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PERFIL PROTEICO E ANALISE DA ATIVIDADE ENZIMATICA NO
PLASMA SEMINAL DE CATETOS (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758)

SANTOS, E.A.A. Perfil proteico e analise da atividade enzimética no plasma
seminal de catetos (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758). 2013. 126f. Dissertagédo
(Mestrado em Ciéncia Animal: Producdo e Reproducdo Animal) — Universidade Federal
Rural do Semi — Arido (UFERSA), Mossoré — RN, 2013.

RESUMO - Os principais mecanismos envolvidos na fertilidade do sémen de machos
incluem as alteracGes pos traducionais, bem como a atividade de algumas proteinas no
plasma seminal. Além disso, algumas enzimas sdo importantes para proteger as células
espermaticas contra os danos causados pelas espécies reativas ao oxigénio (ERO’s). As
proteinas seminais podem ser avaliadas laboratorialmente com o intuito de obter
informacdes adicionais acerca do potencial reprodutivo dos animais avaliados e assim
os estudos moleculares no plasma seminal tornam-se importantes para desvendar quais
0S mecanismos ou quais moléculas sdo esséncias na conservacdo da qualidade seminal.
Nesse sentido, dois estudos foram conduzidos com o intuito de descrever componentes
importantes do plasma seminal de catetos (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758). Para
tanto, inicialmente foram realizadas as analises seminais classicas de motilidade, vigor,
integridade funcional e estrutural da membrana, e a morfologia espermatica, e assim
observou-se que todos o0s animais estavam higidos e sexualmente maduros. O primeiro
experimento objetivou caracterizar as proteinas do plasma seminal dos catetos. Sendo
assim, a protebmica do plasma seminal foi feita através de eletroforese bidimensional
seguida da identificacdo por espectrofotometria de massa (LC — MS/MS), resultando na
identificagdo de 93 spots no gel bidimensional, correspondentes a vinte e trés diferentes
proteinas e dentre elas, a PSP-1 foi encontrada em maior abundancia. Esta proteina
desempenha fungdo de chaperona com outras proteinas que ndo possuem o dobramento
apropriado, dessa forma, sua presenca é essencial no plasma seminal. O segundo
experimento analisou a atividade das enzimas catalase, superéxido dismutase, guaiacol
peroxidase e ascorbato peroxidase no plasma seminal. Com o auxilio de
espectrofotometria, ndo foi detectado atividade de nenhuma das enzimas estudadas,
concluindo assim que outros mecanismos compensatorios protegem a célula
espermatica dos ataques das ERO’s, como por exemplo, a presenca significativa da
glutationa peroxidase (GPx) encontrada no plasma seminal dos catetos. Ambos os
estudos contribuiram para o aumento das informagdes acerca da fisiologia reprodutiva
dos catetos, visando posteriormente o uso de biotécnicas reprodutivas nessa espécie.

Palavras-Chave: Pecari tajacu, Anéalise protemica, Bioquimica seminal, Estresse
oxidativo.



PROTEIN PROFILE AND ANALYSE OF ENZIMATIC ACTIVITY OF THE
SEMINAL PLASMA OF COLLARED PECCARIES (Pecari tajacu LINNAEUS,
1758)

SANTOS, E.A.A. Study of enzimatic activity and protein profile and analyse of
enzimatic activity of the seminal plasma of collared peccaries (Pecari tajacu
LINNAEUS, 1758) 2013. 126 f. Thesis (Master’s degree In Animal Science: Animal
Production and Reproduction) - Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA),
Mossord — RN, 2013.

ABSTRACT - The main mechanisms involved in fertility of male include post-
translational modifications as well as the presence or absence of certain proteins in
seminal plasma. Furthermore, some enzymes are important to protect the sperm cells
against damage caused by reactive oxygen species (ROS). The seminal proteins can be
evaluated by laboratory for additional information about the reproductive potential of
animals evaluated. Thus, the molecular studies of seminal plasma are important to
uncover the mechanisms and molecules which are essential for the conservation of
semen quality. Therefore, two studies were directed to describe important components
of seminal plasma of peccaries (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758). Initially, we
conducted the classic seminal analysis of motility, vigor, functional and structural
integrity of the sperm membrane and sperm morphology. As a result, we verified that
all animals were healthy and sexually mature. The first study aimed to define the
seminal plasma proteins, then proteomics seminal plasma was evaluated by two-
dimensional electrophoresis and proteins were identified by mass spectrometry (LC -
MS / MS). As a result, we identified 93 spots on bidimensional gel, corresponding to 23
different proteins, from which the PSP-1 was found in abundance. This protein plays a
role of chaperone for other proteins incorrectly folded and it is essential in seminal
plasma. The second study verified the existence of activity of catalase, superoxide
dismutase, guaiacol peroxidase and ascorbate peroxidase in seminal plasma. The
enzyme activity was analyzed by the spectrophotometry. As a result, no activity was
detected for any enzyme. It is suggestive that other compensatory mechanisms protect
the cells against ROS, for example, the significant presence of glutathione peroxidase
(GPx) founded in the seminal plasma of peccaries. Both studies contributed for the
increasing the information about the reproductive physiology of the peccaries and then
the use of reproductive biotechnologies in this species.

Key Words: Pecari tajacu, Proteomic analysis, Seminal biochemistry, Oxidative stress.
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1. CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1 INTRODUCAO

Tem-se observado um crescente interesse pela criacdo de catetos (Pecari tajacu)
em cativeiro, haja vista a possibilidade de comercializacdo de sua carne e pele no
mercado internacional, bem como da venda de animais machos e fémeas para servirem
como reprodutores em criatorios comerciais (RAMOS et al., 2009). Na tentativa de
abranger a demanda por produtos derivados de animais silvestres no Brasil, ja existem
criatorios legalizados junto ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos
Renovaveis (IBAMA) e, no nordeste, 17% destes sdo de catetos e queixadas (ROCHA,
2006). Em adicdo, as populagBes indigenas e rurais ainda criam os catetos para
subsisténcia, pois sua carne é uma rica fonte de proteina animal (SANTOS, 2002). Por
outro lado, a caca predatoria ainda persiste apesar da existéncia de leis proibitivas, e a
populacdo dessa espécie vem sendo reduzida de forma drastica em algumas regides
(ICMBIO, 2012). Por esses motivos, o incentivo a reproducdo destes animais em
cativeiro se torna um procedimento de importancia econdmica, como também
ecologica, com o intuito de prevenir a possivel degradacdo da espécie. No entanto, o
aperfeicoamento das técnicas de manejo reprodutivo depende, de sobremaneira, de um
maior conhecimento acerca da fisiologia reprodutiva da espécie.

A maioria dos seres vivos possui, no sémen, um eficiente sistema de protegéo
aos espermatozoides capaz de neutralizar os efeitos maléficos ocasionados pelas
espécies reativas ao oxigénio (ERO's). Estas sdo produzidas pelas membranas
espermaticas durante 0 metabolismo do oxigénio e da oxidacdo de lipidios, bem como
durante a ativacao dos neutrofilos (BAUMBER et al., 2002). O estresse oxidativo afeta
tanto a fecundacdo natural como a reproducdo assistida. Assim, compreender a
producdo das ROS e como estas afetam diversas funcgdes torna-se bastante importante,
sendo necessario desenvolver estratégias que ajudem a reduzir o estresse oxidativo nos
laboratdrios de fertilizacdo in vitro (AGARWAL et al., 2008). Além disso, a
identificacdo desses sistemas € importante para ter informacfes que auxiliem no
aprimoramento das biotécnicas, e entender processos fisioldgicos (O’FLAHERTY et
al., 1999).
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Dentre os processos fisiologicos que ocorrem nas células, sabe-se que algumas
proteinas presentes no plasma seminal se ligam a membrana espermética, durante a
ejaculacdo, e podem ser determinantes da fertilidade do animal (SOUZA, 2007). A
descricdo destas proteinas tem sido realizada em diversas especies como humanos
(AYYAGARI et al., 1987), equinos (AMANN et al., 1987), bovinos (KILLIAN et al.,
1993) caninos (SOUZA et al., 2007), ovinos (SILVA et al., 2009) e felinos
(ZAMBELLI et al., 2010).

As espécies silvestres, em especial os catetos, tém sido ainda pouco estudadas
quanto a caracterizacdo dos componentes do plasma seminal. A identificacdo das
proteinas presentes no plasma seminal poderd auxiliar no entendimento de alguns
processos que ocorrem na reproducdo dessa espécie e assim, auxiliar na melhoria do
manejo reprodutivo dos catetos cativos. Assim, o trabalho objetivou identificar as

proteinas e descrever a atividade das enzimas presentes no plasma seminal de catetos.

19



1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 O cateto (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758)

1.2.1.1 Aspectos ecologicos:

Conhecido por varios nomes (cateto, caititu ou porco-do-mato), o Pecari tajacu
€ uma espécie exclusiva das Américas, que habita desde o sul dos Estados Unidos até o
norte da Argentina, estando presente em praticamente todos os biomas. Geralmente
ocupa habitats diversos como o0s semidesérticos, savanas, florestas tropicais e florestas
de altitude. Os catetos vivem em grupos, sao onivoros, alimentando-se de raizes e
folhas, e complementam sua dieta com pequenos invertebrados (BODMER e SOWLS,
1996). Apresentam uma glandula de cheiro na regido dorsal proximo a cauda, a qual
secreta um liquido esbranquicado e com odor forte (SOWLS, 1984). Eles
frequentemente esfregam o focinho nas glandulas de seus congéneres e isso propde
papel no reconhecimento individual e movimento do bando (WALLACH e BOEVER,
1983) (Figura 1).

4 ; e
; - i - - Uk )
- o ad A AL o 4 B ) ' ¢ B b
8 7 . X ¢ AN TR TR e LN
: N j & 2 \bir N "
Loandr FAR .& s Moy h R ? Ao

Figura 1. Exemplar de cateto (Pecari tajacu LINNAEUS 1758) adulto.

Fonte: www.sciencephoto.com

Esta espécie desempenha uma importante funcdo ecoldgica no equilibrio e na
composicdo de cadeias alimentares, contribuindo substancialmente para a manutengéo
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de seus predadores, os grandes felinos (GARLA, 1998). Embora ndo sejam
considerados essencialmente dispersores, podem disseminar algumas espécies vegetais
pelas fezes (FONTANA et al., 2003). Assim, estes animais podem atuar na dindmica
das populacdes vegetais em funcdo da nutricdo. Deste modo, o decréscimo
populacional, com possibilidade de extincdo local dos porcos-do-mato, poderia
interferir profundamente na biodiversidade local, uma vez que a presenca destes animais
garante a existéncia de outras espécies (FONSECA et al., 1994).

Segundo a Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN), a
populacdo mundial desta espécie é considerada estavel (IUCN, 2013). Recentemente,
um levantamento realizado pelo Instituto Chico Mendes de Biologia (ICMBIO)
demonstrou que no Brasil, a espécie ocupa um status de menor preocupagao em termos
de um possivel risco de extincdo em praticamente todos os biomas, com exce¢do da
Mata Atlantica, no qual a espécie é considerada quase ameacada (DESBIEZ et al.,
2012). Apesar da populagdo de animais ainda ser grande, esta enfrenta grandes
problemas relacionados a caca predatéria e a fragmentacdo e reducdo de seu habitat
natural (DESBIEZ et al., 2012). No intuito de diminuir a caca predatoria e também
fornecer uma fonte de proteina para a populagdo, muitos criatérios tém sido implantados
com a autorizacdo do IBAMA. Ainda, a criacdo de cateto em cativeiro pode se tornar
uma alternativa para o aproveitamento de areas improdutivas de propriedades rurais,
dada a sua facil adaptacdo ao ambiente (NOGUEIRA-FILHO et al., 1999) e para tanto,
faz-se necesséaria a aplicacdo de programas de reproducdo em cativeiro e técnicas de
reproducdo assistida como formas de garantir a conservacdo do material genético dessa
espécie (SANTOS et al., 2004).

2.1.1.2 Aspectos reprodutivos

Nas criacGes em cativeiro, € possivel relatar o comportamento reprodutivo dessa
espécie. A puberdade ocorre entre 11 e 12 meses de idade, nos machos (GUIMARAES
et al., 2013), sendo que um macho pode acasalar com trés fémeas, em média
(OLIVEIRA et al., 2001), durante todas as épocas do ano. Normalmente, nascem de 2 a
3 filhotes em cada gestacdo (SOWLS, 1984).

O dimorfismo sexual nessa espécie praticamente ndo existe, s6 sendo possivel

distinguir os sexos pela observacdo, a curta distancia, do escroto nos machos (SOWLS,
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1984). Os catetos possuem bolsa escrotal localizada entre a regido inguinal e perineal, a
qual apresenta alguns pelos finos e curtos. Os testiculos sdo 6rgdos simétricos, que se
encontram envoltos por uma fascia fibrosa, extremamente resistente, apresentando
forma oval, com duas margens e duas extremidades, e sdo achatados em sentido latero-
lateral. A margem livre dos testiculos volta-se lateralmente, enquanto a epididimaria
mantém relacbes com o epididimo medialmente (SONNER et al., 2004).

Em catetos, o ciclo espermatogénico e 0 processo inteiro da espermatogénese
(com base em 4,5 ciclos) apresentam duracdo aproximada de 12,3 £ 0,2 e 55,1 + 0,7
dias, respectivamente. O peso testicular médio é de 23,7 + 1,8 g, sendo que as células de
Leydig ocupam 12,8 + 1,8% do parénquima testicular. Sua producdo diaria é de,
aproximadamente, 23,4 + 2 x 10° espermatozoides por grama de testiculo, semelhante &
de suinos domeésticos e selvagens (COSTA et al., 2010). Em adicdo, sabe-se que a
biometria testicular e o perimetro escrotal ndo sdo bons indicadores da producao
espermatica nesta espécie, haja vista ndo existirem relacdes entre esta e 0s parametros
seminais (PEIXOTO et al., 2012).

Muitos estudos sdo realizados a fim de aperfeicoar as biotecnologias aplicadas
ao sémen de catetos, cuja coleta deve ser realizada por eletroejaculacdo. Devido ao
comportamento agressivo dessa espécie, bem como a necessidade de obtencdo de sémen
do animal ainda vivo, este deve estar anestesiado (HELLGREEN et al., 1989; COSTA e
PAULA, 2005; SOUZA et al., 2009; GARCIA et al., 2012).

Fazendo-se uso da conservacdo de sémen nesta espécie por congelacdo, pode-se
recuperar até 48,3% de espermatozoides méveis pds-descongelacdo no uso de diluente a
base de agua de coco em p6 (ACP®), acrescido de 20% de gema de ovo com 3% de
glicerol (SILVA et al., 2012a). Para tanto, sugere-se o uso de uma palheta de 0,5 mL,
submetida a descongelacdo a 37°C/1 min (SILVA et al., 2012b). Embora o protocolo de
congelacdo espermatica esteja em franca evolucéo, tem-se observado uma variabilidade
individual quanto a resposta dos animais relativa as amostras apds a descongelacéo,
onde observam-se animais com sémen de alta e baixa congelabilidade indistintamente
(SILVA, 2011).

No que diz respeito aos animais ja abatidos, ou mortos por causas diversas, foi
demonstrado que é possivel conservar seu material genético através da obtengédo dos
espermatozoides da cauda epididimaria utilizando-se solucdes a base de Tris e
recuperando-os por lavagem retrograda ou pela técnica de fatiamento e flutuagdo
(BEZERRA et al., 2011).
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1.2.2 Avaliacédo seminal

1.2.2.1 Avaliagdo classica

No Brasil, a avaliacdo da qualidade do sémen é realizada com testes laboratoriais
preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (MANUAL..., 1998),
fixando-se na analise da motilidade, vigor, concentracdo e morfologia espermaticas
assim como a porcentagem de espermatozoides estruturalmente viaveis. Na tabela 1,
estdo ilustrados os valores de referéncia para os pardmetros seminais dos catetos,
estabelecidos através da avaliacdo de 52 ejaculados, representando o mais amplo estudo
jarealizado na espécie (PEIXOTO et al., 2012).

Tabela 1 Média + desvio padrdo das caracteristicas seminais de catetos adultos
coletados por eletroejaculacdo (n=52 ejaculados)

Média Desvio padréao
Motilidade (%) 85,1 10,7
Vigor (1-5) 4,2 0,9
Concentracéo espermatica (x10%/ml) 80,0 70,0
Morfologia normal (%) 79,9 12,8
Viabilidade (%) 86,3 13,3
Integridade funcional de membrana (%) 76,9 13,2

Fonte: PEIXOTO et al., 2012 (adaptado).

Além das andlises classicas, outras formas de avaliacdo tém sido utilizadas para
0 sémen de catetos. Com o intuito de reduzir a subjetividade dos resultados de
motilidade e vigor espermaético, analises objetivas foram realizadas com o auxilio do
Computer-assisted Sperm Analysis (CASA) em amostras de sémen descongelado
(CASTELO et al.,, 2010; SILVA et al., 2012). Além disso, recentemente, foi
demonstrada a utilizacdo das sondas fluorescentes diacetato de carboxifluoresceina e
iodeto de propidio para a analise da membrana espermética em amostras de sémen
criopreservado, nas quais observou-se uma variacdo entre 25,8 — 34,1% de células

integras, de acordo com o diluente utilizado (SILVA et al., 2012). As avalia¢Ges
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morfologicas e morfométricas dessas células também foram realizadas e pode-se
observar que a cabeca do espermatozoide de catetos é levemente alongada. Para estas
andlises foi utilizado esfregacos corados com Rosa de Bengala, o qual foi considerado o
melhor corante para analisar a morfologia dos mesmos (SOUSA et al., 2013).

Conforme observado, embora existam muitos estudos direcionados aos
espermatozoides de catetos, existe ainda uma caréncia de informacGes relacionadas ao

seu plasma seminal.

1.2.2.2 Avaliagdo protedmica

As proteinas do sémen podem ser analisadas por eletroforese bidimensional, a
qual as separa pelo seu ponto isoelétrico e pela sua massa. Dessa forma, esse método
possui a vantagem de separar proteinas com uma alta resolucdo, facilitando a
identificacdo de potenciais marcadores ligados a fertilidade e congelabilidade de sémen
em machos de diferentes espécies, como suinos (STRZEZEK et al., 2002; CORCINI et
al., 2012), bovinos (WOLFE et al., 1993; RONCOLETTA, 1999; JOBIM et al., 2004),
equinos (FRAZER e BUCCI, 1996; BRANDON et al., 1999), caprinos (SANTOS,
2005), caninos (SOUZA, 2007), bubalinos (ASADPOUR et al., 2007) e humanos
(AUTIERO et al., 1991).

Estudos na espécie suina, a filogeneticamente mais préxima dos catetos
(BENIRSCHKE et al., 1985), iniciaram com a observagao de que a frequéncia de uma
proteina de 70 kDa aumentava durante o inverno, em comparacdo com o verao, fato que
provavelmente concede ao ejaculado uma maior capacidade de suportar o processo de
resfriamento ou congelacdo (HUANG et al., 2000). Além disso, durante o verdo, as
caracteristicas de motilidade, morfologia normal e integridade do acrossoma sdo
reduzidas, o que seria influenciado pela reducdo no conteddo total de proteinas no
plasma seminal (MURASE et al., 2007). Além disso, duas espermadesinas (PSPs), com
26 kDa (pl 6,2) e 55 kDa (pl 4,5), foram descritas como potenciais marcadores para
fertilidade em suinos, pois sua presenca estaria associada com maiores taxas de parigdo
e tamanho total da leitegada (FLOWERS, 2001). Mais adiante, a proteina de 26 kDa foi
relacionada com menor integridade de membrana plasmatica de espermatozoides suinos
pos descongelacdo (BIANCHI et al., 2008).
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Ao estudarem machos suinos com diferentes graus de congelabilidade de sémen,
HERNANDEZ et al. (2007) descrevem que os machos com alta congelabilidade
apresentavam plasma seminal com menor quantidade das proteinas PSP-1 e AWNZ2.
Ainda, a congelabilidade do sémen também pode estar associada a presenca da proteina
PSP-2 em baixas concentracfes (1,5 mg/mL), que seria associada com preservacdo da
motilidade, integridade de membrana plasmatica e acdo da mitocondria (CENTURION
et al., 2003).

As proteinas que auxiliam na manutencdo da motilidade e integridade de
membrana plasmatica foram classificadas como espermadesinas, representando
aproximadamente 50% do conteddo proteico do plasma seminal de suinos e
desempenhando funcdes relacionadas com a capacitagdo espermatica, auxiliando a
interacdo entre espermatozoide e odcito (SANZ et al., 1992; CALVETE et al., 1993;
EKHLASI-HUNDRIESER et al., 2005; CABALLERO et al.,, 2006). A PSP-2 ¢
importante para o processo de fertilizacdo, pois previne a ocorréncia prematura da
reacdo acrossémica e de modificacbes na membrana espermatica, além de facilitar a
ligacdo com o odcito (CABALLERO et al., 2006).

