosphatase PTPRQ

probable leucine--tRNA ligase, mitochondrial isoform

protein CREG2

protein PTHB1 isoform X2

protein Shroom3

spermatogenesis-associated protein 31D1-like
T-cell surface antigen CD2

translational activator of cytochrome c oxidase 1
uncharacterized protein LOC100353975
XIAP-associated factor 1 isoform X3

zinc finger protein 256-like

zinc finger protein 260-like isoform X3

zinc finger protein 717-like isoform X1

Protein FAM13C

gil641714027

gi/640805014

gi[635057063
gi[655887699
gi/655864030

gi/655833526
gi|664708399
gi|664746629

gil634867141
gi|664708292
gi|634835883
gi|640800728

gi|664757668

gi/634829034
gi|641692393
gil655857636
gi|640795915
gil641712466
gi|640793147
2i[655883689
gi|664721080
gil641737163
gi[291410057
gi/655894793
gi|341940679

35 kDa

114 kDa

18 kDa
95 kDa
190 kDa

61 kDa
110 kDa
373 kDa

94 kDa
135 kDa
108 kDa
257 kDa

102 kDa

32 kDa
98 kDa
212 kDa
147 kDa
39 kDa
26 kDa
384 kDa
19 kDa
63 kDa
82 kDa
73 kDa
67 kDa

3,37%

1,24%

5,42%
1,69%
0,92%

1,85%
1,69%
0,39%

2,00%
0,91%
0,82%
0,52%

1,22%

2,76%
1,93%
0,61%
0,76%
3,15%
6,28%
0,52%
5,81%
2,19%
1,68%
1,43%
1,83%




Arquivo suplementar 1 (Continua)

Protein FAM71B

Protocadherin-16 precursor

Similar to RIKEN ¢cDNA 8030451K01, isoform CRA a
Spectrin beta chain, non-erythrocytic 2

T-box transcription factor TBX1

Tuberous sclerosis 1

Uncharacterized protein Clorf226

gi[544584807
gi[242397490
gi|119629017
gi|17367415
gi[84028272
gi|119608427
gi| 189040660

69 kDa
346 kDa
16 kDa
271 kDa
52 kDa
130 kDa
29 kDa

2,56%
0,40%
8,67%
0,54%
3,34%
0,86%
3,31%




Arquivo suplementar 2: Proteinas identificadas no plasma seminal de garanhdes subférteis.

Proteinas Nuimero de Acesso Massa Molecular Teérica Cobertura de Sequéncia
Apolipoprotein L5 gi|17433287 47 kDa 3,00%
Atlastin-1 gi|115502455 64 kDa 1,61%
éIT{Z—b;nding cassette, sub-family A (ABC1), member 2, isoform 4i[119608737 220 kDa 1,26%
Calcil_lm/calmodulin—dependent protein kinase kinase 1 i|133922603 56 kDa 3,76%
CGI-115 protein gi|119613735 31 kDa 6,03%
Chromosome 1 open reading frame 33, isoform CRA a gi|119615279 28 kDa 10,00%
Chromosome 10 open reading frame 79, isoform CRA a gi|119569990 106 kDa 1,28%
Chromosome 14 open reading frame 172, isoform CRA _a, partial gi|119602229 21 kDa 5,08%
Copper-transporting ATPase 1 2i|12229551 162 kDa 1,01%
CP110 protein, isoform CRA_a gi|119570672 111 kDa 1,31%
CST complex subunit STN1 £1|292630944 42 kDa 4,09%
Diacylglycerol kinase delta gi|116241328 135 kDa 0,66%
Ethylmalonyl-CoA decarboxylase 2i|81881649 35 kDa 3,42%
Fibrillin-1 precursor gi|118197277 312 kDa 0,63%
hCG1732230, partial 2i|119592679 34 kDa 6,07%
hCG1736453, partial gi|119600550 102 kDa 1,12%
hCG1797565, isoform CRA_a 2i|119623182 113 kDa 1,67%
hCG21296, isoform CRA ¢ gi|119626686 237 kDa 1,24%
Importin-4 2i|41688588 119 kDa 1,02%
Integrin, alpha L gi|119572628 119 kDa 1,84%
Keratin, type I cytoskeletal 42 gi|154090941 50 kDa 5,53%
KIAA0971, isoform CRA_b £i|119590801 81 kDa 1,83%
Leprecan-like 2, isoform CRA_a gi|119609137 82 kDa 2,58%
Microtubule-associated tumor suppressor candidate 2 homolog gil123791330 147 kDa 2,37%
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 10 gi|119577341 104 kDa 1,57%
Myocilin 2i[75040042 55 kDa 4,08%




Arquivo suplementar 2 (Continua)

N-acetyltransferase 10
NADH dehydrogenase subunit 4
Nephronophthisis 1, isoform CRA a

Neurofibromin 2, isoform CRA a

Nuclear receptor co-repressor 1, isoform CRA a

O-linked N-acetylglucosamine (GlcNAc) transferase

Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase, mitochondrial
acrosin inhibitor 1-like

AF4/FMR?2 family member 2

amphoterin-induced protein 1

anaphase-promoting complex subunit 1

ankyrin repeat and LEM domain-containing protein 1
apolipoprotein L3-like, partial

basic proline-rich protein-like

bridging integrator 2 isoform X1

calpain-11 isoform X1

ceruloplasmin-like

chromosome-associated kinesin KIF4A isoform X1
CLOCK-interacting pacemaker

clusterin

coenzyme Q-binding protein COQ10 homolog B
coiled-coil domain-containing protein 34, partial
coiled-coil domain-containing protein 57-like
contactin-6 isoform X1

cytoskeleton-associated protein 2

diacylglycerol kinase kappa

dnalJ homolog subfamily C member 14 isoform X1
E3 ubiquitin-protein ligase MARCH?7 isoform X2

gi|81878475

gil608788162
gi|119571016
gil119580218
gi|119624897
gi|119625690
gi|162138894
gil635085756
gi|664764280
gi|640800954
gil641712280
gil641735258
gi|634861137
gil641738401
gi|634841502
gil664707699
gil664762818
gil641733586
gi[291407643
gi|640776705
gi|664720953
gil664759159
gil664701965
2i/635093908
gi|655879492
2i[291409003
gi|655885772
2i[640811190
gi|664709923

115 kDa
52 kDa
83 kDa
70 kDa
270 kDa
103 kDa
58 kDa
49 kDa
9 kDa
98 kDa
54 kDa
216 kDa
65 kDa
35 kDa
70 kDa
54 kDa
95 kDa
119 kDa
140 kDa
43 kDa
52 kDa
28 kDa
38 kDa
38 kDa
112 kDa
77 kDa
137 kDa
79 kDa
78 kDa

2,25%
5,88%
1,78%
1,68%
1,31%
2,17%
4,72%
2,61%
16,90%
1,69%
3,06%
1,90%
3,13%
5,81%
4,92%
5,68%
1,54%
2,50%
1,38%
3,76%
4,68%
7,38%
6,36%
3,73%
1,17%
3,50%
0,98%
3,98%
2,13%




Arquivo suplementar 2 (Continua)

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

channel

PREDICTED:

domain, ANK

PREDICTED:

cell

PREDICTED:

inducible

PREDICTED:

protein 6

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

E3 ubiquitin-protein ligase S
extended synaptotagmin-3
GLTSCRI1-like protein

HPRH

glycylpeptide N-tetradecanoyltransferase 2

granzyme M

interferon-induced protein 44

LOW QUALITY PROTEIN

LOW QUALITY PROTEIN:
LOW QUALITY PROTEIN:
LOW QUALITY PROTEIN:
LOW QUALITY PROTEIN:

LOW QUALITY PROTEIN:
LOW QUALITY PROTEIN:
LOW QUALITY PROTEIN:
LOW QUALITY PROTEIN:

: amiloride-sensitive sodium
arf-GAP with Rho-GAP
BH3-like motif-containing
nitric oxide synthase,
programmed cell death

uncharacterized protein
zinc finger protein 19
zine finger protein 256-like

zinc finger protein 677-like

malignant T-cell-amplified sequence 1-like

melanoma-associated antigen E2

myelin P2 protein
neuronal acetylcholine recep

paladin

tor subunit alpha-3 isoform

polycystic kidney disease 2-like 2 protein

probable phospholipid-transporting ATPase IM

prostamide/prostaglandin F synthase isoform X2

protein dispatched homolog
protein SIX60S1
protein TALPID3 isoform X

1 isoform X1

1

gi|640776809
gil641693367
gil640815181
gi[291402270
gil641718939
gi[634863991

gi|641722409
gi|655602402
gil664755221
gil291405518

gi/640830907

gi|640791203
gi|664724887
gil664776431
gi|664700497
gil291388758
gil664772291
gi/635048880
gil635134084
gil655867218
gi[641692197
gil641705258
gi[635112315
gi[291402341
gi[641697511
gi|640797483

173 kDa
99 kDa
112 kDa
55 kDa
28 kDa
50 kDa

77 kDa

156 kDa

11 kDa

130 kDa

21 kDa

65 kDa
40 kDa
64 kDa
87 kDa
20 kDa
60 kDa
15 kDa
57 kDa
99 kDa
72 kDa
135 kDa
23 kDa
171 kDa
68 kDa
171 kDa

1,13%
2,71%
2,19%
3,93%
4,20%
2,49%

1,76%
1,07%
8,82%
2,35%

13,00%

4,15%
4,05%
3,53%
1,47%
9,39%
2,68%
9,09%
2,40%
2,15%
2,15%
1,52%
6,91%
1,11%
1,72%
1,80%




Arquivo suplementar 2 (Continua)

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
: UPF0565 protein C20rf69 homolog
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

PREDICTED

protein-tyrosine kinase 6 isoform X1
serine/threonine-protein kinase haspin, partial
signal-regulatory protein beta-1 isoform 3-like isoform
solute carrier organic anion transporter family member
transcription elongation factor A protein 3
transmembrane 7 superfamily member 3 isoform X1
ubiquitin-protein ligase E3B

uncharacterized protein LOC103247157

VEGF coregulated chemokine 1
zinc finger protein 154-like
zinc finger protein 496

zinc transporter ZIP9 isoform X1

Protein FAMS1B

Protein FAM83D

RAB41, member RAS homolog family
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase-like N

Recombination activating protein 1, partial

Rho GTPase-activating protein 15

Tetraspanin-8
UDP-Gal

UPFO0501 protein KIAA1430

gil641730227
gi|664744235
gi|664769155
gi|634822348
gil641714265
gil635064241
gi[291413950
gil635147173
gil641711100
gi/635039389
gil641727333
gi[291413915
gi/634852262
gi[296439348
gi[25452903
gi|119625752
gi[3183542
gil646161004
gi|166977444
gil116589
gi|119599981
gi|160395565

51 kDa
80 kDa
44 kDa
71 kDa
39 kDa
64 kDa
123 kDa
27 kDa
43 kDa
14 kDa
69 kDa
61 kDa
32 kDa
52 kDa
64 kDa
25 kDa
106 kDa
41 kDa
54 kDa
26 kDa
40 kDa
61 kDa

2,67%
1,93%
2,20%
3,73%
4,29%
2,81%
0,84%
7,26%
2,62%
10,90%
3,64%
1,85%
7,49%
5,97%
4,62%
9,01%
0,92%
5,88%
6,37%
13,10%
3,78%
2,22%



Arquivo suplementar 3: Proteinas identificadas do extrato de membrana plasmatica de espermatozoides de garanhdes férteis .

Proteina Nimero de Acesso Massa Molecular Teérica Cobertura de Sequéncia
Adaptor protein with pleckstrin homology and src homology 2 gi|119570618 21 kDa 4,39%
Adenylate cyclase 4, isoform CRA ¢ gi|119586429 16 kDa 6,16%
Anaphase-promoting complex subunit 2 21341940216 95 kDa 2,75%
AP-1 complex subunit beta-1 gi341940229 104 kDa 2,97%
ATGT7 autophagy related 7 homolog, isoform CRA a gi|119584497 78 kDa 1,99%
bicaudal D homolog 1, isoform CRA a gi|119608938 100 kDa 1,60%
Bile salt export pump gi|12585136 146 kDa 1,14%
Bone morphogenetic protein receptor type-2 gi|10719913 115 kDa 2,41%
CD48 antigen gi|114873 28 kDa 6,67%
Chromosome 16 open reading frame 24 gi|119606152 25 kDa 7,23%
Chromosome 8 open reading frame 44, isoform CRA a gi|119607323 18 kDa 15,70%
Coiled-coil domain-containing protein 4 gi[327478588 58 kDa 2,25%
Complement component C8 beta chain 2i|61211636 66 kDa 2,21%
COX11 homolog, cytochrome ¢ oxidase assembly protein gi|119614955 18 kDa 5,19%
D site of albumin promoter binding protein, isoform gi|119572757 21 kDa 4,95%
Deltex homolog 2 gi|525343981 62 kDa 2,26%
Deoxyribonuclease I-like 3, isoform CRA _a gi|119585762 36 kDa 7,21%
Dxtra spindle poles like 1, isoform CRA a gi|119617087 233 kDa 0,85%
Glucose-6-phosphate translocase gi|51592076 46 kDa 7,69%
Glutamate receptor ionotropic, NMDA 2A precursor gi|140971205 165 kDa 2,12%
Glutamyl-prolyl-tRNA synthetase, isoform CRA b gi|119613716 172 kDa 0,99%
Glyceronephosphate O-acyltransferase gi|119590359 77 kDa 3,97%
G-protein signalling modulator 1 2i|119608624 59 kDa 2,81%
hCG1641134, isoform CRA a 2i|119569349 38 kDa 3,86%
hCG1981156, isoform CRA a gi|119582799 12 kDa 9,35%
hCG2019100, isoform CRA a 2i|119596293 19 kDa 11,20%
hCG2036582, isoform CRA b gi[119627501 366 kDa 0,60%




Arquivo suplementar 3 (Continua)

hCG2038714, partial

hCG41091, isoform CRA a

Hect domain and RLD 6, isoform CRA b

Heparan sulfate proteoglycan 2, isoform CRA a
Histocompatibility minor 13

Homeobox D1

Immunoglobulin heavy chain variable region, partial
Immunoglobulin light chain variable region, partial
Inhibin alpha chain

Interferon-inducible GTPase 5

Interleukin-17B

Junctional sarcoplasmic reticulum protein 1
KIAA1529, isoform CRA a

Kinesin family member 4A, isoform CRA_a

LAGTI longevity assurance homolog 2, isoform CRA a
Laminin subunit alpha-1 precursor

LIM domain 7, isoform CRA _a
Mannosyl-oligosaccharide glucosidase

MAX gene-associated protein

MDACI1

Metallo-beta-lactamase domain-containing protein 2
Methyltransferase-like protein 6

Mitogen-activated protein kinase 13

MOCO sulphurase C-terminal domain containing 2, isoform CRA b
mutL homolog 3 (, isoform CRA a

NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein
NADH dehydrogenase subunit 5 (mitochondrion)
Nitric oxide synthase 3

gi|119617686
gi|119580153
gi|119626424
gi|119615400
gi|157823209
gil119631485
gi|630868442
gi|662565264
gi|124273
gi|122138669
gi[20143876
gi|119589802
gi|119579244

gi|119625746 (+11)

gi|119573882
gil117168301

gil119600955 (+24)

gil48427849

gi|527504082
gil119592778
gi|544584757
gi[81910851

gi|12644541

gil119613699
gi|119601617
gil115502490
gi|608788079
gil119574454

17 kDa
182 kDa
116 kDa
381 kDa
40 kDa
34 kDa
12 kDa
12 kDa
39 kDa
51 kDa
20 kDa
36 kDa
191 kDa
140 kDa
45 kDa
338 kDa
155 kDa
92 kDa
332 kDa
19 kDa
31 kDa
33 kDa
42 kDa
38 kDa
163 kDa
24 kDa
68 kDa
133 kDa

4,94%
1,37%
1,07%
0,25%
4,12%
5,18%
10,10%
23,40%
2,50%
5,81%
14,40%
6,65%
0,91%
0,89%
5,26%
0,88%
0,88%
2,04%
0,40%
9,60%
7,17%
6,62%
5,48%
2,69%
0,97%
10,50%
4,64%
1,08%




Arquivo suplementar 3 (Continua)

Non-specific lipid-transfer protein

Nuclear distribution gene C homolog

Nuclear transcription factor, X-box binding 1, isoform CRA a

Omega-amidase NIT2;

Peroxiredoxin-6
Phospholipase C-beta-2

PREDICTED

: 1-phosphatidylinositol 3-phosphate 5-kinase isoform X1
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

40S ribosomal protein S10

acyl-coenzyme A thioesterase THEMS

ADP-ribose pyrophosphatase, mitochondrial

afadin

alpha-(1,3)-fucosyltransferase 10
alpha-2-macroglobulin

amiloride-sensitive amine oxidase [copper-containing]
anoctamin-6

arf-GAP with dual PH domain-containing protein 2
arylacetamide deacetylase-like

ATP synthase subunit s-like protein isoform X1
ATP-binding cassette sub-family B member 10

basic proline-rich protein-like

beta/gamma crystallin domain-containing protein 3
beta-parvin

biorientation of chromosomes in cell division protein
brefeldin A-inhibited guanine nucleotide-exchange
C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic
calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2
calpain-11 isoform X1

cardiomyopathy-associated protein 5, partial

caspase recruitment domain-containing protein 6

gi[54036166

gi|119628185 (+11)

gil119578911
gi|122143922
gi|5902791
gil158513398
gi|634821682
gil664742702
gil641712534
gi|634878583
gi1664699290
gi[291386086
gi|634838029
gil640781598
gil641700513
gil641713456
gi|634846297
gi/635039195
gi|634841722
gi|664700640
gi|635122483
gil641727191
gil664701919
2i[641690750
gil664748155
2i[640803577
gil664762818
2i[664739604
gi|634875237

59 kDa
38 kDa
125 kDa
31 kDa
25 kDa
135 kDa
238 kDa
18 kDa
27 kDa
30 kDa
192 kDa
56 kDa
168 kDa
86 kDa
108 kDa
36 kDa
46 kDa
30 kDa
92 kDa
24 kDa
330 kDa
35 kDa
335 kDa
240 kDa
101 kDa
65 kDa
95 kDa
467 kDa
115 kDa

