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RESUMO

Estudos protedmicos da célula esperméatica podem contribuir para a utilizagdo do potencial
biologico reprodutivo através do mapeamento de biomarcadores de fertilidade. O presente
trabalho tem o objetivo de avaliar o efeito da sazonalidade no perfil proteico de
espermatozdides da raca caprina Moxotd, visando a identificacio de marcadores de
fertilidade. Foram utilizados seis reprodutores em idade reprodutiva (24 a 36 meses) para a
coleta de sémen em vaginal artificial, a qual foi realizada semanalmente durante os periodos
seco e chuvoso. Apdés a coleta, o sémen foi submetido a avaliacdo dos parametros
espermaticos (motilidade, vigor, concentracdo e volume espermatico). O perfil das proteinas
espermaticas foi obtido através da técnica de eletroforese bidimensional (2D). A analise dos
parametros seminais ndo apresentou diferencas significativas entre os periodos. Foram
detectados 330 e 246 spots em géis 2D para os periodos chuvoso e seco, respectivamente. A
distribuicdo dos spots pelo ponto isoelétrico nos dois periodos estudados, encontram-se
majoritariamente concentrados na faixa de pH de 5 a 6, tanto no periodo seco (PS) quanto no
periodo chuvoso (PC) essa regido contem cerca 50% do total de proteinas. Em relacdo a
massa molecular as proteinas de 20-40 kDa apresentaram maior frequéncia ao longo do ano.
Observou-se a presenca de 56 spots similares e com expressdo constante nos seis animais. As
diferencas qualitativas e quantitativas foram observadas entre os periodos, destacando-se o
spot 349 que esteve presente apenas no PC, enquanto que os spots 566 e 1115 foram
diferencialmente expressos no PS. Foram identificadas ainda diferencas individuais e estas
parecem esta correlacionadas com os parametros espermaticos avaliados. De uma forma geral
observou-se maior expressdo de proteinas no PC. Em conclusdo, os resultados apontam
influéncia da sazonalidade na expressdo de algumas proteinas, as quais podem ser fortes
candidatas a biomarcadores de fertilidade e podem estar relacionadas a varias caracteristicas
do espermatozoOide como maturacdo, capacitacdo, reagdo acrossémica e interagdo entre 0s

gametas.

Palavras-chave: Protedmica. Espermatozoides. Biomarcadores. Caprino. Raca Moxotd



ABSTRACT

Proteomic studies of sperm cells may be contribute in the biological reproduction potential by
mapping biomarkers of fertility. The present study aims to evaluate the effect of seasonality in
the protein profile of sperm Moxoto6 breed goats, in order to identify markers of fertility. We
used six animals in reproductive age (24-36 months) for the collection of semen in artificial
vagina, which was carried out weekly during the dry and rainy seasons. After collection,
semen was submitted to evaluation of sperm parameters (motility, vigor, concentration and
testis volume). The profile of sperm proteins was obtained using the two-dimensional
electrophoresis technique . Analysis of seminal parameters showed no significant differences
between periods. We detected 330 and 246 spots for 2D gels representing the rainy and dry
seasons. The distribution of spots through isoelectric point in the two study periods are
concentrated in the pH range 5-6, both in the dry season (PS) and in the rainy season (PC) this
region contains about 50% of the total protein . Regarding the molecular weight of 20-40 kDa
proteins showed greater frequency over the years. It was observed the presence of 56 spots
similar and constant expression in six animals. The qualitative and quantitative differences
were observed between the season, highlighting the 349 spot that was present only in the PC,
while the 566 and 1115 spots were differentially expressed in the dry season. Individual
differences have been identified yet and it seems is correlated with sperm parameters
evaluated. In general there was greater expression of proteins in the PS. In conclusion, the
results show the influence of seasonality on the expression of some proteins, which may be
strong candidates for biomarkers of fertility and may be related to some characteristics such

as sperm maturation, capacitation, acrosome reaction and interaction between the gametes.

Keywords: Proteomics. Spermatozoa. Biomarkers. Goats. Moxot6 breed
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1 INTRODUCAO

A caprinocultura apresenta grande potencial produtivo e contribui para o
desenvolvimento socioeconémico no Brasil, sobretudo na regido semi-arida do nordeste,
fornecendo couro, leite e carne, sendo estas uUltimas fontes de proteina animal para a
populacdo. O aumento da exploracdo na criacdo de caprinos intensificou os sistemas de
producdo, que visa melhorar os indices de produtividade e, consequentemente, gerar negocios
altamente lucrativos.

No nordeste brasileiro concentra-se 0 maior rebanho de caprinos do pais, sendo o
estado da Bahia o que apresenta o maior efetivo de caprinos com 2.847.148 cabecas; o Ceara
ocupa a quarta posi¢do na distribuicdo do rebanho caprino no nordeste e a cidade de Taué é a
que contém o maior nimero de cabecas (68.519) segundo dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2010). Algumas racas da espécie Capra hircus apresentam boa
adaptacdo as condicdes climaticas do semi-arido nordestino. Isso decorre da selecdo natural a
que foram submetidas ao longo dos anos, desde sua introdugdo no Brasil no periodo colonial
(OLIVEIRA, et al., 2006).

Nessa espécie encontram-se 0s animais sem raca definida (SRD), ou seja, sem
padronizacéo racial definido e ainda os que se referem aos animais padronizados, incluindo
dentre outros, a raca Moxot0. Essa raca € nativa do nordeste do Brasil, originéaria do vale do
Rio Moxotd, no estado de Pernambuco e caracteriza-se por apresentar pequeno porte,
pelagem uniforme, boa prolificidade, alta rusticidade, precocidade reprodutiva e resisténcia as
doencas, porém sem aptiddo definida (SANTOS et al., 2005; ELOY, 2010).

Devido o grau de adaptacdo das ragas nativas as condi¢Oes adversas do semi-
arido, estas estdo sendo usadas de forma desordenada como rebanho base em programas de
cruzamento com ragas exoticas de interesse comercial, com o intuito de melhorar a eficiéncia
reprodutiva dos rebanhos locais (PAIVA et al., 2008). Contudo, essa atividade vem colocando
em risco o padrdo genético de tais racas, assim como, a perda de marcadores moleculares de

interesse econdmico que ainda ndo foram caracterizados.