N&o é conhecido quais proteinas estdo presentes no plasma seminal de catetos,
tampouco quais as suas fungdes. Dessa forma, esse estudo pretende descrevé-las no
intuito de fomentar a aquisi¢cdo de informacdes acerca da fisiologia reprodutiva da
espécie e, futuramente, buscar o desenvolvimento de novas biotécnicas que possam

auxiliar na reproducdo dos catetos.

1.2.2.3 Avaliacdo enzimatica

- Estresse Oxidativo

O sémen é formado pelas células espermaticas e uma porcéo liquida denominada
plasma seminal. Este é rico em enzimas e proteinas, as quais sdo produzidas no
epididimo e nas glandulas acessérias, embora algumas também sejam produzidas pelos
proprios espermatozoides (JANAKOVA e TICHA, 2004). Naturalmente, através da
respiracdo da propria célula espermatica, ocorrem processos que desencadeiam a
formacdo de moléculas denominadas espécies reativas ao oxigénio (ERQO's), que podem

causar a oxidacdo das membranas celulares (VALENCA et al., 2007).
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O ataque oxidativo aos componentes essenciais das células pelas ERO's é um
mecanismo comum e geralmente reconhecido como relevante na patogenia de muitas
doengas humanas como a aterosclerose, doencas cardiovasculares, diabetes e doenca
reumatica inflamatdria. O aumento do estresse oxidativo em varios fluidos corpdreos ou
células tem sido observado nessas situacfes e assim, essas modificacdes podem ser
denominadas como marcadores de processos patoldgicos (YAGI, 1987). Obviamente,
as células esperméticas ndo fogem desse contexto e diversos pesquisadores analisam
este processo, bem como as diversas formas de prevencdo dos danos por eles causados.
Apesar de o estresse oxidativo ter sido relatado como um fator importante na inducédo da
fungdo espermatica hd quase 70 anos (MAC LEOD, 1943), somente nos ultimos 20
anos é que tem ganhado maior importancia.

O organismo produz naturalmente radicais livres e outras espécies reativas
oriundas do oxigénio decorrente do proprio metabolismo, como subprodutos da
respiracdo e da sintese de estruturas mais complexas (AGARWAL et al., 2004).
Quimicamente, 0os metabdlitos do oxigénio sdo substancias que apresentam nimero
impar de elétrons, as quais sdo, portanto, altamente energéticas e instaveis, podendo ser
formadas pela acao direta de alguma fonte de energia externa (luz, calor e radiacéo), ou
interna (préprio metabolismo) de reagdes catalisadas por metais (ferro e cobre) ou
enzimas. Essa energia, ao atingir o &tomo, induz a que um elétron seja removido do seu
orbital, formando novo 4tomo contendo um elétron extra, recebendo a classificacdo de
ERQO's, as quais, para se tornarem novamente estaveis, precisam liberar essa energia
acumulada (KEFER et al., 2009).

As ERO's representam uma categoria de moléculas as quais incluem os radicais
livres (ion hidroxil, superoxido, peroxil, entre outros), os nao radicais (0zonio, peroxido
de hidrogénio) e os derivados do oxigénio (AGARWAL e PRABAKARAN, 2005).
Espécies reativas de nitrogénio (6xido nitrico, ion nitroxil, peréxido de nitrito, entre
outros) sdo consideradas radicais livres de nitrogénio e sdo subclasse das ERO’s
(SIKKA, 2001). Todas essas moléculas podem causar injuria oxidativa em membranas
lipidicas, proteinas transmembrana e carboidratos, danificando acidos nucleicos e
despolimerizando &cidos hialurénicos (OCHSENDORF, 1999).

Em niveis normais, as ERQO’s sdo essenciais para alguns processos fisiologicos
como a sinalizacdo e controle do crescimento celular, ataque de patdgenos invasores,
sintese enzimatica de processos bioativos pelas ciclo-oxigenases, lipoxigenases e pelo

nucleotideo redutase (formacdo de desoxirribonucleotideos a partir de ribonucleotideo),
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e detoxificacdo de substancias estranhas. H& ainda a mencdo de que a capacitacao é
parte de um processo oxidativo (DE LAMIRANDE e O’FLAHERTY, 2008), pois
quantidades controladas do anion superoxido (O,") sdo necessérias para a ocorréncia dos
processos de hiperativacao/capacitacdo e que o peroxido de hidrogénio (H,0,) participa
como indutor da reacdo acrossomal no espermatozoide bovino (KOTHARI, 2010).
Porém, quando ocorre desequilibrio de sua producdo ou quando h& diminuicdo da
capacidade antioxidante da célula, distdrbios celulares e metabolicos ocorrerdo de
diversas maneiras (AGARWAL et al., 2004).

Os &cidos graxos insaturados presentes em abundancia nas membranas celulares
(ZALATA e DEPUYDT, 1998) podem ser atacados quimicamente pelas ERO’s,
provocando reacdo propagadora de auto-oxidacdo, ou seja, efeito cascata na formacao
de novos metabdlitos oxidantes (SHARMA e AGARWAL, 1996; ARAUJO, 2001). Isso
¢ agravado pelo fato do citoplasma espermatico conter baixas concentracdes de enzimas
antioxidantes (SHARMA e AGARWAL, 1996) e também devido as enzimas
intracelulares ndo poderem proteger a membrana plasmatica que envolve o acrossoma e
a cauda, tornando a protecdo bastante dependente do plasma seminal (IWASAKI e
GAGNON, 1992).

Além das ERO’s serem produzidos durante o metabolismo oxidativo e seu
aumento ocorrer na presenca de células anormais ou danificadas (ALMEIDA, 2006),
tém-se também o aumento em até cinco vezes na producdo de ERO’s apos
descongelacdo na espécie equina (BALL et al., 2001) e um aumento significativo na
espécie suina (KAEOKET et al., 2008) e bovina (CHANTTERJEE e GAGNON, 2001).
A producdo de ERO’s em excesso parece estar envolvida com os danos causados a
membrana plasmatica e a0 DNA dos espermatozoides (OCHSENDORF, 1999;
CHATTERJEE e GAGNON, 2001) em condi¢bes hipotérmicas de estocagem
(MAXWELL e WATSON, 1996), resultando em perda da motilidade espermatica e
inducdo de apoptoses, devido a lipoperoxidacdo (SHARMA e AGARWAL, 1996;
BUCAK et al., 2010a, b).

- Enzimas

A maioria dos seres vivos possui um eficiente sistema de protecdo capaz de
neutralizar os efeitos maléficos ocasionados pelas ERO’s formadas durante o

metabolismo do oxigénio e da oxidacdo de lipidios. Diversas enzimas antioxidantes
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estdo envolvidas nesse mecanismo: a superéxido dismutase remove o radical
superoxido, convertendo-o em perdxido de hidrogénio; a catalase destroi o perdxido de
hidrogénio, convertendo-o em agua e oxigénio; a glutationa peroxidase é a mais
importante na remog¢ao de peroxido das células. Outros antioxidantes, como a-tocoferol
(vitamina E) e &cido ascorbico (vitamina C), participam desse sistema bloqueando a
acdo das ERO’s envolvidas na oxigenizagdo de acidos graxos poli-insaturados e,
consequentemente, na formacgdo de peroxidos (ARAUJO, 2001; AGARWAL et al.,
2004).

Esses antioxidantes sdo classificados em sistemas enzimaticos e néo
enzimaticos. O sistema enzimatico compreende enzimas como a superoxido dismutase,
a glutationa redutase, glutationa peroxidase e catalase (VALENCA e GUERRA, 2007).
Os ndo enzimaticos incluem a glutationa reduzida (GSH), o urato, o &cido ascorbico, a
vitamina E, a taurina, a hipotaurina, os carotendides e ubiquinonas (Coenzima Q), acido
urico e acido lipdico (NORDBERG e ARNER, 2001). Esses sistemas podem atuar em
duas direcbes: removendo o agente oxidante antes que ele ocasione lesdo celular
(glutationa reduzida — GSH; superdxido dismutase — SOD; catalase; glutationa
peroxidase — GPx e a vitamina E), ou ainda como agente reparador da lesdo ja ocorrida
(&cido ascdrbico; glutationa redutase — GR e glutationa peroxidase — GPx). Em sua
maioria, estes elementos antioxidantes encontram-se no meio intracelular, excluindo-se
apenas a vitamina E, que também é constituinte estrutural da membrana espermatica
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

A avaliagdo da atividade dessas enzimas é importante no sentido descritivo, bem
como para entender seu comportamento e atuacdo no sémen das diversas espécies. A
presenca, como também, a atividade enzimatica no plasma seminal tem sido descrita em
suinos (KOZIOROWSKA-GILUN et al., 2011), bubalinos (ALAVI-SHOUSHTARI et
al., 2009; EGHBALI et al., 2008), perdizes (GOES, 2008), ovinos (MARTI et al.,
2007), equinos (KANKOFER et al., 2005), caninos (CASSANI et al., 2005) e humanos
(SANOCKA et al., 1996). Em catetos, no entanto, a atividade enzimatica no plasma

seminal permanece desconhecida.
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1.2.3 Justificativa

O incremento de biotécnicas ligadas ao sémen associado a uma alternativa na
identificacdo de bons reprodutores dependem de fatores ligados a avaliacdo da fisiologia
seminal. A inser¢do da avaliagdo proteica e minunciosa no rebanho de catetos
beneficiariam os pesquisadores que tentam reproduzir e aumentar o nimero de animais
em areas nas quais a exploracdo desenfreada causa reducdo brusca da espécie no seu
habitat natural, haja vista que, recentemente, o Instituto Chico Mendes de
Biodiversidade — ICMBIO classificou os catetos como quase ameacados de extingdo em
seus habitats naturais nos biomas Caatinga e Mata Atlantica.

A exploracdo consciente de catetos hoje ja € uma realidade. Assim, a criacdo
comercial com alta lucratividade é o desejo da maioria dos produtores, no entanto, sabe-
se que para alcancar essa meta é interessante um vasto conhecimento da fisiologia
reprodutiva destes animais. Assim, informacdes acerca da fisiologia basica é de extrema
importancia, visto que nem todos 0s aspectos reprodutivos desta espécie estdo

elucidados.

29



1.2.4 Hipoteses cientificas

O plasma seminal de catetos apresenta acdo enzimatica e constituicao

proteica semelhante a encontrada em outras espécies mamiferas,

As proteinas no plasma seminal de catetos podem estar relacionadas com a
fertilidade.
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1.2.5 Objetivos

1.2.5.1 Gerais

Analizar o perfil proteico e a atividade enzimatica do plasma seminal de catetos

(Pecari tajacu).

1.2.5.2 Especificos

- Caracterizar o perfil proteico do plasma seminal de catetos;

- Descrever a atividade das enzimas catalase, superoxido dismutase, guaiacol

peroxidase e ascorbato peroxidase no plasma seminal de catetos.
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PERFIL PROTEICO DO PLASMA SEMINAL DE CATETOS (Pecari tajacu

LINNAEUS, 1758)

2.1 RESUMO

A compreensdo das bases fisiologicas da reproducdo é essencial para alcangarmos um
aumento na produtividade de catetos. Nesse sentido, foram caracterizadas as principais
proteinas do plasma seminal de nove catetos adultos e reprodutivamente maduros. Para
tanto, foi utilizada a eletroforese bidimensional; os géis resultantes foram coloridos com
o corante Coomassie blue, os mapas polipeptidicos foram analisados com o software
PDQuest (Bio Rad, EUA) e as proteinas identificadas por espectrometria de massa em
tandem (LC-MS/MS). Identificaram-se 93 spots nos géis 2-D, o que corresponderam a
23 proteinas. Tais spots representam as principais proteinas expressas no plasma
seminal de catetos, pois suas intensidades séo equivalentes a 83,6% da intensidade de
todos os spots representados no gel principal e 94,5% de todos os spots detectados em
cada mapa proteico. As proteinas PSP1, clusterina e bodesina 2 foram encontradas em
maior abundéancia, equivalendo a 20,9%, 19,8% e 10,2% respectivamente, da
intensidade total de spots validos nos géis. Além disso, a intensidade de um spot da
clusterina teve associacdo negativa (r = -0,87; p<0,05) com a porcentagem de
espermatozoides que possuiam membrana funcional. Observou-se também um padréo
polimorfico no mapa, onde varias proteinas foram expressas em isoformas, como a
clusterina (27 spots), glutationa peroxidase (12 spots), entre outros. Assim, este trabalho

é o primeiro a descrever as principais proteinas do plasma seminal de catetos.
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2.2 INTRODUCAO

Durante décadas, populacdes humanas usaram a vida selvagem como uma fonte
de proteina animal e apesar da existéncia de leis proibitivas, a caca predatoria ainda
ocorre em todo 0 mundo e isso tem sido um grande problema em algumas areas onde 0s
animais silvestres residem, porém foram povoadas. Para superar parcialmente tal
situacdo, a adaptacdo de espécies silvestres ao cativeiro tem sido mostrada como uma
solucdo promissora e o cateto (Pecari tajacu Linnaeus 1758) é um exemplo claro de
sucesso. O cateto é uma espécie que apresenta potencial para a exploragdo comercial,
como a producéo de carne e couro, bem como a comercializagdo de machos e fémeas
para a reproducdo (RAMOS et al., 2009). No entanto, o entendimento da fisiologia
reprodutiva bésica é essencial para atingir aumentos na sua produtividade.

Proteinas do plasma seminal sdo oriundas do epididimo e glandulas sexuais,
acessorias, embora algumas também possam ser produzidas pelas células espermaéticas
(JUYENA e STELLETTA, 2012). No epididimo, tais proteinas interagem com o
espermatozoide, mediando sua maturagdo e protegendo-os durante 0 armazenamento na
cauda (MOURA et al., 2010). Além disso, durante a ejaculacdo, vérias proteinas
seminais se ligam a superficie do espermatozoide para exercer diferentes funcgdes, tais
como a remodelacdo da membrana, a protecdo destas células contra as espécies reativas
de oxigénio e do ataque do sistema imunolégico, a capacitacdo, a interacdo com células
epiteliais do oviduto, reacdo acrossomal, fertilizag&o, entre outros eventos (MOURA et
al., 2007, RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011). Assim, a caracterizacao de proteinas
presentes no plasma seminal pode fornecer informacdes essenciais para a identificacdo
de moléculas determinantes da fertilidade. Estudos sobre proteinas seminais foram
realizados em varias espécies, tais como touros Holandeses (KELLY et al., 2006),
bdfalos (HARSHAN et al., 2006), suinos (NOVAK et al., 2010a), garanhdes (NOVAK
et al., 2010b), cdes (SOUZA et al. 2007) e carneiros (SOUZA et al., 2012). Em catetos,
no entanto, ainda existe uma falta de tais informagdes. Portanto, o presente estudo foi
realizado a fim de caracterizar as principais proteinas do plasma seminal e suas

associagOes com caracteristicas do sémen nesta espécie.
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2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Animais

Todos os protocolos experimentais e procedimentos com 0s animais foram
aprovados pelo comité de ética da Universidade Federal do Semi-Arido (UFERSA)
(Processo n° 23 091.0254 / 11-88). Os catetos utilizados no experimento foram oriundos
do Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres (UFERSA), localizada na regido
Nordeste do Brasil (Mossord, RN, Brasil, 5 ° 10'S, 37 ° 10'W). O clima da regido é
tipicamente semiérido, com uma temperatura média anual de 27°C. Os machos foram
isolados das fémeas seis meses antes do inicio do estudo e mantidos sob um fotoperiodo
natural de 12 horas. Eles foram mantidos em piquetes (20 m x 3 m), com uma area

coberta (3 x 3 m) e alimentados com frutas, racdo balanceada e com livre acesso a gua.

2.3.2 Coleta de sémen

Para a coleta de sémen, nove machos sexualmente maduros foram fisicamente
contidos por uma rede de captura (pucd) e, em seguida anestesiados por administracdo
intravenosa de propofol (Propovan ®, Cristélia, Fortaleza, Brasil), na dose de 5 mg / kg
de peso vivo, conforme ja descrito (SOUZA et al., 2009). O sémen foi coletado com o
auxilio de um electroejaculator (Autojac ®, Neovet, Campinas, SP, Brasil), ligado a
uma fonte de 12 V (CASTELO et al., 2010). O ciclo de estimulacdo foi composto de 10
estimulos de tensdo, a partir de 5 V, seguido por um aumento de tensdo em passos de 1
V, até 12 V. Cada estimulo elétrico durou cerca de 3 seg, com intervalos intermitentes
de 2 seg. Os ciclos de estimulos foram mantidos durante 10 min. Acoplada ao
eletroejaculador, existia uma sonda com 15 x 1,3 cm de dimenséo, e neste caso, apenas
12 cm da sonda foi inserida no reto animal. O sémen foi coletado em tubos plasticos e
um coquetel de inibidores de protease foi adicionado (RODRIGUES et al., 2013).
Aliquotas de sémen foram separadas para analise e o restante da amostra foi
centrifugado a 700g durante 10 min. O plasma seminal foi entéo transferido para tubos

limpos e armazenados a -20°C até anélise posterior.
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2.3.3 Avaliacao seminal

O volume de sémen foi mensurado utilizando micropipetas e a cor dos
ejaculados também foi registrado. A porcentagem de espermatozoides moveis foi
avaliada por meio de microscopia de luz de 100x de ampliacdo. Para a determinagéo do
vigor espermatico, uma escala de 0-5 foi utilizada como pardmetro, onde 0 foi dada ao
espermatozoide sem movimento e cinco foi caracterizado como a amplitude maxima do
movimento do espermatozoide, sendo este um movimento progressivo e retilineo.
Esfregacos seminais corados com Azul de Bromofenol foram preparados na proporc¢ao
1:1 usando 5 mL de sémen para avaliagdo da morfologia esperméatica em microscopia
de luz (1000x) e viabilidade (400x), contando 200 células por lamina. A concentracdo
de espermatozoides por mililitro de sémen foi determinada utilizando a camara de
contagem de Neubauer. Integridade funcional dos espermatozoides foi analisada pelo
teste hiposmatico, utilizando agua destilada como solugdo diluidora (CASTELO et al.,
2010).

2.3.4 Determinacéao do perfil proteico do plasma seminal

2.3.4.1 Eletroforese bidimensional

Para eletroforese 2D, as amostras de plasma seminal foram descongeladas a
temperatura ambiente e centrifugadas a 10000g durante 1 hora a 4°C para remover 0s
materiais insolliveis (SOUZA et al., 2012). Amostras individuais de plasma seminal
contendo 400 ug de proteina (BRADFORD et al., 1976) foram misturadas com tamp&o
de reidratacdo (ureia 7 M, tioureia 2 M, 0,5% de CHAPS, 0,5% tampéo de IPG pH 4-7,
65 mm DTT (ditiotreitol) e tracos de azul de bromofenol) numa quantidade suficiente
para fazer 250 mL. Em seguida, em uma bandeja de reidratacédo, a mistura foi incubada
com tiras de 13 cm, as quais detinham o gradiente de pH imobilizado (IPG) entre 4-7
(GE Lifesciences, Piscattaway, NJ, EUA), assim, ap6s 20 h, as tiras estavam
reidratadas. A focalizagdo isoelétrica foi realizada no aparelho Ettan IPGphor 3™ (GE
Lifesciences, EUA), com voltagens crescentes — 100 V durante 2 h, 500 V durante 1 h,
1000 V durante 30 min, 5000 V durante 2 h, e 8000 V durante 1 h — totalizando 24000
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Vh. Depois de concentradas, as proteinas do plasma seminal foram equilibradas em
tampdo de equilibrio 1 (6 M de ureia, 50 mM Tris-HCI pH 8,8, 29,3% de glicerol, 2% de
SDS, 1% de DTT), durante 15 minutos e, em seguida, reequilibradas em solucdo de
equilibrio 11 (semelhante ao tampdo de equilibrio I, mas contendo 2,5% de
iodoacetamida em vez de DTT) acrescidos mais 15 min. Apos o equilibrio, as tiras de
IPG foram colocadas no topo dos géis de SDS-PAGE contendo uma concentragao
homogénea de acrilamida (12,5%) e assim as proteinas foram separadas e focalizadas
com base nos seus pesos moleculares. Padrbes de 97-14 kDa foram também utilizadas
(Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA). As proteinas correram pelo gel em uma
cuba modelo Rubi SE 600 com solugdo tampéo (12,5% T / 2,6% C, 250 V, 25 mA/gel)
por cerca de 5 h. Os reagentes utilizados para a eletroforese foram adquiridos pela GE
Lifesciences (Piscattaway, NJ, EUA) ou Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, EUA).