3,66%
4,23%
2,40%
10,50%
7,59%
0,93%
0,95%
11,90%
4,92%
6,30%
1,35%
1,87%
0,73%
1,46%
3,01%
5,57%
4,76%
5,34%
1,97%
6,55%
0,27%
4,81%
0,32%
0,64%
3,10%
4,60%
2,84%
0,24%
1,28%




Arquivo suplementar 3 (Continua)

PREDICTED: cell division cycle-associated protein 2 21|640816456 112 kDa 0,98%
PREDICTED: centromere protein C isoform X1 21]635042408 108 kDa 1,56%
PREDICTED: centromere protein U isoform X1 gi|664716971 48 kDa 4,42%
PREDICTED: choline transporter-like protein 2 isoform X2 gi|641731906 80 kDa 1,28%
PREDICTED: coiled-coil domain-containing protein 18 21]634835008 192 kDa 0,84%
PREDICTED: coiled-coil domain-containing protein 24 isoform X1 21635108696 38 kDa 8,12%
PREDICTED: coiled-coil domain-containing protein 40 gi|664711440 135 kDa 0,92%
PREDICTED: coiled-coil domain-containing protein 93 isoform X1 gi]655826796 74 kDa 1,73%
PREDICTED: collagen alpha-1(VII) chain 2i|634888715 299 kDa 0,40%
PREDICTED: collagen alpha-1(XIX) chain-like 21664774383 66 kDa 2,66%
PREDICTED: collagen alpha-1(XV) chain gi]635072360 142 kDa 2,02%
PREDICTED: cyclic nucleotide-binding domain-containing protein 1 21655680672 59 kDa 2,15%
PREDICTED: cyclin-dependent kinase 12 isoform X3 21291405938 163 kDa 0,67%
PREDICTED: cysteine-rich secretory protein LCCL domain-containing 1 21640801615 57 kDa 4,80%
PREDICTED: cytochrome P450 2J2-like 21634879130 27 kDa 6,44%
PREDICTED: cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1 gi|641717760 493 kDa 0,56%
PREDICTED: dapper homolog 3-like 2i]655901061 25 kDa 5,37%
PREDICTED: death-associated protein kinase 3 afer gi|634876653 53 kDa 6,17%
PREDICTED: DNA repair and recombination protein RAD54B 2i|634831604 97 kDa 1,51%
PREDICTED: dynein heavy chain 8, axonemal 21]634844331 520 kDa 0,33%
PREDICTED: E3 ubiquitin-protein ligase CHFR isoform X1 2i]635069462 74 kDa 3,45%
PREDICTED: E3 ubiquitin-protein ligase MIB1 21640784713 134 kDa 1,63%
PREDICTED: E3 ubiquitin-protein ligase TRIMS56 afer 21634823085 81 kDa 2,14%
PREDICTED: FAST kinase domain-containing protein 2 2i|634822040 80 kDa 3,74%
PREDICTED: fer-1-like protein 5 £i|664770082 239 kDa 0,63%
PREDICTED: filaggrin gi|655846601 179 kDa 0,54%
PREDICTED: follistatin-related protein 1 £i|634856595 35 kDa 6,86%
PREDICTED: glycoprotein hormones alpha chain 2i|634826214 14 kDa 13,30%
PREDICTED: heat shock protein 75 kDa, mitochondrial £i/635030501 80 kDa 3,55%




Arquivo suplementar 3 (Continua)

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

PREDICTED:
PREDICTED:

containing

PREDICTED:
PREDICTED:

containing

PREDICTED:

activator of
PREDICTED

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3-like

hornerin-like

hydrocephalus-inducing protein homolog, partial

hypoxia-inducible factor 1-alpha isoform X1

inner nuclear membrane protein

integrator complex subunit 2

intraflagellar transport protein 81 homolog

IQ and AAA domain-containing protein 1 isoform X1

kinesin-like protein KIF27, partial

Krueppel-like factor 10 cuniculus

Krueppel-like factor 11 isoform X1

laminin subunit beta-2-like

la-related protein 4

leucine-rich repeat and calponin homology

leucine-rich repeat and WD repeat-containing protein

LOW QUALITY PROTEIN:

LOW QUALITY PROTEIN:
LOW QUALITY PROTEIN:

LOW QUALITY PROTEIN:
LOW QUALITY PROTEIN:

LOW QUALITY PROTEIN:

LOW QUALITY PROTEIN:

binding protein

PREDICTED:
PREDICTED:

containing

PREDICTED:

SPRY

LOW QUALITY PROTEIN:
LOW QUALITY PROTEIN:

LOW QUALITY PROTEIN:

28S ribosomal protein S6

aldehyde dehydrogenase X
ankyrin repeat domain-

caspase-12-like
coiled-coil domain-

disheveled-associated

double-stranded RNA-

dynein heavy chain
fibrinogen C domain-

fibronectin type III and

gi|640796250
gi|655902964
gil664726912
gil641697495
gi|634853456
gil641716525
gil641704285
gil635061722
gi|664749494
gil655689215
gi|635082653
gil641694319
gi|641701093
gi|640812520
gi|634883637
gi|655873428
gi|655600437

gil635094634
gi/655603032

gil655758534
gil664774356

gi/640801892
gi[664730311

gi/655897059

gi[655850638

35 kDa
45 kDa
528 kDa
80 kDa
88 kDa
134 kDa
79 kDa
97 kDa
150 kDa
57 kDa
55 kDa
162 kDa
81 kDa
32 kDa
189 kDa
14 kDa
59 kDa

28 kDa
50 kDa

39 kDa

108 kDa

56 kDa
539 kDa

50 kDa

53 kDa

6,73%
3.22%
0,26%
1,96%
3,66%
1,16%
3,85%
2,16%
0,92%
4,54%
5,27%
0,59%
1,50%
9,96%
1,32%
10,40%
3,08%

10,40%
2,02%

3,20%
1,40%

5,08%
0,42%

3,69%

4,03%




Arquivo suplementar 3 (Continua)

PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: formin-1 21664724677 154 kDa 0,65%
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: glutathione peroxidase 1 gi|635118737 22 kDa 13,90%
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: nebulin gi|655827380 878 kDa 0,30%
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: nik-related protein kinase gi|641730564 180 kDa 1,64%
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: olfactory receptor 4F17-like 21634898427 34 kDa 2,95%
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: potassium channel subfamily

U gi|641710652 127 kDa 1,67%
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: putative ciliary rootlet £i/640790322 260 kDa 0,94%
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: relaxin-3 receptor 2 gi|641727964 42 kDa 4,96%
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: selenoprotein M 2i|664768372 13 kDa 23,30%
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: serine/threonine-protein

kinase 21]635029485 52 kDa 3,10%
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: structure-specific

endonuclease 211640824500 223 kDa 0,74%
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: testis- and ovary-specific

PAZ gi|634872786 188 kDa 0,48%
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: uncharacterized protein 21640817719 48 kDa 5,76%
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: uncharacterized protein £i|664709845 88 kDa 3,75%
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: zinc finger protein 517 2i|664734403 55 kDa 2,41%
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: zinc finger protein OZF-like 21634896539 56 kDa 2,63%
PREDICTED: membrane-spanning 4-domains subfamily A member 14 21655603912 107 kDa 1,92%
PREDICTED: mitogen-activated protein kinase kinase kinase 6 isoform 21635110291 144 kDa 1,08%
PREDICTED: modulator of retrovirus infection homolog 21640793986 17 kDa 7,10%
PREDICTED: MORC family CW-type zinc finger protein 1 isoform X1 gi|635121998 113 kDa 1,93%
PREDICTED: nebulin-related-anchoring protein isoform X1 gi|641707162 197 kDa 0,98%
PREDICTED: negative regulator of reactive oxygen species £i/664749197 77 kDa 3,90%
PREDICTED: nuclear protein MDM 1 £i|640816001 98 kDa 1,87%
PREDICTED: nuclear receptor subfamily 1 group I member 2 gi|641711390 44 kDa 2,11%
PREDICTED: nucleolar protein 56 fuscus]. gi|641701273 66 kDa 3,20%
PREDICTED: nucleolar protein 6 isoform X1 £i|635073081 128 kDa 2,79%
PREDICTED: olfactory receptor 10AG1-like, partial 2i|655604077 36 kDa 10,30%




Arquivo suplementar 3 (Continua)

PREDICTED: olfactory receptor 4E2 gi|635141743 36 kDa 2,88%
PREDICTED: olfactory receptor 51L1 21664702271 37 kDa 2,40%
PREDICTED: olfactory receptor 8H1-like gi[291385142 36 kDa 2,86%
PREDICTED: orexin receptor type 1 gi|641730059 47 kDa 6,35%
PREDICTED: peptidyl-tRNA hydrolase ICT1, mitochondrial 21291413482 23 kDa 7,25%
PREDICTED: perilipin-4 isoform X1 g1]635035238 120 kDa 1,08%
PREDICTED: peroxisome biogenesis factor 6 gi|641723436 98 kDa 1,74%
PREDICTED: phosphoglucomutase-1 isoform X1 21|634828608 64 kDa 2,41%
PREDICTED: piggyBac transposable element-derived protein 1 isoform 2i]655839812 85 kDa 1,21%
PREDICTED: pleckstrin homology-like domain family B member 2 g1]655854988 155 kDa 0,58%
PREDICTED: plectin isoform X1 21635050768 539 kDa 0,27%
PREDICTED: PML-RARA-regulated adapter molecule 1, partial 21640811062 102 kDa 3,46%
PREDICTED: pogo transposable element with ZNF domain isoform X1 2i|634876237 156 kDa 1,98%
PREDICTED: potassium channel subfamily K member 17 isoform X1 21635095370 45 kDa 3,48%
PREDICTED: PR domain zinc finger protein 5, partial 21|640826529 70 kDa 3,09%
PREDICTED: probable phospholipid-transporting ATPase FetA gi|641703319 134 kDa 1,54%
PREDICTED: procollagen C-endopeptidase enhancer 2 gi[291399915 46 kDa 3,12%
PREDICTED: proline-, glutamic acid- and leucine-rich protein 1 21635087049 129 kDa 0,98%
PREDICTED: proline-rich AKT]1 substrate 1 isoform X1 211635040543 29 kDa 6,88%
PREDICTED: protein AATF gi|641716553 64 kDa 2,47%
PREDICTED: protein FAM151B gi|664756236 32 kDa 7,39%
PREDICTED: protein FAM181B £i|640780668 23 kDa 9,69%
PREDICTED: protein phosphatase 1D gi/664750743 69 kDa 1,73%
PREDICTED: protein phosphatase 2C-like domain-containing protein 1 2i|664747468 73 kDa 2,02%
PREDICTED: protein SFI1 homolog isoform X1 gi|655873986 143 kDa 0,91%
PREDICTED: protein Z-dependent protease inhibitor 2i|640785358 38 kDa 4,57%
PREDICTED: purine nucleoside phosphorylase-like 21634877178 33 kDa 2,77%
PREDICTED: putative IQ motif and ankyrin repeat domain-containing 2i|641734904 54 kDa 2,45%
PREDICTED: putative methyl-CpG-binding domain protein 3-like 3 £i/664780668 20 kDa 8,84%




Arquivo suplementar 3 (Continua)

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

putative N-acetylated-alpha-linked acidic dipeptidase
putative transferase CAF17, mitochondrial

rab GTPase-activating protein 1-like isoform X3
rabl1 family-interacting protein 1 isoform X1

rap guanine nucleotide exchange factor 6 isoform X1
ras-related protein Rab-1B isoform X1
RB1-inducible coiled-coil protein 1

regulator of G-protein signaling 6 isoform X1
ribonuclease P protein subunit p29

RING finger protein 17

RUN and FYVE domain-containing protein 1-like, partial
sclerostin domain-containing protein 1

SCP2 sterol-binding domain-containing protein 1
secreted frizzled-related protein 4 afer

seminal plasma protein HSP-1

serine protease 33-like, partial

serine protease 55-like isoform X1
serine/threonine-protein kinase DCLK1
serine/threonine-protein kinase VRK2

serine-protein kinase ATM isoform X1
SHC-transforming protein 4

sterile alpha motif domain-containing protein 9-like
structural maintenance of chromosomes flexible hinge
SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent
synaptonemal complex central element protein 2
synaptotagmin-like protein 2 isoform X1

T-box transcription factor TBX2

tether containing UBX domain for GLUT4 afer
tetratricopeptide repeat protein 37 isoform X1

gil655602011
gil664751773
gil641709956
gil635047601
gi|634856140
gi/635012062
gil655667183
gil655873841
gil291409788
gil664760717
gi|640778800
gi|664722653
gi|634868775
gi|634873961
gi|664722410
gi|664782906
gi|635046568
gi|634882971
gi|640796360
gil664752520
gil635135929
gil655837551
gi|641695086
2i(635065237
gil641731774
2i[664705238
gi|664705544
2i(634829916
gi|640775431

84 kDa
29 kDa
43 kDa
130 kDa
181 kDa
25 kDa
182 kDa
70 kDa
26 kDa
163 kDa
69 kDa
23 kDa
17 kDa
42 kDa
17 kDa
17 kDa
43 kDa
58 kDa
58 kDa
351 kDa
69 kDa
184 kDa
216 kDa
71 kDa
20 kDa
129 kDa
67 kDa
61 kDa
175 kDa

1,20%
7,06%
5,14%
0,98%
1,61%
10,50%
1,07%
3,47%
3,64%
1,05%
3,09%
11,70%
13,50%
7,78%
15,20%
9,26%
6,82%
2,88%
1,57%
0,88%
2,54%
2,53%
0,94%
3,88%
20,70%
2,17%
1,28%
1,79%
0,83%
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PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

PREDICTED

tetratricopeptide repeat protein 5
torsin-1A-interacting protein 1 isoform X1
TRAF-interacting protein isoform X1
transcription factor jun-B

transcription initiation factor TFIID subunit 4-like
transcriptional regulator ATRX

transmembrane protein 44 isoform X1

: trichohyalin
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5 isoform X1
UBX domain-containing protein 2A isoform X4
uncharacterized protein C9orf43 homolog
uncharacterized protein CXorf38 homolog isoform X1
uncharacterized protein KIAA1210 homolog
uncharacterized protein LOC103205835
uncharacterized protein LOC103239535
uncharacterized protein LOC103248236 isoform X1
uncharacterized protein LOC103249322

very low-density lipoprotein receptor isoform X1
WD repeat-containing protein 48 isoform X1
wiskott-Aldrich syndrome protein-like

zinc finger CCHC domain-containing protein 4

zinc finger protein 211 isoform X1

zinc finger protein 280C

zinc finger protein 469

zinc finger protein 740 isoform X1

Prostaglandin D2 receptor 2

Protein kinase C, theta, isoform CRA _a, partial

Protein kinase, cAMP-dependent, regulatory, type II, beta, isoform
Putative ATP-dependent RNA helicase DHX57

gil641736217
gil635132235
gil635118831
gil641731694
gi|655900489
gil641736508
gil635086321
gil640777686
gi|640808740
gi/635082193
gi|640798637
gi|635143053
gi|664780434
gi|634877220
gil635069598
gil635017106
gi|640781082
gil655600467
gi|634861863
gil664776807
gi|634880966
gil635041924
gi|640803370
2i[641699584
gi|664747683
2i[6831524

gi|119606798 (+15)
gi[119603796 (+11)

gi[94710282

49 kDa
68 kDa
53 kDa
36 kDa
64 kDa
277 kDa
48 kDa
65 kDa
98 kDa
25 kDa
52 kDa
37 kDa
149 kDa
47 kDa
37 kDa
28 kDa
91 kDa
96 kDa
76 kDa
13 kDa
47 kDa
70 kDa
83 kDa
285 kDa
25 kDa
43 kDa
53 kDa
46 kDa
156 kDa

3,19%
2,33%
4,48%
8,65%
5,38%
0,70%
3,20%
2,30%
1,93%
8,97%
1,74%
4,39%
2,06%
4,58%
3,28%
12,10%
2,11%
1,03%
3,40%
10,00%
2,45%
1,48%
3,12%
0,64%
4,44%
4,19%
2,39%
2,63%
1,66%
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Putative stereocilin-like protein

R-spondin-4 isoform 1 precursor

Scribbled homolog, isoform CRA a

SEC24 related gene family

Sperm motility kinase

Stabilin-1

Sulfhydryl oxidase 2

Targeting protein for Xklp2

Transcriptional protein SWT1

Transmembrane protease serine 2

Triple functional domain protein

Tyrosine-protein kinase BAZ1B

Unconventional myosin-la

WNK lysine deficient protein kinase 1, isoform CRA_f
Zinc binding alcohol dehydrogenase, domain containing 2
Zinc finger protein 287

Zinc finger protein 828

gi|190410951
gi|100817773
gi|119602602
gi|119594061
gi|160184892
gi[61247906
gil115311850
gi[292630907
gi|341942100
gi|115502469
gi[257051075
gi[239938603
gi|13431670
gi|119609364
gi|119586973
gi[342187317
gil114149935

192 kDa
26 kDa
83 kDa
113 kDa
55 kDa
276 kDa
78 kDa
86 kDa
103 kDa
54 kDa
348 kDa
171 kDa
97 kDa
204 kDa
40 kDa
87 kDa
89 kDa

1,35%
10,10%
1,32%
1,55%
2,27%
0,82%
3,76%
1,61%
1,43%
3,25%
0,61%
1,96%
1,90%
0,47%
4,24%
1,45%
3,33%




Arquivo suplementar 4: Proteinas identificadas do extrato de membrana plasmatica de espermatozoides de garanhdes subférteis.