Embora a raca Moxoto seja considerada um recurso bioldgico dotado de grande
variabilidade genética, € pouco os estudos realizados sobre a fisiologia reprodutiva desses

animais.
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Uma série de procedimentos séo utilidados atualmente para mensurar a fertilidade
de animais, que vai desde medicGes da biometria testicular, observagdes de nivel celular,
como a motilidade, morfologia espermatica, integridade/reacdo acrossémica, bem como, 0s
parametros a nivel molecular. Um exemplo é a andlise protedmica que permite estudar o
conjunto de proteinas expressas em uma célula, sendo que através dessa andlise é possivel

elucidar de forma mais precisa os mecanismos envolvidos no processo de fecundacéo.

Assim, o estudo do proteoma da célula espermética podera esclarecer como essa
raca adquiriu adaptabilidade ao semi-arido, fornecendo um conhecimento mais detalhado das
proteinas que poderado ser utilizadas na producdo de animais mais especializados, bem como,

para a selecéo de reprodutores mais férteis.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Espermatogénese

A espermatogénese € um processo ciclico que d& origem ao gameta masculino,
formado nos tdbulos seminiferos dos testiculos (CHENG et al., 2004), os quais sdo
envolvidos pelas células de Sertoli que nutrem e dao suporte para as células germinativas
(HESS; FRANCA, 2005). O processo espermatogénico inclui multiplicacdo e diferenciacéo
celular, onde as células-tronco (espermatogbnias) sofrem diversas modificacdes a nivel
celular e molecular até a completa formacéo dos espermatozoides (SHIVAJI et al., 1990).

A espermatogénese compreende as fases de espermatocitogénese e
espermiogénese. A espermatocitogénese € uma fase em que as espermatogdnias passam por
varias divisdes mitdticas e meidticas para gerar espermatdcitos primarios e secundarios que,
por sua vez, origina a espermatide (EDDY, et al., 1993). Cada espermaétide passa pelo
fendmeno da espermiogénese, que corresponde ao processo de diferenciacdo celular para
formacdo dos espermatozoides. As espermatides sofrem uma série de modificacdes
morfologicas para serem transformadas em espermatozoides. Incluindo condensacdo da
cromatina nuclear, formagéo da cauda e o desenvolvimento do acrossomo (HAFEZ; HAFEZ,
2004).

Nessa fase, a formacdo de novos RNAs mensageiros e a sintese de proteinas sao
processos celulares imprescindiveis, pois inimeras proteinas devem ser geradas para garantir
a correta organizacao interna dos espermatozoides e 0 sucesso da espermiogénese (SILVA, et
al., 2003). As histonas e as proteinas de transi¢do nuclear organizam o DNA na cromatina
altamente condensada e as HSP70 (Proteina de choque térmico) que surgem e protegem o
espermatozoide do choque térmico, evitando patologias em animais criados em condicOes
climaticas adversas (WARD et al., 1999; YU et al., 1999; EDDY, 1999; SILVA, et al., 2003).

2.2 O espermatozoide
Os espermatozoides sdo células haploides constituidas por cabeca e flagelo (cauda) e é
totalmente recoberto pela membrana plasmatica (Figura 1). A cabeca tem como principal

caracteristica um ndcleo achatado e oval que conttm cromatina altamente
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condensada, constituida por DNA complexado por protaminas (HAFEZ; HAFEZ, 2004). A
forma, tamanho e estrutura da cabeca podem variar segundo a espécie. A superficie da cabeca
do espermatozoide possui diferentes regides (subdominios) com fungbes importantes e
distintas no proceso de fertilizacdo, sendo distinguidas em cume apical que reconhece e liga-
se especificamente a zona pelucida do 6ocito, na regido pré-equatorial uma &rea maior da
superficie da cabeca do esperma que esta envolvida na reagdo acrossdmica, liberando
componentes do acrossomo como as proteinas acrosina e hialuronidase que sdo necessarias
para a zona de penetracdo e o segmento equatorial da cabeca, que permanece intacta apds a
reacdo acrossémica sendo essa area especifica para o reconhecimento e fusdo com a
membrana plasmatica do o6cito, o oolema (VAN GESTEL, et al., 2007; YANAGIMACHI, et
al.,1994; FLESCH e GADELLA, 2000; VJUGINA, et al ., 2009).

Figura 1. A célula espermaética.
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Fonte: DU PLESSIS et al., 2011.

A cauda é constituida por colo ou peca de conexao, peca intermediaria, principal
e terminal. No centro da cauda encontra-se 0 axonema que consiste em nove pares de
microtubulos dispostos ao redor de dois filamentos centrais (HAFEZ; HAFEZ, 2004). A peca

intermediaria contém uma elevada quantidade de mitocdndrias, as quais sdo responsaveis pela
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producdo de energia, necessaria para a motilidade esperméatica (BEDFORD; HOSKINS,
1990). A peca principal é composta de axonema em associacdo com fibras grosseiras que
fornecem estabilidade aos elementos contrateis da cauda e a peca terminal que se encontra na
parte final da camada de fibras e possui principalmente axonema envolvido pela membrana
plasmética sendo este responsavel pela motilidade do espermatozoide (HAFEZ.; HAFEZ,
2004).

O espermatozoide é considerado uma célula altamente polarizada e especializada,
com morfologia, estrutura, funcdo e composicdo especifica, comparadas a outras células
(ROUSSEAUX et al., 2005). Possui pouco citosol ¢ organelas (EDDY; O’BRIEN, 1994).
Segundo Boerke e colaboradores (2007), os espermatozoides ndo possuem reticulo
endoplasmatico, aparato de Golgi, lisossomos, ribossomos e ndo sao capazes de expressar
genes, tanto a nivel transcricional quanto traducional. A elevada compactacdo do DNA
mediada por protaminas, impossibilita a ligacdo de fatores de transcricdo e a sintese de novos
RNAs (CARREL et al., 2007). Assim, os espermatozoides sdo transcricionalmente inertes
(KIERZENBAUM; TRES, 1975).