Os géis foram corados com Azul Brilhante de Coomassie (CANDIANO et al.,
2004), utilizando técnicas adaptadas (RODRIGUES et al., 2013). Os géis foram entdo
digitalizados a 300 dpi com um scanner modelo ImageScanner Il (GE Lifesciences,
EUA). Imagens dos géis foram salvas com o formato .tiff e analisados usando o
software PDQuest, versdo 7.3.0 (Bio-Rad Laboratories, Rockville Centre, NY, EUA).
Para o conjunto dos mapas proteicos do plasma seminal, um Gnico gel principal foi
gerado pelo software, com base em um gel de referéncia, o que representou o melhor
padrdo de spots nas amostras. Alguns spots, que se mostravam consistentes, presentes
em outros géis foram também adicionados ao gel principal, de modo que eles podem ser
combinados para todas as amostras. Proteinas localizadas em regides-chave dos géis
foram usadas como marcos e os pontos correspondentes foram alcancados apds varias
rodadas de extensas comparagdes. As quantidades de proteina nos géis foram dadas
como ppm da densidade dptica total integrada dos pontos, de acordo com PDQuest
(SOUZA et al., 2012).

2.3.4.2 ldentificacdo das proteinas

Proteinas separadas por 2-D-PAGE foram submetidas a digestdo com tripsina,
tal como descrito por SOUZA et al., 2012. Resumidamente, as pecas de gel foram
excisadas, lavada trés vezes com 400 mL de uma solugdo contendo bicarbonato de

amonio (25 mM) e acetonitrila (50%) pH 8,0, para remover o0 SDS e corante. Apds duas
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lavagens, foi desidratada com 200 mL de acetonitrila absoluta, e foi submetida a
secagem sob vacuo. Estes fragmentos de gel foram ent&o incubados (~ 20 horas) a 37°C
com tripsina (166 ng/spot, Promega, cat. # V5111, Madison, WI, EUA). As proteinas
foram em seguida extraidas dos segmentos de gel por trés lavagens com 25 mL de
trifluoroacético (5%), bicarbonato de amonio (50 mM) e acetonitrila (50%), durante 30
min. Os extratos foram secos novamente sob vacuo e ressuspensos em 10 uL de tampé&o
de injecdo (95% &gua, 5% acetonitrila, 0,1% de &cido férmico). Um fragmento de gel
em branco e outro com albumina de peso molecular conhecido foram também digeridos
e usados como controles negativos e positivos, respectivamente.

Para LC-MS/MS, as amostras digeridas foram injetadas utilizando o nano
ACQUITY UPLC e a separacdo cromatogréafica foi realizada utilizando uma coluna
C18 de UPLC (75 um x 10 cm) com um fluxo de 0,6 mL / min (SOUZA et al., 2012).
Os espectros de massa foram obtidos pelo aparelho G2 Synapt HDMS (Waters Co.,
Milford, MA, EUA) pelo método DDA (data dependent acquisition). Fase mével A e B
consistiu de 0,1% de &cido formico em agua e 0,1% de acido formico em acetonitrila,
respectivamente. As condicdes de gradiente foram usadas como se segue: 0 min, com
3% de B, aumentando linearmente para 30% de B em 20 min, em seguida, aumentando
até 70% de B em 40 min, onde permaneceu até 50 min, e no minuto seguinte foi
diminuido para 3% de B. Os dados foram processados utilizando Mascot Distiller
(Matrix Ciéncia Ltd; www.matrixscience.com) e submetido a pesquisa do banco de
dados do servidor utilizando Mascot Server 2.3 (PERKINS et al., 1999).

2.3.4.3 Andlise da Ontologia dos genes

Os dados das proteinas obtidas no plasma seminal foram entdo analisados
utilizando o STRAP (software for researching annotations of proteins), um aplicativo de
livre acesso (BATHIA et al., 2009). Os termos da ontologia dos genes, para 0S
processos bioldgicos e fungcdo molecular, foram obtidos a partir de um banco de dados
UniProtKB EBI Goa.
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2.3.4.4 Andlise da interacdo da proteina

A andlise de interacdo proteina-proteina foi realizada com a clusterina usando
um banco de dados online de livre acesso, 0 STRING (http://string-db.org), versao 9.05.
Neste caso, as analises foram executadas assumindo Bos taurus como organismo
estudado. Para evidenciar as interagdes, estas foram apresentadas em linhas pretas
(quando representavam co-expressdo), linhas azuis claras (quando representavam
informacdes do banco de dados), linhas amarelas (text-mining) e em linhas roxas
(representando os dados experimentais). No modo de acéo, foram também representadas
as interacOes que representam reacao (linhas pretas), ligagdo (azul) ou catélise (roxos).
Somente proteinas com uma pontuacdo de confianca acima de 0,900 foram selecionados

para analise.

2.3.4.5 Andlise Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, onde cada animal foi
considerado como um fator aleatério. Pardmetros seminais e intensidades exatas dos
mapas protéicos foram testados quanto a normalidade, através do teste de Shapiro-Wilk,
e para a assimetria, usando o procedimento UNIVARIADO com as op¢cdes NORMAL e
PLOT do Statistical Analysis System (SAS, 2003). Variaveis sem distribuicdo normal
(Shapiro-Wilk p <0,05) foram transformadas. As associag0es entre parametros do
plasma seminal e as intensidades das manchas detectadas nos mapas 2D dos animais
foram estimados usando o método de Pearson (quando duas variaveis paramétricas
foram associados) ou Spearman (quando, pelo menos, uma variavel ndo-paramétrica foi

utilizada na associacéo) utilizando o procedimento CORR (SAS, 2003).

3.4 RESULTADOS

Todas as tentativas de coleta de sémen realizadas nos nove animais resultaram
em ejaculagdo. Todos os ejaculados eram brancos e continham espermatozdides. O
volume medio total dos ejaculados foi de 2 £ 1,1 mL, com concentracdo espermatica de

207 + 160,7 x 10° espermatozoides / mL. A motilidade espermatica média foi de 83 +
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20,9%, com vigor de 4,2 = 1,1. Porcentagens de espermatozoides viaveis (membrana
integra), morfologicamente normais e espermatozoides que apresentavam a membrana
funcional foram, respectivamente, 72,6 + 10,4%, 80 + 21% e 80,4 + 14,1%.

A média da concentracdo de proteinas nas amostras de plasma seminal de
catetos foi de 34,1 + 14,0 mg / mL. As amostras resultaram em nove géis (pH 4-7), os
quais foram montados no PDQuest e geraram um gel principal. Apds andlises,
verificou-se 179 spots proteicos por gel (Fig. 2A e 2B). O gel principal apresentou
consistentemente 82 spots (46% de todos os spots) e a intensidade destes spots
correspondem a 64,7 + 3,9% da intensidade total de todos os spots detectados nos

mapas do plasma seminal.
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Figura 2. Proteinas do plasma seminal de catetos (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758) adultos. (A) representa 0 mapa usado como gel referéncia

para 0s match set. (B) mostra o gel principal gerado pelo PDQuest usando os nove géis. Geis foram corados com Commassie blue e as proteinas
identificadas por espectrometria de massa.
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Na espectrometria de massa, noventa e trés spots foram identificados, correspondendo a 23 proteinas diferentes (Fig. 2, Tabela 2). A
intensidade combinado desses spots foi responsavel por 83,6 £ 4,9% das intensidades de todos os spots e 94,5% das intensidades dos o0s spots

apresentados em cada mapa de proteinas.

Tabela 2. Proteinas do plasma seminal de catetos (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758), identificadas por eletroforese bidimensional e
espectrometria de massa.

MS/MS Sequéncia

Proteina NCBI score proteico descoberta (%) Peptideos correspondentes lon score m/z z

Bodesina 2

Spot 01* 121484235 92 27 12)|SSSFSWGPK @Y 30 548.2769 2
ENSSNQPVSPFDIFY YERPSA!%) 65 1102.5244 2

Proteina epididimaria E1

Spot 02 47523496 121 28 @IDCGSGVGVIKE 33 496.7422 2
"2AVVHGIVMGVPIPFPIPDPDGCK Y 59 811.0847 3
CISGINCPIQK®™ 29 508.7633 2

Spot 03 47523496 148 28 @IDCGSGVGVIKE 45 496.2438 2
"2 AVVHGIVMGVPIPFPIPDPDGCK Y 61 811.0859 3
ISGINCPIQK®™ 41 508.7602 2

Spot 04 47523496 125 28 “IDCGSGVGVIK® 35 496.2453 2
"2 AVVHGIVMGVPIPFPIPDPDGCK®Y 55 811.0857 3
ISGINCPIQK®™ 36 508.7591 2

PSP-1

Spot 05 108346 47 9 TOECEGLSILNRY 47 604.8165 2

Spot 06 108346 82 9 OFCEGLSILNR 82 604.8105 2

Spot 07 108346 44 9 OFCEGLSILNR) 44 605.3068 2

Caseina alfa S1

Spot 08 30794348 43 5 COFFVAPFPEVFGK™) 43 692.8696 2

Glutationa peroxidase secretada do epididimo

Spot 09 47523090 75 19 )yVRPGGGYVPNFQLFEK ™ 38 657.6725 3
WO\VETFLK Y 8 377.7266 2
WIELVGPDGVPVMR™ 54 651.8494 2
@NSDILAYLK®Y 38 461.7634 2

Spot 10 47523090 186 22 US)OEPGENSEILLGLK™® 69 756.3872 2
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)yVRPGGGYVPNFQLFEK ™ 27 986.0173 2
9F VGPDGVPVMR™ 57 643.8507 2
@NSDILAYLK®Y 34 461.7649 2
Spot 11 47523090 95 24 U9yvV/RPGGGYVPNFQLFEK 20 657.6729 3
WON\/ETRLK 1Y 10 377.7267 2
UELVGPDGVPVMR®® 41 651.8494 2
BON\HETPISTVK?%) 8 688.8472 2
@NSDILAYLK®Y 37 461.7645 2
Spot 12 47523090 94 24 YvVRPGGGYVPNFQLFEK ! 23 657.6727 3
W4ON\/ETELK Y 22 377.7272 2
9E VGPDGVPVMR™® 48 651.8478 2
WM VHETPISTVK %) 13 688.8469 2
@NgHILAYLK®Y 34 461.7646 2
Spot 13 47523090 116 19 UYVRPGGGYVPNFQLFEK ! 29 657.9985 3
WON/ETRLK Y 10 377.7276 2
ELVGPDGVPVYMR®® 48 651.8323 2
@NSDILAYLK®Y 50 461.7654 2
Spot 14 47523090 78 24 UYvVRPGGGYVPNFQLFEK ! 24 658.0003 3
WON/ETRLK 1Y 8 377.7270 2
9E VGPDGVPVMR™® 48 643.8521 2
WM VHETPISTVK %) 9 688.8475 2
@NSDILAYLK®Y 34 461.7652 2
Spot 15 47523090 81 19 U9YVRPGGGYVPNFQLFEK ! 15 658.0009 3
OVETFLK Y 7 377.7269 2
W VGPDGVPVYMR®™® 46 643.8499 2
@NDILAYLK®Y 34 461.7645 2
Spot 16 47523090 159 22 USOEPGENSEILLGLK™® 61 756.3844 2
VVRPGGGYVPNFQLFEK ! 19 657.6709 3
L VGPDGVPVYMR®® 42 651.8465 2
@NDILAYLK®Y 37 461.7633 2
Spot 17 47523090 128 17 MONSEILLGLK!® 41 493.7954 2
9YvVRPGGGYVPNFQLFEK ! 25 652.3410 3
WL VGPDGVPVMR®™® 61 643.8493 2
Spot 18 47523090 47 5 WELVGPDGVPVMR®™® 47 651.8474 2
Clusterina
Spot 19 47522770 346 12 @IAISDKELQEMSTEGSK“? 56 590.6098 3



Spot 20

Spot 21

Spot 22

Spot 23

Spot 24

47522770

47522770

47522770

47522770

47522770

220

200

160

135

152

15

COELQEMSTEGSK“?
CATLIEQSNEER®”
COTLIEQSNEERK®®
COKSLLSSLEEAK™®

95| | SSLEEAK™®

95| | SSLEEAKK ™)
UOEPEDTQFFSPFGSSHR®
@)AISDKELQEMSTEGSK“?
COELQEMSTEGSK“?
COTLIEQSNEER®”
COTLIEQSNEERK®®
COKSLLSSLEEAK™

)5 | SSLEEAK®

93] | SSLEEAKK ™
@IAISDKELQEMSTEGSK“?
COE| QEMSTEGSK ")
COTLIEQSNEER®"
COTLIEQSNEERK®®
COKSLLSSLEEAK™®

)5 LSSLEEAK"®

95 | SSLEEAKK™
@IAISDKELQEMSTEGSK“?
COE| QEMSTEGSK ")
COTLIEQSNEER®"
COTLIEQSNEERK®®
COKSLLSSLEEAK™®

©®9g) | SSLEEAK™®

COE| QEMSTEGSK ")
COTLIEQSNEER®"
COKSLLSSLEEAK™®

©®9g) | SSLEEAK™®
UOEPEDTQFFSPFGSSHR®
39 YDQLLQSYQQK®?
GDMLNTSSLLK®®)
@IAISDKELQEMSTEGSK“?
COE| QEMSTEGSK ")

37
67
56
81
40
56
40
43
47
64
56
84
38
55
44
39
57
56
54
39
55
45
22
67
45
90
39
16
66
80
45
18
10
16
23
38

627.7784
609.8011
673.8493
602.8406
538.7861
402.2276
942.9188
885.4138
628.2716
609.8025
673.8492
602.8410
538.7917
402.2264
885.4128
627.7799
609.8011
673.8494
602.8419
538.7899
402.2277
885.4130
619.2664
609.7999
673.8505
602.8417
538.7926
628.2723
609.8019
602.8439
538.7935
628.7935
764.3887
512.2717
590.6054
628.2727
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Spot 25

Spot 26

Spot 27

Spot 28

Spot 29

47522770

47522770

47522770

47522770

47522770

136

94

203

189

409

12

10

11

11

10

COTLIEQSNEER®”
COTLIEQSNEERK®®
COKSLLSSLEEAK™®

95| | SSLEEAK™®

©®9g) | SSLEEAKK ™)

O] QEMSTEGSK“?
COTLIEQSNEER®”
COKSLLSSLEEAK™®

©)5)] |LSSLEEAK™®

)5 | SSLEEAKK™

39 YDQLLQSYQQK®?
GSUMLNTSSLLK®?
COTLIEQSNEER®”
COKSLLSSLEEAK®
UOEPEDTQFFSPFGSSHR®
GUMLNTSSLLK®
@IAISDKELQEMSTEGSK“?
COE| QEMSTEGSK ")
COTLIEQSNEER®"
COTLIEQSNEERK®®
COKSLLSSLEEAK™

95| | SSLEEAK™®

95| |LSSLEEAKK ™)

39 YDQLLQSYQQK®?
@IAISDKELQEMSTEGSK“?
COE| QEMSTEGSK ")
COTLIEQSNEER®"
COTLIEQSNEERK®®
COKSLLSSLEEAK™®

©®9g) | SSLEEAK™®

95 | SSLEEAKK ™)

@39 YDQLLQSYQQK®?
@IAISDKELQEMSTEGSK“?
COE| QEMSTEGSK ")
COTLIEQSNEER®"
COTLIEQSNEERK®®

70
22
80
42
41
13
83
67
45
23

11
10
94
11
12
28
37
84
57
76
41
50
13
44
39
81
46
56
42
56
14
28
49
87
50

609.8026
673.8512
602.8428
538.7949
602.8438
628.2729
609.8029
602.8436
538.7942
602.8442
764.3881
512.2704
610.2935
602.8428
628.9410
512.2698
590.2771
627.7789
609.8005
673.8500
602.8413
538.7904
402.2275
764.3892
885.4125
627.7806
609.8001
673.8485
602.8426
538.7913
402.2275
763.8987
590.6047
627.7798
609.8004
673.8493
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Spot 30

Spot 31

Spot 32
Spot 33
Spot 34
Spot 35
Spot 36

Spot 37
Spot 38

Spot 39

47522770

47522770

47522770
47522770
47522770
47522770
47522770

47522770
47522770

47522770

465

279

81
32
60
39
99

46
93

331

14

12

10

COKSLLSSLEEAK™

©)5)] | SSLEEAK™®

9I5| | SSLEEAKK ™)
GUMLNTSSLLK®®
@)AISDKELQEMSTEGSK“?
O] QEMSTEGSK“?
COTLIEQSNEER®”
COTLIEQSNEERK®®
COKSLLSSLEEAK™®

)5 LSSLEEAK™®

95 | SSLEEAKK™
EPEDTQFFSPFGSSHR®
39 YDQLLQSYQQK®?
COE| QEMSTEGSK ™)
COTLIEQSNEER®"
COKSLLSSLEEAK™®

©®9g) | SSLEEAK™®
UOEPEDTQFFSPFGSSHR®
GUMLNTSSLLK®®
CATLIEQSNEER®”

39 YDQLLQSYQQK®?
39 YDQLLQSYQQK®?
EDMLNTSSLLK®)

39 YDQLLQSYQQK®?
39 YDQLLQSYQQK®?

8 ASNIMDELFQDR®¥

@39 YDQLLQSYQQK®?
@39 YDQLLQSYQQK®?
COTLIEQSNEER®"

@39 YDQLLQSYQQK®?
@IAISDKELQEMSTEGSK“?
COE| QEMSTEGSK ")
COTLIEQSNEER®"
COTLIEQSNEERK®®
COKSLLSSLEEAK®

95| |LSSLEEAK™®

84
42
56
24
35
51
87
57
90
42
66
25
21
41
73
76
44
28
24
43
39

32
60
39
62
37
46
53
42
38
18
80
46
94
40

602.8418
538.7912
402.2275
512.2727
885.4130
627.7804
609.8002
673.8500
602.8425
538.7902
402.2278
942.9165
763.8987
628.2716
609.8006
602.8438
538.7943
942.9183
512.2731
609.8013
763.8980
764.3911
512.2712
764.3685
764.8821
714.3284
764.8825
764.3900
609.8010
763.8983
590.2752
627.7784
609.7990
673.8489
602.8416
538.7931
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@39 YDQLLQSYQQK®? 22 763.8966 2
Spot 40 47522770 106 COTLIEQSNEER®” 38 609.8013 2
COKSLLSSLEEAK® 57 602.8457 2
95 LSSLEEAK® 17 538.7939 2
Spot 41 47522770 268 @)AISDKELQEMSTEGSK“? 29 590.2767 3
O] QEMSTEGSK“? 41 628.2721 2
COTLIEQSNEER®” 70 609.8013 2
COKSLLSSLEEAK® 94 602.8411 2
5L SSLEEAK ™ 41 538.7925 2
Spot 42 50979240 79 OMMKTLLLLVGLLLTWDNGR™ 17 767.3888 3
8B ASNIMDELFQDR"%) 62 714.3284 2
Spot 43 47522770 231 COELQEMSTEGSK“? 35 628.2703 2
COTLIEQSNEER®" 65 609.7998 2
COKSLLSSLEEAK® 95 602.8413 2
5] LSSLEEAK® 41 538.7928 2
Spot 44 47522770 239 COTLIEQSNEER®" 84 609.8009 2
COKSLLSSLEEAK® 87 602.8413 2
5] LSSLEEAK® 44 538.7953 2
5] L SSLEEAKK™® 34 402.2274 3
Spot 95 47522770 88 CATLIEQSNEER®” 45 609.8012 2
3 YDQLLQSYQQK®? 43 763.8984 2
Albumina
Spot 45 301786252 298 12y YEVAR®®®) 28 457.2411 2
?*®ECCHGDLLECADDR®Y 25 583.8890 3
?*®ECCHGDLLECADDRADLAK % 31 749.9849 3
CDRHPEYSVSLLLR®™ 62 490.6073 3
COAHPEYSVSLLLRE™ 54 657.3640 2
@8 CVLHEK " 18 449.7428 2
GOKQSALVELLK®® 56 564.8519 2
GOQSALVELLK®® 29 501.2948 2
Spot 46 30962111 256 CINECFLQHK®® 11 538.7437 2
*YECCHGDLLECADDR®" 24 584.2165 3
B3)RHPEYSVSLLLR®® 62 490.6078 3
BHPEYSVSLLLRE™ 60 657.3651 2
CPKQSALVELLK® 61 564.8516 2
G2)QSALVELLK®® 41 501.2972 2
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Spot 96

Spot 47

Spot 48

Spot 49

3319897

301786252

126723746

126723746

135

89

884

435

31

15

GOEVTEFAK®?
BRHPEYSVSLLLR®
GIHPEYSVSLLLRE®)

G DRHPEYSVSLLLR®™
CAHPEYSVSLLLRE™
“OMSCAEDFLSVVLNR"8)
CYCPYEEHAK®)

®)5) HDIFGDK®"
®1CALPSLR®
USHAFFGHYLYEVARY®
ORHPYFYAPELLYYAQK )
OHPYFYAPELLYYAQK®
ZOADFTDISK®"

@)\ TDLTK®Y
CHELYEYSRE)
CDRHPDYSVVLLLRE™
CAHPDYSVVLLLRE™
CTOAYEATLK
CTOAYEATLKK®

)\ DEFQPLVDEPK“®
“BKVPQVSTPTLVEISR®?)
“\/PQVSTPTLVEISR®?
@70 PCVEDYLSVVLNR“)
COCCSESLVDR®®
CORPCESALGPDETYVPK®
GOQTALVELVK®®
CTOTVVGEFTALLDK®8
CEIEACFAVEGPK®®)