Proteina

Numero de Acesso

Massa Molecular Teorica

Cobertura de Sequéncia

39S ribosomal protein L14, mitochondrial
3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3, isoform
Acyl-CoA dehydrogenase family member 11

Acyl-coenzyme A thioesterase 9, mitochondrial

Agrin

Ankyrin repeat and MYND domain containing 1, isoform CRA e
Aprataxin and PNK-like factor

Aquaporin 7, isoform CRA a

Aryl hydrocarbon receptor, isoform CRA _a

AT rich interactive domain 3B, isoform CRA _a

ATP synthase subunit alpha, mitochondrial

ATPase, Class I, type 8B, member 1, isoform CRA_a

Axin 1, isoform CRA a

bA299N6.3, isoform CRA _a

Bassoon (presynaptic cytomatrix protein), isoform CRA a
Brain-specific angiogenesis inhibitor 3, isoform CRA a
Bromodomain adjacent to zinc finger domain, 1B, isoform CRA a
Cadherin-6 precursor

cAMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase 4A

Cation channel, sperm associated 1, isoform CRA a
Centrosomal protein of 120 kDa

Centrosomal protein of 290 kDa

Chromosome 1 open reading frame 174, isoform CRA a
Chromosome 1 open reading frame 65

Chromosome 1 open reading frame 93, isoform CRA b

gi[81904744
gil123344
gi|119606803
gi|117949774
gi|122140077
gil399021
gi|119591597
gi[73619701
gi|119578909
gi|119614092
gi|119619733
gil114402
gil119583458
gil119606241
gi|119595570
gil119585396
gil119569221
gi|119590085
gi[25453400
gil116242706
gi|119594894
gi[205696376
gi|109255234
gi|119591898
gil119613662
gi|119576488

16 kDa
97 kDa
58 kDa
87 kDa
50 kDa
209 kDa
123 kDa
55 kDa
37 kDa
96 kDa
61 kDa
60 kDa
144 kDa
92 kDa
22 kDa
416 kDa
169 kDa
112 kDa
88 kDa
98 kDa
82 kDa
113 kDa
290 kDa
26 kDa
72 kDa
24 kDa

11,00%
1,24%
2,58%
1,41%
4,35%
0,66%
0,90%
1,60%
2,63%
1,18%
3,04%
2,17%
1,04%
1,21%
5,15%
0,31%
0,67%
2,06%
1,90%
1,35%
2,94%
1,01%
0,48%
4,12%
2,41%
4,95%
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Chromosome 16 open reading frame 9, isoform CRA e
Chromosome 17 open reading frame 64

Chromosome 6 open reading frame 85, isoform CRA a
Cobhesin subunit SA-3

Coiled-coil domain-containing protein 71

Coiled-coil domain-containing protein 92

cutC copper transporter homolog , isoform CRA a
Disco-interacting protein 2 homolog A

Dnal homolog subfamily A member 3, mitochondrial
E3 ubiquitin-protein ligase HECW1

E3 ubiquitin-protein ligase RLIM

E3 ubiquitin-protein ligase UBR2

EGF-like module-containing mucin-like hormone
Family with sequence similarity 102, member B
Family with sequence similarity 44, member A
Fanconi anemia group M protein homolog

Filamin-B isoform b

FLJ43860 protein, isoform CRA b, partial

FLJ44112 protein, partial

Gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, beta 3, isoform CRA b

GIPC PDZ domain containing family, member 2
Granzyme M (lymphocyte met-ase 1)
hCG1641825, isoform CRA b

hCG1645746, partial

hCG1647962, isoform CRA b

hCG1750329, isoform CRA _a, partial
hCG1786738, isoform CRA a

hCG1793136

hCG1794073, partial

gi|119606255
gi|119571790
gi|119575536
gi[341942076
gi[81902049

gi[81879330

gil119570239
gi[341940507
gi[30913111

gi[341941078
gi[259016319
gi[73622074

gi[44887878

gi|119576727
gil119613122
gi[78099255

gi|145966915
gi|119612639
gil119617981
gil119578058
gi|119626758
gi|119581593
gil119583782
gi|119619486
gil119631974
gi|119629856
gil119597868
gi|119614615
gi|119624646

69 kDa
23 kDa
87 kDa
141 kDa
46 kDa
35 kDa
29 kDa
165 kDa
52 kDa
179 kDa
66 kDa
199 kDa
77 kDa
39 kDa
330 kDa
226 kDa
277 kDa
75 kDa
88 kDa
47 kDa
34 kDa
27 kDa
18 kDa
25 kDa
23 kDa
75 kDa
123 kDa
14 kDa
21 kDa

1,26%
10,10%
2,46%
0,81%
4,62%
4,46%
3,66%
1,44%
1,88%
0,69%
1,67%
0,68%
1,74%
4,17%
0,26%
0,74%
0,54%
2,56%
1,69%
2,69%
4,13%
7,00%
8,77%
6,17%
8,81%
2,12%
1,00%
7,26%
5,91%
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hCG1811342

hCG1820680, partial

hCG1986107, partial

hCG2010431, partial

hCG2038722, partial

hCG2039480, isoform CRA a

hCG2040252, partial

hCG2044122, isoform CRA a

hCG2045679

hCG2045744

Hemicentin 1 precursor

HSCARG protein, isoform CRA a

Hypothetical protein HSPC268, isoform CRA b
Immunoglobulin superfamily, member 3, isoform CRA a
Importin subunit alpha-8

Inactive testicular serine protease 1

Kalirin

Kelch-like protein 22

keratin 5b, isoform CRA_b

Kinesin-like protein KIF2B

KPL2 protein, isoform CRA b

Lactotransferrin

Leucine-rich repeat serine/threonine-protein kinase 2
Loss of heterozygosity, 12, chromosomal region 1, isoform CRA _d
Low density lipoprotein receptor-related protein 5, isoform CRA a
Lysyl oxidase homolog 2

Mitochondrial ribosomal protein L49, isoform CRA b
Mitochondrial tumor suppressor 1, isoform CRA e

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 interacting

gi|119577038
gi|119584000
gi|119609473
gi|119629898
gil119618931
gi|119585090
gi|119609417
gil119601342
gi|119622016
gi|119626525
gi|154689979
gi|119605707
gil119604321
gil119577061
gi[353558936
gi|81908405
gi|160380715
gi|109892504
gil119617056
gi[75066639
gil119576325
gi|342187156
gi[294862450
gi|119616666
gil119595111
gi|82654955
gi|119594761
gi|119584212
gi|119580733

7 kDa
12 kDa
44 kDa
31 kDa
11 kDa
15 kDa
11 kDa
15 kDa
8 kDa
5kDa
612 kDa
33 kDa
13 kDa
135 kDa
57 kDa
41 kDa
337 kDa
72 kDa
57 kDa
76 kDa
71 kDa
78 kDa
286 kDa
13 kDa
179 kDa
87 kDa
19 kDa
29 kDa
3 kDa

22,60%
9,90%
3,30%
3,34%
12,10%
13,30%
11,10%
8,21%
18,10%
17,80%
0,44%
6,02%
11,50%
1,26%
3,64%
4,63%
0,27%
1,74%
2,69%
1,64%
2,75%
2,26%
0,83%
9,92%
0,68%
1,16%
12,00%
5,56%

36,00%
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Modulator of apoptosis 1
MONT1 homolog A (yeast), isoform CRA a

Myelin basic protein

Myosin-7

N-acetyltransferase 5, isoform CRA a
NGFI-A-binding protein 2

Nucleolar complex associated 3 homolog
Nucleoporin 155kDa, isoform CRA a

Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 3

peroxisomal biogenesis factor 3

phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase-like 1, isoform CRA d

Platelet glycoprotein V

Potassium voltage-gated channel subfamily KQT member 1

POU domain, class 1, transcription factor 1

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

homolog
PREDICTED

39S ribosomal protein L41, mitochondrial
double-strand break repair protein MRE11A

E3 ubiquitin-protein ligase RNF34 isoform X1
exocyst complex component 4

lipoyltransferase 1, mitochondrial [Oryctolagus
protein Mdm4 isoform X1

protein RRP5 homolog

serine-rich coiled-coil domain-containing protein 1
thyroid receptor-interacting protein 11-like
transmembrane protein 2

uncharacterized family 31 glucosidase KIAA1161

zinc finger FYVE domain-containing protein 26

Probable E3 ubiquitin-protein ligase HECTD2
Probable global transcription activator SNF2L1

gi[37999782
gil119585441
gi|126796
gi|127748
gil119630618
gi[341941152
gi|119570426
gi|119576361
gi[2498208
gi|119568251
gil119608131
gi[3183011
gi[341941036
gi|119589272
gi[291413693
gi[291384059
gi[291406929
gi[291391078
gi[291386220
gi[291402561
gi[291404761
gi[291401427
gi[291390788
2i[291383366

gi[291383073

gi[291406481
gi|109892196
gi|115311627

39 kDa
55 kDa
18 kDa
223 kDa
19 kDa
57 kDa
93 kDa
155 kDa
78 kDa
42 kDa
24 kDa
63 kDa
75 kDa
33 kDa
15 kDa
80 kDa
41 kDa
110 kDa
42 kDa
55 kDa
209 kDa
99 kDa
88 kDa
154 kDa

81 kDa

283 kDa
88 kDa
123 kDa

4,55%
4,90%
5,92%
0,72%
13,30%
2,48%
1,50%
2,01%
2,14%
2,95%
8,65%
2,29%
2,25%
5,50%
7,41%
1,70%
4,02%
0,82%
2,14%
2,04%
0,69%
1,22%
1,66%
0,80%

2,39%

0,51%
1,42%
2,47%
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Probable G-protein coupled receptor 113
Progestin and adipoQ receptor family member 6
prolyl-tRNA synthetase

Protein FAM110D

Protein Hook homolog 3;

Protein Mis18-alpha

Protein SFI1 homolog

Protein yippee-like 1

PTPRF interacting protein, binding protein 2 (
Putative HERC2-like protein 3

Ras-related protein Rab-26

Ras-related protein Rab-8B; Flags: Precursor
Ras-responsive element-binding protein 1
Rho family GTPase 3, isoform CRA a
ribosomal protein L10a, isoform CRA _a
RING finger protein 10

RNA binding motif protein, X-linked, isoform CRA a

serine peptidase inhibitor, Kazal type 5
Serine/arginine-rich splicing factor 5
Serpin 12

Sex comb on midleg-like protein 4

SH3 domain-containing protein 21

Sialic acid binding Ig-like lectin 7, isoform CRA a
Similar to RIKEN ¢cDNA A230078105 gene, isoform CRA_a

Sirtuin

Slit homolog 2, isoform CRA _a

Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3
Solute carrier family 22 (organic cation transporter), member 13

Solute carrier family 9, member 11, isoform CRA a

gi[408360120
gi[51701771
gi|119627074
gi|189031302
gil41688584
gi[81904542
gil123788825
gi[27805787
gi|119589058
gi[205785731
gi[76363309
gi|13638434
gi|152060560
gi|119631929
gi|119624236
gi|117949776
gi|119608859
gi|119582219
gil1168968
gi[20139983
gi|189046184
gi[81894677
gi|119592392
gi|119591177
gil119581644
gi|119613198
gil116241260
gi[119584931
gil119611352

109 kDa
38 kDa
53 kDa
29 kDa
83 kDa
23 kDa
144 kDa
13 kDa
98 kDa
129 kDa
29 kDa
24 kDa
184 kDa
27 kDa
25 kDa
90 kDa
42 kDa
121 kDa
31 kDa
46 kDa
44 kDa
60 kDa
41 kDa
39 kDa
15 kDa
170 kDa
112 kDa
61 kDa
129 kDa

1,21%
3,21%
3,58%
4,07%
1,39%
5,39%
1,23%
9,32%
1,83%
0,78%
4,62%
8,70%
1,53%
3,69%
5,99%
0,99%
4,35%
1,50%
5,95%
4,94%
5,64%
2,00%
3,74%
3,89%
6,72%
0,92%
2,07%
1,63%
2,05%
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Sphingomyelin phosphodiesterase 1, acid lysosomal
Stromelysin-1

Syntenin-2 [Pan troglodytes].

Thymine-DNA glycosylase, isoform CRA a

Toll-like receptor 3, isoform CRA a

Topoisomerase (DNA) II alpha 170kDa, isoform CRA_¢
Topoisomerase (DNA) II beta 180kDa, isoform CRA a
Translation factor GUF1, mitochondrial

Transmembrane 9 superfamily member 1, isoform CRA a
Transmembrane protein 126B

Tripartite motif-containing 35, isoform CRA b

tRNA pseudouridine synthase-like

Troponin I type 2 (skeletal, fast), isoform CRA a
Tuftelin-interacting protein 11

Ubiquinone biosynthesis protein COQ7 homolog
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 45 isoform 1
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 8

Ubiquitin fusion degradation 1 like (yeast), isoform CRA b
Uncharacterized protein C30rf20 homolog

v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog, isoform CRA ¢
X-linked retinitis pigmentosa GTPase

Zinc finger and SCAN domain-containing protein 5C.
Zinc finger protein 135 (clone pHZ-17), isoform CRA d
Zinc finger protein 608, isoform CRA_b

Zinc finger protein 692, isoform CRA b

Zinc finger protein 705F.

gi|119589132
gil116857

gi|525344492
gil119618133
gi|119625033
gi|119581067
gil119584761
gi[317411681
gi|119586477
gi[81904762
gi|119583962
gil218525914
gi|119622872
gi|193806525
gil116243179
gi[22779926
gil44888442
gi|119623443
gi[81899984
gi|119568354
gil44888535
gi|187668014
gi|119592961
gi|119569244
gi|119577944
gi|187666010

37 kDa
54 kDa
30 kDa
48 kDa
104 kDa
174 kDa
183 kDa
75 kDa
69 kDa
25 kDa
57 kDa
32 kDa
19 kDa
96 kDa
24 kDa
90 kDa
123 kDa
35 kDa
104 kDa
85 kDa
152 kDa
56 kDa
55 kDa
148 kDa
52 kDa
35 kDa

4,63%
2,31%
5,09%
2,82%
0,89%
1,24%
0,56%
1,94%
2,81%
11,30%
1,83%
3,09%
6,83%
2,28%
12,00%
2,09%
0,83%
4,23%
1,29%
1,58%
0,98%
2,82%
2,93%
1,30%
2,74%
3,67%
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RESUMO

Durante a ejaculacdo, proteinas do plasma seminal (PS) se associam a membrana
plasmatica (MP) de espermatozoides e influenciam a funcionalidade espermatica e
interacdo entre os gametas. No entanto, a identidade da maioria das proteinas da
membrana plasmatica da célula espermatica na espécie equina permanece desconhecida.
O presente estudo teve como objetivo a caracterizacdo do proteoma do plasma seminal e
da membrana plasmatica de espermatozoides por eletroforese 2D e espectrometria de
massas (MALDI TOF/TOF MS/MS e LC-ESI Q-TOF MS/MS - shotgun). O PS ¢ MP
apresentaram predominancia de polipeptideos com massa molecular abaixo de 35 kDa,
com a identificagdo de 14 e 13 spots nos géis 2D, respectivamente. Dentre estas,
proteinas ribossomais foram detectadas nas duas amostras. A andlise protedmica de
shotgun identificou 66 proteinas no plasma seminal e 291 proteinas no extrato de
membrana plasmatica. Foram identificadas proteinas envolvidas no processo
reprodutivo como as kallikrein, SP-1, SP-2, proteinas com dominio Fn-2 e Fn-3,
receptores olfatorios, SPATA, entre outras. Doze diferentes tipos proteicos foram

comuns ao extrato da MP e do PS, os quais foram relacionados a atividade de
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transcri¢do, atividade enzimatica e metabolismo celular. Em conclusdo, uma série de
proteinas da MP podem ser origindrias do plasma seminal e podem estar relacionadas a
funcionalidade espermatica e na interagao entre os gametas. Ainda, a utilizacdo de uma
abordagem protedmica moderna possibilitou a identificagdo de grande parte das
proteinas do plasma seminal ¢ da membrana plasmatica de espermatozoides, o que

facilita futuras investigagdes de suas func¢des na reprodugdo equina.

Palavras-chave: proteinas do plasma seminal, proteina de membrana plasmatica,

espermatozoide equino, proteoma seminal, plasma seminal equino.

INTRODUCAO

Apos sua formagao no ambiente testicular, a célula espermatica necessita passar
por um processo de maturagdo para que seja capaz de fertilizar o odcito. Durante o
transito epididimario, as interagdes entre as substancias secretadas ¢ a membrana
plasmatica do espermatozoide permitem modificagdes morfofuncionais substanciais
para a aquisi¢do da motilidade e capacidade fecundante (Dacheux et al., 2003; Gatti et
al., 2004).

Os espermatozoides sdo células altamente diferenciadas e apesar de
apresentarem detectaveis niveis de transcri¢do e traducdo na célula adulta (producao
ativa de transcritos apos a meiose) (Gur & Breitbart, 2008), estas possuem limitada
habilidade de biossintese de novos componentes (Amman et al., 1993). Durante o
transito epididimario e ejaculagdo, proteinas provenientes do limen do epididimo e do
plasma seminal se aderem ao espermatozoide, promovendo o remodelamento da
estrutura dos dominios proteicos da superficie da membrana plasmatica (Manaskova et
al., 2003; Dacheux & Dacheux, 2014). As modificagcdes pos-testiculares sdo essenciais
em certas etapas do processo de fecundacdo como a capacitacdo espermatica,
estabelecimento do reservatdrio espermatico, modulacdo da resposta imune uterina e
interagcdo dos gametas (Topfer-Petersen et al., 2005; Caballero et al., 2009).

O plasma seminal contém diferentes tipos de proteinas que sdo expressas €
sintetizadas nas glandulas acessorias: prostata, glandulas bulbouretrais e vesiculas
seminais (Manaskova et al., 2003). Em equinos, a quantidade de proteinas existentes no
plasma seminal ¢ relativamente baixa (10 mg/ml) quando comparada com outros

mamiferos (20-60mg/ml) (Topfer-petersen et al., 2005). Possuem como caracteristica a
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formacdo de agregados multiprotéicos, compostos por proteinas de 11 a 30 kDa,
correspondendo a 70% das proteinas totais do plasma seminal equino (von Fellenberg et
al., 1985). A maioria das proteinas seminais pertence a trés grupos, proteinas
transportadoras de dois ou quatro modulos de fibronectina tipo II (Fn-2), proteinas
secretdrias ricas em cisteina (CRISPs) e as espermadesinas; todas sdo encontradas no
plasma seminal e no espermatozoide equino (Topfer-petersen et al., 2005).

As investigagdes sobre o proteoma do plasma seminal (PS) equino sdo baseadas,
em sua maioria, em técnicas de eletroforese unidimensional (1D SDS PAGE),
bidimensional (2D SDS-PAGE) acopladas a espectrometria de massas. O primeiro
estudo envolvendo o perfil proteico do plasma seminal equino foi realizado por Amann
et al. (1987), no qual foram detectadas 27 proteinas com massa molecular entre 13-122
kDa, por eletroforese unidimensional. Frazer & Bucci (1996a), caracterizaram o
proteoma do PS equino com 1D SDS-PAGE e detectaram 14 bandas de massa
molecular variando entre 14-120 kDa. Os mesmos autores, em outro estudo, utilizando
eletroforese 2D SDS-PAGE, detectaram 30 spots no plasma seminal e concluiram que
cerca de 85% das proteinas totais do plasma seminal sdo representadas por pequenos
polipeptidios com massa molecular < 33 kDa (Frazer & Bucci, 1996b).