2.3 Maturacédo Espermatica

Os espermatozoides sdo transportados dos tubulos seminiferos para o epididimo,
onde passam por um processo de maturacdo que os tornam capazes de fecundar o odcito.
Nesse processo 0s espermatozoides adquirem novas caracteristicas e aumentam
progressivamente a motilidade (ZENICK et al., 1994). Essas mudangas séo adquiras durante o
transito epididimario (GATTI et al., 2004).

A maturacdo espermatica tem inicio na cabeca do epididimo, passa pelo corpo e
segue até a cauda, € um evento que inclui modificagdes morfoldgicas, bioquimicas e
fisiologicas, como alteragdes na composicdo e propriedades da membrana (OLIVA, 2009).
Incluindo modificagdes no teor de lipidios (RANA et al., 1991), mudangas superficiais de
glicoconjugados (TULSIANI et al., 1998b; TULSIANI, 2003) alteragcdes nas proteinas de
membrana, estabilizacdo da cromatina nuclear, compactacdo de fibras da cauda (MOORE;
HIBBIT, 1976; AMANN, 1993; GATTI et al., 2004; BAKER et al., 2005) e obtencdo de
novas proteinas (DACHEUX; VOGLMAYR, 1983; HANCOCK et al., 1993; MIRANDA et
al., 1995). Parte dessas alteracdes ocorridas no espermatozoide é induzida pelas proteinas do
fluido epididimario (DACHEUX et al., 2005).
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A atividade secretdria das células do epitélio epididimal é essencial no processo
de maturacdo espermaética. Essas células exibem regiGes especificas para secretar proteinas
com funcdes distintas. As proteinas secretadas pelo o corpo e cabeca do epididimo estdo
envolvidas na aquisicdo da motilidade e na habilidade do espermatozoide de se ligar a zona
pellcida e fundir-se com o o6cito, enquanto que as liberadas pela cauda sdo requeridas para o
armazenamento dos espermatozoides e para manté-los potencialmente viaveis e férteis
(GIROUARD et al., 2009).

Muitas das proteinas epididimais associadas a membrana espermatica tém um
papel importante na habilidade de fertilizacdo do espermatozoide. Uma dessas proteinas é a
CRISP 1 (proteina secretdria rica em cisteina 1). Estudos em ratos demonstram que o
envolvimento dessa proteina na maturacdo espermatica é dependente de zinco presente no
fluido epididimal (MALDERA et al., 2011). Essa interacdo proporciona a associacdo dessa
proteina com a superficie do espermatozoide durante o transito epididimal (COHEN et al.,
2011).

Proteinas pertencentes ao grupo da FMP (proteina da motilidade progressiva)
induzem a motilidade espermatica e eleva os niveis de AMPc (monofosfato ciclico de
adenosina) (SHIVAJI et al., 1990; JAISWAL; MAJUNDER 1998). ljiri e colaboradores
(2011), estudando proteinas das diferentes regiGes do epididimo em camundongos,
identificaram proteinas relacionadas ao metabolismo energético, importantes para obtencédo da
motilidade e proteinas estruturais oriundas da cabeca epididimal.

Baker e colaboradores (2005) sugerem que a fosforilacdo no residuo serina da
subunidade B da F1-ATPase mitocondrial pode contribuir para os mecanismos pelos os quais
a motilidade é conferida aos espermatozoides durante a maturacdo espermatica. Esse evento é
dependente de AMPc que age sobre as proteinas quinases. Sendo, portanto, imprescindivel a
participacdo das modificacbes pds-traducionais para que 0s espermatozoides possam ser
biologicamente funcionais.

Durante a maturagdo dos espermatozoides ha ainda alteracbes nos niveis de
AMPc, pH intracitoplasmatcio e calcio que atuam como mensageiro intracelular, controlando

a motilidade e metabolismo da célula espermatica (JONES, 1996).

2.4 Capacitacdo Espermatica

Ao sairem do epididimo os espermatozOides possuem a capacidade de

movimentarem-se ativamente, porém ainda néo estdo aptos a fecundar o oécito (MAXWELL,;
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JONSHON, 2000). Essa habilidade é adquirida no trato reprodutor feminino, onde o0s
espermatozoides sofrem diversas modificagdes moleculares e fisioldgicas (GADELLA et al.,
2001) que aumenta a competéncia de fertilizacéo.

Durante a capacitacdo espermatica ocorrem mudancas na membrana plasmatica
incluindo alteracdo de propriedades de membrana, como potencial e composi¢do, mudancas
na atividade enziméatica, modulacdo na expressdo de constituintes intracelulares, difuséo
lateral de lipideos e proteinas, alteracdo no metabolismo de fosfolipideos e reducéo no teor de
colesterol (YANAGIMACHI, 2006). Essa diminuicdo de colesterol e &cidos graxos aumenta a
fluidez e a permeabilidade da membrana plasmatica favorecendo a capacitacdo e reacdo do
acrossoma (YANAGIMACHI, 1994). Também ocorrem alteragbes das glicoproteinas
periféricas e rearranjo das proteinas integrais, (BLONDIN et al., 2009). Ha influxo de célcio e
bicarbonato que estimula a atividade da adenilil ciclase solvel e consequentemente eleva os
niveis de AMPc intracelular (BAKER et al., 2010). Esse aumento de AMPc esta envolvido na
motilidade progressiva do espermatozoide (ESPOSITO et al., 2004; XIE et al., 2006) e na
ativacdo da proteina quinase A (PKA) para fosforilar certas proteinas (BREITBART, 2002).
A fosforilacdo de residuos de tirosina de algumas proteinas na membrana plasmatica do
flagelo e da cabeca espermatica ajuda a aumentar a afinidade espermatica com a zona
pelicida (PUKAZHENTHI et al., 1998). Durante a capacitagdo também ocorre aumento na
polimerizacdo de actina e da fosfolipase ligada a membrana (BREITBART, 2002).