@®)5) HDIFGDK®"
ZOADFTDISK®"
CHELYEYSREE)
CURHPDYSVVLLLR®™
C2HPDYSVVLLLRE®™
9/ DEFQPLVDEPK“
“\/PQVSTPTLVEISR®?
COOCCSESLVDR®®

15
67
53
62
53
15
17
37
36
30
29
26
17
26
42
57
82
20
32
58
61
41
48
62
21
34
88
28
30
26
36
55
66
22
22
66

412.2121
490.6073
657.3637
490.6092
657.3659
828.8938
517.7144
516.2592
465.2641
491.5774
687.0155
634.9837
448.7190
395.2359
489.2377
489.9475
656.3740
398.2129
462.2614
764.8992
827.9742
763.9254
838.9383
563.7307
612.9667
501.2952
646.8564
554.7531
516.2596
448.7193
489.2375
489.9490
656.3758
765.3933
763.9269
563.7433
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GOQTALVELVK®® 28 501.2961 2
CTOTVVGEFTALLDK®8 88 646.8574 2

Anexina 5

Spot 50 291401824 1231 55 UGTVTAFPGFDER®) 64 648.8126 2
COADAEILR®® 51 394.2172 2
COADAEILRKE" 33 458.2650 2
“DGLGTDEDSILTLLTAR®® 139 837.9508 2
(®DPLLDDLK®Y 23 416.2249 2
(DLLDDLKSELTGK®" 89 482.9217 3
CASEL TGKFEK®Y 23 519.7758 2
O IVALMKPSR1? 61 564.3516 2
1D YDAYELK!® 30 507.7599 2
120/ TEIHASR®® 52 501.2936 2
TP AELTAIK® 44 472.2640 2
UB\WGTDEEK®Y 20 432.6890 2
U\WGTDEEKFITIFGTR®? 60 600.6324 3
COFITIFGTR? 36 477.7697 2
@2O\/FDKYMTISGFQIEETIDR®® 23 770.0418 3
@9YMTISGFQIEETIDR®® 100 909.9361 2
CETSGNLEQLLLAVVK®?) 123 807.4592 2
@NSIPAYLAETLYYAMK @™ 65 875.4455 2
@G AGTDDHTLIRZ? 83 578.2878 2
(ZBSEIDLYNIR®® 58 561.7849 2
COAONFGTSLYSMIKE 64 630.8174 2

Spot 36 291401824 600 43 UGTVTAFPGFDER®) 64 648.8126 2
“DGLGTDEDSILTLLTAR®® 91 837.9523 2
(DLLDDLKSELTGK®" 31 482.9225 3
DL IVALMKPSRW? 59 572.3494 2
WD YDAYELK!® 23 507.7583 2
120/ TEIHASR®® 48 501.2997 2
TP AELTAIK®E 34 472.2760 2
COEITIFGTRZ? 40 477.7729 2
CIETSGNLEQLLLAVVK®?) 16 807.9537 2
BNSIPAYLAETLYYAMK®™D 36 875.4486 2
@GAGTDDHTLIRZ? 57 578.2904 2
@BSEIDLYNIR®® 51 561.7910 2
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CRINFGTSLYSMIK®) 61 638.8153 2
Spot 37 291401824 801 47 WGTVTAFPGFDER® 59 648.8134 2
“DGLGTDEDSILTLLTAR®® 109 837.9508 2
DL IVALMKPSR®® 55 572.3444 2
1 YDAYELK™®) 30 507.7581 2
120/ TEIIASRY?® 45 501.3001 2
UEOTPAELTAIK 3 43 472.2725 2
USMLVVLLQANRA™? 31 586.8445 2
@O TIFGTR®? 34 477.7723 2
@)Y MTISGFQIEETIDR®® 75 909.9401 2
CEETSGNLEQLLLAVVK®?) 108 807.4603 2
@BNSIPAYLAETLYYAMK®E™ 47 875.4462 2
e GAGTDDHTLIR®? 85 578.2900 2
BISEIDLYNIR®® 41 561.7905 2
COANFGTSLYSMIKE? 48 638.8156 2
Receptor de acetilcolina subunidade alfa-7
Spot 51 27806239 35 1 U493S5CYIDVR 35 551.8138 2
Inter alfa anti tripsina (heavy chain H4 precursor)
Spot 52 48374067 381 8 UIEAHTVVTSR® 50 509.2741 2
U8\ TFELVYEELLAR®? 77 791.4301 2
USDHL GVYELLLK®? 40 592.8538 2
I ANREELLPAR®™ 56 584.8239 2
“%) RDQSPDVLSAK ™ 49 664.8610 2
“SDQSPDVLSAK ™ 29 530.7614 2
3y IFHSFMER®*) 32 623.2888 2
EDETLYSVMPGLK®" 50 627.3244 2
Spot 53 48374067 420 10 UIEAHTVVTSR® 54 509.2758 2
¥\ TFELVYEELLAR®? 71 791.4318 2
USDHL GVYELLLK®? 36 592.8539 2
CEEKPTLSQQQK 28 602.8359 2
EAANREELLPARC™ 51 584.8243 2
UBIMALENGGLARM 57 524.2643 2
“%) RDQSPDVLSAK®™ 47 664.8621 2
3y IFHSFMER®*) 41 623.2904 2
EDETLYSVMPGLK® 38 627.3256 2
Spot 54 48374067 373 8 UIEAHTVVTSR® 54 509.2740 2
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Spot 55

Spot 56

Spot 57

Spot 58

Spot 59

48374067

48374067

48374067

48374067

48374067

263

376

284

288

284

1\ TFELVYEELLAR®)
DY GVYELLLK?

2 ANREELLPAR®™
“9) RDQSPDVLSAK®™
3y IFHSFMER®#)
EDETLYSVMPGLK®
UIEAHTVVTSR®
SDHLGVYELLLK?

G2 ANREELLPAR®G™
GBEMALENGGLAR
3y IFHSFMER®#)
CMETLYSVMPGLK®
GDEAHTVVTSR®®

13\ TFELVYEELLAR®?
SDHLGVYELLLK?

2 ANREELLPAR®™
“ZMALENGGLAR®
“%3)] RDQSPDVLSAK®™
3y IFHSFMER®#)
CMETLYSVMPGLK®
GDEAHTVVTSR®®

138\ TEELVYEELLAR%Y
USDHLGVYELLLK!)

B2 ANREELLPARC™
“SPQSPDVLSAK ™
3y IFHSFMER®#)
EDETLYSVMPGLK®
GDEAHTVVTSR®

13\ TFELVYEELLAR®?
SDHLGVYELLLK?

2 ANREELLPAR®™
UBMALENGGLAR®Y
“%) RDQSPDVLSAK®™
C3)Y|FHSEFMER®*?
COETLYSVMPGLK®
GIEAHTVVTSR®

69
40
62
70
40
39
52
48
55
45
33
32
43
73
43
59
30
42
39
50
36
81
40
23
29
26
50
49
18
38
59
32
20
24
50
42

791.4312
592.8520
584.8243
664.8621
623.2889
627.3225
509.2745
592.8533
584.8241
524.2643
623.2894
627.3229
509.2734
791.4316
592.8519
584.8242
524.2647
664.8615
623.2891
627.3253
509.2762
791.4313
592.8543
584.8246
530.7603
623.2886
627.3251
509.2764
791.4339
592.8552
584.8251
524.2641
665.3535
623.2884
627.3243
509.2753
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1\ TFELVYEELLAR®) 72 791.4316 2
DY GVYELLLK? 34 592.8535 2
2 ANREELLPAR®™ 38 584.8261 2
“9) RDQSPDVLSAK®™ 25 665.3544 2
3y IFHSFMER®#) 27 623.2882 2
EDETLYSVMPGLK® 48 627.3251 2
Spot 49 48374067 67 3 UIEAHTVVTSR® 17 509.2765 2
1\ TFELVYEELLAR®? 18 791.4295 2
DY GVYELLLK? 32 592.8550 2
Spot 42 48374067 328 6 UIEAHTVVTSR®® 42 509.2751 2
1\ TFELVYEELLAR®? 78 791.4317 2
USDHLGVYELLLK? 43 592.8533 2
CEKPTLSQQQK®? 29 602.8367 2
2 ANREELLPAR®™ 55 584.8246 2
COEELLPARC™ 29 414.2318 2
“ZMALENGGLAR® 53 524.2642 2
Spot 60 48374067 332 6 UIEAHTVVTSR® 52 509.2732 2
13\ TFELVYEELLAR®? 73 791.4310 2
SDHLGVYELLLK? 37 592.8545 2
CEKPTLSQQQK®? 17 602.8373 2
G52 ANREELLPAR®™ 57 584.8240 2
COEELLPARG™ 47 414.2324 2
UBMALENGGLAR®Y 50 524.2651 2
Spot 61 48374067 303 5 CIEAHTVVTSR® 38 509.2746 2
138\ TEELVYEELLARYY 76 791.4309 2
SDHLGVYELLLK? 43 592.8425 2
2 ANREELLPAR®™ 62 584.8253 2
COEELLPARC™ 34 414.2318 2
“BIMALENGGLAR® 51 524.2637 2
Transferrina
Spot 62 6175087 349 12 “IKVLPEDGPR® 20 505.7835 2
ATEYYAVALVKY? 30 587.8266 2
CIDGLGDVAFVK®® 30 510.7690 2
@8)\/pPSHAVVARY™ 56 468.2716 2
@BSGDFQLFSSPHGK G 34 704.3323 2
“BK APEEGYLSVAVVK*Y 14 745.4177 2
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U APEEGYLSVAVVK®Y 95 681.3696 2
CB®EGYYGYTGAFR®® 58 642.2878 2
DL LFRDDTK®? 22 561.7916 2
Spot 63 6175087 97 4 WATEYYAVALVK 35 587.8304 2
CODGLGDVAFVK®®) 42 510.7689 2
CBEGYYGYTGAFR®® 22 642.2879 2
Spot 64 6175087 191 7 WATEYYAVALVK 38 587.8293 2
COPDGLGDVAFVK®®) 46 510.7703 2
(@8\/pSHAVVARE™ 47 468.2706 2
@OAPEEGYLSVAVVK®Y 7 681.3704 2
CBEGYYGYTGAFR®® 55 642.2884 2
Spot 65 6175087 338 9 “8\/| PEDGPR®® 25 441.7354 2
HATEYYAVALVK®Y 19 587.8276 2
COPDGLGDVAFVK®®) 50 510.7707 2
CBMDANLYLGYEYVTAVRE? 35 947.4592 2
@BK APEEGYLSVAVVK Y 65 745.4172 2
WOAPEEGYLSVAVVK®Y 89 681.3684 2
CBEGYYGYTGAFR®® 62 642.2886 2
Zetaglobina
Spot 66 291415430 75 20 U8\/SSQSEAIGTEALER®? 48 788.8948 2
(PINMDNLDSALSPLR® 27 731.3579 2
Precursor de ceruloplasmina
Spot 67 390517044 254 5 TOAIYLQYTDETFR®Y 73 760.3770 2
CIMYYSAVDPTKE) 63 595.7724 2
CODIFTGLIGPMK®® 49 604.3234 2
CDTANLFPQTSLR®® 57 681.8554 2
48 ANDEFIESNK " 22 583.7681 2
Spot 68 390517044 381 6 TOAIYLQYTDETFR®Y 78 760.3760 2
GBEMYYSAVDPTK 56 595.7719 2
GB¥MYYSAVDPTKDIFTGLIGPMK ®%®) 31 793.7215 3
C®DIFTGLIGPMK®® 51 604.3221 2
CDTANLFPQTSLR®® 52 681.8524 2
EDLYSGLIGPLIVCR®Y 76 788.4338 2
48 ANDEFIESNK ®®" 47 583.7693 2
Spot 69 390517044 328 7 TOAIYLQYTDETFR®Y 74 760.3766 2
18)DIASGLIGPLIHCR®Y 18 761.4158 2
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GBMYYSAVDPTK ) 60 595.7734 2
GBMYYSAVDPTKDIFTGLIGPMK®® 25 793.7221 3
CODIFTGLIGPMKE® 51 604.3227 2
D TANLFPQTSLR® 34 681.8552 2
EDLYSGLIGPLIVCR®™ 48 788.4321 2
%) ANDEFIESNK®" 30 583.7696 2
T-complex protein 1, subunidade gama
Spot 70 164448698 37 1 GEE | LSEVER®®) 37 487.7578 2
Spot 71 164448698 37 1 GE2E 1 LSEVER®®) 37 487.7602 2
Spot 72 164448698 37 1 G8EILSEVER® 37 487.7603 2
Fragmento Fc da proteina de ligacéo ao 1gG
Spot 73 291414125 64 0.5 CLUIGSQAVSY TR 48 485.2330 2
@C1ACECGPGGQVSCK®#) 21 584.3416 2
Spot 74 297485627 138 1 38\ AYDLVYNVR®E™ 23 606.3229 2
CDGSQAVSY TR 51 484.7417 2
@B)CLANGGVHYITLDGR®® 32 549.5997 3
@) CFEGCECDDR®?) 23 674.7142 2
@4V ADVQPCKGK®™ 15 600.2938 2
Spot 75 297485627 86 0.5 CGSQAVSY TR 45 485.2353 2
@B)CLANGGVHYITLDGR®® 45 823.3898 2
Spot 76 297485627 78 0.5 U36\/AYDLVYNVR®™ 78 606.3236 2
Spot 77 297485627 60 0.5 U/ AYDLVYNVR®™ 60 606.3240 2
Spot 78 297485627 73 0.5 U/ AYDLVYNVR®™ 73 606.3249 2
Spot 79 297485627 78 0.5 U/ AYDLVYNVR®™ 78 606.3241 2
Spot 80 297485627 78 0.5 U/ AYDLVYNVR®™ 78 606.3242 2
Spot 81 297485627 62 0.5 U/ AYDLVYNVR®™ 62 606.3239 2
Precursor da Carboxipeptidase E
Spot 82 148228720 65 5 “RPQEDGIPFEYHR® 22 548.9275 3
“20 TASAPGYLAR“® 46 560.3102 2
Spot 83 148228720 88 5 18V |GNMHGNEAVGR? 46 478.5543 3
20 TASAPGYLAR“®? 44 560.3106 2
Proteina hipotética
Spot 80 291391030 302 9 @2 INAVR @) 35 416.7521 2
CO\/GLGILIESGNK®® 14 600.3538 2
G\V/LPQFESMLFNK G 18 734.8793 2
O\ TVPENAVAAK® 40 549.8090 2
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COKYNLGTVRE® 40 475.7732 2
GES\VNNPESLLR® 83 564.8021 2
) ASEPFPYR®'" 50 540.2771 2
BNLVPFFK 26 432.7486 2

Actina

Spot 85 268607671 73 8 CUAGFAGDDAPR®? 54 488.7265 2
I9)GYSFVTTAER®®) 45 565.7774 2
CIEITALAPSTMK %8 32 589.3090 2

Spot 86 45269029 255 18 “AGFAGDDAPR®" 57 488.7263 2
& AVFPSIVGRPR®® 16 599.8551 2
CR¥PLTDYLMK®? 32 507.7409 2
CGYSFTTTAER®® 42 566.7656 2
@8)SYELPDGQVITIGNER®®) 36 895.9554 2
COEITALAPSTMK 32 589.3088 2
8| APER®®) 42 398.2370 2

Spot 94 45269029 526 33 “AGFAGDDAPR®" 86 488.7255 2
EpSYVGDEAQSK®Y 21 599.7637 2
2N/ APEEHPVLLTEAPLNPK®*4? 41 652.0237 3
“Zé;l)TGIVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAIL 79 800.6551 4
R
CR¥PLTDYLMK®? 32 507.7435 2
@OGYSFTTTAER® 57 566.7650 2
8SYELPDGQVITIGNER® 64 895.9540 2
GOEITALAPSTMK®® 41 589.3090 2
&9 APERG 44 398.2369 2
CE)OEYDESGPSIVHR Y 63 506.5635 3

Lipocalin-15

Spot 87 76631203 96 12 EIADGCNQADAEYLR®) 17 741.3151 2
10\/pALGYLDVR? 81 551.8023 2

Precursor da Catepsina L1

Spot 88 47522698 160 11 MHGFSMAMNAFGDMTNEEFR®) 83 747.2966 3
12EKGYVTAVK®EY 27 497.7795 2
12HGYVTAVK 13 369.2117 2
A5G| YYDPDCSSK®?™) 36 696.2936 2

Hexosaminidase B

Spot 89 262072808 111 6 OAGSSCEILQEAFR®? 30 734.3497 2
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EIMVIEY AR 28 449.2249 2
B9 QSFYVFKE™ 16 516.7705 2
E2ISNMISAMK 80 43 513.7495 2
Spot 90 262072808 141 7 (OAGSSCEILQEAFR®? 40 734.3493 2
@IT DAMAFNK @Y 40 513.7479 2
SIMVIEY AR 25 449.2242 2
2 ISNMISAMK 80 44 513.2429 2
Spot 91 262072808 155 8 (O AGSSCEILQEAFR®? 22 734.8397 2
9T DAMAFNK @D 44 513.7472 2
EIMVIEY AR 24 449.2253 2
@69 QSFYVFKE™ 15 516.7702 2
G2ISNMISAMK 8 57 513.2429 2
Spot 92 262072808 74 4 SIMVIEY AR 36 448.7330 2
9 QSFYVFKE™ 17 516.7704 2
G2 ISNMISAMK 80 22 514.2421 2
Laminin alpha 5-like
Spot 93 296484172 47 1 “BAMIIDGLR™ 47 417.2442 2

* A tabela inclui spots detectados em géis de 13 cm, com faixa de pH 4-7. Os nimeros dos spots se referem a figura 2.
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As espermadesinas, identificadas como PSP 1 (porcine seminal plasma protein
1) e BDH - 2 (Bodesina 2) compreenderam 20,9% e 10,2% da intensidade total de todos
0s spots validos nos géis, respectivamente. A clusterina representou o segundo mais
abundante grupo de proteinas nos géis, representando 19,8% das densidades Opticas
integradas de todos os spots detectados nos mapas. Houve uma associagdo negativa (r =
- 0,87, p <0,05) entre a intensidade de um spot de clusterina (ponto # 27) e a
porcentagem de espermatozdides com a membrana funcional. Outras principais
proteinas encontradas no plasma seminal de cateto incluem: glutationa peroxidase
secretada do epididimo (6,2%), albumina (2,6%) e anexina 5 (2,0%). Muitas proteinas
apareceram num padrdo polimérfico no mapa, como trens de isoformas, como a
clusterina (27 spots), a glutationa peroxidase secretada do epididimo (12 spots), inter-a-
tripsina (11 spots), fragmento da proteina de ligacdo a IgG (10 spots), PSP-1 (7 spots),
albumina (6 spots), transferrina (4 spots) e hexosaminidase B (4 spots), entre outros.
Outras proteinas identificadas no plasma seminal de catetos incluem zeta globina,
ceruloplasmina e carboxipeptidase E e T (Figura 2, Tabela 2).

De acordo com as ontologias genéticas (Figura 3), as proteinas do plasma
seminal de catetos participam de diversos processos bioldgicos, incluindo os processos
de desenvolvimento e metabolismo, localizacdo e interagdo com outras células e com o
organismo. No entanto, a maioria das proteinas estd envolvida na regulacdo (18%),
processos celulares (17%) e na resposta a estimulos (14%). E no que se referem as suas
funcGes moleculares, a maioria das proteinas participam em vias de ligacdo (55%),

seguido de atividades cataliticas (19%) e atuando como chaperonas (7%).
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Figura 3: Ontologia dos genes das proteinas do plasma seminal de catetos (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758) baseado em seus processos
biol6gicos (A) e funcdo molecular (B). Os dados das proteinas foram analisados usando um software para pesquisa de proteinas. Os termos
foram obtidos da base de dados UniProtKB and EBI GOA.
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A maioria das proteinas identificadas no presente trabalho foi secretada (72%),
poucas estavam associadas com a membrana plasmética (5%) e a macromoléculas
complexas (3%). No entanto, algumas destas proteinas sdo tipicamente proteinas
intracelulares, proveniente de nucleo (5%), citoplasma (3%) e das mitocondrias (3%).

A andlise de interacdo (Figura 4) mostrou que a clusterina interage com uma vasta
gama de grupos de proteinas, tais como a SERPINF2 (alpha-2-plasmin inhibitor),
TIMP-1 (tissue inhibitor of metalloproteinase 1), FN1 (fibronectin precursor), PLG
(plasminogen precursor), A2M (alpha-2-macroglobulin) e SPARC (secreted protein

acidic and rich in cysteine), entre outras.