Brandon et al. (1999) correlacionaram as proteinas do PS com a fertilidade de
garanhdes utilizando 2D SDS-PAGE e detectaram o total de 18 spots no gel de
poliacrilamida. Outro grupo ao analisar o proteoma do PS e do espermatozoide em
relagdo a fertilidade utilizando 2D SDS-PAGE e espectrometria de massas tandem
(MS/MS) e cromatografia liquida (LC) reportou 108 proteinas no plasma seminal e 182
proteinas no espermatozoide equino, no entanto, somente as proteinas de interesse
foram identificadas (Novak et al., 2010).

Karekoski e colaboradores (2011) analisaram a composicao proteica do plasma
seminal em diferentes fracdes do ejaculado de garanhdes utilizando 1D SDS-PAGE. Foi
observado que as proteinas com massa molecular entre 60-70 kDa foram mais
abundantes na fracdo seminal contendo poucos espermatozoides quando comparada
com a fragdo seminal rica em espermatozoides ou com o ejaculado inteiro. Jobim et al.
(2011) detectaram 25 proteinas no plasma seminal com massa molecular de 10-85 kDa
e pl de 3,2 a 7,5, utilizando 2D SDS-PAGE. Recentemente, Druart et al. (2013)
caracterizaram e compararam o proteoma do plasma seminal de diferentes espécies de
mamiferos, incluindo o garanhdo, por meio de 1D SDS-PAGE e analise shotgun (2D
LC-MS/MS). O gel SDS-PAGE revelou que 84,5% das proteinas totais do plasma
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seminal possuem massa molecular abaixo de 25 kDa e a analise shotgun identificou 59
proteinas no plasma seminal equino.

A variabilidade dos resultados obtidos em relagdo ao plasma seminal ¢ um
reflexo do tipo de preparacdo da amostra e abordagem protedmica disponivel no
momento da pesquisa. Além disso, a composi¢do proteica do plasma seminal equino
apresenta grande variabilidade individual entre garanhdes (Zahn, 2005) e entre as
fragdes dos ejaculados (Karekoski et al. 2011), dificultando a obtencao de resultados
consistentes em relagdo a estes componentes.

As proteinas sdo os constituintes mais abundantes das células, correspondendo
entre 35 a 85% do seu peso seco, de acordo com o tipo celular (Rebougas, 1999). No
entanto, o proteoma da célula espermatica na espécie equina, mais precisamente da
membrana plasmatica ¢ pouco estudado. Meyers (2001) demonstrou que uma proteina
especifica da membrana plasmatica, PH-20, localizada na cabeca do espermatozoide,
possui atividade de hialuronidase e se distribui na regido acrossomal durante o processo
de capacitacdo. Do mesmo modo, a enzima galactosiltransferase estd presente na
membrana plasmatica de equinos, € pode servir com receptor durante a interacao inicial
entre os gametas (Fayrer-Hosken et al., 2005). As proteinas do grupo Fn-2 interagem
com os fosfolipidios da membrana plasmatica do espermatozoide durante a maturagdo
pos-testicular e momento da ejaculagdo (Ekhlasi-Hundrieser et al., 2005). No entanto, o
perfil protéico da membrana plasmdtica de espermatozoides equinos ainda ndo foi
caracterizado.

Pesquisas sobre a caracterizagdo das proteinas do plasma seminal e da
membrana plasmatica do espermatozoide e a intera¢do destes componentes em relacdo a
fertilidade sdo essenciais para elucidar a funcao real do plasma seminal no processo de
fertilizacdo, uma vez que j& foi comprovado que os espermatozoides recuperados da
cauda do epididimo equino sdo capazes de fertilizar o o6cito (Papa et al., 2008, Heise et
al., 2010) e possuem indices de concep¢ao superiores ou similares aos espermatozoides
do ejaculado (Monteiro et al., 2011).

Desta forma, os objetivos deste estudo foram caracterizar o perfil proteico do
plasma seminal e membrana plasmatica de espermatozoides de garanhdes e identificar
proteinas em comum entre as duas amostras biologicas utilizando 2D SDS PAGE

MS/MS e analise de shotgun (LC-ESI QTOF-MS/MS).



91

MATERIAL E METODOS
Os procedimentos utilizados neste experimento foram aprovados pelo Comité de

Etica Institucional, sob o nimero de protocolo 153/2012-CEUA.

Coleta de sémen e preparaciao das amostras de plasma seminal

Foram utilizados 10 garanhdes da ragca Quarto de Milha, com idade de 10 a 15
anos, com historico reprodutivo conhecido e fertilidade comprovada. Os animais
estavam alocados em centrais de reproducao ¢ a coleta de sémen era realizada em dias
alternados durante a estacdo de monta. Para a realiza¢do do experimento, trés ejaculados
de cada animal foram coletados com vagina artificial, com intervalo de 1 dia. Trés
ejaculados de cada animal foram coletados com vagina artificial.

O sémen foi filtrado para remoc¢do do gel e uma aliquota 10 mL foi refitada e
submetida a centrifugacdo por 600 x g, 10 minutos, para obtencao e analise protedmica
do plasma seminal, o qual foi acrescido de um coquetel com inibidores de proteases
(S8820; Sigma-Aldrich, Missouri, USA). Dez aliquotas de 1 mL de sémen foram
acrescidas de um coquetel com inibidores de proteases para a extragdo das proteinas de
membrana espermatica. As amostras destinadas a andlise protedmica foram
armazenadas em botijdes criogénicos (-196°C) para o transporte.

Apbs a descongelagdo das amostras de plasma seminal, estas foram novamente
submetidas a centrifugagdo a 15,000 x g por 60 minutos a 4°C e as proteinas do plasma
seminal foram quantificadas pelo ensaio do acido bicinconinico (BCA), de acordo com

metodologia descrita por Smith et al. (1985).

Preparacio e extracio das proteinas da membrana espermatica

Apbs a descongelagdo, 500 x 10° de espermatozoides foram separados e
acrescidos com coquetel de inibidores de proteases para a extracdo de proteinas da
membrana espermatica. Foram realizadas trés lavagens (700 x g, 5 min, 4°C) com
coquetel de inibidores de protease e 0,1 mg/mL de fluoreto de fenilmetilsulfonil (P7626;
Sigma-Aldrich, Missouri, USA). As proteinas de membrana foram extraidas com 0,5%
(v/v) de Nonidet P-40 (74385; Sigma-Aldrich, Missouri, USA) (Rajeev & Reddy, 2004)
e sonicador (Digital Sonifier Model 450; Branson Ultrasonics Corporation, Connecticut,
USA), utilizando probe 3.0 mm, 20% amplitude em 10 pulsos de 30 segundos e pausa
de 1 minuto entre os pulsos (Baker et al., 2002 com modificagdes). Apds a sonicagdo, as

amostras foram centrifugadas por 10,000 g por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante



92

contendo as proteinas da membrana espermatica solubilizadas foi coletado.

A determinagdo de proteina total extraida da membrana espermatica foi
realizada por meio de ensaio de BCA. Em seguida, as amostras foram submetidas a
liofilizagao (FTS Systems TDS-00209-A; Pennsylvania, USA), em fun¢dao da baixa

quantidade de proteinas encontrada nas amostras.

Eletroforese Bidimensional

Para cada animal utilizou-se um pool das trés coletas seminais, com intuito de
eliminar a variabilidade dos ejaculados. Para a primeira dimensao, fitas de IPG de 7 cm
com gradiente imobilizado de pH 3-10 ndo linear (17-6001-12; GE Healthcare Life
Science, Buckinghamshire, UK); foram reidratadas por 16 horas com aliquotas de 150
ng de proteina do plasma seminal ou extrato de membrana espermatica, diluidas em
solugdo de reidratagdo (17-6003-19; GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire,
UK) acrescida de 0,7 pL de anfolitos (17-6004-40; GE Healthcare Life Sciences,
Buckinghamshire, UK). A reidratacdo das fitas ocorreu de forma passiva a temperatura
ambiente. A focalizacdo isoelétrica (IEF) foi realizada no aparelho Protean IEF Cell
(Bio-Rad Laboratories, California, USA) a temperatura de 20°C. O programa constituiu
de corrente de 50pA/fita, a 250 V por uma hora, 2000 V por uma hora, 4000 V por uma
hora, 4000 V até serem acumulados 15000 V/hora e 4000 V por uma hora. Apoés a IEF,
as fitas foram equilibradas, por 20 minutos sob leve agitacdo, em solug¢do de equilibrio
(6 M uréia, 2% SDS, 0,375 M Tris-HCL (pH 8,8), 20% glicerol) contendo 130 mM
ditiotreitol e em seguida, 20 minutos, na mesma solucao de equilibrio, porém contendo
135 mM iodoacetamida (IAA).

A segunda dimensdo foi realizada em mini-cuba vertical (Mini-PROTEAN3
Dodeca Cell; Bio-Rad Laboratories, California, USA) em gel de 12% de poliacrilamida
(8.3 x 7.3 cm). Foram realizadas duas réplicas de cada amostra e utilizado um padrao de
massa molecular de 10 a 260 kDa (26634; Thermo Scientific, Illinois, USA). As fitas e
o marcador de massa molecular foram cobertos com solu¢do selante de agarose (124
mM Tris, 1 M Glicina, 0,5% SDS, 0,5% agarose, 0,001% bromofenol azul). O tampao
de corrida utilizado foi 0 mesmo descrito por Laemmli (1970), 1 x concentrado para o
anodo e 3 x concentrado para o catodo. A voltagem foi fixada em 50 V até a amostra
migrar da fita, e a seguir a voltagem foi fixada em 150 V até o final da corrida. A
miliamperagem permaneceu livre. O tempo de corrida para os géis foi de 90 a 110

minutos.
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As protéinas foram coradas com Comassie Coloidal Brilliant Blue G-250 (CBB
27815; Sigma-Aldrich, Missouri, USA). Os géis foram fixados em uma solugdo
contendo 40% (v/v) etanol e 10% (v/v) é&cido acético glacial por 60 minutos e lavados
com agua destilada duas vezes por 10 min. Para a detec¢ao das proteinas, os géis foram
mantidos por 16 horas em uma solucao corante [20% (v/v) metanol, 10% (w/v) sulfato
de amonia, 2% (v/v) acido fosforico e 0.1% (w/v) CBB]. Apds 3 lavagens em agua
destilada (10 min cada), os géis foram armazenados em 1% (v/v) solucdo de 4cido
acético para analise da imagem e selecao dos Spots para sequenciamento.

Os géis foram scaneados com ImageScanner IIl e com o software LabScan
Version 6.0 (GE Healthcare Life Science, Buckinghamshire, UK). A analise dos géis foi
realizada com o software ImageMaster 2D Platinum Version 7.0 (GE Healthcare Life

Science, Buckinghamshire, UK).

Identificacio proteica por espectrometria de massas e banco de dados

MALDI-TOF/TOF
Digestao proteica em gel

Os principais spots do plasma seminal e da membrana plasmatica foram
excisadas do gel (Fig. 1) e descorados em lavagens com solugdo 50% (v/v) de
acetonitrila (ACN) e 25 mM bicarbonato de amonia até a remogao total do CBB.

A digestdo proteica foi realizada segundo metodologia descrita por Schevchenko
et al. (2006). Os spots foram completamente desidratados com 100% (v/v) de ACN,
reidratados e reduzidos com 20 mM DTT, mantidos a 56°C por 40 min. O sobrenadante
foi descartado e os géis foram reidratados e alquilados com 55 mM IAA, no escuro, por
30 minutos a temperatura ambiente e novamente desidratados com 100% (v/v) de ACN.
A digestao proteica foi realizada com a solugdo de tripsina (V511A, Promega,
Wisconsin, EUA; 20 ng/uL tripsina em 25 mM de bicarbonato de amonio) e incubagao
por 12 horas a 37°C. A agéo da tripsina foi interrompida com a adigdo da solugdo
bloqueadora contendo 5% (v/v) &cido férmico 96% em 50% (v/v) ACN. Os peptideos
foram eluidos do gel com 1% (v/v) acido formico (96%) em 60% (v/v) metanol por 15
minutos a 40°C, duas vezes. Em seguida, a elui¢do foi realizada em solug¢do 1% (v/v)
acido formico (96%) em 50% (v/v) ACN por 15 minutos a 40°C, duas vezes; € uma vez,
em solucdo contendo 100% (v/v) ACN. Os sobrenadantes contendo os peptideos foram

coletados em todos os passos da eluicdao, armazenados em tubos de vidro (186000385C;
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Waters, USA) conjuntamente e concentrados em concentrador a vacuo (Concentrator
plus 5301; Eppendorf, Hamburg Alemanha). As amostras foram ressupendidas em
10uL de 0,1% éacido trifluoroacético (TFA) e os peptideos foram purificados e
dessalinizados em micro colunas de fase reversa (ZipTip, resina C18; Millipore,
Massachussets, USA), conforme o protocolo do fabricante. As amostras foram entdo

novamente concentradas a vacuo.

Sequenciamento peptidico por MALDI

Apbés a ultima concentracdo, as amostras digeridas do gel 2D foram
ressuspendidas em 2 pL de 50% (v/v) ACN, 0,1% (v/v) TFA em agua ultrapura. Para
aplicag¢do na placa de MALDI foram utilizados 2 pL e 1 pL de matriz (dcido a-ciano-4-
hidrocindmico em 50% (v/v) ACN:H,O acrescido de 0,1% (v/v) TFA). A andlise dos
fragmentos peptidicos foi realizada com equipamento MALDI TOF/TOF MS/MS
(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization — Time of Flight Mass Spectometer AB
Sciex 5800; Framingham, EUA), no modo automdtico, juntamente com calibracdo
interna, utilizando CAL Mix1 (AB Sciex 5800, Framingham, USA). Os espectros de
massas foram obtidos em modo refletor positivo a 400 hz no modo MS e 1000 hz, no
modo MS/MS. A voltagem da fonte de ionizagdo foi de 5500 kvolts no modo MS e
MS/MS, sendo aplicados 1000 shots/spectro, no modo MS e 2500 shots/spectro, no
modo MS/MS. O programa utilizado para obtencdo dos resultados da espectrometria foi
o AB Sciex MALDI TOF/TOF series Explorer version 4.1.0 (AB Sciex 5800,
Framingham, USA).

LC- ESI -QTOF (Analise shotgun)
Digestao proteica em solucio

A digestdo das amostras complexas de plasma seminal e de extrato de membrana
plasmatica dos espermatozoides foi realizada de acordo com protocolo de Villén e Gigy,
(2008).

Foi realizado um pool de todos os garanhdes nas amostras correspondentes ao
plasma seminal e extrato da membrana plasmatica, para evitar variabilidade individual
de cada animal. O total de 100 pug de PS e MP foi ressuspendido em uréia 8M (1:1),
reduzidos em solugdo final de 5 mM DTT por 25 minutos a 56°C e alquilados em
solucdo final de IAA 14 mM por 30 minutos a temperatura ambiente protegido da luz.

Em seguida, foi acrescida uma solugdo de DTT 5 mM na concentragao final por 15
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minutos a temperatura ambiente protegido da luz. As amostras foram entdo diluidas em
50 mM de AmBic (1:5) e adicionou-se uma solugdo de cloreto de calcio 1 mM na
concentracgao final. A tripsina foi diluida em 50 mM de Ambic, adicionada na propor¢ao
1:50 (enzima:substrato) e incubada por 16 horas a 37°C. Para o bloqueio da agdo
enzimatica foi adicionado 0,4 % de acido trifluoroacético (TFA) e verificado se o pH <
2.0. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 2500 x g por 10 minutos a
temperatura ambiente, o sobrenadante foi coletado e procedeu-se a dessalinizacdo dos
peptideos utilizando as colunas de fase reversa (SepPack C18, WAT054955; Waters
Corporation, Massachusetts, USA), de acordo com protocolo estabelecido pelo

fabricante.

Sequenciamento peptidico por ESI -QTOF

Para andlises de espectrometria de massas do tipo ESI-QTOF foi utilizado o
equipamento de espectrometria de massas do tipo electrospray (ESI) quadropolo,
modelo MicrQ-TOF III (Bruker Daltonics, Massachusetts, USA), acoplado ao
cromatografo liquido LC-20AT (Shimadzu, Kyoto, Japan).

A separacdo cromatografica foi realizada com uma coluna de fase reversa C18
(4,5 mm x 100 mm, 1,8 um). As condi¢des de elui¢do foi otimizada em gradiente linear
de 0 a 85% do solvente B por 60 minutos, fluxo de 0,2 mL/min. A coluna e o aplicador
automatico de amostras foram mantidos a 25°C e 10°C, respectivamente. O volume de
injecdo dos compostos de referéncia e das amostras foi de 2 uL. O espectrometro de
massas atuou com 4.5 kV com temperatura de solvatagdo de 180°C, modo positivo em
um intervalo de ionizagdo entre 100 m/z a 1000 m/z, fluxo de nitrogénio de 6 L/min e
pressdo de 0.8 bar. As amostras foram solubilizadas em acetonitrila 50% (v/v) e TFA
0,1% (v/v) e foram injetadas em fluxo constante de 0,3mL/min. Para as analises de
MS/MS foi utilizada o gés nitrogénio como gas de colisdo. A energia de colisdo
utilizada foi de 1 a 200 eV. O equipamento ESI-Q-ToF foi calibrado no intervalo de
massa/carga de 50 a 3000, utilizando calibrantes internos, sendo que a calibracdo

externa foi realizada na presenca de formiato de sodio.

Analise dos dados
Para os dados obtidos por MALDI, a busca dos ions MS/MS foi realizada com
sistema de pesquisa Mascot (Matrix Science, Londres, UK) utilizando a taxonomia

Mammalia do banco de dados NCBInr 1.1 (863226 sequéncias). A tolerancia de massa
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foi 0,5 Da para ions precursores e fragmentos. Os pardmetros de procura incluiram
tripsina como protease com permissdo para a perda de 2 clivagens, massa molecular
monoisotdpica, modificagdes fixas da cisteina (carbamidometilagdo) e modificagdes
variaveis da metionina (oxidagdo). Os resultados do Mascot foram submetidos ao
programa Protein Pilot Software 4.0 (AB Sciex, Framingham, USA) para realizar as
analises dos conjuntos de dados, de forma a validar os peptideos base MS/MS e
identificacao de proteinas.