A metamorfose funcional da célula espermatica durante a capacitacdo ¢é
acompanhada por modificacBes pds-traducionais, sendo que a fosforilacdo tém papel chave na
regulacdo da capacitacdo. A atividade PKA gera um grande aumento na fosforilagcdo de
residuos de tirosina e é dependente de AMPc (BAKER et al., 2010).

2.5 Reacgdo Acrossdémica

A reacdo acrossomica (RA) é um processo exocitotico que resulta da fusdo da

membrana acrossomal com a membrana plasmética do espermatozoide, isso permite a liberagcdo

de enzimas do acrossoma como a hialuronidase que medeia a interacdo do espermatozoide com o

odcito (BALDI et al., 2000) sendo que somente os espermatozoides hiperativados sdo capazes

de sofre RA.
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Estudos tém proposto que existem varias moléculas na superficie espermatica que
estdo envolvidas no processo de fecundacdo. Essas moléculas interagem com receptores da zona
pellcida, como o receptor ZP3 (BALDI et al., 2000). ZP3 é uma glicoproteina presente na zona
pelGcida e medeia a ligacdo especifica - especifica do espermatozoide com o odcito. Essa
proteina induz a transducdo de sinais internos na célula espermatica através da proteina G
(WARD et al., 1994) resultando no aumento nos niveis de célcio e pH intracelular, esses eventos

s80 essenciais para da inicio a reacdo acrossémica.

Os eventos iniciais que ocorrem no espermatozoide atraves dos estimulos dos
receptores ZP3 sdo induzidos por uma cascata de via de sinaliza¢do citosélica e de membrana
com o envolvimento de célcio, fosfolipases e proteinas quinases (TESARIK; MENDOZA ,1993;
BALDI et al., 2000).

Fosfolipase A2 induz a sintese de lipidios como é&cido araquidbnico e
lisofosfolipidios que sdo indutores da RA, participando da fusdo entre os gametas (CROSS,
1994; YUAN et al., 2003). Proteinas quinases estdo envolvidas no aumento da atividade de
adenilciclase e esta eleva os niveis de AMPc durante a RA. A ativacdo de proteinas quinases

também tem papel importante nesse processo (DE JONGE et al., 1991).

Algumas proteinas espermaticas tém sido descritas de participarem na interacdo
espermatozoide-o6cito. Uma dessas proteinas é a CRISP1, sintetizada por células epiteliais do
epididimo e localizada no segmento equatorial da cabeca espermatica, participa da fusdo dos
gametas através da ligacdo em sitios especificos do odcito. Essa ligacao esta correlacionada com

uma regido conservada de 12 aminoacidos (COHEN et al., 2007).

Uma proteina pertencente a superfamilia de imunoglobulinas denominada 1IZUMO
encontra-se na membrana espermatica e também esta envolvida no processo de fecundacéo.
Inoue e colaboradores (2005) estudando camundongos knockout para essa proteina verificaram
gue 0s espermatozoides sdo capazes de se ligarem e penetrarem a zona pellcida, porém nao

apresentaram a capacidade de fusdo com o odcito.

Proteinas da familia ADAM (Proteina Desintegrina e Metaloproteinase) tém sido
descritas de participarem da interacdo entre gametas. Uma vez que essas proteinas possuam

dominio desintegrina (ADAM2, ADAMB3) que pode potencialmente se ligar a integrina do o6cito


http://pt.wikipedia.org/wiki/Desintegrina
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Metaloprote%C3%ADnase&action=edit&redlink=1
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(PRIMAKOFF; MYLES, 2000). Estudos relatam que a utilizacdo de anticorpos para essas
proteinas reduzem a capacidade de fusdo entre os gametas (CHO et al., 1998).
Parte das alteracfes ocorridas na célula espermatica esta associada com proteinas

do fluido seminal, que modulam papéis fundamentais nos diferentes processos da fertilizacao.

2.6 Plasma Seminal

O plasma seminal é um fluido complexo composto das secre¢bes das glandulas
bulbo uretrais, vesiculas seminais, prostata, epididimo e testiculos (HAFEZ; HAFEZ 2004).
Tém como fungdo a de transportar os espermatozoides durante a ejaculacdo e auxiliar na
sobrevivéncia espermética durante o transito no trato genital feminino (YANAGIMACHI,
1994). Também promove um meio adequado para o espermatozoide, possuindo caracteristicas
tamponantes (garantindo pH 7,35 — 7,5), protegendo o espermatozoide do ambiente &cido da
vagina e contém altas concentracdes de frutose (principal nutriente utilizado para a nutricdo
do gameta masculino no trato feminino), tais caracteristicas garantem o sucesso da fertilizacao
(REESE et al., 2010).

Estudos relatam que proteinas secretadas no plasma seminal podem ser indicadas
como marcadores do potencial reprodutivo do macho, e muitas dessas proteinas ja foram
descritas em ruminantes (KILLIAN et al., 1993; BELLIN et al., 1998; SPROTT et al., 2000;
MOURA et al., 2006, MOURA et al., 2011).

Durante o armazenamento dos espermatozoides na cauda epididimal, essas células
estdo sujeitas a danos celulares provocado por espécies reativas de oxigénio (ROS) (AITKEN,
1994). O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre a producédo de ROS e sua eliminagéo
da célula (SIKKA et al, 1995; SHARMA; AGARWAL, 1996). Os espermatozoides sdo
altamente susceptiveis ao estresse oxidativo devido sua membrana plasmatica conter elevada
quantidade de acidos graxos poliinsaturados e o seu citoplasma possuir baixas concentraces
de enzimas com acdo antioxidante (ALVAREZ; STOREY, 1995; AITKEN; FISHER, 1994).