SPARC

Al

Figura 4: Interacbes das proteinas conhecidas e preditas para clusterina, de acordo com
a base de dados STRING (v 9,05). Dada a auséncia do sequenciamento da Clusterina
para os catetos (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758), selecionamos as informacdes de Bos
taurus. Somente interacdes com a maior pontuacgéo de confianga (0.900) sdo mostradas.
As interacdes incluem associac@es funcionais e na estrutura fisica (A) e modos de acédo
(B). CLU: clusterina; SERPINF2: alpha-2-plasmin inhibitor; TIMP-1: tissue inhibitor of
metalloproteinase 1; FN1: fibronectin precursor; PLG: plasminogen precursor; A2M:
alpha-2-macroglobulin; SPARC: secreted protein acidic and rich in cysteine; APP:
amyloid beta 4 protein; VWF: Von Willebrand factor; SERPINE1: plasminogen
activator inhibitor 1; TGFB3: transforming growth factor beta 3.
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2.5 DISCUSSAO

A combinacdo da eletroforese bidimensional, analise computadorizada das
imagens dos géis e espectrometria de massa nos permitiu montar um perfil
compreensivo das principais proteinas do plasma seminal de catetos. As avaliacGes dos
pardmetros espermaticos como concentragdo, motilidade, morfologia, integridade e
funcionalidade da membrana, indicam que os animais usados neste estudo apresentaram
valores considerados normais para a espécie. Ao nosso conhecimento, esta € a primeira
descricdo protedmica do plasma seminal de catetos adultos, sendo assim, identificou-se
93 spots no gel bidimensional, correspondente a 23 proteinas. De fato, estes spots
representaram as principais proteinas do plasma seminal, pois suas intensidades séo
equivalentes a 83,6% da intensidade de todos os spots detectados no gel principal e
94,5% de todos os spots detectados no mapa proteico de cada animal. As proteinas do
plasma seminal de catetos séo diversas e possuem potencial para afetar a reproducgéo do
macho por diversos mecanismos. A seguir, discutiremos sobre 0s principais atributos de

cada proteina, de acordo com o seu grupo funcional.

Proteinas associadas com a protecao da funcao e integridade do espermatozoide

No presente estudo, muitos grupos de proteinas foram associados a funcdo de
protecdo espermatica, incluindo as chaperonas e as proteinas antioxidantes. Como
chaperonas, o plasma seminal de catetos expressou Clusterina e a T-complex protein 1
(TCP1), subunidade gama, enquanto que aquelas que expressam propriedade
antioxidante sdo, glutationa peroxidase, ceruloplasmina, albumina e transferrina. As
espécies reativas de oxigénio (ERQO’s) sdo produtos do metabolismo aerdbico, sdo
prejudiciais as células, oxidando lipidios da membrana da célula, bem como a do DNA.
Assim, a maioria das células conta com os radicais livres para protegé-las dos efeitos
toxicos das ERO’s (DREVET, 2006). O principal local, no trato reprodutor masculino,
qgue produz enzimas que agem contra as ERO's, é o epididimo, o qual produz
superdéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. (DACHEUX et al., 2006). No
plasma seminal dos catetos, a glutationa peroxidase (GPX) é encontrada como indmeras
isoformas de baixo peso molecular, provavelmente devido a variagdo dos graus de

glicolizagdo (ZHANG et al., 2008). Assim, semelhante ao que acontece em outras
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especies, estas enzimas protegem as celulas espermaticas dos catetos contra o peroxido
de hidrogénio e lipoperdxidos, mantendo a funcionalidade, prevenindo a reducdo da
motilidade celular (ALVAREZ e STOREY, 1989) e uma reacdo prematura do
acrossoma (VERNET et al., 1999).

A albumina € outro componente do plasma seminal dos catetos. Esta é secretada
em quase todos os fluidos corporais, e no sémen, protege o espermatozoide se ligando
aos hidroperoxidos, prevenindo danos oxidativo (STOREY, 1997). Embora a secrecdo
das glandulas acessorias contenham albumina em grande quantidade (SOUZA et al.,
2012), a maioria da albumina do plasma seminal se origina da cauda do epididimo em
muitas espécies domésticas (FOUCHECOURT et al., 2000). Outra habilidade da
albumina é ligar-se a membrana espermatica durante o transito epididimério e participar
do processo de fertilizacdo (GONCALVES et al., 2008b).

A transferina também foi encontrada no plasma seminal de catetos, e se liga ao
ferro, provavelmente age quelando o excesso de ferro ibnico, protegendo o
espermatozéide da peroxidacdo lipidica (WAKAHAYASHI et al., 1999) e prevenindo o
crescimento bacteriano (FARNAUD e EVANS 2003). Os niveis de transferrina no
plasma seminal de ratos estdo correlacionados com os defeitos espermaticos
(BERNSTEIN, 1987), espermatozoides totais e infertilidade no homem (HOLMES et
al., 1982, FORESTA et al., 1986) e capacidade espermatogénica em touros (GILMONT
et al., 1990). Contudo, a transferrina reage com o ferro férrico e ferroso e entdo o
converte em ferro estatico. Essa conversdo € catalizada pela ceruloplasmina, outra
enzima identificada no plasma seminal dos catetos (HELLMAN e GITLIN, 2002).
Desta forma, tanto a transferrina como a ceruloplasmina estdo envolvidas no
metabolismo do ferro, prevenindo o estresse oxidativo. Além disso, a ceruloplasmina é
um antioxidante que age particularmente reciclando o anion superoxido (GOLDSTEIN
et al., 1979). Baseado em estudos com humanos (DACHEUX et al., 2006), touros
(MOURA et al., 2010) e carneiros (SOUZA et al., 2012), a transferrina € oriunda da
cauda do epididimo, no entanto, ndo se sabe onde a ceruloplasmina é produzida. Em
outros mamiferos, a ceruloplasmina é secretada pela célula de Sertoli como sendo uma
proteina de alto peso molecular (75 e 130 kDa; SKINNER e GRISWOLD, 1983). No
presente estudo, esta proteina apresenta trés spots de aproximadamente 120 kDa, similar
ao que ocorre nas outras espécies.

TCP1 (gene CCT) é um complexo com fungdo de chaperona, sdo proteinas

citosolicas expressas abundantemente nos testiculos (SOUES et al., 2003) onde se ligam
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a actina e tubulina, regulando assim a reorganizacdo do citoesqueleto das espermatides
durante a espermiogénese (LIU et al., 2011). As TCP’s sdo compostas de muitas
subunidades, as quais se combinam e também podem se ligar a outras proteinas,
formando assim multicomplexos. Alguns destes complexos estdo presentes na
superficie dos espermatozoides de camundongos e suinos (BELLEANNEE et al.,
2011a) e atuam mediando a interacdo espermatozoide-odcito (DUN et al., 2011).
Entretanto, a presengca de CCT 5 e 8 na membrana espermatica de touros foi
correlacionada negativamente com a fertilidade. Uma possivel explicagédo seria a falha
na remoc¢do das CCT’s nos estagios finais da espermatogénese (D’AMOURS et al.,
2010). Embora as TCP’s sejam proteinas citosélicas, membros dessa familia estdo
presentes no fluido da cauda do epididimo (BELLEANNEE et al., 2011b) e no plasma
seminal (KERSHAW-YOUNG e MAXWELL, 2012) de ruminantes. A funcdo exata da
CCT3 identificada no plasma seminal de catetos ainda ndo estd clara, mas uma
possibilidade é que ela interage com outras chaperonas, como a Clusterina, prevenindo a
degradacdo de proteinas durante a maturacdo no epididimo.

Nos géis do plasma seminal de catetos, a clusterina foi a proteina mais
polimorfica (27 spots) e a segunda proteina mais abundante do grupo. Achados
similares foram reportados em ruminantes, onde a clusterina foi o principal componente
encontrado no fluido da cauda do epididimo e das glandulas sexuais acessorias
(IBRAHIM et al., 1999). A variedade no peso molecular e nos pontos isoelétricos sao
resultados de glicolizacdo (SENSIBAR et al., 1993) e ou fosforilacdo pois foi
encontrado sitios de fosforilagdo da serina/treonina em alguns spots da clusterina
analisados pela espectrometria de massa. Quando a expresséo da clusterina no plasma
seminal é comparada com outras espécies ja estudadas, como bovinos (MOURA et al.,
2007; 2010) e ovinos (SOUZA et al., 2012) , a abundancia e a diversidade de isoformas
€ Unica nos catetos. Entretanto, o significado especifico da funcdo da clusterina em
muitas fungdes ainda ndo é elucidado. Sabe-se que a clusterina é multifuncional, agindo
como chaperona (HUMPHREYS et al., 1999), protendo as células do trato reprodutor
masculino contra apoptose (BAILEY et al., 2002) ou ataques do complemento (MERI e
JARVA, 2001) e atua também como removedor dos danos nas células espermaticas no
epididimo (ZALATA et al., 2012). De acordo com Carver e colaboradores (2003), a
clusterina é propensa a ligacdo com diferentes proteinas in vivo, e pode interagir com
células reguladoras do crescimento (como a SPARC) bem como proteases e inibidores
de proteases, como 0 PLG, A2M, TIMP-1, SERPINF2 e SERPINE1. Clusterina possui
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também um potencial de ligacdo com fibronectinas - as quais participam na adeséo e na
manutencdo da estrutura celular -, com proteinas de duplo receptores (APP), e com
moduladores do crescimento celular, como a TGFB3. A clusterina se liga também aos
espermatozdides para facilitar a relacdo entre célula espermatica e os fluidos do trato
reprodutivo (GRIFFITHS et al., 2009). Além destes fatores, a intensidade de um spot da
clusterina (n°® 27, Fig. 1) foi associada negativamente com a porcentagem de
espermatozoides com membrana intacta. Em touros e carneiros, um pequeno nimero de
clusterina estava associado aos espermatozoides, em contraste com as células com
defeitos na morfologia, as quais exibiam muita clusterina ligada a eles (IBRAHIM et
al.,, 2001 ab). A clusterina se liga as regiGes hidrofébicas dos espermatozoides
danificados. Neste caso, a clusterina pode ter sido transferida da superficie de células
normais para células defeituosas (BAILEY e GRISWOLD 1999) como uma via para
resgatar alguns espermatozoides ou acelerar a remoc¢édo de outros que estejam morrendo
ou j& estejam mortos (BAILEY et al., 2002). Assim, a expressdo abundante e a
diversidade de isoformas de clusterina no plasma seminal de catetos, podem estar
relacionadas a algumas dessas fungdes diversas.

As proteinas da familia Inter alfa anti tripsina sdo estruturalmente caracterizadas
como sendo de cadeias leves (L) e as outras trés sdo de cadeias pesadas (H1, H2 e H3;
STEINBUCH e LOEB, 1961). A cadeia pesada H4 foi posteriormente identificada
(DIARRA-MEHRPOUR et al., 1998), porém essa cadeia ndo possui a propriedade de
protease inibidora, agindo bastante como uma proteina de fase aguda (PINEIRO et al.,
2004). Proteinas de fase aguda estdo normalmente presentes em pequenas quantidades
de fluidos bioldgicos e sdo liberadas durante as reacdes inflamatérias (PINEIRO et al.,
1999). Algumas destas proteinas, como a inter alfa anti tripsina, tem sido descrita como
componente dos fluidos do trato reprodutivo (MOURA et al., 2010) onde modulam
acOes de defesa nas reacdes inflamatorias e infeccBes, porém o presente rabalho é o
primeiro a reportar a presenca da Inter alfa anti tripsina H4 no plasma seminal. De
forma similar a clusterina, a Inter alfa anti tripsina H4 inibe a ativacdo do sistema
complemento e alguns danos (GARANTZIOTIS et al., 2008). Assim, é possivel que
essa proteina trabalhe de forma conjunta para proteger o espermatozoide contra as
reacOes inflamatorias.

Uma das principais causas de infertilidade em humanos e animais sdo o0s
anticorpos anti espermatozoides, 0s quais reagem com as proteinas presentes na

superficie espermética e prejudica a fertilizacdo (PARADISE et al., 1996). Para reduzir
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estes efeitos, em humanos, o plasma seminal contem proteinas que se ligam a 1gG
(CHIU e CHAMLEY 2003), as quais se ligam ao IgG via fragmento de ligacéo (Fc) e
previne esta reagdo com os anticorpos (THALER et al, 1989). A0  nosso
conhecimento, esta € a primeira vez que as proteinas que se ligam a 1gG sdo descritas no
plasma seminal de um mamifero. O peso molecular destas proteinas identificadas no
nosso estudo sdo semelhantes aquelas encontradas em humanos (WITKIN et al., 1983),
e parecem desempenhar funcdes semelhantes.

Proteinas lipofilicas

Lipocalin-15 é a proteina suina homdéloga a PGDS (lipocalin-type prostaglandin-
D-synthase). Esta proteina € membro da familia lipocalin, a qual consiste de vérias
proteinas pequenas que compartilham caracteristicas comuns de ligacéo e transporte de
moléculas lipofilicas (PERVAIZ e BREW 1987). A fonte de PGDS no sémen € o
epididimo, onde é expressa como uma série de spots de 21-26 kDa, com diferentes
pontos isoelétricos (BELLEANNEE et al., 2011b; SOUZA et al., 2012). Em touros,
PGDS se liga ao acrossoma dos espermatozoides presentes na cauda do epididimo
(GERENA et al., 2000) e mantem esse padrdo até as células espermaticas entrarem em
contato com os fluidos das glandulas sexuais acessorias e do oviduto (SOUZA et al.,
2008). A intensidade do spot de PGDS no mapa bidimensional do plasma seminal esta
associada positivamente com a fertilidade, em touros (KILLIAN et al., 1993) e
tratamentos dos espermatozoides e o6citos com anticorpos contra PGDS bovino reduziu
as taxas de fertilizagdo e o desenvolvimento embrionario inicial (GONCALVES et al.,
2008a,b). Portanto ¢ possivel que a PGDS, uma proteina tipica do epididimo, influencie
eventos relacionados ao processo de fertilizacao.

Proteina epididimaria E1, outro componente lipofilico, representa 1,2% da
intensidade de todos os spots dos géis do plasma seminal de catetos e é expressa como
uma série de trés spots, possivelmente devido a diferentes glicoforma. Essa proteina foi
anteriormente encontrada em touros (MOURA et al., 2010), suinos (OKAMURA et al.,
1999) e humanos (DACHEUX et al., 2006), no fluido da cauda do epididimo, e no
plasma seminal de carneiros (SOUZA et al., 2012). Proteina epididimaria E1 esta
envolvido nas modificagbes de membrana durante a maturacdo epididimaria
(OKAMURA et al., 1999).

Anexinas sdo dependentes do célcio, e também sdo proteinas que se ligam a

fosfolipideos, esta presente em muitos tecidos e é envolvida em indmeros eventos
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celulares (GERKE e MOSS, 2002). Anexina 5 (ANX5) liga-se ao célcio atraves do
dominio CUB (GABORIAUD et al., 2011) e participa na sinalizacdo intracelular
relacionada a apoptose, em associagdo com proteinas do citoesqueleto. ANXS5 participa
de eventos citodindmicos, como fusdo da membrana e exocitose (HAWKINS et al.,
2002; KAWAMINAMI et al.,, 2002). Embora as anexinas tenham localizacao
intracelular, alguns trabalhos ja mostraram a presenga de ANX5 no plasma seminal de
humanos (CHRISTMAS et al., 1991). ANX5, em humanos, € um componente da
membrana espermatica (XU et al., 2012) e protege, tanto a membrana celular quanto o
DNA, dos danos oxidativo (LU et al., 2011). Anexina 5 é também a principal proteina
do plasma seminal de coelhos (ARRUDA-ALENCAR et al., 2012) a qual é expressa
como isoformas de 66-70kDa, representanto aproximadamente 38% da intensidade de
todos os spots do gel 2D. Em catetos, a anexina 5 representa somente 2% da intensidade
de todos 0s spots, no entanto os trés spots de ANX5 possuem peso molecular e ponto
isoelétrico semelhante ao encontrado nos géis do plasma seminal de coelhos. Embora a
funcdo da ANXS5 no plasma seminal de catetos seja ainda desconhecida, é possivel que

desempenhe a funcédo de protecdo, como mostrado em humanaos.

Proteinas mediadoras da formacdo de reserva de espermatozoides no oviduto e
interacdo espermatozoide-o6cito

Espermadesinas foram encontradas no plasma seminal de catetos, bem como
também foi identificada em suinos (NIMTZ et al., 1999), garanhdes (REINERT et al.,
1996), carneiros (BERGERON et al., 2005) e touros (TADESCHI et al., 2000). Essas
moléculas sdo caracterizadas pela presenca de um dominio CUB (CAMPANERO-
RHODES et al., 2006) e sdo secretadas pelo epididimo e pelas glandulas sexuais
acessorias (EKHLASI-HUNDRIESER et al.,, 2002). A PSP-1 foi o tipo de
espermadesina mais abundante no plasma seminal de catetos, o que ocorre de forma
similar em suinos (NIMTZ et al., 1999). No plasma seminal de suinos, a PSP-1 é
encontrada como um heterodimero com a PSP-2 (CALVETE et al.,, 1995b). Esse
dimero se liga a regido acrossomal do espermatozoide, e 0s ejaculados com alta
porcentagem de células positivas para PSP1/2 possui alta proporgdo de células viaveis,
moveis e metabolicamente ativas (CABALLERO et al., 2006). PSP1/2 também estimula
a migracao de leucdcitos para o utero logo apds a ejaculacdo (ASSREUY et al., 2003)

assim promove um ambiente uterino livre de microorganismos. Em suinos, as

80



espermadesinas PSP1/2 purificadas tem efeitos benéficos na manutencdo da viabilidade
espermatica quando adicionados a diluidores de semen (CENTURION et al., 2003).

Bodesina 2 é outro representante da familia das espermadesinas que foi
identificado no plasma seminal de catetos. Em carneiros, a bodesina 2 seminal é
originaria das glandulas vesiculares e cauda do epididimo (SOUZA et al., 2012). Como
foi reportado para a PSP1, a bodesina 2 também se liga a superficie do espermatozoide
de carneiros (SOUZA et al., 2012) e estudos tem sido conduzidos para decifrar sua real
funcdo, no entanto os resultados sdo inconclusivos devido a baixa eficiencia dos
procedimentos de purificacdo e incompleta caracterizacdo bioquimica (CAJAZEIRAS
et al.,, 2009). Particularmente em suinos, as espermadesinas estdo envolvidas na
formacéo da reserva no oviduto e na ligacdo espermatozoide-odcito. A interagdo com 0s
receptores do oocito ocorre através do dominio CUB (TOPFER-PETERSEN et al.,
2008). Portanto, é possivel que as espermadesinas presentes no plasma seminal dos
catetos se liguem a membrana espermética afetem o0s eventos antes e depois da
fertilizacdo.

Receptores da acetilcolina (AChR) estdo presentes nos espermatozoides de
humanos (PLACZEK et al., 1988), camundongos (BRAY et al., 2005) e coelhos
(YOUNG e LAING, 1991). Nos espermatozoides murinos, eles estdo localizados
proximo a regido da pecga intermedidria, onde regulam a motilidade espermatica,
provavelmente devido a habilidade de aumentar os niveis de calcio (BRAY et al., 2005).
Adicionalmente, outros estudos mostraram que a funcdo do AChR € induzir a reacdo do
acrossoma com a zona peltcida (SON e MEIZEL, 2003) quando aumenta o calcio
intracitoplasmatico e ativa a fosfolipase C. Na auséncia desse receptor, a elevacdo do
calcio intracitoplasmatico e a consequente reacdo acrossomal pode ndo acontecer
(JALDETY et al., 2012). Devido o papel importante desempenhado por estes, até os
espermatozéides alfa7-null tém a motilidade prejudicada (BRAY et al., 2005). Apesar
disso, receptor nicotinico da acetilcolina 7 (CHRNA7Y) foram encontrados no plasma
seminal de catetos como spots Unicos e representaram somente 0,2% da intensidade de
todos 0s spots, e € possivel que essa proteina derive de uma célula espermatica e pode
néo representar verdadeiramente um componente do plasma seminal.

Glicosidases como, galactosidase, fucosidase e monosidase, entre outros, sdo
componentes comuns do plasma seminal de muitas espécies como 0S carneiros
(SOUZA et al., 2012), humanos (CORRALES et al., 2002), touros (KELLY et al.,
2006) e galos (DROBA e DROBA, 1987). A maioria das glicosidases advém do
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epididimo (DACHEUX et al., 2006; MOURA et al., 2010) onde desempenham o papel
de modificacdo dos residuos de glicose das glicoproteinas presentes na superficie do
espermatozoide como parte da maturacdo epididimaria (TULSIANI et al., 1998).
Adicionalmente, algumas delas comportam-se como lectinas, fazendo ligacdo com os
residuos glicosidicos da membrana espermatica e agundo como sitios de ligacdo para
reconhecer as glicoproteinas da zona peltcida (MIRANDA et al., 2000).