Para os dados obtidos por ESI, a busca dos ions MS/MS foi realizada com
sistema de pesquisa Mascot (Matrix Science, Londres, UK) utilizando a taxonomia
Mammalia do banco de dados NCBInr 1.1 (863226 sequéncias). Os parametros de
procura incluiram tripsina como protease com permissdo para a perda de 1 clivagem;
modificagdes fixas da cisteina (carbamidometilagdo) e modificagdes variaveis da
metionina (oxidac¢do); massa molecular monoisotopica; erro de tolerancia de peptideos
(MS) + 0,3 Da e erro de tolerancia (MS/MS) £ 0,5 Da; protonagao + 1. Os dados foram
exportados e analisados pelo software Scaffold Version 4.3.4 (Proteome Software,
Portland, USA) para realizar as andlises dos conjuntos de dados, de forma a validar os

peptideos base MS/MS e identificacio de proteinas.

Ontologia génica
Para obtencdo da anotacdo da ontologia génica (GO) em relacdo a localizagao
celular, fungdo molecular e processo bioldgico, os dados obtidos por espectrometria de

massas MALDI foram inseridos no banco de dados UniprotKB (www.uniprot.org.br) e

os resultados da analise shotgun foram analisados pelo software Scaffold 4 (v 4.3.4;

Proteome Software, Portland, EUA).

RESULTADOS

2D SDS-PAGE do plasma seminal e extrato da membrana plasmatica

O perfil eletroforético das proteinas do plasma seminal e extrato da membrana
plasmatica demonstrou predominancia de proteinas com massa molecular abaixo de 25
kDa e 35 kDa, respectivamente. Nas condi¢des descritas deste estudo, foram detectados
no total 56 spots nos géis de plasma seminal e 43 Spots no extrato da membrana

plasmatica.


http://www.uniprot.org.br/
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Foram constatadas cinco constelagdes proteicas marcantes nos géis do plasma
seminal, observados em todos os animais. A constelagdo 1 constitui cerca de 3 spots
com massa molecular variando de 68 a 69 kDa e pl 5,9 a 6,3. A constelagdao 2 foi
composta de 8 spots com massa molecular entre 24 e 28 kDa e pl 5,1 a 6,8. Estes dois
conjuntos apareceram de forma uniforme em todos os animais. A constelagdo 3 foi
representada por cerca de 4 spots conectados, com intensidade variavel de acordo com o
animal, com a mesma massa molecular (24 kDa) e variavel pl (8,4 ~ 9,3). A constelagao
4 foi representada por duas fileiras de polipeptideos. A primeira fileira foi representada
por dois spots isolados (MM 18 kDa e pl 3,6; MM 18 kDa e pl 5,2), por uma marcagao
com cerca de 3 spots (MM 18 kDa, pl ~ 4,4) e um spot adjacente de massa molecular 18
kDa e pl 5,1. A divisdo destes spots foi mais evidente em 3 animais e somente como um
conjunto de spots em 7 animais. A segunda fileira foi representada por cerca de 3 spots
com massa molecular variavel de 15 a 16 kDa e pl 3,7 a 4,8. A constelagdo 5 constitui-
se de uma cadeia de 4 spots que migraram aproximadamente até a mesma massa
molecular (MM ~ 14 kDa) com pl variavel de 5,2 a 7,8.

Na membrana plasmatica trés constelagdes proteicas, bem delimitadas, foram
observadas em todos os animais e foram similares aos conjuntos proteicos do plasma
seminal. A constelagdo 1 foi composta por 2 cadeias de polipeptideos. A primeira
cadeia possuia 2 Spots com mesma massa molecular e diferentes pl (14 kDa e pI 3,5 ¢
5,1); 3 spots proximos com massa molecular 14 kDa (foi possivel visualizar a divisdo
destes spots em todos animais, com exce¢do de 4 réplicas de 4 animais) e 1 spot
adjacente com massa molecular 15 kDa e pl 5,1. A segunda cadeia polipeptidica foi
formada por 2 spots isolados com massa molecular 11 kDa e pl 3,5 e 4,7 e 3 spots
proximos com massa molecular 11 kDa e pl 4,2, sendo possivel delimitar estes Spots
apenas em 5 animais. A constelacdo 2 foi composta por 4 spots, os quais possuiam
mesma massa molecular (11 kDa) e pl (5,3 a 6,9). A constelagdo 3, assim como a
constelagdo 3 do plasma seminal, foi composto por spots conectados (MM 28 kDa; pl
9,5) e apareceram com intensidade variada ou somente como um Spot dependendo do

animal (Fig. 1).
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Fig. 1 Mapa 2D SDS-PAGE das proteinas do plasma seminal (A) e da membrana
plasmatica (B) de equinos em gel de poliacrilamida 12%. Os nimeros em vermelho

correspondem as constelagdes proteicas.
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Os spots principais foram submetidos a identificagdo por MALDI-TOF/TOF

MS/MS. Foram identificados 14 spots no plasma seminal e 13 Spots na membrana

plasmatica (Tabela 1 e 2). O eescore das proteinas identificadas variou de 41 a 60.

Tabela 1 Proteinas do plasma seminal equino identificadas por eletroforese

bidimensional e espectrometria de massas (MALDI-TOF/TOF). Os spots se referem aos

demonstrados no gel 2D da Fig. 2.

Spot Acesso kDa/pl Cobertura de
ID Proteina NCBInr experimental sequéncia
127 60S ribosomal protein L29-like reflXP_003085986.1| 28/5,5 73%
65 60S ribosomal protein L29-like ref]XP_003085986.1| 24/5,8 73%
62 60S ribosomal protein L29-like ref]XP_003085986.1| 25/6,2 56%
55 Hypothetical protein XP_860135 reflXP_865228.1| 28/5,6 46%
87 Immunoglobulin heavy chain variable region ~ gb|AAD20481.1| 14/6,3 41%
89 Kif3b protein gb|]AAH65132.1] 14/7,3 23%
69 Nucleolar protein 7, 27kDa emb|CAI19840.1| 24/9.4 47%
88 NZ-3 antigen pir[[JC7702 14/5,7 16%
130 Phospholipase A2, group IVB emb|CAX15787.1| 18/5,1 5%

94 rCG27487, isoform CRA_b gb/EDL95180.1| 16/4,9 49%
84 Similar to transcription factor TFIID subunit  reflXP_001380196.1| 14/5,3 29%

TAFII28

126 T-cell receptor beta chain V-D-J-CO regions pir|[A26395 24/5,6 41%
128 T-cell receptor beta-chain gb|AAA40265.1] 28/5,4 51%
129 Zinc finger protein 572 ref]lXP_002759282.1| 18/5,4 11%

Foi verificada a presenga de proteinas ribossomais nas amostras de plasma

seminal e membrana plasmatica.

Foram identificados diversos spots como uma tunica proteina (T-cell receptor

beta-chain e 60S ribosomal protein L29-like).

Os termos de ontologia génica das amostras de plasma seminal e extrato de

membrana plasmatica estdo descritos na Fig.2.



Tabela 2 Proteinas da membrana plasmatica de espermatozoide equino identificadas

por eletroforese bidimensional e espectrometria de massas (MALDI-TOF/TOF). Os

spots se referem aos demonstrados no gel 2D da Fig. 1.

Spot Acesso kDa/pl Cobertura de
ID Proteina NCBInr experimental sequéncia
149 Coiled-coil domain-containing protein ref|lXP_002813320.1| 28/5,7 9%
KIAA1407-like
67 Forkhead box P2 gb|ABW76642.1 32/5,5 62%
150 Gene B-50 protein pir|[152645 29/6,2 70%
64 GTP-binding protein RAB18 gblAAK14832.1| 33/5,7 45%
75 Kit ligand, isoform CRA_b gbl[EDL21654.1] 28/9,6 41%
92 MHC class II antigen gblACT91028.1| 15/5,1 45%
72 MHC class II antigen beta gb|AAP33672.2| 28/5,9 65%
104 Neuron navigator 2 isoform 3 ref XP_508328.2] 11/6,3 4%
107 Protein FAM110A-like refl XP_002925445.1| 11/7,0 34%
109 Ribosomal protein L35a-like ref XP_002702905.1| 11/5,3 24%
162 Similar to seminal plasma protein 2 ref XP_001501767.2| 11/4,9 15%
93 Unnamed protein product dbj|BAE00496.1| 14/5,5 14%
106 Unnamed protein product dbj|BAB24583.1| 11/5,6 10%

LC-ESI-QTOF MS/MS

Foram identificadas 66 proteinas no plasma seminal e 291 proteinas no extrato
da membrana plasmatica. A lista completa de proteinas identificadas esta descrita no
arquivo Suplementar 1 e 2.

Foram encontrados 12 tipos proteicos em comum entre o plasma seminal e
extrato de membrana plasmatica, as quais foram representadas por proteinas
ribossomais, proteinas HCG, calpainas, proteinas do ciclo de divisdo celular (CDC),
dominio coiled-coil, dineinas, ubiquitina E3, zinc finger proteins, fosfatidilinositol,
citocromo c oxidase, proteinas FAM, fator de transcri¢ao t-box.

Os termos de ontologia génica quanto aos processos bioldgicos e fungdes
moleculares encontram-se na Fig. 3. Cerca de 63% das proteinas identificadas nao

possuem definigdes quanto a ontologia génica.
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Fig. 2. Frequéncia (%) das categorias de processo bioldgico, localizagcdo celular e

funcdo molecular das proteinas do plasma seminal (A) e extrato de membrana

plasmatica (B) identificadas por MALDI TOF/TOF. As proteinas foram categorizadas

de acordo com o banco de dados UniprotKB (www.uniprot.br).
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Fig. 3 Processos bioldgicos e fungdes moleculares do proteoma do plasma seminal (A)
e extrato de membrana plasmatica de espermtozoides equinos (B) identificado por LC-

ESI QTOF e analisados no programa Scaffold Software 4.3.4.
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Em relacdo a localizagdo celular, as proteinas do plasma seminal foram
classificadas em 48% de origem intracelular e 14% como proteinas de membrana. No
extrato de membrana plasmadtica, foram encontradas 20% de proteinas de membrana e
17% proteinas intracelulares. Em ambas as amostras, 3% corresponderam a proteinas

secretadas.

DISCUSSAO

A abordagem protedmica utilizada neste estudo possibilitou a identificacdo das
proteinas do plasma seminal e membrana plasmatica em equinos e serve como base para
outros estudos relacionados ao proteoma reprodutivo desta espécie, possibilitando a
elucidacdo das fungdes bioldgicas destas proteinas e sua participagdo no metabolismo

espermatico e na fecundagao.

Perfil protéico 2D SDS-PAGE

No perfil eletroforético do plasma seminal predominou proteinas de baixa massa
molecular, corroborando com os dados de Frazer & Bucci (1996b) ¢ Calvete et al.
(1994) e foi observado que cerca de 80% das proteinas do PS equino sdo compostas por
fragmentos com massa molecular abaixo de 35 kDa. O niimero de spots detectados no
estudo de Novak et al. (2010) foi superior ao encontrado neste estudo, em vista da
utilizacao da coloragdo com prata, a qual possibilita a identificagdo de spots contendo
menos que 1 ng de proteina total (Weiss et al., 2009). A coloragdo utilizada neste
estudo, comassie coloidal, possui menor sensibilidade (~10 ng) quando comparado com
a coloracdo com prata, o que pode ter influenciado na auséncia dos spots.

As constelacdes proteicas do plasma seminal encontradas neste estudo sdo
similares aquelas demonstrados por Frazer & Bucci (1996b), com exce¢ao da
constelagdo 4 correspondente a constelacdo b dos referidos autores. Em ambos os
estudos, o grupamento possui duas fileiras de polipeptideos. No entanto, a constelagcdo
b, descrita por Frazer & Bucci (1996b), foi composta por 10 spots e neste estudo a
constelagdo 4 por 8 spots. Provavelmente, os dois Spots ausentes nao puderam ser
visualizados devido ao tamanho do gel utilizado (8.3 x 7.3 c¢cm), o que impossibilitou a
separacdo adequada dos fragmentos protéicos.

A identifica¢do de diferentes Spots como uma Unica proteina no plasma seminal

(T-cell receptor beta-chain e 60S ribosomal protein L29-like) sugere a presenca de
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isoformas e a presenga de diferentes isoformas com diferentes valores de ponto
isoelétrico e massa molecular sugerem a ocorréncia de modificagdes pos-traducionais.

A composi¢cdo proteica de membranas espermaticas tem sido estudada em
diversas espécies como em bovinos (Roncoletta et al., 2006), suinos (Ash et al., 1994) e
humanos (Rajeev & Reedi, 2004). Em equinos, raros estudos descrevem proteinas
isoladas da membrana espermatica (Fayer-Hosken et al., 1991; Meyers, 2001; Gamboa
& Santos, 2005) e de acordo com nosso conhecimento este ¢ o primeiro relato a respeito
do perfil proteico da membrana de espermatozoides desta espécie. Dacheux & Dacheux
(2014) avaliaram o perfil protéico da membrana plasmatica de espermatozoides do
epididimo equino. No entanto, ndo € possivel comparar os nossos resultados com os dos
autores em vista da diferente abordagem protedmica utilizada (1D SDS-PAGE) e ndo
houve caracterizagao das proteinas.

A quantidade de spots observados neste estudo foi inferior ao ntimero descrito
por Novak et al. (2010), os quais estudaram a célula espermatica de equinos. Tal
diferenga pode ser justificada pela metodologia utilizada. Novak et al. (2010)
correlacionaram o perfil proteico dos espermatozoides com a fertilidade de garanhdes.
No entanto, a extragdo de proteinas espermaticas descrita por estes autores foi realizada
utilizando-se um tampao de lise contendo agentes redutores, caotropicos e detergente, o
que promove a quebra de todas as membranas celulares e possibilita a presenca de
proteinas de compartimentos intracelulares juntamente com as proteinas da membrana
espermatica (Xu et al.,1994). Em humanos, tal fato foi comprovado por Xu et al. (1994)
que observaram que o perfil 2D de membranas espermaticas € relativamente mais
simples do que o perfil proteico de espermatozoides, na qual cerca de 85% da proteinas
possui origem do citoplasma e de organelas subcelulares.

Apesar de Baker et al. (2002) terem demonstrado que a sonicagdo ¢ o melhor
método para identificagdo de polipeptideos da membrana espermadtica, no presente
estudo foram utilizados detergente e sonicacdo para a extracdo das proteinas da
membrana o que também promoveu a contaminacdo do extrato com proteinas
intracelulares, como observado nos resultados obtidos no MALDI TOF-TOF, porém em

menor porcentagem.

Identificaciao por MALDI TOF/TOF
A maioria dos organismos ndo possui o genoma completamente sequenciado e

apenas um pequeno numero de sequéncias proteicas esta disponivel no banco de dados
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(Chen et al., 2011). Em equinos, o genoma tem sido amplamente descrito (Caetano et
al., 1999; Wade et al., 2009), no entanto, a maioria das proteinas encontra-se nao
caracterizada. Neste estudo, os dados obtidos no MALDI TOF/TOF foram submetidos a
analise utilizando a taxonomia Equus caballus (Uniprot/Swiss-Prot) e somente 6
proteinas foram identificadas no plasma seminal e na membrana plasmatica e 21
proteinas ndo foram caracterizadas. Desta forma, optamos por utilizar a taxonomia
Mammalia na base de dados de proteinas NCBInr, o que ocorre na maioria dos estudos
que envolvem espécies que o proteoma nao ¢ totalmente conhecido (Druart et al., 2013
Rego et al., 2014).

A presenca de proteinas ribossomais foi constatada no plasma seminal e na
membrana plasmatica do espermatozoide equino. A proteina ribossomal L35-like
identificada na membrana plasmatica pode ser um resquicio do desenvolvimento da
célula espermatica, uma vez que particulas ribossomo-like sdo encontradas em regides
especificas da membrana acrossomal de espermatides (Mollenhauer & Morre, 1978) ou
podem participar do processo de sintese proteica neste tipo celular. J& foi demonstrado
que a célula espermatica de mamiferos traduz mRNA nuclear codificado por meio de
ribossomos tipo mitocondrial (Gur & Breibart, 2008). Além disso, uma grande parte das
proteinas ribossomais sdo bifuncionais, ou seja, ndo sdo componentes integrais do
ribossomo e exercem outras fungdes ndo relacionadas a sintese de proteinas (Wool,
1996). Estas proteinas ja foram detectadas no plasma seminal de humanos (Sharma et
al., 2013), no entanto, sua funcao neste fluido ¢ desconhecida.

No plasma seminal, a fosfolipase A2 (PLA2) identificada pode estar envolvida
na desestabilizagdo da estrutura da membrana plasmatica, processo fundamental na
capacitagdo e reagdo acrossomal. Os produtos resultantes da ativacdo da PLA2 atuam
como fusogénicos na membrana celular, permitindo a liberagcdo de enzimas hidroliticas,
estas essenciais para a penetracdo do espermatozoide nas camadas acelulares que
rodeiam o odcito (Roldan & Fragio, 1993). Além disso, a fosfolipase A2 participa da
biossintese de prostaglandinas seminais (Kunze & Bohn, 1978). Em equinos, a PLA2
detectada no plasma seminal possui pI de 5,6 (Wurl & Kunze, 1985) sendo proximo ao
valor de pl encontrado neste estudo (5,1). Visto a importancia da PLA2 na funcdo
espermatica e a presenga desta proteina no plasma seminal equino sugere-se que esta
possa um marcador molecular de fertilidade, j4 que a PLA2 do plasma seminal de
touros foi correlacionada a fertilidade (Moura et al., 2006).