No fluido seminal existe um grupo de proteinas que visam a protecdo dos
espermatozoides, como as enzimas relacionadas a protecdo oxidativa. As principais enzimas
produzidas no epididimo que atuam no sistema antioxidante do espermatozoide sdo a
glutationa S-transferase, tioredoxina peroxidase, superéxido dismutase, glutationa peroxidase,
catalase e gama-glutamil-transpeptidase (ALVAREZ; STOREY, 1983; JEULIN et al., 1989;
FOUCHECOURT et al., 2000; DACHEUX et al., 2006). A superoxido dismutase (SOD) é
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uma enzima que contem metal na sua estrutura e age convertendo dois superdxidos em
oxigénio e peroxido de hidrogénio que € menos tdxicos para célula. A catalase complementa a
reacdo iniciada por SOD degradando peroxido de hidrogénio em &gua e oxigénio e a
glutationa peroxidase (GSHPx) também age na degradacdo do peroxido de hidrogénio
(TREMELLEN, 2008).

A lactoferrina e a clusterina sdo exemplos de outras proteinas que estdo
relacionadas a protecdo dos espermatozoides. A lactoferrina esta associada a prevencdo de
formacéo de perdxidos lipidicos (WAKABAYASHI et al., 1999), atua regulando a expressédo
génica e tem acdo antimicrobiana (MOURA, 2011). Uma das fungdes da clusterina,
relacionada a protecdo, é a ligacdo a proteinas que tenham perdido o enovelamento, assim
evitando os efeitos toxicos relacionados a precipitacdo destas no interior celular. Nesta
funcdo, a clusterina atua como uma chaperona que se liga aos sitios hidrofébicos expostos das

proteinas desnaturadas e resolubilizando-as (REGO, 2010).

O plasma seminal também esta envolvido na aquisicdo da motilidade dos
espermatozoides. Estudos relatam que as contrag¢fes do trato reprodutivo feminino, participam
desse processo. O sistema enzimatico Calicreina-Cininas € um dos mais estudados, a
atividade desse complexo apresenta relacfes positivas com a motilidade espermatica
(SOMLEV et al., 1996).

As proteinas do plasma seminal se aderem aos receptores da membrana
espermatica durante a ejaculacdo, e podem exercer papéis importantes na interacdo entre 0s
gametas e na viabilidade celular (OLLERO et al,1997).

As Proteinas ligadoras de fosfolipideos (BSPs) sdo proteinas que estdo presentes
no plasma seminal e possuem importante papel na capacitacdo dos espermatozoides. As BSPs
ligam-se a colina, um grupo de fosfolipidios de membrana e a lipoproteinas de alta densidade
(HDL) de fluidos foliculares e do oviduto. Isso resulta na remocdo de colesterol e
fosfolipidios que promove a desestabilizagdo da membrana celular favorecendo assim a
capacitacdo espermatica (THERIEN et al., 2001; VILLEMURE et al., 2003). Segundo
Gwathmey e colaboradores (2003) essas proteinas permanecem ligadas a superficie
espermatica durante o transito no trato genital feminino.

As proteinas osteopontina e a prostaglandina D sintetase destacam-se por
participarem da interacdo entre 0os gametas. A osteopontina € uma molécula de adesdo que

pode estd associada a fertilidade, devido & capacidade de mediar a ligacdo dos
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espermatozoides ao oocito (MOURA, 2005). A prostaglandina D sintetase possivelmente
transporta substancias hidrofdbicas, como a testosterona e retinoides no trato reprodutor
masculino e liga-se a fosfolipidios de membrana o que pode alterar a composicdo da
membrana na maturacédo epididimal (SAMY et al., 2000; SOUZA, 2007).

Vale salientar que a composicdo do plasma seminal e do espermatozoide de
pequenos ruminantes pode ser influciado por variagcbes sazonais. A compressdo dessas
variacfes sdo fundamentais para escolher métodos e estratégias que viabilizem o potencial
reprodutivo dos rebanhos.

2.7 Estacionalidade Reprodutiva

A eficiéncia reprodutiva de pequenos ruminantes pode ser influenciada pela
interacdo com o meio ambiente (SANTOS; SIMPLICIO, 2000). Em regides tropicais, onde
ndo ha variacdo da luminosidade diaria, as diferencas qualitativas e quantitativas do sémen
estdo ligadas a temperatura ambiente (MACHADO et al., 2000), nutricdo e umidade
(SANTOS et al., 2002; CHEMINEAU, 2004).

Segundo Maia (2011) no nordeste brasileiro a oferta de forragens nativas nas
épocas seca e chuvosa e as elevadas temperaturas no periodo de baixo indice pluviométrico
sdo os principais fatores que acometem as variacGes da qualidade seminal. Os fatores como
raca, idade, periodo do ano, perimetro escrotal e sanidade do animal (CHEMINEAU, 2004;
SANTOS; SIMPLICIO, 2000) também interferem na funcéo reprodutiva do macho.

Estudos em ruminantes, tém revelado que altas temperaturas ambientais
influenciam negativamente a qualidade espermatica, afetando a motilidade, vigor e a
morfologia dos espermatozoides (VALLE et al., 2005). Essas alteracfes pode esta relacionada

ao desequilibrio na espermatogénese.

A regido nordeste é caracterizada por um periodo seco e chuvoso, apresentando
elevadas temperaturas ao longo do ano e com pouca varia¢do da luminosidade, em vista disso
0s animais criados nessas regifes nao apresentam estacionalidade reprodutiva, porém estdo
sujeitos ao estresse térmico, um dos principais fatores que comprometem a fertilidade do
sémen caprino (NUNES et al., 1988; COELHO et al., 2006). Segundo Baeta (1997), a faixa

de conforto dos caprinos esta entre 20 a 30°C.
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E relatado que o estresse térmico pode causar desequilibrio na espermatogénese e
consequentemente  diminui a capacidade fecundante da célula  espermatica
(MEYERHOEFFER et al., 1985). O processo espermatogénico é controlado pelo sistema
neuroendocrino e a termorregulacdo escroto-testicular tém influéncia direta nesse processo
(COUROT e ORTAVANT, 1981). Segundo Waites e Setcheel (1990) os espermatdcitos
primarios possuem uma maior sensibilidade as temperaturas elevadas do que os

espermatocitos secundarios e as espermatogonias sendo estas mais resistentes.