Beta hexosaminidase, identificada no plasma seminal de catetos, esta presente
também no plasma seminal de coelhos (FAROOQUI e SRIVASTAVA 1980), suinos
(DARON e AULL 1985) e homens (KAPUR e GUPTA 1986), bem como no fluido da
cauda do epididimo de touros (MOURA et al., 2010). Hexosaminidases se ligam a
membrana espermatica durante o transito epididimario (PEREZ MARTINEZ et al.,
2008) e participa na ligacdo entre o espermatozoide e zona peltcida (MIRANDA et al.,
2000). No fluido seminal de catetos, a hexosaminidase é expressa como quatro
isoformas com 120 kDa, muito similar a hexosaminidase seminal de suinos (DARON e
AULL 1985). Parece, portanto, que essa proteina participa no reconhecimento
espermatozoide-odcito, bem como foi mostrado em outras espécies.

A familia das tetraspaninas é formada por proteinas que possuem quatro
dominios dentro das membranas, e estdo envolvidas na regulacdo do trafico de outras
proteinas (BERDITCHEVSKI e ODINTSOVA, 2007). Algumas tetraspaninas, como a
CD9 e a CD81, estao envolvidas na fusdo do espermatozoide com o oécito (KAJI et al.,
2000), provavelmente através de ligacdes com as integrinas (ZIYYAT et al., 2006).
Algumas proteinas estdo presentes nos prostassomos (UTLEG et al.,, 2003) e
epididimossomos (THIMON et al., 2008), e esses exossomos do trato reprodutivo estéo
envolvidos na transferéncia de proteinas para o espermatozoide durante a maturacédo
epididimaria ou apds a ejaculacdo (SAEZ et al., 2003; SULLIVAN et al., 2007). Este é
o primeiro estudo que descreve a presenca da CD63 no plasma seminal. E é possivel
que a tetraspanina CD63 seja um componente do exossomo presente no plasma seminal
dos catetos, no entanto, sua fun¢do nos eventos reprodutivos ainda ndo esta esclarecida.

Outra inesperada proteina encontrada no plasma seminal é a caseina alfa S1.
Como ja estabelecido, as caseinas sdo as principais proteinas presentes no leite e ndo
sdo componentes tipicos do plasma seminal. No entanto, a caseina alfa Slesta presente
nas secrecOes da préstata de humanos (XU et al., 2006) e também encontrada na
membrana de espermatozoides ejaculados, participando na fusdo espermatozoide-
odcito, em bovinos (PATE et al., 2008) e suinos (MORI et al., 1996). Além disso, a
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caseina alfa S1 tem a habilidade de estabilizar o ion calcio, bem como aumentar a
incorporacdo do calcio em inimeros tipos celulares, assim o papel desenvolvido pela

caseina na fertilizagdo é a estimulacao da reacdo acrossdmica (MORI et al., 1996).

Proteases

A protedlise extracelular controlada implica na diferenciacdo e maturagdo do
espermatozoide no trato genital dos mamiferos (FRITZ et al., 1993). As proteases
participam na remodelacdo da membrana dos espermatozoides durante o transito
epididimario e na capacitacdo espermatica (SIGNORELLI et al., 2012). No presente
trabalho, identificou-se duas proteases no plasma seminal dos catetos, carboxipeptidase
E e catepsina L1. De forma particular, carboxipeptidase E é componente do plasma
seminal humano (MARQUINEZ et al., 2003) e, em suinos, é oriunda do epididimo
(GUYONNET et al., 2009). Em outros tecidos do trato reprodutivo, a carboxipeptidase
E esta envolvida no processo proteolitico que precede a liberacdo de horménios e outros
produtos peptidicos (FRICKER, 1988). De fato, Guyonnet e colaboradores (2009)
encontraram altas expressdes desta proteina no corpo do epididimo, onde 0s processos
ontoldgicos e as funcdes sdo associados com a atividade do reticulo endoplasmatico. No
plasma seminal, o papel desenvolvido pela carboxipeptidase E ainda é desconhecido.
Entretanto, baseado nos casos de outras carboxipeptidases liberadas nos fluidos do trato
reprodutivo (METAYER et al., 2002), a carboxipeptidase E pode desenvolver o papel
de modificacdo das proteinas da membrana espermatica durante a maturacdo
epididimaria.

Catepsinas sao proteases que participam na ativacdo de precursores enzimaticos
e na regulacdo da apoptose (ZHENG et al., 2008). Essas proteases tem sido detectadas
no plasma seminal de muitas outras espécies como carneiros (SOUZA et al., 2012),
touros (KELLY et al., 2006) e humanos (WANG et al., 2009). Precursores da catepsina
L1 (Procatepsina L), identificados no presente estudo, sdo oriundos do epididimo e
também foram encontrados em ratos (TOMOMASA et al., 1994), touros (MOURA et
al., 2010) e suinos (OKAMURA et al., 1995). Pré enzimas sdo ativadas para maturar as
catepsinas das células espermatogénicas (O’BRIEN et al., 1993), e no fluido
epididimario (TOMOMASA et al., 1994), acredita-se que afetam a maturagéo
espermatica. Além disso, catepsina D presente no fluido da cauda do epididimo esta
positivamente associado com a taxa de néo retorno ao estro em vacas (MOURA et al.,
2006).
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Outras proteinas do plasma seminal

Actina é uma proteina intracelular, associada ao citoesqueleto e age na célula
espermatica realizando a capacitagdo e reacdo acrossomica (BRENER et al., 2002).
Além disso, essa proteina é bastante encontrada como um componente do plasma
seminal de carneiro (SOUZA et al., 2012), bem como no fluido da cauda do epididimo
de touros (MOURA et al., 2010) e carneiros (SOUZA et al., 2012). A actina ndo possui
funcdo confirmada nos fluidos do trato reprodutivo e é provavel que sua presenca nas
secrecOes seja resultado de escape de celulas danificadas ou mortas.

A proteina zetaglobina foi recentemente descrita como sendo uma das principais
proteinas presentes no plasma seminal de coelhos (ARRUDA-ALENCAR et al., 2012),
no entanto ndo ha descricdo de proteinas semelhantes em outras espécies.

Em conclusdo, o presente estudo descreve o mapa das principais proteinas
presentes no plasma seminal de catetos. Baseado na andlise da ontologia génica , as
proteinas seminais destes animais apresentam uma diversidade de funcdes e estdo
potencialmente envolvidas em processos reprodutivos como protecdo espermaética,
modificacdo da membrana do espermatozoide e ligacdo espermatozoide-odcito. O
conhecimento da biologia reprodutiva das espécies silvest res € crucial para um
completo entendimento das estratégias de sobrevivéncia e adaptacdo aos diversos
ambientes. Além disso, o estudo fornece subsidios para auxiliar no desenvolvimento de
técnicas de reproducdo assistida como a criopreservacdo de gametas, inseminacao

artificial e fertilizacdo in vitro.

84



2.6 REFERENCIAS

ALVAREZ, J.G.; STOREY, B.T. Role of glutathione peroxidase in protecting
mammalian spermatozoa from loss of motility caused by spontaneous lipid

peroxidation. Gamete Research, v. 23, p. 77-90, 1989.

ARRUDA-ALENCAR, J.M.; VIANA-NETO, A.M.; SOUZA, C.E.A.; MARTINS,
JA.M.; MORENO, F.B.; MOREIRA, A.C.O.; GUERREIRO, M.E.F.; MOURA,
A.A. Major proteins of the seminal plasma of new zealand white rabbits and
association with semen criteria. 10" World Rabbit Congress World Rabbit

Science Association, Sharm EI-Sheikh, Egypt. p. 395-399, 2012.

ASSREUY, A.M.S.; ALENCAR, N.M.N.; CAVADA, B.S.; ROCHA-FILHO, D.R.;
FEITOSA, R.F.G.; CUNHA, F.Q.; CALVETE, JJ.; RIBEIRO, R.A. Porcine
spermadhesin PSP-I/PSP-1l stimulates macrophages to release a neutrophil
chemotactic substance: modulation by mast cells. Biology of Reproduction, v. 68,

p. 1836-1841. 2003.

BAILEY, R.; GRISWOLD, M.D. Clusterin in the male reproductive system:
localization and possible function. Molecular and Cellular Endocrinology, v. 151,

p. 17-23. 1999.

BAILEY, R.W.; ARONOW, B.; HARMONY, J.AK.; GRISWOLD, M.D. Heat
shock-initiated apoptosis is accelerated and removal of damaged cells is delayed in
the testis of clusterin/apoJ knock-out mice. Biology Reproduction, v. 66, p. 1042-

1053. 2002.
85



BATHIA, V.N.; PERLMAN, D.H.; COSTELLO, C.E.; MC COMB, M.E. Software
tool for researching annotations of proteins: open-source protein annotation software

with data visualization. Analytical Chemistry, v. 81, p. 9819-9823. 20009.

BEAUCHAMP, C.; FRIDOVICH, I. Superoxide dismutase: improved assays and an

assay applicable to acrylamide gels. Anal. Biochem., v. 44, p. 276, 1971.

BELLEANNEE, C.; BELGHAZI, M.; LABAS, V.; TEIXEIRA-GOMES, AP
GATTI, J.L.; DACHEUX, J.L.; DACHEUX, F. Purification and identification of
sperm surface proteins and changes during epididymal maturation. Proteomics, v.

11, p. 1952-1964. 2011a.

BELLEANNEE, C.; LABAS, V.; TEIXEIRA-GOMES, AP.; GATTI, JL;
DACHEUX, J.L.; DACHEUX, F. Identification of luminal and secreted proteins in

bull epididymis. Journal of Proteomics, v. 74, p. 59-78. 2011b

BERDITCHEVSKI, F.; ODINTSOVA, E. Tetraspanins as regulators of protein

trafficking. Traffic, v. 8, p. 89-96. 2007

BERGERON, A.; VILLEMURE, M.; LAZURE, C.; MANJUNATH, P. Isolation

and characterization of the major proteins of ram seminal plasma. Molecular

Reproduction and Development, v. 71, p. 461-470. 2005.

86



BERNSTEIN, S.E. Hereditary hypotransferrinemia with hemosiderosis, a murine
disorder resembling human atransferrinemia. Journal of Laboratory and Clinical

Medicine, v. 110, p. 690-705. 1987

BRADFORD, M.M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical

Biochemistry, v. 72, p. 248-254. 1976

BRAY, C.; SON, JH.; KUMAR, P.; MEIZEL, S. Mice deficient in chrna7, a
subunit of the nicotinic acetylcholine receptor, produce sperm with impaired

motility. Biology Reproduction, v. 73, p. 807-814. 2005.

BRENER, E.; RUBINSTEIN, S.; COHEN, G.; SHTERNALL, K.; RIVLIN, J;
BREITBART, H. Remodeling of the actin cytoskeleton during mammalian sperm
capacitation and acrosome reaction. Biology Reproduction, v. 68, p. 837-845.

2002 .

CABALLERO, I.; VAZQUEZ, JM.; GARCIA, E.M.; ROCA, J.; MARTINEZ,
E.A.; CALVETE, J.J.: SANZ, L.; EKWALL, H.; RODRIGUEZ-MARTINEZ, H.
Immunolocalization and possible functional role of PSP-I/PSP-11 heterodimer in

highly extended boar spermatozoa. Journal of Andrology, v. 27, p. 766-773. 2006.

CAJAZEIRAS, J.B.; MELO, L.M.; ALBUQUERQUE, E.S.; RADIS-BAPTISTA,

G.; CAVADA, B.S.; FREITAS, V.J.F. Analysis of protein expression and a new

87



prokaryotic expression system for goat (Capra hircus) spermadhesin Bdh-2

cDNA. Genetic Molecular Research, v. 8, p. 1147-1157. 2009.

CALVETE, JJ.; MANN, K.; SCHAFER, W.; RAIDA, M.; SANZ, L.; TOPFER-
PETERSEN, E. Boar spermadhesin PSP-1I: location of posttranslational
modifications, heterodimer formation with PSP-1 glycoforms and effect of
dimerization on the ligand-binding capabilities of the subunits. FEBS Letters, v.

365, p. 179-182. 1995b.

CAMPANERO-RHODES, M.A.; MENENDEZ, M.; SAlz, J.L.; SANZ, L.
CALVETE, J.J.; SOLIS, D. Zinc ions induce the unfolding and self-association of
boar spermadhesin PSP-1, a protein with a single CUB domain architecture, and

promote its binding to heparin. Biochemistry, v. 45, p. 8227-8235. 2006.

CANDIANO, G.; BRUSCHI, M.; MUSANTE, L.; SANTUCCI, L.; GHIGGERI,
G.M.; CARNEMOLLA, B.; ORECCHIA, P.; ZARDI, L.; RIGHETTI, P.G. Blue
silver: a very sensitive colloidal coomassie G-250 staining for proteome analysis.

Electrophoresis, v. 25, p. 1327-1333. 2004.

CARVER, J.A,; REKAS, A.; THORN, D.C.; WILSON, M.R. Small Heat-shock
Proteins and Clusterin: Intra- and Extracellular Molecular Chaperones with a
Common Mechanism of Action and Function? IUBMB Life, v. 55, p. 661-668.

2003.

88



CASTELO, T.S.; BEZERRA, F.S.B.; SOUZA, A.L.P.;, MOREIRA, M.AP,;
PAULA, V.V.; OLIVEIRA, M.F.; SILVA, A.R. Influence of the thawing rate on the
cryopreservation of semen from collared peccaries (Tayassu tajacu) using Tris-

based extenders. Theriogenology, v. 74, p. 1060-1065. 2010.

CENTURION, F.; VAZQUEZ, J.M.; CALVETE, JJ.; ROCA, J.; SANZ, L,
PARRILLA, 1; GARCIA, E.M.; MARTINEZ, E.A. Influence of porcine
spermadhesins on the susceptibility of boar ~ spermatozoa to high dilution.

Biology Reproduction, v. 69, p. 640-646. 2003.

CHIU, W.W.C.; CHAMLEY, LW. Human seminal plasma antibody-binding
proteins. American Journal of Reproductive Immunology, v. 50, p. 196-201.

20083.

CHRISTMAS, P.; CALLAWAY, J.; FALLON, J.; JONES, J.; HAIGLER, H.T.
Selective secretion of annexin 1, a protein without a signal sequence, by the human

prostate gland. Journal of Biological Chemistry, v. 266, p. 2499-2507. 1991.

CORRALES, JJ.; BURGO, R.M.; GALINDO, P.; MUNOZ-BARROSO, I,
MIRALLES, J.M.; VILLAR, E. Abnormal expression of acid glycosidases in
seminal plasma and spermatozoa from infertile men with varicocele. Reproduction,

v. 123, p. 411-417. 2002 .

89



D'AMOURS, O.; FRENETTE, G.; FORTIER, M.A.; LECLERC, P.; SULLIVAN,
R. Proteomic comparison of detergent-extracted sperm proteins from bulls with

different fertility indexes. Reproduction, v. 139, p. 545-556. 2010.

DACHEUX, J.L.; BELGHAZI, M.; LANSON, Y.; DACHEUX, F. Human
epididymal secretome and proteome. Molecular and Cellular Endocrinology, v.

250, p. 36-42. 2006.

DARON, H.H.; AULL, J.L. Purification and properties of p-N-acetyl-d-
hexosaminidase from boar seminal plasma. International Journal of

Biochemistry, v. 17, p. 581-588. 1985.

DIARRA-MEHRPOUR, M.; SARAFAN, N.; BOURGUIGNON, J.; BONNET, F.;
BOST, F.; MARTIN, J.P. Human inter-a-trypsin inhibitor heavy chain H3 gene:
Genomic organization, promoter analysis, and gene linkage. Journal of

Biological Chemistry, v. 273, p. 26809 - 26819. 1998.

DREVET, J.R. The antioxidant glutathione peroxidase family and spermatozoa: a

complex story. Molecular and Cellular Endocrinology, v. 250, p. 70-79. 2006.

DROBA, M.; DROBA, B. Purification and properties of [B-galactosidase from

chicken seminal plasma. Comparative Biochemistry and Physiology, Part B:

Comparative Biochemistry, v. 87, p. 379-384. 1987.

90



DUN, M.D.; SMITH, N.D.; BAKER, M.A.; LIN, M.; AITKEN, R.J.; NIXON, B.
The chaperonin  containing TCP1 complex (CCT/TRIC) is involved in mediating
sperm-oocyte interaction. Journal of Biological Chemistry, v. 286, p. 36875-

36887. 2011.

EKHLASI-HUNDRIESER, M.; SINOWATZ, F.; DE WILKE, 1.G.; WABERSKI,
D.; TOPFER-PETERSEN, E. Expression of spermadhesin genes in porcine male
and female reproductive tracts. Molecular Reproductive and Development, v. 61,

p. 32-41. 2002.

FARNAUD, S.; EVANS, R.W. Lactoferrin - a multifunctional protein with

antimicrobial properties. Molecular Immunology, v. 40, p. 395-405. 2003.

FAROOQUI, A.A.; SRIVASTAVA, P.N. Isolation of beta-N-acetylhexosaminidase
from rabbit semen and its role in fertilization. Biochemical Journal, v. 191, p. 827-

834. 1980.

FORESTA, C.; MANONI, F.; BUSINARO, V.; DONADEL, C.; INDINO, M
SCANDELLARI, C. Possible significance of transferrin levels in seminal plasma of

fertile and infertile men. Journal of Andrology, v. 7, p. 77-82. 1986.

FOUCHECOURT, S.; METAYER, S.; LOCATELLI, A., DACHEUX, F.
DACHEUX, J.L. Stallion epididymal fluid proteome: qualitative and quantitative
characterization; secretion and dynamic changes of major proteins. Biology

Reproduction, v. 62, p. 1790-1803. 2000.

91



FRICKER, L.D. Carboxypeptidase E. Annual Review of Physiology, v. 50, p. 309-

321.1988.

FRITZ, 1.B.; TUNG, P.S.; AILENBERG, M. Proteases and antiproteases in the
seminiferous tubule, In: RUSSELL, L.D., GRISWOLD, M.D. (Eds.), The Sertoli

Cell, Cache River Press, Clearwater, p. 217-236. 1993.

GABORIAUD, C.; GREGORY-PAURON, L.; TEILLET, F.; THIELENS, N.M,;
BALLY, I.; ARLAUD, G.J. Structure and properties of the Ca2+-binding CUB
domain, a widespread ligand-  recognition unit involved in major biological

functions. Biochemistry Journal, v. 439, p. 185-193. 2011 .

GARANTZIOTIS, S.; ZUDAIRE, E.; TREMPUS, C.S.; HOLLINGSWORTH,
JW.,; JIANG, D.; LANCASTER, L.H.; RICHARDSON, E.; ZHUO, L.;
CUTTITTA, F.; BROWN, K.K.; NOBLE, P.W.; KIMATA, K.; SCHWARTZ, D.A.
Serum inter—a-trypsin inhibitor and matrix hyaluronan promote angiogenesis

in fibrotic lung injury. American Journal of Respiratory and Critical Care

Medicine, v. 178, p. 939-947. 2008.

GARCIA, E.M.; VAZQUEZ, J.M.; CALVETE, J.J.; SANZ, L.; CABALLERO, I.;
PARRILLA, I.; GIL, M.A.; ROCA, J.; MARTINEZ, E.A. Dissecting the protective
effect of the seminal plasma spermadhesin PSP-I/PSP-1I on boar sperm

functionality. Journal of Andrology, v. 27, p. 434-443. 2006.

92



GERENA, R.L.; IRIKURA, D.; URADE, Y.; EGUCHI, N.; KILLIAN, G.J.
Immunocytochemical localization of lipocalin-type prostaglandin d synthase in the
bull testis and epididymis and on ejaculated sperm. Biology of Reproduction, v. 6,

p. 547-556. 2000.

GERKE, V.; MOSS, S.E. Annexins: from structure to function. Physiological

Reviews, v. 82, p. 331-371. 2002.

GILMONT, R.R.; SENGER, P.L.; SYLVESTER, S.R.; GRISWOLD, M.D. Seminal
transferrin and spermatogenic capability in the bull. Biology Reproduction, v. 43,

p. 151-157. 1990.

GOLDSTEIN, I.M.; KAPLAN, H.B.; EDELSON, H.S.; WEISSMANN, G.
Ceruloplasmin: a scavenger of superoxide anion radicals. Journal of Biological

Chemistry, v. 254, p. 4040-4045. 1979.

GONCALVES, R.F.; BARNABE, V.H.; KILLIAN, G.J. Pre-treatment of cattle
sperm and/or oocyte with antibody to lipocalin type prostaglandin D synthase
inhibits in vitro fertilization and increases sperm-oocyte binding. Animal

Reproduction Science, v. 106, p. 188-193. 2008a.

GONCALVES, R.F.; STAROS, A.L.; KILLIAN, G.J. Oviductal fluid proteins
associated with the bovine zona pellucida and the effect on in vitro sperm-egg
binding, fertilization and embryo development. Reproduction in Domestic

Animal, v. 43, p. 720-729. 2008b.