As imunoglobulinas (Ig) s3o encontradas no plasma seminal de diversas
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espécies, tais como humanos (Rumke et al. 1974), bafalos indianos (Kulkarni et al.,
1984) e cachagos (Gonzalez-Cadavid, 2014). Em humanos, a concentragdo seminal de
Ig ¢ dependente da concentracdo sérica e a passagem de Igs ocorre através da
transudagao da circulagdo sanguinea (Rumke et al., 1974). Em maiores concentragdes,
as imunoglobulinas seminais estdo associadas a infertilidade (Luckas et al., 1998). Em
concentragdes basais, estes efeitos nao sdo observados, no entanto, ndo ha estudos
relatando o papel das imunoglobulinas no plasma seminal, provavelmente estas
possuam efeito antimicrobiano no fluido das glandulas acessorias, devido a sua fungao
imunoldgica. Ademais, o plasma seminal em equinos ¢ mediador da resposta
inflamatoria pos-coital (Troedsson et al., 2005) e apesar da ejaculacdo ocorrer no 6Ostio
externo cervical, o sémen entra no Utero devido da alta pressdao do processo ejaculatorio
(Senger, 2003). Em vista disso, as Igs do plasma seminal encontradas neste estudo
podem participar da regulacdo da endometrite pds-coital em éguas.

A superfamilia das imunoglobulinas (IgSF) sdo moléculas de adesdo celular
(expressas na superficie celular) caracterizada pela presenca de um ou mais dominios
com caracteristicas semelhantes as imunoglobulinas (Harpaz & Chothia, 1994). A
proteina transmembrana Izumo, integrante da IgSF, estd presente na membrana interna
acrossomal do espermatozoide e parece exercer papel fundamental na fusdo entre os
gametas (Inoue et al., 2005; Gupta & Bansal, 2010). Desta forma, a subunidade de Ig
identificada no plasma seminal pode pertencer a IgSF, exercendo funcdes relacionadas a
adesdo celular e participando de alguma forma no processo de fertilizagao.

As zinc-finger proteins provavelmente constituem a maior familia de fatores de
transcricdo; ¢ frequentemente encontrada no plasma seminal de humanos (Kumar et al.,
2009; Milardi et al., 2012; Vernekar et al., 2014) e foi considerada como uma proteina
ligadora de heparina (HBP, Kumar et al., 2009). No entanto, ndo hé relatos da presenga
desta proteina no plasma seminal equino e neste fluido podem representar resquicios do
processo de espermatogénese ou alguma fun¢do desconhecida relacionada a fecundagao
e na formagdo da célula espermatica (Kumar et al., 2009). Como mencionado
anteriormente, as HBPs tem papel fundamental na ligacdo entre os gametas, podendo
também ser importante na espécie equina, ja que foi identificada no plasma seminal dos
animais estudados.

Na membrana plasmatica, de 14 proteinas identificadas oito possuem
propriedades de ligagdo, como: protein FAM110A, neuron navigator 2, MHC class 11
antigen, MHC class Il antigen beta, gene B-50 protein, forkhead box, GTP-binding
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protein, kit ligand. Possivelmente, estas proteinas estdo envolvidas nas etapas da
fertilizagdo tais como, reconhecimento do epitélio uterino, zona pelicida e
reconhecimento e interacdo entre gametas, em vista da funcao molecular e localizagao
na membrana espermatica.

A proteina do plasma seminal 2 (SP-2) identificada na membrana plasmatica ¢
secretada principalmente pela ampola e em menor proporcao pela cauda do epididimo e
pertence ao grupo das proteinas com moddulos de fibronectina tipo II (Fn-2). As SP-2
sao homologas as proteinas de ligacao a heparina do plasma seminal bovino (BSP), que
estdo envolvidas na capacitagdo espermatica (Ekhalasi-Hundrieser et al., 2005). Durante
a ejaculagdo, essas proteinas interagem com os residuos de colina dos fosfolipidios da
membrana plasmatica do espermatozoide (Desnoyers & Manjunath, 1993), estimulando
o efluxo de fosfolipidios e colesterol (Thérien et al., 1999). Desta forma, apesar da SP-2
estar presente no plasma seminal equino, esta proteina ndo foi detectada no fluido das
glandulas anexas com a abordagem MALDI, pois apenas um seleto nimero de spots foi

selecionado para identificacgao.

Identificaciio por ESI Q-TOF

Em condigdes fisiologicas, o fluido seminal possui funcdo crucial na
sobrevivéncia do espermatozoide e a intera¢ao deste fluido com as células espermaticas
pode influenciar o sucesso da fertilizacdo. A compreensdo sobre a composi¢cdo do
plasma seminal ¢ fundamental para o entendimento da fisiologia da reproducdo e sua
analise protedmica reflete o estado fisioldgico/patologico do testiculo, epididimo e
outras glandulas sexuais acessorias (Milardi et al., 2012).

Neste estudo, com a abordagem protedmica utilizada foi possivel identificar 66
proteinas no plasma seminal. Druart et al. (2013) utilizaram uma tecnologia mais
moderna para sequenciamento de aminoacidos (cromatografia liquida bidimensional e
espectrometria de massas tandem) e identificaram 59 proteinas no plasma seminal
equino. Certamente, que a qualidade das identificagdes encontradas por Druart et al.
(2013) foi superior as identificagdes as deste estudo devido a alta sensibilidade do
equipamento utilizado pelos autores. No entanto, a abordagem utilizada neste estudo
possibilitou a identificacdo de 7 proteinas adicionais reportadas no estudo anterior. Até
0o momento, esta ¢ mais extensa lista do proteoma do plasma seminal equino ja
identificado.

Grande nimero de proteinas identificadas no plasma seminal equino apresentou-
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se apenas como proteinas previstas, o que limitou as informagdes sobre a ontologia
génica, ou seja, informagdes sobre seus processos bioldgicos, localizagdo celular e
fungdes moleculares. Dentre os polipeptideos classificados foi observado maior
propor¢ao de proteinas relacionadas a regulacao biologica e processos celulares. Com
relacdo as proteinas ligadas a reproducdo, destacam-se a proteina kallikrein-1E2 e
proteinas associadas a espermatogénese.

As Kkallikreins sao serina proteases e a kallikrein glandular, encontrada neste
estudo, ¢ secretada pela prostata e € expressa sob controle androgénico. As proteinas do
plasma seminal equino SP-6 ¢ SP-8 pertencem a familia kallikrein, na qual a sequéncia
do N-terminal de ambas as isoformas s3o homologas ao antigeno prostatico especifico
(PSA) humano (Topfer-Petersen et al., 2005). Novak et al. (2010) indicaram que o
volume de fluido seminal e secre¢ao prostatica possa ter uma relacdo inversa a
fertilidade, uma vez que observaram correlagdo negativa desta proteina com a
fertilidade de garanhdes.

As proteinas associadas a espermatogénese (SPATA) identificadas neste estudo
possivelmente tem origem do fluido testicular (Drabovich et al., 2014) e podem ser
candidatas a biomarcadores de infertilidade masculina (Drabovich et al., 2011). Além
disso, a SPATALI foi associada positivamente com a taxa de gestacao por estro de éguas
(Giesecke et al., 2008), o que confirma a sua importdncia como biomarcador nesta
espécie.

No extrato de membrana plasmatica, uma expressiva quantidade de proteinas foi
identificada. Foi constatada a presenc¢a de proteinas de origem citoplasmadtica, indicando
contaminagdo das amostras com componentes intraespermaticos. A auséncia de um
passo posterior para a purificagdo das proteinas da membrana pode ter sido a causa da
contamina¢do das amostras, em vista dos resultados obtidos por Baker et al. (2002), que
afirmaram que a utilizagdo de um gradiente de separacdo isola as proteinas de cada
compartimento da célula espermatica. Experiéncias anteriores no nosso laboratorio
demonstraram que o uso do gradiente requer grande numero de células para a
recuperacdo de quantidade adequada de proteina total, para a utilizacdo na eletroforese
bidimensional, o que justificou nossa escolha.

Semelhante ao plasma seminal, muitas proteinas foram identificadas como
previstas, dificultando a classificagdo quanto a ontologia génica. Entretanto, diversas
proteinas possuiram relagdo com a funcionalidade espermatica como SP-1, receptores

olfatorios, fosfatases, fibronectinas tipo III, caspases, proteina rica em cisteina, heat
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shock proteins, inibina, receptor de prostaglandina, proteinas tirosina kinase, entre
outras.

A SP-1 identificada na analise shotgun ¢ assim como a SP-2 na abordagem
MALDI na MP pertencem ao grupo das proteinas com modulos de Fn-2, estdo
envolvidas na capacita¢do espermatica (Ekhalasi-Hundrieser et al., 2005).

Foram identificadas proteinas fibronectina tipo III (Fn-3) na MP. Kumar et al.
(2009) identificaram proteinas com afinidade a heparina (HPB) no plasma seminal
bovino, ¢ dentre estas a Fn-3. As HPBs podem estar diretamente envolvidas nas etapas
da fertilizagdo com a capacitagdo espermatica e reacdo acrossomal, podendo servir
como biomarcadores de fertilidade (Kumar et al., 2009). Possivelmente estas proteinas
tem origem do plasma seminal devido a sua funcdo e localizagdo no fluido das
glandulas sexuais anexas na espécie bovina. Na espécie equina, esta foi a primeira
descri¢ao deste tipo proteico na MP, contudo sua fungao permanece desconhecida.

Foram detectados 4 tipos de receptores olfatérios (RO) na membrana plasmatica.
A proteina G acoplada o RO faz parte de uma extensa familia multigene, na qual a
expressdo ectopica tem sido correlacionada a células testiculares e germinativas
(Parmentier et al., 1992), ja que ndo foi mucosa olfatoria de cdes (Vanderhaeghen et al.,
1993). As proteinas RO parecem ter expressdo nas espermatides redondas e alongadas;
e na peca intermedidria do espermatozoide maduro, indicando que as ROs testiculares
estdo envolvidas na maturagdo espermatica, migracao ou fertilizagdo (Vanderhaeghen et
al., 1993).

Com relacdo ao padrdo comum entre as duas amostras biologicas, as classes
proteicas similares presentes no plasma seminal e na membrana plasmatica possuiram
em sua maioria atividades de transcri¢ao, atividade enzimatica e metabolismo celular.
Supostamente estas proteinas podem ter se associado a membrana plasmadtica durante a
ejaculacdo ou sdo resquicios da maturagdo espermatica e contribuem com a manutengao
e funcionalidade espermatica. Interessantemente, o espermatozoide ¢ uma célula
especializada que apresenta produtos de transcri¢do e traducao (Gur & Breitbart, 2008),
contudo a sintese proteica ¢ limitada (Amman et al., 1993). Estes resultados sugerem
que as proteinas com atividades de transcri¢ao, as quais foram encontradas em maior
quantidade, podem estar envolvidas nesta sintese, durante a capacitacdo, no trato

reprodutivo da fémea anterior a fertilizagdo e na embriogénese (Gur & Breitbart, 2008).
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CONCLUSAO

De acordo com nosso conhecimento, este € o primeiro estudo a relatar de forma
abrangente o proteoma do plasma seminal e do extrato de membrana plasmatica de
espermatozoides equinos. A analise protedmica revelou tipo proteicos semelhantes entre
as duas amostras biologicas sugerindo que podem ser resquicios da maturagdo pos-
testicular ou associacdes durante a ejaculacdo. Ademais, a identificagdo do proteoma
seminal pode proporcionar um melhor entendimento sobre a fisiologia da fertilidade de

garanhdes e da identificacao de marcadores moleculares de fertilidade.
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Arquivo suplementar 1: Proteinas identificadas no plasma seminal de equinos.

Proteinas Identificadas Nuimero de Massa Probab.ilidad~e 1},‘1‘;‘;32(:1: CobertAura' de
Acesso Molecular de Identificacio Unicos Sequéncia
Aminomethyltransferase, mitochondrial gi|1 1132475 44 kDa 100% 1 2,73%
Contactin associated protein-like 4, isoform CRA_a gi|119616016 145 kDa 100% 1 1,15%
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein gi|1174470 81 kDa 100% 1 1,70%
FERM domain-containing protein 6 gi|34098515 72 kDa 100% 1 2,57%
hCG1641825, isoform CRA a gi|119583781 6 kDa 100% 1 27,60%
hCG1642128 gi|119616423 16 kDa 100% 1 10,80%
hCG1649526, isoform CRA _a, partial gi[119583049 16 kDa 100% 1 8,11%
hCG1793600, isoform CRA_a, partial gi[119606994 27 kDa 100% 1 13,00%
hCG1999621, partial gi|119585288 12 kDa 100% 1 12,30%
hCG2032628, partial gi|119587905 19 kDa 100% 1 6,42%
hCG2040720, partial gi|119598727 8 kDa 100% 1 17,80%
Hcg2045706 gi|119622608 6 kDa 100% 1 27,50%
HemK methyltransferase family member 1, isoform CRA_a gi[119585529 38 kDa 100% 1 3,55%
Kallikrein-1E2 gi|54036110 29 kDa 100% 1 3,83%
Lysosomal Pro-X carboxypeptidase gi|1172047 56 kDa 100% 1 2,22%
Metal transporter CNNM 1 gi|157412265 104 kDa 100% 1 1,58%
Multidrug resistance protein 1B gi|126927 141 kDa 100% 1 1,02%
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A-like 4A/B/C gi[219842199 18 kDa 100% 1 5,49%
Period circadian protein homolog 1 2i|118572686 136 kDa 100% 1 0,93%
PREDICTED: 39S ribosomal protein L47 gi[640777981 30 kDa 100% 1 4,80%
PREDICTED: ataxin-10 isoform X1 g1/655897275 53 kDa 100% 1 2,53%
PREDICTED: calpain-15 2i|641731196 117 kDa 99% 1 0,63%
PREDICTED: cdc42 effector protein 4 21640797344 34 kDa 100% 1 3,43%
PREDICTED: cell death activator CIDE-A, partial gi[635100330 42 kDa 100% 1 2,62%
PREDICTED: coiled-coil domain-containing protein 39 gi[640819842 110 kDa 100% 1 1,06%
PREDICTED: dynein heavy chain 9, axonemal gi/634868312 514 kDa 100% 1 0,20%
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PREDICTED:
PREDICTED:

PREDICTED:
PREDICTED:

X1

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

LOW QUALITY PROTEIN: EVI5-like protein

LOW QUALITY PROTEIN: myosin-6
LOW QUALITY PROTEIN: putative zinc finger

LOW QUALITY PROTEIN: serotransferrin-like
LOW QUALITY PROTEIN: unconventional myosin-

LOW QUALITY PROTEIN: zinc finger protein 208-

MAP7 domain-containing protein 1 isoform X1
myotubularin-related protein 4 isoform X1

neuroblast differentiation-associated protein AHNAK
NLR family member X1

phosphatidylinositol phosphatase PTPRQ
probable leucine--tRNA ligase, mitochondrial isoform

protein CREG2

protein PTHBI1 isoform X1

protein Shroom3

spermatogenesis-associated protein 21-like
spermatogenesis-associated protein 31D1-like
T-cell surface antigen CD2

translational activator of cytochrome c oxidase |

gi|664751775
gil655877256

gil641714027

gi|640805014
gil635057063
gi|634852322

gi[655887699
gi[655864030

gi[655833526
gi[664708399
gi|664746629

gil641737732

gi[634867141
gi|664708292
gi|641736698
2i|634835883
gi|640800728

gi[664757668

2i[634829034
gi[641692391
gi|655857636
2i|634834247
gi|640795915
gi[641712466
gi[640793147

54 kDa
188 kDa

35kDa

114 kDa
18 kDa
65 kDa

95 kDa
190 kDa

61 kDa
110 kDa
373 kDa

114 kDa

94 kDa
135 kDa
420 kDa
108 kDa
257 kDa

102 kDa

32 kDa
98 kDa
212 kDa
37 kDa
147 kDa
39 kDa
26 kDa

100%
100%

100%

100%
100%
100%

100%
100%

100%
100%
100%

100%

100%
100%
100%
99%

100%

100%

99%

100%
100%
100%
100%
100%
100%

—_ = e =

— e e e e e e

2,32%
0,70%

3,37%

1,24%
5,42%
1,97%
1,69%
0,92%
1,85%
1,69%
0,39%

1,21%

2,00%
0,91%
0,28%
0,82%
0,52%

1,22%

2,76%
1,92%
0,61%
3,99%
0,76%
3,15%
6,28%




Arquivo suplementar 1 (Continua)

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

uncharacterized protein KIAA1683 homolog
uncharacterized protein LOC100353975
XIAP-associated factor 1 isoform X3

zinc finger protein 256-like

zinc finger protein 260-like isoform X3

zinc finger protein 717-like isoform X1

Protein FAM13C
Protein FAM71B

Protocadherin-

16 precursor

RIO kinase 1 (yeast)

Similar to RIKEN ¢cDNA 8030451K01, isoform CRA_a
Spectrin beta chain, non-erythrocytic 2

T-box transcription factor TBX1

Tuberous sclerosis 1

Uncharacterized protein Clorf226

gi|634861167
gi[655883689
gi|664721080
gil641737163
gi[291410057
gi[655894793
gi[341940679
gi[544584807
gi[242397490
gi|119575614
gi|119629017
gi|17367415
gi[84028272
gi|119608427
gi|189040660

248 kDa
384 kDa
19 kDa
63 kDa
82 kDa
73 kDa
67 kDa
69 kDa
346 kDa
66 kDa
16 kDa
271 kDa
52 kDa
130 kDa
29 kDa

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

— = e e e e e e e e e e e e

0,51%
0,52%
5,81%
2,19%
1,68%
1,43%
1,83%
2,56%
0,40%
2,99%
8,67%
0,54%
3,34%
0,86%
3,31%




Arquivo suplementar 2: Proteinas identificadas no extrato de membrana plasmatica de espermatozoides equinos.