Segundo Joca e colaboradores (2003), o estresse causado por condigdes
ambientais adversas pode afetar a producdo nos mais variados niveis. Assim, justifica-se a
crescente preocupagdo com o conforto dos animais, jd que o Ceard € um Estado do Brasil
predominantemente de clima tropical/semiarido, com altas temperaturas médias durante o ano
0 que provoca o estresse térmico. Além disso, 0s meses de Agosto a Dezembro possuem as
maiores médias de temperatura anuais, menor pluviosidade, grande insolagdo e pasto seco,
formando um conjunto de condic6es desfavoraveis a fisiologia do animal.

Pesquisa conduzida por Santos (2006) mostrou que reprodutores caprinos da raca
Saanen e Alpina foram sensiveis as diferencas sazonais durante o ano apresentado variacoes
no comportamento sexual, perimetro escrotal e nos parametros quali e quantitativos do sémen.
A frequéncia respiratéria e a temperatura retal dos animais também se elevam mediante
aumento da temperatura (SOUZA, 2005).

Reprodutores da raca Moxoto criados em confinamento no semi-arido nordestino
e submetidos ao estresse térmico e a diferentes niveis de suplementacdo apresentaram
temperatura retal dentro dos limites normais, entretanto tiveram aumento da frequéncia
respiratoria e batimentos cardiacos elevados (GOMES et al., 2008).

A temperatura ambiente também interfere na temperatura testicular, bem como a
morfologia escrotal. De acordo com a intensidade e o tempo de exposi¢do dos animais a altas
temperaturas, podera causar degeneracdo testicular, reducdo da motilidade espermatica,
aumento de espermatozoides morfologicamente anormais e alteragdes no fluido seminal
(SANTOS; SIMPLICIO, 2000). A biparticido escrotal é uma adaptacdo morfoldgica
encontrada em grandes propor¢Ges em caprinos do nordeste brasileiro, essa caracteristica
mantém a temperatura dos testiculos adequada para o seu funcionamento e isso € devido ao
aumento da superficie de evaporacdo (NUNES et al., 1983). Vieira e colaboradores (2008)
analisaram a influéncia da morfologia escrotal e da época do ano na qualidade do

sémen de caprinos criados no Piaui, os autores determinaram que no periodo seco a
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divisdo externa deve ser superior a 50% do comprimento para que se mantenha a
qualidade reprodutiva.

Souza e colaboradores (2009) estudando proteinas do plasma seminal de
caprinos da raca Alpina Americana no nordeste brasileiro verificou que o sémen apresentou
melhor qualidade quando colhido no periodo de alto indice pluviométrico.

Essas variacOes sazonais na composi¢cdo molecular do sémen possivelmente
estejam relacionadas a expresséo de genes e proteinas ao longo do ano. Estudos protedmicos
do plasma seminal e dos espermatozoides podem elucidar os impactos das adversidades

causadas na fisiologia reprodutiva do animal.

2.8 Protedmica

A protedbmica é o estudo do conjunto de proteinas expressas (proteoma) em um
material biologico. O proteoma, ao contrério do genoma, ndo é estastico e esta sobre continua
mudanca dependendo de estimulos interno ou externo que esta exposto,ou seja, 0 proteoma €
altamente dindmico (PATERSON; AEBERSOLD, 2003).

Devido ao papel central das proteinas e das interacGes proteina-proteina na célula,
a protedbmica tornou-se uma das principais tecnologias disponiveis na era p6s-gendmica
(COX; MANN, 2007). Estudos protedmicos permitem caracterizar perfis proteicos, comparar
a expressdo de proteinas de orgdo e tecidos, localizar e identificar modificacbes poés-
traducionais, estudar as interacdes e translocacdes que ocorrem nas proteinas (DU PLESSIS et
al., 2011).

Embora a protedmica seja uma area recente, surgida nos anos 90, utiliza técnicas
ja desenvolvidas a um certo tempo como a eletroforese bidimensional (2D) e a espectrometria
de massas (MS).

A eletroforese bidimensional foi proposta por O’Farrel e Klose (1975) e ¢ uma
ferramenta bastante utilizada para o estudo do proteoma e, consiste na separacéo de proteinas
pelo o seu ponto isoelétrico na primeira dimenséo (focalizacdo isoelétrica) e por sua massa
molecular na segunda dimenséo em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE)
(LIEBLER, 2002).

O avancgo de novas tecnologias como o desenvolvimento de géis na forma de tiras
com gradiente de pH imobilizado (IPG) possibilitou o aumento da reprodutibilidade dos géis,

que inicialmente era uma grande limitacdo da técnica (GORG et al., 1985). Atualmente, a 2D
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é um procedimento mais direto de separar, detectar e quantificar proteinas presentes em
amostras complexas, bem como, reduzir a complexidade do material proteico facilitando
assim sua identificacdo (MATTHIESEN, 2007).

A espectrometria de massas € uma técnica que permite a identificacdo de
proteinas em larga escala, identifica proteinas ou peptideos mensurando as massas
moleculares através da razdo massa/carga dos ions (DU PLESSIS et al., 2011). Atualmente a
ionizacdo por eletrospray (ESI) e a ionizacdo/dessorcéo a laser auxiliado por matriz (MALDI)
sdo as fontes de ionizacdo de proteinas e peptideos mais comumente utilizadas.

As ferramentas da bioinformatica tém contribuindo bastante para compreender
uma vasta gama de dados obtidos da analise proteémica. Através de banco de dados €

possivel a identificacdo de varias proteinas separadas através de géis bidimensionais.

2.9 Protedbmica da célula espermatica

A eficiéncia reprodutiva constitui um fator essencial para o aumento da
produtividade e consequentemente para gerar lucro, sendo, portanto, um dos principais
parametros de selecdo utilizado nos atuais sistemas de reproducdo animal (MATOS et al.,
1992). Assim, a compreensdo dos processos de formacdo dos gametas masculinos e a busca
por marcadores para fertilidade é um dos grandes desafios da moderna pecuéria e, estudos
protedmicos podem fornecer e revelar respostas para tais questdes (BREWIS; GADELLA,
2010; PEDDINTI et al., 2008).