93



GRIFFITHS, G.; GALILEO, D.S.; ARAVINDAN, R.G.; MARTIN-DELEON, P.A.
Clusterin facilitates exchange of glycosyl phosphatidylinositol-linked SPAM1
between reproductive luminal fluids and mouse and human sperm membranes.

Biology Reproduction, v. 81, p. 562-570. 2009.

GUYONNET, B.; MAROT, G.; DACHEUX, J.L.; MERCAT, M.J.; SCHWOB, S.;
JAFFREZIC, F.; GATTI, J.L. The adult boar testicular and epididymal

transcriptomes. BMC Genomics, v. 10, p. 369. 20009.

HARSHAN, H.M.; SINGH, L.P.; ARANGASAMY, A.; ANSARI, M.R.; KUMAR,
S. Effect of buffalo seminal plasma heparin binding protein (HBP) on freezability
and in vitro fertility of buffalo cauda spermatozoa. Animal Reproduction Science,

v. 93, p. 124-133. 2006.

HAWKINS, T.E.; DAS, D.; YOUNG, B.; MOSS, S.E. DT40 cells lacking the Ca?*-
binding protein annexin 5 are resistant to Ca**-dependent apoptosis. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United United States of America, v. 99,

p. 8054-8059. 2002.

HELLMAN, N.E.; GITLIN, J.D. Ceruloplasmin metabolism and function. Annual

Review of Nutrition, v. 22, p. 439-458. 2002.

HOLMES, S.D.; LIPSHULTZ, L.l; SMITH, R.G. Transferrin and gonadal

dysfunction in man. Fertility and Sterility, v. 38, p. 600-604. 1982.

94



HUMPHREYS, D.T.; CARVER, J.A.; EASTERBROOK-SMITH, S.B.; WILSON,
M.R. Clusterin has chaperone-like activity similar to that of small heat shock

proteins. Journal of Biological Chemistry, v. 274, p. 6875-6881. 1999.

IBRAHIM, N.M.; FOSTER, D.N.; CRABO, B.G. Localization of clusterin on
freeze-preserved bull spermatozoa before and after glass wool-sephadex filtration.

Journal of Andrology, v. 22, p. 891-902. 2001a.

IBRAHIM, N.M.; ROMANO, J.E.; TROEDSSON, M.H.T.; CRABO, B.G. Effect
of scrotal insulation on clusterin-positive cells in ram semen and their relationship

to semen quality. Journal of Andrology, v. 22, p. 863-877. 2001b.

IBRAHIM, N.M.; TROEDSSON, M.H.T.; FOSTER, D.N.; LOSETH, K.J;
FARRIS, J.A.; BLASCHUK, O.; CRABO, B.G. Reproductive tract secretions and
bull spermatozoa contain different clusterin isoforms that cluster cells and inhibit

complement-induced cytolysis. Journal of Andrology, v. 20, p. 230-240. 1999.

JALDETY, Y.; GLICK, Y.; ORR-URTREGER, A.; ICKOWICZ, D.; GERBER, D.;
BREITBART, H. Sperm epidermal growth factor receptor (EGFR) mediates o7
acetylcholine receptor (AChR) activation to promote fertilization. Journal of

Biological Chemistry, v. 287, p. 22328-22340. 2012.

JUYENA, N.S.; STELLETTA, C. Seminal plasma: an essential attribute to

spermatozoa. Journal of Andrology, v. 33, p. 536-551. 2012.

95



KAJI, K.; ODA, S.; SHIKANO, T.; OHNUKI, T.; UEMATSU, Y.; SAKAGAMI,
J.; TADA, N.; MIYAZAKI, S.; KUDO, A. The gamete fusion process is defective

in eggs of CD9-deficient mice. Nature Genetics, v. 24, p. 279-282. 2000.

KAPUR, D.K.; GUPTA, G.S. Purification, biochemical properties and active sites
of N-acetyl-beta-D-hexosaminidases from human seminal plasma. Biochemistry

Journal, v. 236, p. 103-109. 1986.

KAWAMINAMI, M.; ETOH, S.; MIYAOKA, H.; SAKAI, M.; NISHIDA, M,
KURUSU, S.; HASHIMOTO, I. Annexin 5 messenger ribonucleic acid expression
in pituitary gonadotropes is induced by gonadotropin-releasing hormone (GnRH)
and modulates gnrh stimulation of gonadotropin release. Neuroendocrinology, v.

75, p. 2-11. 2002.

KELLY, V.C.; KUY, S.; PALMER, D.J.; XU, Z.; DAVIS, S.R.; COOPER, G.J.
Characterization of bovine seminal plasma by proteomics. Proteomics, v. 6, p.

5826-5833. 2006.

KERSHAW-YOUNG, C.M.; MAXWELL, W.M.C. Seminal plasma components in
camelids and comparisons with other species. Reproduction in Domestical

Animals, v. 47, p. 369-375. 2012.

KILLIAN, G.J.; CHAPMAN, D.A.; ROGOWSKI, L.A. Fertility-associated proteins

in Holstein bull seminal plasma. Biology Reproduction, v. 49, p. 1202-1207. 1993.

96



LIU, Y.; JIANG, M.; LI, C.; YANG, P.; SUN, H.; TAO, D.; ZHANG, S.; MA, Y.
Human t- complex protein 11 (TCP11), a testis-specific gene product, is a potential
determinant of the sperm morphology. Tohoku Journal of Experimental

Medicine, v. 224, p. 111-117. 2011.

LU, R,; GUO, C.; TAO, X.Q.; LIU, H.Y.; SHI, S.S,; LIN, C.Y.; YAO, B. Protective
effect of annexin 5 on human sperm membrane and DNA integrity. Zhonghua Nan

Ke Xue, v. 17, p. 17-20. 2011.

MARQUINEZ, A.C.; ANDREETTA, A.M.; GONZALEZ, N.; WOLFENSTEIN-
TODEL, C.; SCACCIATI, D.E.; CEREZO, J.M. Identification of gpl7
glycoprotein and characterization of prostatic acid phosphatase (PAP) and
carboxypeptidase E (CPE) fragments in a human seminal plasma fraction interacting

with concanavalin A. Journal of Protein Chemistry, v. 22, p. 423-429. 2003.

MERI, S.; JARVA, H. Complement regulatory proteins. Nature Encyclopedia of

Life Sciences, v. 1, p. 1-8. 2001.

METAYER, S.; DACHEUX, F.; DACHEUX, J.L.; GATTI, J.L. Comparison,
characterization, and identification of proteases and protease inhibitors in
epididymal fluids of domestic mammals. Matrix metalloproteinases are major fluid

gelatinases. Biology Reproduction, v. 66, p. 1219-1229. 2002.

MIRANDA, P.V., GONZALEZ-ECHEVERRIA, F.; BLAQUIER, JA,;

MAHURAN, D.J.; TEZON, J.G. Evidence for the participation of B-hexosaminidase

97



in human sperm-zona pellucida interaction in  vitro. Molecular Human

Reproduction, v. 6, p. 699-706. 2000 .

MORI, T.; HIRAYAMA, M.; SUZUKI, K.; SHIMIZU, H.; NAGAI, T. Effect of
casein phospho peptides and Ca®* on penetration of boar spermatozoa into pig

oocytes matured in vitro. Biology Reproduction, v. 55, p. 364-369. 1996.

MOURA, A.A.; CHAPMAN, D.A.; KOC, H.; KILLIAN, G.J. A comprehensive
proteomic analysis of the accessory sex gland fluid from mature Holstein bulls.

Animal Reproduction Science, v. 98, p. 169-188. 2007a.

MOURA, A.A.; CHAPMAN, D.A.; KOC, H.; KILLIAN, G.J. Proteins of the cauda
epididymal fluid associated with fertility of mature dairy bulls. Journal of

Andrology, v. 27, p. 534-541. 2006.

MOURA, A.A.; SOUZA, C.E.A.; STANLEY, B.A.; CHAPMAN, D.A.; KILLIAN,
G.J. Proteomics of cauda epididymal fluid from mature Holstein bulls. Journal of

Proteomics, v. 73, p. 2006-2020. 2010.

NIMTZ, M.; GRABENHORST, E.; CONRADT, H.S.; SANZ, L.; CALVETE, J.J.
Structural characterization of the oligosaccharide chains of native and crystallized
boar seminal plasma spermadhesin PSP-I and PSP-II glycoforms. FEBS Journal, v.

265, p. 703-718. 1999.

98



NOVAK, S.; RUIZ-SANCHEZ, A.; DIXON, W.T.; FOXCROFT, G.R.; DYCK,
M.K. Seminal plasma proteins as potential markers of relative fertility in boars.

Journal of Andrology, v. 31, p. 188-200. 2010a.

NOVAK, S.; SMITH, T.A.; PARADIS, F.; BURWASH, L.; DYCK, MK,
FOXCROFT, G.R.; DIXON, W.T. Biomarkers of in vivo fertility in sperm and

seminal plasma of fertile stallions. Theriogenology, v. 74, p. 956-967. 2010b.

O'BRIEN, D.A.; GABEL, C.A.; EDDY, E.M. Mouse Sertoli cells secrete mannose-
6-phosphate glycoproteins that are endocytosed by spermatogenic cells. Biology

Reproduction, v. 49, p. 1055-1065. 1993.

OKAMURA, N.; KIUCHI, S.; TAMBA, M.; KASHIMA, T.; HIRAMOTO, S,
BABA, T.; DACHEUX, F.; DACHEUX, J.L.; SUGITA, Y.; JIN, Y. A porcine
homolog of the major secretory protein of human epididymis, HE1, specifically
binds cholesterol. Biochimica et Biophysica Acta - Molecular and Cell Biology of

Lipids, v. 1438, p. 377-387. 1999.

OKAMURA, N.; TAMBA, M.; UCHIYAMA, Y.; SUGITA, Y.; DACHEUX, F,;
SYNTIN, P.; DACHEUX, J.L. Direct evidence for the elevated synthesis and
secretion of procathepsin L in the distal caput epididymis of boar. Biochimica et

Biophysica Acta - General Subjects, v. 1245, p. 221-226. 1995.

PARADISI, R.; BELLAVIA, E.; PESSION, A.L.; VENTUROLI, S.; BACH, V.;

FLAMIGNI, C. Characterization of human sperm antigens reacting with antisperm

99



antibodies from autologous sera and seminal plasma: comparison among infertile

subpopulations. International Journal of Andrology, v. 19, p. 345-352. 1996 .

PATE, B.J.; WHITE, K.L.; CHEN, D.; ASTON, K.l.; SESSIONS, B.R.; BUNCH,
T.D.; WEIMER, B.C. A novel approach to identify bovine sperm membrane
proteins that interact with receptors on the vitelline membrane of bovine oocytes.

Molecular Reproduction and Development, v. 75, p. 641-649. 2008.

PEREZ MARTINEZ, S.L.; MENENDEZ-HELMAN, R.J.; ZITTA, KJS;
BRANDELLI, A.; MIRANDA, P.V. Characterization of human sperm N-
acetylglucosaminidase. International Journal of Andrology, v. 31, p. 315-324.

2008.

PERKINS, D.N.; PAPPIN, D.J.C.; CREASY, D.M.; COTTRELL, J.S. Probability-
based protein identification by searching sequence databases using mass

spectrometry data. Electrophoresis, v. 20, p. 3551-3567. 1999.

PERVAIZ, S.; BREW, K. Homology and structure-function correlations between
oy-acid glycoprotein and serum retinol-binding protein and its relatives. FASEB

Journal, v.1, p. 209-214. 1987.

PINEIRO, M.. ALAVA, M.A.. GONZALEZ-RAMON, N.. OSADA, J.

LASIERRA, P.; LARRAD, L.; PINEIRO, A.; LAMPREA V.E.F. ITIH4 serum

concentration increases during acute-phase processes in human patients and is

100



up-regulated by interleukin-6 in hepatocarcinoma HepG2 cells. Biochemical and

Biophysical Research Communications, v. 263, p. 224-229. 1999.

PINEIRO, M.; ANDRES, M.; ITURRALDE, M.; CARMONA, S.; HIRVONEN, J.;
PYORALA, S.; HEEGAARD, P.M.H.; TIORNEHOJ, K.; LAMPREAVE, F.;
PINEIRO, A.; ALAVA, M.A. ITIH4 (inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 4) is
a new acute-phase protein isolated from cattle during  experimental  infection.

Infection and Immunity, v. 72, p. 3777-3782. 2004.

PLACZEK, R.; KRASSNIGG, F.; SCHILL, W.B. Effect of ace-inhibitors,
calmodulin antagonists, acetylcholine receptor blocking, and alpha receptor
blocking agents on motility of human sperm. Archives of Andrology, v. 21, p. 1-

10. 1988.

RAMOS, E.M.; OLIVEIRA, C.P.; MATOS, R.A.; MOTA, C.M.; SANTOS, D.O.
Avaliacdo de caracteristicas da carcaca e da qualidade da carne de queixada
(Tayassu pecari [Link, 1795]). Ciéncia e Agrotecnologia, v. 33, p. 1734-1740.

2009.

REINERT, M.; CALVETE, J.J.; SANZ, L.; MANN, K.; TOPFER-PETERSEN, E.
Primary structure of Stallion Seminal Plasma protein HSP-7, a zona pellucida-
binding protein of the spermadhesin family. European Journal Biochemistry, v.

242, p. 636-640. 1996.

101



RODRIGUES, M.A.M.; SOUZA, C.E.A.; MARTINS, JA.M.; REGO, J.P;
OLIVEIRA, J.T.A.; DOMONT, G.B.; NOGUEIRA, F.C.; MOURA, A.A. Seminal
plasma proteins and their relationship with sperm motility in Santa Ines rams. Small

Ruminant Research, v. 109, p. 94-100. 2013.

RODRIGUEZ-MARTINEZ, H.; KVIST, U.; ERNERUDH, J.; SANZ, L,
CALVETE, JJ. Seminal plasma proteins: what role do they play? American

Journal of Reproductive Immunology, v. 66, p. 11-22. 2011.

SAEZ, F.; FRENETTE, G.; SULLIVAN, R. Epididymosomes and prostasomes:
their roles in posttesticular maturation of the sperm cells. Journal Andrology, v.

24, p. 149-154. 2003.

Statistical Analysis Systems (SAS). 2003 SAS User’s Guide. Statistical Analysis

Systems Institute Inc., Cary, NC.

SENGOKU, K.; TAMATE, K.; YOSHIDA, T.; TAKAOKA, Y.; MIYAMOTO, T
ISHIKAWA, M. Effects of low concentrations of nitric oxide on the zona pellucida
binding ability of human spermatozoa. Fertility and Sterility, v. 69, n.3, p. 522-

527, 1998.

SENSIBAR, J.A.; QIAN, Y.; GRISWOLD, M.D.; SYLVESTER, S.R.; BARDIN,
C.W.; CHENG, C.Y.; LEE, C. Localization and molecular heterogeneity of sulfated
glycoprotein-2 (clusterin) among ventral prostate, seminal vesicle, testis, and

epididymis of rats. Biology Reproduction, v. 49, p. 233-242. 1993.

102



SIGNORELLLI, J.; DIAZ, E.S.; MORALES, P. Kinases, phosphatases and proteases

during sperm capacitation. Cell and Tissue Research, v. 349, p. 765- 782. 2012.

SKINNER, M.K.; GRISWOLD, M.D. Sertoli cells synthesize and secrete a

ceruloplasmin-like protein. Biology Reproduction, v. 28, p. 1225-1229. 1983.

SON, J.H.; MEIZEL, S. Evidence suggesting that the mouse sperm acrosome
reaction initiated by the zona pellucida involves an a7 nicotinic acetylcholine

receptor. Biology Reproduction, v. 68, p. 1348-1353. 2003.

SOUES, S.; KANN, M.L.; FOUQUET, J.P.; MELKI, R. The cytosolic chaperonin
CCT associates to cytoplasmic microtubular structures during mammalian
spermiogenesis and to heterochromatin in germline and somatic cells.

Experimental Cell Research, v. 288, p. 363-373. 2003.

SOUZA, A.L.P.; CASTELO, T.S.; QUEIROZ, J.P.A.F.; BARROS, 1.0.; PAULA,
V.V.; OLIVEIRA, M.F.; SILVA, A.R. Evaluation of anesthetic protocol for the
collection of semen from captive collared peccaries (Tayassu tajacu) by

electroejaculation. Animal Reproduction Science, v. 116, p. 370-375. 2009.

SOUZA, C.E.A.; MOURA, A.A.; MONACO, E. Binding patterns of bovine seminal
plasma proteins A1/A2, 30kDa and osteopontin on ejaculated sperm before and after
incubation with isthmic and ampullary oviductal fluid. Animal Reproduction

Science, v. 105, p. 72-89. 2008.

103



SOUZA, C.E.A,; REGO, J.P.,; LOBO, C.H.; OLIVEIRA, J.T.A.; NOGUEIRA, F.C.;
DOMONT, G.B.; FIORAMONTE, M.; GO0OzZzZO, F.C.,; MORENO, F.B,;
MONTEIRO-MOREIRA, A.C.; FIGUEIREDO, J.R.; MOURA, A.A. Proteomic
analysis of the reproductive tract fluids from tropically-adapted Santa Ines rams.

Journal of Proteomics, v. 75, p. 4436-4456. 2012.

SOUZA, F.F.; BARRETO, C.S.; LOPES, M.D. Characteristics of seminal plasma
proteins  and their correlation with canine semen analysis. Theriogenology, v. 68,

p. 100-106. 2007.

STOREY, B.T. Biochemistry of the induction and prevention of lipoperoxidative
damage in human spermatozoa. Molecular Human Reproduction, v. 3, p. 203-

213.1997.

SULLIVAN, R.; FRENETTE, G.; GIROUARD, J. Epididymosomes are involved in
the acquisition of new sperm proteins during epididymal transit. Asian Journal of

Andrology, v. 9, p. 483-491. 2007.

TALEVI, R.; GUALTIERI, R. Molecules involved in sperm-oviduct adhesion and

release. Theriogenology, v. 73, p. 796-801. 2010.

TEDESCHI, G.; OUNGRE, E.; MORTARINO, M.; NEGRI, A.; MAFFEO, G,
RONCHI, S. Purification and primary structure of a new bovine spermadhesin.

European Journal Biochemistry, v. 267, p. 6175-6179. 2000.

104



THALER, C.J.; FAULK, W.P.; MCINTYRE, J.A. Soluble antigens of 1gG receptor
Fc gamma RIII in human seminal plasma. Journal of Immunology, v. 143, p.

1937-1942. 1989.

THIMON, V.; FRENETTE, G.; SAEZ, F.; THABET, M.; SULLIVAN, R. Protein
composition of human epididymosomes collected during surgical vasectomy
reversal: a proteomic and genomic approach. Human Reproduction, v. 23, p.

1698-1707. 2008.

TOMOMASA, H.; WAGURI, S.; UMEDA, T.; KOISO, K.; KOMINAMI, E,;
UCHIYAMA, Y. Lysosomal cysteine proteinases in rat epididymis. Journal of

Histochemistry and Cytochemistry, v. 42, p. 417-425. 1994 .

TOPFER-PETERSEN, E.; EKHLASI-HUNDRIESER, M.; TSOLOVA, M.
Glycobiology of fertilization in the pig. The International Journal of

Developmental Biology, v. 52, p. 717-736. 2008.

TULSIANI, D.R.P.; ORGEBIN-CRIST, M.C.; SKUDLAREK, M.D. Role of
luminal fluid glycosyltransferases and glycosidases in the modification of rat sperm
plasma membrane glycoproteins during epididymal maturation. Journal of

Reproduction and Fertility, v. 53, p. 85-97. 1998.

105



UTLEG, A.G,; YI, E.C.; XIE, T.; SHANNON, P.; WHITE, J.T.; GOODLETT,
D.R.; HOOD, L.; LIN, B. Proteomic analysis of human prostasomes. Prostate, v.

56, p. 150-161. 2003.

VERNET, P.; ROCK, E.; MAZUR, A.; RAYSSIGUIER, Y.; DUFAURE, J.P.;
DREVET, J.R. Selenium-independent epididymis-restricted glutathione peroxidase
5 protein (GPX5) can back up failing Se-dependent GPXs in mice subjected to
selenium deficiency. Molecular Reproduction and Development, v. 54, p. 362-

370.

WAKABAYASHI, H.; MATSUMOTO, H.; HASHIMOTO, K.; TERAGUCHI, S,;
TAKASE, M.; HAYASAWA, H. Inhibition of iron/ascorbate induced lipid
peroxidation by an N-terminal peptide of bovine lactoferrin and its acylated

derivatives. Bioscience, Biotechnology and Biochemistry, v. 63, p. 955-957. 1999.

WANG, J.; WANG, J.; ZHANG, H.R.; SHI, H.J.; MA, D.; ZHAO, H.X.; LIN, B,;
LI, R.S. Proteomic analysis of seminal plasma from asthenozoospermia patients
reveals proteins that affect oxidative stress responses and semen quality. Asian

Journal of Andrology, v. 11, p. 484-491. 2009 .