Proteinas Identificadas Numero de Massa Probab.ilidad_e 1\{;’::;)1:1'32(:1: CobertAura. de
Acesso Molecular de Identificacio Unicos Sequéncia
1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase beta-2 gi[158513398 135 kDa 100% 1 0,93%
A kinase (PRKA) anchor protein (yotiao) 9, isoform CRA_d gi[119597269 456 kDa 100% 1 0,41%
Adaptor protein with pleckstrin homology and src homology 2 gi[119570618 21 kDa 100% 1 4,39%
Adenylate cyclase 4, isoform CRA a gi[119586427 120 kDa 100% 1 0,84%
AKTT substrate 1 (proline-rich), isoform CRA b gi[119572955 29 kDa 100% 1 6,88%
Anaphase-promoting complex subunit 2 gi[341940216 95 kDa 100% 1 2,75%
Angiomotin, isoform CRA a 2i|119623031 118 kDa 100% 1 2,58%
AP-1 complex subunit beta-1 £i|341940229 104 kDa 100% 1 2,97%
ATGT7 autophagy related 7 homolog, isoform CRA _a gi[119584497 78 kDa 100% 1 1,99%
Bicaudal D homolog 1, isoform CRA a gi[119608938 100 kDa 100% 1 1,60%
Bile salt export pump 2i|12585136 146 kDa 100% 1 1,14%
Bone morphogenetic protein receptor type-2 gi[10719913 115 kDa 100% 1 2,41%
CD48 antigen gi|114873 28 kDa 100% 1 6,67%
Cdc2-related kinase, arginine/serine-rich, isoform CRA a gi[119580980 164 kDa 100% 1 0,67%
Chromosome 16 open reading frame 24 gi[119606152 25 kDa 100% 1 1,23%
Chromosome 6 open reading frame 60, isoform CRA a gi[119568573 133 kDa 100% 1 1,23%
Chromosome 8 open reading frame 44, isoform CRA a gi[119607323 18 kDa 100% 1 15,70%
Coagulation factor X precursor gi[189027044 52 kDa 100% 1 1,92%
Coiled-coil domain-containing protein 4 gi[327478588 58 kDa 100% 1 2,25%
Complement component C8 beta chain gi[61211636 66 kDa 100% 1 2,21%
Cordon-bleu protein-like 1 gi|118568014 132 kDa 100% 1 1,00%
COX11 homolog, cytochrome c oxidase assembly protein (yeast) gi[119614955 18 kDa 99% 1 5,19%
Creatine kinase S-type, mitochondrial precursor gi[251823966 47 kDa 100% 1 3,34%
D site of albumin promoter (albumin D-box) binding protein, isoform gi[119572757 21 kDa 100% 1 4,95%
Deltex homolog 2 £i|525343981 62 kDa 100% 1 2,26%




Arquivo suplementar 2 (Continua)

Deoxyribonuclease I-like 3, isoform CRA a
DmX-like protein 1

Doublecortin and CaM kinase-like 1, isoform CRA a
dpy-19-like 2, isoform CRA a

Extra spindle poles like 1, isoform CRA a
Follistatin-related protein 1

Glucose-6-phosphate translocase

Glutamate receptor ionotropic, NMDA 2A precursor
Glutamyl-prolyl-tRNA synthetase, isoform CRA_b
Glyceronephosphate O-acyltransferase

G-protein signalling modulator 1, isoform
hCG1641134, isoform CRA a

hCG19253, isoform CRA a

hCG19796, isoform CRA ¢

hCG1981156, isoform CRA a

hCG1998680, isoform CRA _a, partial

hCG2019100, isoform CRA a

hCG2036582, isoform CRA b

hCG2036808, isoform CRA ¢

hCG2038714, partial

hCG41091, isoform CRA a

Hect domain and RLD 6, isoform CRA b

Heparan sulfate proteoglycan 2 (perlecan), isoform CRA _a
Histocompatibility minor 13

Homeobox B2

Homeobox D1

Hypothetical protein LOC55610, isoform b, isoform CRA_a
Immunoglobulin heavy chain variable region, partial

Immunoglobulin light chain variable region, partial

gi|119585762
gi[81911500

gi|119628955
gi|119617523
gi|119617087
gi[341940715
gil51592076

gi|140971205
gi|119613716
gi[119590359
gi|119608624
gi[119569349
gi|119597391
gi|119581720
gi|119582799
gi|119612917
gi|119596293
gi|119627501
gi|119613661
gi|119617686
gi|119580153
gi|119626424
gi|119615400
gi|157823209
gi|114053055
gi|119631485
gi|119597221
gi[630868442
gi|662565264

36 kDa
336 kDa
81 kDa
24 kDa
233 kDa
35 kDa
46 kDa
165 kDa
172 kDa
77 kDa
59 kDa
38 kDa
579 kDa
135 kDa
12 kDa
92 kDa
19 kDa
366 kDa
73 kDa
17 kDa
182 kDa
116 kDa
381 kDa
40 kDa
33 kDa
34 kDa
53 kDa
12 kDa
12 kDa

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
99%

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
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721%
0,76%
2,06%
4,81%
0,85%
6,86%
7,69%
2,12%
0,99%
3,97%
2,81%
3,86%
0,57%
1,60%
9,35%
1,44%
11,20%
0,60%
2,33%
4,94%
1,37%
1,07%
0,25%
4,12%
5,57%
5,18%
2,18%
10,10%
23,40%




Arquivo suplementar 2 (Continua)

Inhibin alpha chain

Interferon-inducible GTPase 5

Interleukin-17B

Junctional sarcoplasmic reticulum protein 1

KIAA1529, isoform CRA a

Kinesin family member 4A, isoform CRA_a

LAGTI longevity assurance homolog 2, isoform CRA a
Laminin subunit alpha-1 precursor

LIM domain 7, isoform CRA _a

Mannosyl-oligosaccharide glucosidase

MDACI

Metallo-beta-lactamase domain-containing protein 2
Methyltransferase-like protein 6

Mitogen-activated protein kinase 13

MOCO sulphurase C-terminal domain containing 2, isoform CRA b
MORC family CW-type zinc finger 1

MutL homolog 3 (E. coli), isoform CRA a

Myosin XVIIIB, isoform CRA a
N-acetylglucosamine-1-phosphate transferase, alpha and beta
NACHT, leucine rich repeat and PYD containing 9, isoform CRA_a
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein
NADH dehydrogenase subunit 5

Nitric oxide synthase 3

Non-specific lipid-transfer protein

Nuclear distribution gene C homolog

Nuclear transcription factor, X-box binding 1, isoform CRA a
Omega-amidase NIT2

Peroxiredoxin-6

Polymerase (RNA) II (DNA directed) polypeptide B, 140kDa

gi|124273
gi|122138669
gil20143876
gi|119589802
gi|119579244
gi|119625746
gi|119573882
gi|117168301
gi|119600955
gil48427849
gi|119592778
gi[544584757
gi/81910851
gi|12644541
gi|119613699
gi|119600120
gi|119601617
gi|119580106
gil119618088
gi|119592817
gi|115502490
gi[608788079
gi|119574454
2i[54036166
gi|119628185
gi|119578911
gi|122143922

gi/5902791
gi|119625924

39 kDa
51 kDa
20 kDa
36 kDa
191 kDa
140 kDa
45 kDa
338 kDa
155 kDa
92 kDa
19 kDa
31 kDa
33 kDa
42 kDa
38 kDa
113 kDa
163 kDa
272 kDa
118 kDa
102 kDa
24 kDa
68 kDa
133 kDa
59 kDa
38 kDa
125 kDa
31 kDa
25 kDa
134 kDa

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
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2,50%
5,81%
14,40%
6,65%
0,91%
0,89%
5,26%
0,88%
0,88%
2,04%
9,60%
7,17%
6,62%
5,48%
2,69%
1,93%
0,97%
0,45%
1,64%
1,79%
10,50%
4,64%
1,08%
3,66%
4,23%
2,40%
10,50%
7,59%
0,94%




Arquivo suplementar 2 (Continua)

PREDICTED:
X1

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

1-phosphatidylinositol 3-phosphate 5-kinase isoform

408 ribosomal protein S10

acyl-coenzyme A thioesterase THEMS

ADP-ribose pyrophosphatase, mitochondrial

afadin

alpha-(1,3)-fucosyltransferase 10
alpha-2-macroglobulin

amiloride-sensitive amine oxidase [copper-containing]
anoctamin-6

arf-GAP with dual PH domain-containing protein 2
arylacetamide deacetylase-like

ATP synthase subunit s-like protein isoform X1
ATP-binding cassette sub-family B member 10

basic proline-rich protein-like

beta/gamma crystallin domain-containing protein 3
beta-parvin

biorientation of chromosomes in cell division protein
brefeldin A-inhibited guanine nucleotide-exchange
C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic
calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2
calpain-11 isoform X1

cardiomyopathy-associated protein 5, partial

caspase recruitment domain-containing protein 6

cell division cycle-associated protein 2

centromere protein C isoform X1

centromere protein U isoform X1

choline transporter-like protein 2 isoform X2

coiled-coil domain-containing protein 18

2i634821682

gil664742702
gil641712534
gi[634878583
gi/664699290
gi[291386086
gi|634838029
gi[640781598
gi|641700513
gil641713456
gi|634846297
gi[635039195
gi|634841722
gi[664700640
gi|635122483
gil641727191
gi|664701919
gi[641690750
gi|664748155
gi[640803577
gi|664762818
gi[664739604
gi|634875237
gi[640816456
gi|635042408
gi|664716971
gil641731906
gi[634835008

238 kDa

18 kDa
27 kDa
30 kDa
192 kDa
56 kDa
168 kDa
86 kDa
108 kDa
36 kDa
46 kDa
30 kDa
92 kDa
24 kDa
330 kDa
35 kDa
335 kDa
240 kDa
101 kDa
65 kDa
95 kDa
467 kDa
115 kDa
112 kDa
108 kDa
48 kDa
80 kDa
192 kDa

100%

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
99%

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
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0,95%

11,90%
4,92%
6,30%
1,35%
1,87%
0,73%
1,46%
3,01%
5,57%
4,76%
5,34%
1,97%
6,55%
0,27%
4,81%
0,32%
0,64%
3,10%
4,60%
2,84%
0,24%
1,28%
0,98%
1,56%
4,42%
1,28%
0,84%




Arquivo suplementar 2 (Continua)

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

PREDICTED:
PREDICTED:

containing 1

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

coiled-coil domain-containing protein 24 isoform X1
coiled-coil domain-containing protein 40

coiled-coil domain-containing protein 93 isoform X1
collagen alpha-1(VII) chain

collagen alpha-1(XIX) chain-like

collagen alpha-1(XV) chain

cyclic nucleotide-binding domain-containing protein 1
cysteine-rich secretory protein LCCL domain-

cytochrome P450 2J2-like

cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1

dapper homolog 3-like

death-associated protein kinase 3

DNA repair and recombination protein RAD54B
dynein heavy chain 8, axonemal

E3 ubiquitin-protein ligase CHFR isoform X1
E3 ubiquitin-protein ligase MIB1

E3 ubiquitin-protein ligase TRIM56

FAST kinase domain-containing protein 2
fer-1-like protein 5

filaggrin

glycoprotein hormones alpha chain

heat shock protein 75 kDa, mitochondrial
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3-like
hornerin-like

hydrocephalus-inducing protein homolog, partial
hypoxia-inducible factor 1-alpha isoform X1
inner nuclear membrane protein Manl

integrator complex subunit 2

gi[635108696
gi|664711440
gi[655826796
gi|634888715
gi[664774383
gil635072360
gi[655680672

gi[640801615

gi|634879130
gil641717760
gi/655901061
gi[634876653
gi|634831604
gi[634844331
gi[635069462
gi[640784713
gi|634823085
gi[634822040
gi|664770082
gi[655846601
gi|634826214
gi[635030501
gi[640796250
gi[655902964
gi|664726912
gi[641697495
gi|634853456
gi[641716525

38 kDa
135 kDa
74 kDa
299 kDa
66 kDa
142 kDa
59 kDa

57 kDa

27 kDa
493 kDa
25 kDa
53 kDa
97 kDa
520 kDa
74 kDa
134 kDa
81 kDa
80 kDa
239 kDa
179 kDa
14 kDa
80 kDa
35 kDa
45 kDa
528 kDa
80 kDa
88 kDa
134 kDa

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

100%

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
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8,12%
0,92%
1,73%
0,40%
2,66%
2,02%
2,15%

4,80%

6,44%
0,56%
5,37%
6,17%
1,51%
0,33%
3,45%
1,63%
2,14%
3,74%
0,63%
0,54%
13,30%
3,55%
6,73%
3,22%
0,26%
1,96%
3,66%
1,16%




Arquivo suplementar 2 (Continua)

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

PREDICTED:
PREDICTED:

S6,

PREDICTED:

X

PREDICTED:

containing

PREDICTED:
PREDICTED:

containing

PREDICTED:

activator of

PREDICTED:

intraflagellar transport protein 81 homolog

1Q and AAA domain-containing protein 1 isoform X1

kinesin-like protein KIF27, partial

Krueppel-like factor 10

Krueppel-like factor 11 isoform X1

laminin subunit beta-2-like

la-related protein 4

leucine-rich repeat and calponin homology

leucine-rich repeat and WD repeat-containing protein

LOW QUALITY PROTEIN:
LOW QUALITY PROTEIN:

LOW QUALITY PROTEIN:

LOW QUALITY PROTEIN:
LOW QUALITY PROTEIN:

LOW QUALITY PROTEIN:

LOW QUALITY PROTEIN:

binding protein

PREDICTED:
PREDICTED:

containing

PREDICTED:

SPRY

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

PREDICTED:
PREDICTED:

like

LOW QUALITY PROTEIN:
LOW QUALITY PROTEIN:

LOW QUALITY PROTEIN:

LOW QUALITY PROTEIN:
LOW QUALITY PROTEIN:
LOW QUALITY PROTEIN:

LOW QUALITY PROTEIN:
LOW QUALITY PROTEIN:

28S ribosomal protein
aldehyde dehydrogenase

ankyrin repeat domain-

caspase-12-like
coiled-coil domain-

disheveled-associated

double-stranded RNA-

dynein heavy chain
fibrinogen C domain-

fibronectin type III and

formin-1
glutathione peroxidase 1
nebulin

nik-related protein kinase
olfactory receptor 4F17-

gi[641704285
gil635061722
gi[664749494
gi|655689215
gi/635082653
gil641694319
gi[641701093
gi[640812520
gi|634883637

gi[655873428
gi[655600437

gi[635094634
gil655603032
gi|655758534

gi[664774356

2i|640801892
gil664730311
gi|655897059

2i[655850638

gi|664724677
gi|635118737
gi[655827380
gi|641730564

gi|634898427

79 kDa
97 kDa
150 kDa
57 kDa
55 kDa
162 kDa
81 kDa
32 kDa
189 kDa

14 kDa

59 kDa

28 kDa
50 kDa
39 kDa

108 kDa

56 kDa
539 kDa
50 kDa

53 kDa

154 kDa
22 kDa
878 kDa
180 kDa

34 kDa

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

100%

100%

100%
100%
100%

100%

100%
100%
100%

100%

100%
100%
100%
100%

100%
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3,85%
2,16%
0,92%
4,54%
5,27%
0,59%
1,50%
9,96%
1,32%

10,40%
3,08%

10,40%
2,02%
3,20%

1,40%

5,08%
0,42%
3,69%

4,03%
0,65%
13,90%
0,30%
1,64%
2,95%
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PREDICTED:
subfamily U

PREDICTED:
PREDICTED:

PREDICTED:
PREDICTED:
kinase
PREDICTED:
endonuclease
PREDICTED:
PAZ

PREDICTED:
PREDICTED:

PREDICTED:
PREDICTED:
like
PREDICTED:
14
PREDICTED:
isoform

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

LOW QUALITY PROTEIN: potassium channel

LOW QUALITY PROTEIN: putative ciliary rootlet
LOW QUALITY PROTEIN: relaxin-3 receptor 2

LOW QUALITY PROTEIN: selenoprotein M
LOW QUALITY PROTEIN: serine/threonine-protein

LOW QUALITY PROTEIN: structure-specific

LOW QUALITY PROTEIN: testis- and ovary-specific

LOW QUALITY PROTEIN: uncharacterized protein
LOW QUALITY PROTEIN: uncharacterized protein

LOW QUALITY PROTEIN: zinc finger protein 517
LOW QUALITY PROTEIN: zinc finger protein OZF-

membrane-spanning 4-domains subfamily A member

mitogen-activated protein kinase kinase kinase 6

modulator of retrovirus infection homolog
nebulin-related-anchoring protein isoform X1
negative regulator of reactive oxygen species
nuclear protein MDM 1

nuclear receptor subfamily 1 group I member 2
nucleolar protein 56

nucleolar protein 6 isoform X1

olfactory receptor 10AG1-like, partial
olfactory receptor 4E2

olfactory receptor S1L1

olfactory receptor 8H1-like

orexin receptor type 1

gi|641710652

gi[640790322
gi[641727964
gil664768372

gi/635029485
gi[640824500

gi|634872786

gi[640817719
gi|664709845
gi[664734403

gi|634896539
gil655603912

gil635110291

gi[640793986
gi|641707162
gil664749197
gi|640816001
gil641711390
gil641701273
gi|635073081
gi[655604077
gil635141743
gi|664702271
gi[291385142
gi|641730059

127 kDa

260 kDa
42 kDa
13 kDa

52 kDa

223 kDa

188 kDa

48 kDa
88 kDa
55 kDa

56 kDa

107 kDa

144 kDa

17 kDa
197 kDa
77 kDa
98 kDa
44 kDa
66 kDa
128 kDa
36 kDa
36 kDa
37 kDa
36 kDa
47 kDa

100%

100%
100%
100%

100%

100%

99%

100%
100%
100%

100%

100%

100%

100%
100%
100%
100%
99%

100%
100%
100%
100%
99%

100%
100%
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1,67%

0,94%
4,96%
23,30%

3,10%
0,74%

0,48%

5,76%
3,75%
2,41%

2,63%
1,92%

1,08%

7,10%
0,98%
3,90%
1,87%
2,11%
3,20%
2,79%
10,30%
2,88%
2,40%
2,86%
6,35%
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PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

PREDICTED:
PREDICTED:

1soform

PREDICTED:

PREDICTED:
PREDICTED:

X1

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

PREDICTED:
PREDICTED:

1

PREDICTED:
PREDICTED:

PREDICTED:
PREDICTED:

containing

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

peptidyl-tRNA hydrolase ICT1, mitochondrial
perilipin-4 isoform X1
peroxisome biogenesis factor 6

phosphoglucomutase-1 isoform X1
piggyBac transposable element-derived protein 1

pleckstrin homology-like domain family B member 2

plectin isoform X1
pogo transposable element with ZNF domain isoform

potassium channel subfamily K member 17 isoform X1
PR domain zinc finger protein 5, partial

probable phospholipid-transporting ATPase FetA
procollagen C-endopeptidase enhancer 2

proline-, glutamic acid- and leucine-rich protein 1
protein AATF

protein FAM151B

protein FAM181B

protein phosphatase 1D
protein phosphatase 2C-like domain-containing protein

protein SFI1 homolog isoform X1
protein Z-dependent protease inhibitor

purine nucleoside phosphorylase-like
putative IQ motif and ankyrin repeat domain-

putative methyl-CpG-binding domain protein 3-like 3
putative N-acetylated-alpha-linked acidic dipeptidase
putative transferase CAF17, mitochondrial

rab GTPase-activating protein 1-like isoform X3

rabl1 family-interacting protein 1 isoform X1

gi[291413482
gi[635035238
gil641723436
gi[634828608

gi|655839812

gi[655854988
gi[635050768

gi|634876237

gi[635095370
gi|640826529
gi[641703319
gi[291399915
gi[635087049
gil641716553
gil664756236
gi[640780668
gi[664750743

gi|664747468

gi|655873986
gi|640785358
gi[634877178

gi[641734904

gi|664780668
2il655602011
gil664751773
gi[641709956
gi[635047601

23 kDa
120 kDa
98 kDa
64 kDa

85 kDa

155 kDa
539 kDa

156 kDa

45 kDa
70 kDa
134 kDa
46 kDa
129 kDa
64 kDa
32 kDa
23 kDa
69 kDa

73 kDa

143 kDa
38 kDa
33 kDa

54 kDa

20 kDa
84 kDa
29 kDa
43 kDa
130 kDa

100%
100%
100%
100%

100%

99%
100%

100%

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

100%

100%
100%
99%

100%

100%
100%
100%
100%
100%

G Gy

7,25%
1,08%
1,74%
2,41%

1,21%

0,58%
0,27%

1,98%

3,48%
3,09%
1,54%
3,12%
0,98%
2,47%
7,39%
9,69%
1,73%

2,02%

0,91%
4,57%
2,77%

2,45%

8,84%
1,20%
7,06%
5,14%
0,98%
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PREDICTED:
PREDICTED:

PREDICTED:
PREDICTED:
partial

PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

rap guanine nucleotide exchange factor 6 isoform X1
ras-related protein Rab-1B isoform X1
RB1-inducible coiled-coil protein 1

regulator of G-protein signaling 6 isoform X1
ribonuclease P protein subunit p29

RING finger protein 17
RUN and FYVE domain-containing protein 1-like,

sclerostin domain-containing protein 1

SCP2 sterol-binding domain-containing protein 1
secreted frizzled-related protein 4

seminal plasma protein HSP-1

serine protease 33-like, partial

serine protease 55-like isoform X1
serine/threonine-protein kinase VRK2
serine-protein kinase ATM isoform X1
SHC-transforming protein 4

sterile alpha motif domain-containing protein 9-like
structural maintenance of chromosomes flexible hinge
SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent
synaptonemal complex central element protein 2
synaptotagmin-like protein 2 isoform X1

T-box transcription factor TBX2

tether containing UBX domain for GLUT4
tetratricopeptide repeat protein 37 isoform X1
tetratricopeptide repeat protein 5
torsin-1A-interacting protein 1 isoform X1
TRAF-interacting protein isoform X1

transcription factor jun-B

gi[634856140
gil635012062
gi[655667183
gi|655873841
gi[291409788
gi|664760717

gi|640778800

gi[664722653
gi|634868775
gi[634873961
gi|664722410
gi[664782906
gi|635046568
gi[640796360
gi|664752520
gi[635135929
gi|655837551
gi[641695086
gi|635065237
gil641731774
gi|664705238
gi|664705544
gi|634829916
gi|640775431
gil641736217
gi[635132235
gil635118831
gi|641731694

181 kDa
25 kDa
182 kDa
70 kDa
26 kDa
163 kDa

69 kDa

23 kDa
17 kDa
42 kDa
17 kDa
17 kDa
43 kDa
58 kDa
351 kDa
69 kDa
184 kDa
216 kDa
71 kDa
20 kDa
129 kDa
67 kDa
61 kDa
175 kDa
49 kDa
68 kDa
53 kDa
36 kDa

100%
100%
100%
100%
99%

100%

100%

100%
100%
100%
100%
100%
100%
99%

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
99%

100%
100%
100%
100%
100%
100%
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1,61%
10,50%
1,07%
3,47%
3,64%
1,05%

3,09%

11,70%
13,50%
7,78%
15,20%
9,26%
6,82%
1,57%
0,88%
2,54%
2,53%
0,94%
3,88%
20,70%
2,17%
1,28%
1,79%
0,83%
3,19%
2,33%
4,48%
8,65%
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PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:
PREDICTED:

Profilin-1

transcription initiation factor TFIID subunit 4-like
transcriptional regulator ATRX

transmembrane protein 44 isoform X1

trichohyalin

ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5 isoform X1
UBX domain-containing protein 2A isoform X4
uncharacterized protein C9orf43 homolog
uncharacterized protein CXorf38 homolog isoform X1
uncharacterized protein KIAA1210 homolog
uncharacterized protein LOC103205835
uncharacterized protein LOC103239535
uncharacterized protein LOC103248236 isoform X1
uncharacterized protein LOC103249322

very low-density lipoprotein receptor isoform X1
WD repeat-containing protein 48 isoform X1
wiskott-Aldrich syndrome protein-like

zinc finger CCHC domain-containing protein 4
zinc finger protein 211 isoform X1

zinc finger protein 280C

zinc finger protein 469

zinc finger protein 740 isoform X1

Prostaglandin D2 receptor 2

Prostaglandin reductase 1

Protein kinase C, theta, isoform CRA _a, partial

Protein kinase, cAMP-dependent, regulatory, type I, beta, isoform
Putative ATP-dependent RNA helicase DHXS57
Putative Polycomb group protein ASXL3

Putative stereocilin-like protein

gi|655900489
gi[641736508
gi|635086321
gil640777686
gi|640808740
gi[635082193
gi|640798637
gi[635143053
gi|664780434
gi[634877220
gil635069598
gi[635017106
gi|640781082
gi[655600467
gi|634861863
gil664776807
gi|634880966
gi[635041924
gi|640803370
gi[641699584
gi|664747683
gi/62288870

gil6831524
2i[41688552
gi|119606798
gi|119603796
gi[94710282
gi|182671626
gi|190410951

64 kDa
277 kDa
48 kDa
65 kDa
98 kDa
25 kDa
52 kDa
37 kDa
149 kDa
47 kDa
37 kDa
28 kDa
91 kDa
96 kDa
76 kDa
13 kDa
47 kDa
70 kDa
83 kDa
285 kDa
25 kDa
15 kDa
43 kDa
36 kDa
53 kDa
46 kDa
156 kDa
244 kDa
192 kDa

100%
100%
100%
100%
100%
100%
99%

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
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5,38%
0,70%
3,20%
2,30%
1,93%
8,97%
1,74%
4,39%
2,06%
4,58%
3,28%
12,10%
2,11%
1,03%
3,40%
10,00%
2,45%
1,48%
3,12%
0,64%
4,44%
22,90%
4,19%
4,86%
2,39%
2,63%
1,66%
0,66%
1,35%
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R-spondin-4 isoform 1 precursor

Scribbled homolog, isoform CRA a

SEC24 related gene family, member D, isoform CRA ¢
Stabilin-1

Sulfhydryl oxidase 2

TAR DNA-binding protein 43 isoform 2

Targeting protein for Xklp2

Transcriptional protein SWT1

Transmembrane protease serine 2

Triple functional domain protein

Tyrosine-protein kinase BAZ1B

Tyrosine-protein kinase Lyn isoform A
Uncharacterized protein KIAA1671

Unconventional myosin-la

WNK lysine deficient protein kinase 1, isoform CRA b
Zinc binding alcohol dehydrogenase, domain containing 2
Zinc finger protein 287

Zinc finger protein 608

Zinc finger protein 828

gi|100817773
gi|119602602
gi|119594061
gi|61247906
gi|115311850
gi/56682929
gi[292630907
gi[341942100
gi|115502469
gi[257051075
gi[239938603
gi|13540677
gil27370348
gi|13431670
gi|119609358
gi|119586973
gi[342187317
gi|113199757
gi|114149935

26 kDa
83 kDa
113 kDa
276 kDa
78 kDa
34 kDa
86 kDa
103 kDa
54 kDa
348 kDa
171 kDa
59 kDa
35 kDa
97 kDa
251 kDa
40 kDa
87 kDa
162 kDa
89 kDa

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
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10,10%
1,32%
1,55%
0,82%
3,76%
9,21%
1,61%
1,43%
3,25%
0,61%
1,96%
2,54%
2,92%
1,90%
0,38%
4,24%
1,45%
1,79%
3,33%
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CONSIDERACOES FINAIS
As diferentes abordagens protedmicas utilizadas permifitam a identificagdo de
proteinas exclusivas relacionadas com animais de alto e baixo indice de concepgao,
como a proteinas ligadoras de zinco (produto do gene PEX12), SPATAZ21, clusterina,
inibidor de acrosina, SP-1, SMOK, fosfolipase C, lactotransferrina ¢ membro 3 da
superfamilia das imunoglobulinas e podem servir como biomarcadores de fertilidade de
garanhdes da raca Quarto de Milha. Os parametros espermaticos ¢ identificagdo das
proteinas abordadas neste estudo, juntamente com exame androlégico adequado, podem
fornecer informacdes a respeito da fertilidade do garanhio.
Com a utilizagdo de abordagem protedmica moderna, analise shotgun, é possivel
identificar grande niimero de proteinas de amostras bioldgicas complexas. Este ¢ o
primeiro estudo a relatar de forma abrangente o proteoma do plasma seminal e do

extrato de membrana plasmatica de espermatozoides equinos.
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Latin terms. Do not italicize Latin terms such as et al., in situ, in vitro, or in vivo. Do
use italics for gene symbols and genus-species designations.

Nomenclature. Do read BOR's nomenclature guidelines carefully. The basic rules are:

o For mice and rats, gene symbols are in italics with only the first letter capitalized
(e.g., Kitl); the protein symbol is the same as the gene symbol, except that all
letters are capitalized and none are in italics (e.g., KITL).

o For humans, nonhuman primates, and domestic species, gene symbols are in
italics with all letters capitalized (e.g., KITLG); the protein symbol is the same
as the gene symbol, except that the letters are not in italics (e.g., KITLG).

e For fish, gene symbols are in italics with all letters in lower case (e.g., cyc); the
protein symbol is the same as the gene symbol, except that the first letter is
capitalized and none are in italics (e.g., Cyc).

Units of measure. Standard abbreviations for units of measure and abbreviations
understood by scientists outside the field of reproductive biology may be used without
definition: ml, g, U, UV, i.v., EC, cpm, dpm, P, etc.

Figures
Borders. Do not use borders in or around figures.

Color. Figures reviewed in color will be published in color. If an author requests that a
figure reviewed in color be published in black and white, additional editorial review
will be required and may delay publication.

Consistency. Figures should have a consistent appearance throughout the paper.
Keys. A key should be used to explain symbols and patterns on graphs.

Labeling.

e Abbreviations. Any abbreviations that appear on the figure that have not been
defined in the text must be defined in the legend or a key.

o Decimal mark. Please use a period (a.k.a., full stop), not a comma, to indicate
the decimal mark.

e Font. Use only Times New Roman, Helvetica, or Symbol fonts whenever
possible. If another font must be used, embed it within the document; otherwise
it will be unlikely to display correctly on other machines.

e Graph axes. The x-axis and y-axis should be clearly labeled, and the units of
measurement given.

o Language. Use U.S. English (see General Manuscript Guidelines).

e Molecular standards. Do not identify molecular standards with a kDa label;
use Mr x 10~ (molecular weight [relative molecular mass]) or kb (kilobase), as
appropriate.

o Nomenclature. Use correct gene symbols and protein designations in figure
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labels.

e Type. Type should be the same size (or proportional) on all figures within an
article. Do not use a type size that is unnecessarily large or that is smaller than 8
points.

Lines. Pay particular attention to the quality of the lines, symbols, and patterns. Avoid
using patterns in bars; use open and solid bars wherever possible. Do not use 3-
dimensional graphs to show 2-dimensional data.

Numbering. Number figures consecutively with Arabic numerals (e.g., 1, 2, 3) in the
order in which they are discussed in the text. This number should be included on each
figure at least 0.5 cm (0.25") above or below the figure itself.

Panels. Multiple parts of a figure must be assembled together on one page with panel
identifiers (e.g., A, B, C or a, b, ¢).

Print size. The maximum print area on a journal page is 18.3 cm wide x 24.5 cm long
(7-1/4" x 9-5/8" or 43.5 picas x 58 picas). Figures will be reduced whenever possible to
conserve space.

Scale bars. Include scale bars to indicate magnification of micrographs, if desired
(seeLegends).
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ANEXO II — Normas de Publicagao do Periodico Andrology

Format

Abstract Should be placed before the text of original articles and reviews. It should
state at least the objectives, findings, and conclusions in a non-structured concise text
(maximum 300 words).

Original studies should be clearly divided into the following sections: introduction;
materials and methods; results; discussion with conclusions and references. Please
remember to include acknowledgements (with funding information), disclosures, and
author's contributions between the main text and reference list.

Abbreviations and units When first mentioned, cumbersome names should be suitably
abbreviated for later reference in the paper. Doses of drugs should, if possible, be given
as unit weight/body weight, e.g. nmol/kg. Concentrations can be given either in terms of
molarity (e.g. nmol/l) or as ng/ml. The SI (Systéme International) units should be used.
Molarity should refer to the active component.

In abbreviations and symbols, standardized terms should be used. Biochemical
terminology should follow the recommendations in Biochemical Nomenclature and
Related Documents, published by the Biochemical Society or the American Medical
Association Manual of Style. For enzymes use the nomenclature recommended by
IUPAC-IUB Commission as published in Enzyme Nomenclature, Academic Press, New
York, 1980. Upon request authors can obtain a more complete list of abbreviations,
units etc. from the publisher.

Whenever reference is made to unpublished work of others, a letter of permission from
the responsible investigator should be included. Reference to work which is planned or
in progress should be avoided.

Illustrations All figures must be submitted in electronic form. You can upload
digitalversions of figures when submitting your manuscript online. Number and a short
caption should be indicated upon submission. Ideally, these should be sent in the PICT
format if created on a Mac, or WMEF if created in Windows. Files saved as PS, EPS,
GIF and TIF may also be used, but please be aware that it will not be possible to modify
them. Avoid using tints and 3-dimensional bars. All photographs, drawings or graphs
are referred to in the text as figures, abbreviated (Fig.), and should be numbered in
sequence with Arabic numerals. Figures should be planned to fit a width of the printed
column, 80 mm, 1% column (120 mm) or two columns (165 mm). Labelling should be
in minimum 8pt Helvetica or Arial. Figure sections should be designated with upper
case letters. Magnification (scale) bars should be given on micrographs. Prominence of
lettering, lines, curves, and signs should correspond to the relative importance of each
component. Details of the magnification bar should be noted in the figure legends. The
preferred place of each figure should be marked in the manuscript. If your paper is
accepted, it is important that all electronic artwork is supplied to the editorial office in
the correct format and resolution. We recommend that you consult the publisher's
illustration  guidelines at  http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp
(http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp) if you need advice on any
aspect of preparing your artwork.

Colour Illustrations Authors of review articles will not be charged for colour work
intheir manuscript and therefore do not need to submit a colour work agreement form.
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Costs of colour illustrations for all other articles must be borne by the authors. If there is
colour work in your manuscript when it is accepted for publication, Wiley-Blackwell
require you to complete and return a colour work agreement form
(SN _sub2000 F CoW.pdf) to the postal address in the form before your paper can be
published. However, in exceptional circumstances, the Editors may choose to waive
part or all of these costs if the authors are able to make a convincing case. The authors
of accepted articles are encouraged to suggest one of the figures for inclusion on the
cover of Andrology. The selected cover figure will be published in colour free of charge.

In the event that an author does not want or is not able to cover the costs of
reproducingcolour figures in colour in the printed version of the journal, Andrology
offers authors the opportunity to reproduce colour figures in colour for free in the online
version of thearticle (but they will still appear in black and white in the print version). If
an author wishes to take advantage of this free colour-on-the-web service, they should
complete and return the above colour work agreement form to the Production Editor.

Legends Each figure must have a corresponding legend. The legend must be numbered
with an Arabic number that corresponds to the illustration as it appears in the text. Each
should begin with a short title for the figure. Legends to figures should contain
sufficient information to be understood without reference to the text but are not meant
to repeat details of methodology. Explain all symbols, arrows, numbers, or letters used
in the figure and provide information on scale and/or magnification. For
photomicrographs, include information on the method of staining or preparation. Figure
legends may be truncated in abbreviated links to the full screen version. Therefore, the
first 100 characters of any legend should inform the reader of key aspects of the figure.

Tables These should be numbered consecutively in Arabic numerals and cited in the
text. An approximate location in the text should be indicated in the left margin of the
manuscript. Each table should have a legend which makes its general meaning
comprehensible without reference to the text.

References We recommend the use of a tool such as EndNote or Reference Manager
for reference management and formatting. The authors are responsible for the
correctness of references. The references in the text should quote the surnames of the
author/authors and the year of publication, 'Brown 1964', 'Brown & Smith (1968)' or
(Brown et al. 1968) when there are more than two authors. The reference list should
indicate only the publications mentioned in the text which should be listed in
alphabetical order. List all authors if twenty or less. If more then 20 authors, list the first
six and then add et al. et the last author or a group Titles of journals should be
abbreviated  according to  the style used in Index  Medicus
(http://www.nIm.nih.gov/tsd/serials/Iji.html).

Examples:
Monograph: Armitage P, Berry G & Matthews G. (2002) Statistical Methods in Medical
Research (4th Edition), Blackwell Science, Oxford.

Single article: Corona G, Mannucci E, Forti G & Maggi M. (2009) Hypogonadism, ED,
metabolic syndrome and obesity: a pathological link supporting cardiovascular diseases.
Int J Androl 32, 587-598.

Single article with more than 20 authors: Corona G, Wu FC, Forti G, Lee DM,
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O'Connor DB, O'Neill TW, et al. et EMAS Study Group (2012) Thyroid hormones and
male sexual function. Int J Androl 35, 668-679.

Book chapter: Cooke PS, Sato T & Buchanan DL. (2001) Disruption of steroid hormone
signaling by PCBs. In: PCBs: Recent Advances in Environmental Toxicology and
Health Effects (eds L W Robertson & L G Hanson), pp. 257-263.The University Press
of Kentucky, Kentucky.