A analise protedmica da célula espermatica tem propiciado uma melhor
compreensdo sobre 0s processos espermaticos como motilidade, capacitagdo, reacdo
acrossomica e fertilizagdo, através das técnicas de eletroforese bidimensional e espectrometria
de massa, que permitem a caracterizacdo e identificacdo de proteinas especificas do
espermatozoide (DU PLESSIS et al., 2011).

Devido & aparente auséncia da transcricdo génica, a funcionalidade da célula
espermatica € em grande parte dependente das modificacdes pds-traducionais, sendo estas
evidenciadas nos processos de maturacdo epididimal e capacitagdo (AITKEN; BAKER,
2008). As modificagdes via glicolisacdo, metilagdo ou fosforilacdo nas proteinas dos
espermatozoides e do plasma seminal sdo fundamentais para conferir a capacidade fecundante
da célula espermatica (DU PLESSIS et al., 2011).
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Os mecanismos moleculares dos processos espermaticos ainda ndo foram
totalmente elucidados. No entanto, os novos avangos da protedmica poder&o contribuir para o
desenvolvimento de novas abordagens de regulacdo da fertilidade, assim como, compreender
as causas da infertilidade masculina e também viabilizar biotécnicas como a fertilizacdo in
vitro em mamiferos (AITKEN; BAKER, 2008).

Estudos protebmicos tém descrito varias proteinas housekeeping do
espermatozoide envolvidas em processos como a fosforilagdo oxidativa e glicolise. Pesquisas
também mostram o papel essencial da enzima NADPH oxidase na capacitacdo espermatica
que ajuda a conduzir a fosforilagdo tirosina dependente de AMPc, bem como, inibidores da
PKA que resulta na diminuicdo da hiperativacdo da motilidade espermaética, que compromete
a funcionalidade do espermatozoide (DU PLESSIS et al., 2011). Analises comparativas
empregando técnicas de protedmica também tém permitindo identificar proteinas de interesse
em reprodutores férteis em comparacdo com os inférteis.

Peddinti e colaboradores (2008) compararam os perfis proteicos de
espermatozoides de bovinos de alta e baixa fertilidade. Os autores encontraram 2051
proteinas especificas dos individuos de alta fertilidade e 2281 para os de baixa, 125
proteinas demonstraram bom potencial para serem utilizadas como biomarcadores. Ja ZHAO
e colaboradores (2007) analisaram amostras de homens astenozoospérmicos e
normozoospérmicos e verificaram que 10 das 17 proteinas identificadas foram relacionadas
com o aumento ou diminuicdo do grupo com astenozoospermia. Sendo que essas proteinas
estdo envolvidas no metabolismo dos espermatozoides.

Os avangos dos meétodos de pré-fracionamento de proteinas tém melhorado com
0s equipamentos de espectrometria de massas de alta velocidade, sensibilidade e resolucéo e
os softwares de bioinformatica, que permitem analisar a composicdo proteica da célula
espermatica, sendo possivel comparar perfis protebmicos em diferentes estados funcionais,
como por exemplo, maturo versus imaturo, capacitado versus incapacitado e normal versus
defeituoso (AITKEN; BAKER, 2008). Assim, o estudo do proteoma do espermatozoide &
fundamental para identificacdo, quantificacdo e caracterizacdo de proteinas expressas nas

células, bem como, a funcdo dessas moléculas na fisiologia reprodutiva animal.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

- Avaliar o efeito da sazonalidade no perfil de proteinas de espermatozoides de

caprinos da raca Moxotd, visando a identificagdo de biomarcadores de fertilidade.

3.2. Objetivos Especificos

- Analisar a qualidade dos espermatozoides de caprinos da raca Moxotd utilizando

critérios morfofisioldgicos;

- Estabelecer protocolo experimental para extracdo de proteinas de

espermatozdéides compativeis com a eletroforese bidimensional.
- Obter géis bidimensionais de qualidade e com reprodutibilidade

- Eleger possiveis candidatos a biomarcadores de sazonalidade relacionado a
fertilidade.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais Experimentais

Foram utilizados seis reprodutores caprinos (Capra hircus) da raca moxotd,
clinicamente sadios, pesando 38,3 £ 6,0 kg, com idade variando de 24 a 36 meses, oriundos
da fazenda experimental da Embrapa Caprinos e Ovinos da cidade de Sobral — Ceard, regido
semi-arida do Nordeste, localizada a 03°44' de latitude Sul e 40°20' de longitude Oeste, e
com altitude de 109,62 metros, apresentando temperatura média anual de 27,7°C, com médias
méaxima e minima de 34,8°C e 23 °C, respectivamente, e umidade relativa do ar de 66%,
dados obtidos do Instituto Nacional de Metereologia (INMET, 2010).

Durante o experimento os animais foram submetidos ao regime de sistema
intensivo, recebendo capim elefante (Pennisetum purpureum Schum) e com suplementagéo de
300g de concentrado por dia, contendo 70% de milho, 27% de farelo de soja, 2% de calcario e

1% de sal mineral.

4.2 Coleta de SEmen

A coleta de sémen foi realizada semanalmente, entre julho (2010) a margo (2011),
através do método de vaginal artificial utilizando uma fémea estrogenada (Cipionato de
estradiol) como manequim. As amostras foram selecionadas de acordo com o indice
pluviométrico, os meses que corresponderam ao periodo seco foi setembro, outubro e

novembro e o chuvoso fevereiro e marco.

4.3 AvaliagOes espermaticas

Apos a coleta as amostras foram imediatamente mantidas em banho-maria a 37°C
para avaliar 0s seguintes parametros espermaticos: motilidade progressiva individual (O-

100%) e vigor (escala de 0-5), avaliados de forma subjetiva em microscopio Optico; volume
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do ejaculado (mL); concentracéo espermaética (x10%/espermatozoides/mL) avaliado através de
espectrofotometro (CBRA, 1998).