WITKIN, S.S.; RICHARDS, J.M.; BONGIOVANNI, A.M.; ZELIKOVSKI, G. An

IgG-Fc binding protein in seminal fluid. American Journal of Reproductive

Immunology, v. 3, p. 23-27. 1983.

106



XU, W.; HU, H.; WANG, Z.; CHEN, X.; YANG, F.; ZHU, Z.; FANG, P.; DAI, J,;
WANG, L.; SHI, H.; LI, Z.; QIAO, Z. Proteomic characteristics of spermatozoa in
normozoospermic patients with infertility. Journal Proteomics, v. 75, p. 5426-

5436. 2012.

YOUNG, R.J.; LAING, J.C. The binding characteristics of cholinergic sites in rabbit

spermatozoa. Molecular Reproductive and Development, v. 28, p. 55-61. 1991.

ZALATA, A.; EL-SAMANOUDY, A.Z.; SHAALAN, D.; EL-BAIOMY, Y.
TAYMOUR, M.; MOSTAFA, T. Seminal clusterin gene expression associated with
seminal variables in fertile and infertile men. Journal of Urology, v. 188, p. 1260-

1264. 2012.

ZHANG, T.; CHABORY, E.; BRITAN, A.; GRIGNARD, E.; PITIOT, O.; SAEZ,
F.; CADET, R.; HENRY-BERGER, J.; VERNET, P.; DREVET, J.R. GPX5, the
selenium-independent glutathione peroxidase-encoding single copy gene is
differentially expressed in mouse epididymis. Reproduction Fertility and

Development, v. 20, p. 615-625. 2008.

ZHENG, X.; CHU, F.; MIRKIN, B.L.; THANGIRALA, S.; MOUSA, S.A;
REBBAA, A. Role of the proteolytic hierarchy between cathepsin L, cathepsin D
and caspase-3 in regulation of cellular susceptibility to apoptosis and autophagy.
Biochimica et Biophysica Acta Molecular Cell Research, v. 1783, p. 2294-2300.

2008.

107



ZIYYAT, A.; RUBINSTEIN, E.; MONIER-GAVELLE, F.; BARRAUD, V.
KULSKI, O.; PRENANT, M.; BOUCHEIX, C.; BOMSEL, M.; WOLF, J.P. CD9
controls the formation of clusters that contain tetraspanins and the integrin o631,
which are involved in human and mouse gamete fusion. Journal of Cell Science, v.

119, p. 416-424. 2006.

108



3 CAPITULO 3 - ESTUDO DA ATIVIDADE ENZIMATICA NO PLASMA
SEMINAL DE CATETOS (Pecari tajacu LINNAEUS 1758)

Study on the enzyme activity of the seminal plasma of collared peccaries (Pecari

tajacu LINNAEUS 1758)

E A A Santos, C E A Souza, P C Sousa, A M Silva, A L C Paiva, V V de Paula, A A

Moura, A R Silva

A ser submetido na revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia.

109



Study on the enzyme activity of the seminal plasma of collared peccaries (Pecari

tajacu LINNAEUS 1758)

3.1 RESUMO

O estudo das enzimas que estdo presentes no sémen auxilia no entendimento de
mecanismos pelos quais as células espermaticas sofrem influencias positivas e negativas
das espécies reativas de oxigénio (ERQO’s), as quais sdo produzidas normalmente por
todas as células vivas. Além disso, essa compreensdao melhoraria o entendimento das
bases fisiologicas dessa espécie. Assim, foram investigadas a atividade da catalase
(CAT), superéxido dismutase (SOD), guaiacol peroxidase (POX) e ascorbato
peroxidase (APX) no plasma seminal de catetos. Com o auxilio de espectrofotometria
nédo foi detectado atividade de nenhuma das enzimas estudadas, concluindo assim que
outros mecanismos compensatdrios protegem a célula espermatica dos ataques das
ERO’s, como por exemplo, a presenca significativa da glutationa peroxidase (GPx)

encontrada no plasma seminal dos catetos.

110



3.2 INTRODUCAO

Os catetos (Pecari tajacu LINNAEUS 1758) sdo animais silvestres exclusivos
das Américas, habitando desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina,
estando presente em praticamente todos os biomas (BODMER e SOWLS, 1996).
Devido ao alto interesse na comercializagdo internacional de seu couro, esta espécie
vem sendo bastante cacada. Portanto, apesar da populacdo ser considerada estavel
(IUCN, 2013), a caca predatoria aliada a fragmentacao de seu habitat, estdo a reduzindo
e a fazendo desaparecer em alguns biomas (DESBIEZ et al., 2012). Assim, o
conhecimento de diferentes aspectos reprodutivos dos catetos auxiliaria no manejo
destes animais, permitindo o desenvolvimento de biotécnicas que possibilitassem a
multiplicacdo destes animais em cativeiro e sua conservacdo em seu habitat natural.

Apesar dos catetos estarem separados da familia Suidae desde dezenas de
milhdes de anos (BERNIRSHCHKE, 1974), o porco doméstico (Sus scrofa domesticus)
¢ a especie que possui maior proximidade filogenética com os mesmos. Nos suinos, foi
demonstrado que a composicdo do plasma seminal é influenciada por inimeros fatores,
dentre eles, o fotoperiodo e temperatura possuem marcada influencia
(KAZIOROWSKA-GILUN et al., 2011; SANCHO et al., 2004). Dentre o0s
componentes do plasma seminal, o estudo das enzimas auxilia no entendimento de
mecanismos pelos quais as células espermaticas sofrem influencias positivas e negativas
das espécies reativas de oxigénio (ERO’s), as quais sdo produzidas normalmente por
todas as células vivas. Além dos suinos, a presenca, bem como, a atividade enzimatica
no plasma seminal tem sido descrita em outras espécies como os ovinos (MARTI et al.,
2007), equinos (KANKOFER et al., 2005), caninos (CASSANI et al., 2005) e humanos
(SANOCKA et al., 1996) mas ainda ndo ha relatos de estudos direcionados aos catetos.

Positivamente, as ERO’s atuam na regulacdo da taxa de hiperativacdo das
células espermaticas, ocorréncia de reacdo acrossémica e fusdo com o odcito
(SENGOKU et al., 1998). Por outro lado, quando estdo em quantidades excessivas,
podem promover o estresse oxidativo, causando danos aos espermatozoides através do
mecanismo de peroxidacéo lipidica sobre todas as membranas celulares (AITKEN et al.,
1993). Tais prejuizos podem ser mitigados através do sistema antioxidante capaz de
remover 0s agentes causadores de oxidagdo antes que estes possam causar injarias

(superdxido dismutase — SOD, catalase — CAT, ascorbatoperoxidase — APX), ou agindo
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como reparador do dano ja gerado (guaiacol peroxidase) (VALENCA e GUERRA,
2007).

Assim, o objetivo desse trabalho foiverificar a atividade das enzimas catalase
(CAT), superdxido dismutase (SOD), guaiacol peroxidase (POX) e ascorbato

peroxidase (APX) no plasma seminal de catetos (Pecari tajacu).

3.3 MATERIAL E METODOS

Todos os protocolos foram aprovados pelo comité de ética da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), processo n° 23.091.0254/11-88.

3.3.1 Animais:

Os animais utilizados no experimento foram oriundos do Centro de
Multiplicacdo de Animais Silvestres — CEMAS (UFERSA), localizado na regido
semiarida do Brasil (Mossord, RN: 5°10°S, 37°10°W), com uma média anual de
temperatura de aproximadamente 27°C. Os machos, sexualmente maduros, mantidos em
cativeiro, pesando em média 20,0 + 0,1 kg com idade de 21 + 1 meses, foram isolados
das fémeas 6 meses antes do inicio do estudo. Estes foram mantidos em grupos de seis
animais confinados em piquetes (20 m x 3 m), e a dieta a base de frutas, racdo
balanceada e 4gua a vontade.

3.3.2 Coleta e Avaliacdo Classica do Sémen:

Os animais foram fisicamente contidos em um pucd, e anestesiados pela
administracdo intravenosa de 5 mg/kg de Propofol (Propovan®, Cristalia, Fortaleza,
Brazil) (SOUZA et al., 2009). O sémen foi obtido por eletroejaculacdo, conforme
metodologia descrita por CASTELO et al. (2010). Procedeu-se a avaliagdo das
caracteristicas seminais e, em seguida, o sémen foi centrifugado a 700g por 10 minutos,

sendo o plasma seminal transferido para microtubos (1,5 mL) e estocado a -20°C.
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3.3.3 Determinacéo da atividade enzimatica antioxidante nos ejaculados:

- Catalase (CAT): A atividade da catalase foi baseada nos métodos descritos por
PEXITO (1999) e SUDHAKAR et al. (2001). Uma aliquota de 0,05 mL do plasma
seminal foi adicionada a 0,95 mL de H,0, 12,5 mM em tampéo fosfato de potéssio, 75
mM, pH 7,0. A mistura reacional foi incubada a 30°C. A atividade de CAT foi estimada
pela medida de decréscimo na absorbancia a 240 nm com intervalos de 30 segundos,
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 36 M™* cm™ (ANDERSON et al., 1995)
e expressa com micromol de H,O, por miligrama de proteina (umol H,O./mgP).

- Superoxido Dismutase (SOD): Sua atividade foi avaliada segundo metodologia
descrita por VAN ROSSUM et al., (1997). Aliquotas de 40 pL de plasma seminal foram
adicionadas em uma placa de micropogos contendo uma mistura composta por 0,02 mL
de tampao fosfato de sddio 0,5 M (pH 7,8), 0,01 mL de Triton X-100 0,50%, 0,02 mL
de L-metionina 130 mM, 0,01 mL de EDTA 2 mM, 0,02 mL de NBT 0,75 mM, 0,02
mL de riboflavina 1,0 mM e agua grau milli-Q g.s.p. 200 L. A adicdo do nitro azul de
tetrazolio (NBT) e da riboflavina foi feita na auséncia de luz, para evitar que a reacao
desse inicio. A mistura reacional foi exposta a luz (lampada fluorescente circular de 32
W) dando inicio a reacdo, por cinco minutos. A producao de formazana azul foi medida
pela leitura de absorbancia a 630 nm fornecida por leitora de ELISA (Automated
Microplate Reader, modelo ELX800-Bio-Tek Instruments®, Inc.). Foi realizado um
ensaio em branco, como controle, onde foram colocados todos 0s reagentes com
excecdo do plasma, quando ocorre a redu¢do maxima do NBT. A atividade da enzima
foi determinada de acordo com sua capacidade de inibir a formagéo da formazana azul.
Uma unidade de atividade (UA) foi definida como a quantidade da amostra necessaria
para inibir 50% da fotorreducdo (em relacdo ao controle positivo) do NBT a formazana
azul (BEAUCHAMP e FRIDOVICH, 1971) e expressa como unidade de atividade por
miligrama de proteina (UA/mgP).

- Guaiacol Peroxidase (POX): Para determinacao da atividade desta enzima, foi
utilizada a metodologia descrita por URBANEK et al. (1991). Como substrato para a

reacdo, o guaiacol foi utilizado como doador de prétons, e o peroxido de hidrogénio,
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aceptor. A mistura reacional consistiu de aliquotas de 0,020 mL de plasma seminal,
0,980 mL de tampé&o acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2; 0,5 mL de guaiacol 0,02 M e 0,5
mL de perdxido de hidrogénio 0,06 M, perfazendo um volume total de 2 mL. A mistura
foi deixada em banho-maria a 30°C, durante 10 minutos. Em seguida, a leitura da
absorbancia do composto colorido, 3,3’-dimetoxi-4-4’-bifenolquinona (DOERGE et al.,
1997) formado na reacdo, foi medida a 480 nm (espectrofotdmetro tipo Genesys 10S
UV-VIS da Thermo Scientific). A variacdo de 1,0 unidade de absorbancia por minuto
foi assumida como sendo 1,0 unidade de atividade peroxidasica (1 UA), sendo expressa

em unidades de atividade por miligramas de proteinas (UA/mgP).

- Ascorbato peroxidase (APX): A atividade de APX presente no plasma seminal
foi determinada de acordo com metodologia descrita por NAKANO e ASADA (1981),
modificada por KOSHIBA (1993), adaptada para as condi¢Ges experimentais. A mistura
reacional consistiu de 600 pL do tampdo fosfato de potassio 0,05 M (pH 6,0), contendo
0,5 mM de &cido ascorbico, 100 pL de H,0, 2mM e 0,05 mL do plasma seminal. O
decréscimo na leitura de absorbancia medida a 290 nm, no intervalo de 20-180
segundos, foi mensurado como indice de oxidac¢do do ascorbato. A atividade APX foi
determinada utilizando-se uma curva padrdo construida a partir de concentracdes

conhecidas de ascorbato (0,1 - 1,0 pumoL ascorbato/mL).

3.3.4 Andlise estatistica

Os dados referentes aos resultados das avaliagdes seminais, bem como da

pesquisa da atividade enzimatica foram expressos em média e desvio padro.

4. RESULTADOS

Foi utilizado um ejaculado de cada animal, resultando em 9 ejaculados. Estes se
apresentavam brancos e continham espermatozoides. Na tabela 1, séo apresentados 0s

valores médios referentes a avaliacdo do sémen dos nove catetos.
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Tabela 3. Valores médios (+ desvio padrdo) das caracteristicas seminais de catetos
(Pecari tajacu LINNAEUS 1758) coletados por eletroejaculacéo (n = 9 ejaculados)

Caracteristicas Média £ Desvio padréao
Volume (mL) 2+1,1
Concentracdo espermatica (x10° ml™) 207 + 160,7
Motilidade (%) 83+20,9

Vigor (0-5) 422+11
Espermatozoides com membrana integra (%) 725+10,4
Espermatozoides com membrana funcional (%) 80,4 +14,1
Morfologia Normal (%) 80+ 21,0

No tocante a atividade enzimatica, ndao foi verificada qualquer atividade das
enzimas CAT, POX e APX no ejaculado de nenhum dos animais investigados. Por
outro lado, foram detectados tracos da enzima superoxido dismutase, com valores
médios de 0.034 + 0.049 UA/mgP, em todos 0s animais.

5. DISCUSSAO

De nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo que investiga a atividade de
enzimas antioxidantes no plasma seminal de catetos (Pecari tajacu). Informagdes sobre
a acdo (ou inexisténcia) de sistemas enzimaticos antioxidantes no plasma seminal
podem fornecer detalhes da fisiologia reprodutiva desta espécie, contribuindo assim
para o desenvolvimento de protocolos de criopreservacdo de gametas. O entendimento
dos mecanismos protetores enzimaticos pode auxiliar no desenvolvimento de protocolos
mais eficientes os quais utilizem a purificacdo e acréscimo de enzimas aos diluidores
seminais, caso seja detectada a auséncia das mesmas em determinadas condicgdes,
aumentando assim a longevidade das células espermaticas e favorecendo a conservagao
do sémen nesta espécie.

Nos catetos, ndo foi observada atividade enzimatica da CAT, POX e APX nessas
condigdes de estudo. Haja vista que o experimento foi realizado durante os meses de

agosto e setembro, a estacdo seca na regido semiarida, as enzimas podem simplesmente
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ndo terem sido sintetizadas, ou estarem sendo impedidas de exercerem sua atividade
durante essa época. Esses resultados se assemelham aqueles obtido em suinos
domeésticos, nos quais se detectou que as quantidades de proteinas sdo reduzidas durante
0 periodo quente do ano e, ao contrario, observa-se um alto contetido proteico no
plasma seminal durante o outono-inverno, exercendo efeitos protetores nos
espermatozoides e auxiliando a manuten¢do da funcdo espermética (STRZEZEK et al.,
2002). Do mesmo modo, verificou-se que carneiros coletados em épocas frias possuem
melhores resultados de motilidade pds-descongelacéo, o que mostra a existéncia de uma
maior quantidade de mecanismos protetores durante esse periodo (DOMINGUEZ et al.,
2008).

De fato, em um estudo prévio realizado no Texas, Estados Unidos, observaram-
se variacdes individuais de 5% a 90% na motilidade espermatica de catetos, tendo
observado maiores propor¢des de células com motilidade nos ejaculados durante a
primavera, e propor¢des mais baixas no verdo (HELLGREN et al., 1989). Por outro
lado, na Amazoénia brasileira, ndo foi descrita sazonalidade reprodutiva para machos
desta especie (KAHWAGE et al., 2010).

Apesar das outras enzimas estudadas ndo terem apresentado nenhuma atividade
no plasma seminal de catetos, a SOD mostrou um discreto desempenho. Estudos
realizados em suinos domésticos apontam que essa enzima € altamente requisitada
durante o estoque espermatico e ainda confere maior protecdo na primavera ou no verdo
em relacdo ao outono ou inverno (KOZIOROWSKA-GILUM et al., 2011). Esse
mecanismo pode também ocorrer nos catetos, o que talvez explique a pequena atividade
enzimatica detectada no plasma seminal dos animais deste estudo.

E necessario ressaltar que as ERO’s podem desempenhar um papel benéfico
guando presentes em niveis adequados (DE LAMIRANDE e GAGNON, 1993).
Estudos em sémen de bovinos sugerem que derivados do oxigénio estdo envolvidos no
mecanismo de capacitacdo espermatica, e baixas concentracdes de H,O, modificam a
membrana e induzem a reacdo acrossomica (O’FLAHERTY et al., 1999). Em
espermatozoides de camundongos, suaves condigOes peroxidativas, que ndo causem
alteracbes dos grupos sulfidril, nem na motilidade espermatica, aumentam o potencial
fertilizante dessas células, por aumentar sua capacidade de ligacdo com a zona pellcida
(KODAMA et al., 1996).

No entanto, a peroxidacdo lipidica é um processo que causa danos aos

espermatozoides através da oxidacdo da membrana lipidica, levando a perda de
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motilidade e reducéo da habilidade de fertilizacdo (CEROLINI et al., 2000). Em adicéo,
é aceito que a criopreservacdo induz a formacdo de espécies reativas de oxigénio
causadoras da oxidacao e que diminuem a performance espermatica (WATSON, 2000),
um exemplo disso € a acdo do anion superoxido e do peroxido de hidrogénio (BUCAK
et al., 2008). As celulas espermaticas sdo altamente sensiveis a essa agressao, tendo a
peroxidacgdo lipidica um papel importante na patofisiologia da infertilidade de machos
(AITKEN et al., 1993).

Diante disso, 0s mecanismos existentes no plasma seminal que regulam as
ERO’s devem agir de forma equilibrada, ocasionalmente degradando-as e evitando
assim 0s excessos, porém, em situacGes adequadas, estes mecanismos precisam ser
anulados para que as espécies reativas desempenhem sua contribuicdo na fisiologia
reprodutiva.

Portanto, os resultados encontrados incrementam a pesquisa da fisiologia
reprodutiva de catetos e geram perspectivas de novos estudos para desvendar em
plenitude os processos que protegem as células espermaticas desta espécie. Assim
estudos voltados para a deteccdo de atividade enzimatica em periodos diferentes ou a
pesquisa em outros fluidos podem ser uma alternativa para estudos futuros nesta

espécie.

6. CONCLUSAO

Ndo foi detectada atividade das enzimas catalase, superdxido dismutase,
ascorbato e guaiacol peroxidase nas nossas condicdes de estudo. Pesquisas futuras séo
necessarios para refinar as informacdes sobre o arsenal de antioxidantes do plasma
seminal nessa espécie, de forma a aperfeicoar as biotecnologias aplicadas ao sémen de
catetos.
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8. CONCLUSOES GERAIS

As proteinas seminais dos catetos apresentam uma diversidade de

funcdes e estdo potencialmente envolvidas em processos reprodutivos,

As enzimas catalase, superdxido dismutase, ascorbato e guaiacol
peroxidase ndo mostraram atividade nas condi¢cfes desse estudo. Talvez,
em catetos, outros mecanismos compensatorios protegem a célula

espermatica dos ataques das ERO’s.
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9. PERSPECTIVAS

Devido a deteccdo de grande quantidade de PSP-1 no plasma seminal de

catetos e de acordo com o importante papel que desempenha, esta proteina

poderia ser mais estudada, com o intuito de testar a adigdo desta na forma

purificada em diluidores de sémen, com o interesse de manter a viabilidade

espermatica, como ja realizada em suinos.

Com essa pesquisa, a protedmica ganha novas perspectivas no panorama

dos estudos moleculares nas espécies silvestres. Assim sugere-se:

VI.

VII.

Observar e descrever as alteragBes proteicas no sémen apds a

criopreservacao;

Descrever 0 mapa protedmico dos espermatozdides submetidos ao

processo de fertilizacdo in vitro (FIV);

Buscar correlagdes entre as proteinas e:

i Os resultados encontrados no sémen descongelado;

ii. Os animais que apresentaram uma maior taxa de espermatozoides
fertilizados.

Novas condig¢Oes de estudo poderiam ser analisadas afim de detectar a

possibilidade de atividade da catalase, superoxido dismutase, ascorbato e

guaiacol peroxidase;

Outras enzimas poderiam ser pesquisadas no plasma seminal.
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