4.4 Extracdo de Proteinas

O sémen obtido foi centrifugado a 1.500 x g por 30 minutos a 5°C para separar 0s
espermatozoides do plasma seminal. O pellet de células foi lavado com tampéo fosfato salino
(PBS) pH 7.4, e centrifugado a 4.000 x g por 10 minutos por trés vezes. As proteinas foram
extraidas em tampdo de lise de reidratacdo (CHAPS 4%, uréia 7M, tiouréia 2M, DTT 20
mM) seguida de agitacdo por 2 horas em gelo. As amostras foram centrifugadas a 10.000 x g
por 20 minutos para remover debris celulares. E o sobrenadante, contendo as proteinas
solubilizadas, foi coletado e estocado a -20°C (NOVAK et al., 2010). Para a andlise em

eletroforese bidimensional foi feito um pool de amostras por periodo para cada animal.

4.5 Dosagem de proteinas totais

As proteinas totais foram quantificadas pelo o método de Bradford (1976) e a

qualidade do perfil proteico foi analisada por SDS-PAGE.

4.6 Eletroforose Bidimensional

As proteinas dos espermatozoides (250 pg) foram solubilizadas em tampao de
reidratagdo (uréia 7 M, tiouréia 2 M, DTT 65 mM, CHAPS 1% p/v, anfolitos 0,5% v/v e
tracos de azul de bromofenol). A solucdo foi reidratada em canaletas do IPGBox (GE
Healthcare) e incubadas em tiras de gradiente de pH imobilizado (IPG Strip) de 13 cm, com

faixa de pH linear de 4-7 por 16 horas.

A focalizacdo isoelétrica foi conduzida no equipamento Ettan™ IPGPhor 111™
(GE-Healthcare) nas seguintes condicdes: etapal (500 V por 30 minutos); etapa 2 (4000 V
por 2:30 horas) e etapa 3 (8000 V até atingir 18.000 V horas totais). E em seguida as tiras
foram armazenadas em freezer a -80°C para procedimentos posteriores. As tiras foram

equilibradas em solucéo de equilibrio (tris 50 mM, glicerol 30%, uréia 6M, SDS 2% e tracos
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de azul de bromofenol) com DTT (1% p/v) por 15minutos e mais 15 minutos em solucéo de
equilibrio acrescentando iodoacetamida (3% p/v). Em seguida, as proteinas foram separadas
na segunda dimensdo em géis de poliacrilamida a 12,5 % na presenca de SDS. A corrida foi
realizada sob as seguintes condic¢des: 15 mA/gel por 15 minutos e 25 mA/gel por 6-8 horas.

Foi utilizado marcador de peso molecular entre 14 e 97 kDa.

Os géis foram fixados em mistura de etanol, acido acético e agua (4:1:5 viviv),
durante 15 minutos e posteriormente corados com solugdo de Coomassie G 250 (Blue Silver)
(CANDIANO, 2004) durante vinte e quatro horas e armazenados em solucdo de cido acético
5%. Para digitalizacdo dos géis utilizou-se o equipamento ImageScanner Il gerenciados pelo
programa LabScan 6.0 (ambos da GE Healthcare). As imagens obtidas foram analisadas no

programa ImageMaster 2D Platinum 6.0 (GE Healthcare).

4.7 ldentificacdo das Proteinas

As proteinas foram identificadas com base na comparacdo de pl e massa

molecular no banco de dados UniProt utilizando a ferramenta Tagldent do EXPASYy.

4.8 Analise Estatistica

Para a analise dos parametros espermaticos foram utilizados, os teste t pareado
para motilidade e vigor e wilcoxon para concentracdo e volume espermatico. Todos os pré-
requisitos de normalidade foram respeitados, avaliando-se os dados através do teste de K-S e

Lilliefors, considerando p< 0,05.



34

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacéo Espermética

A andlise do sémen de caprinos da raca Moxotd ndo evidenciou diferencas
significativas nos parametros espermaticos, a saber: motilidade, vigor, concentracdo e
volume, entre os periodos seco e chuvoso (p<0,05) (Gréafico 1 e Tabelal). Esses resultados
corroboram parcialmente com os dados obtidos por Teixeira e colaboradores (2009) que
estudando as caracteristicas seminais de caprinos da raca Anglo-Nubiano na regido semi-arida
do Ceara ndo observaram influéncia do periodo do ano na motilidade progressiva e no vigor
espermatico. Contudo, os autores relatam que a concentracdo e volume seminal apresentaram

diferencas significativas nos periodos avaliados.

Gréfico 1. Comparacdo dos pardmetros espermaticos do sémen de caprinos da raga Moxoté colhido nos
periodos seco e chuvoso.
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A andlise estatistica ndo mostrou diferenga significativa entre os periodos analisados (p<0,05). A: Motilidade
espermética (%), B: Vigor espermatico (0-5), C: Concentracdo espermética (10° espermatozoides/mL), D:

VVolume espermatico (mL).

Tabelal. Valores médios e desvios-padrdo dos parametros espermatico (motilidade, vigor, concentracdo e
volume) de caprinos da raga Moxot6 nos periodos seco e chuvoso.

Motilidade 86,3+6,9 85,8 8,81
Vigor 4,1+0,49 4,2+0,66
Concentracéao 3,2+0,84 3,42+1,2
Volume 0,63+0,3 0,65+0,29

Estudo realizado com caprinos mesticos (Anglo-Nubiano x SRD) criados no semi-
arido paraibano também ndo evidenciou efeito da sazonalidade nos aspectos espermaticos
como motilidade e vigor, sendo que a concentracdo foi reduzida na época mais quente do ano
(1,80 x 10° espermatozoides/mL) (SILVA et al., 2005). Este Gltimo pardmetro mostra-se
bastante inferior ao que foi encontrado na raga Moxoto, a qual apresentou concentracéo
espermatica de 3,2 x10° espermatozoides/mL no periodo seco, fato que pode ser justificado
pela alta rusticidade da raca Moxot6 no semi-arido nordestino. Outro estudo da qualidade do
sémen realizado com caprinos SRD, criados no estado do Piaui, ndo foi possivel identificar
diferengas significativas para o volume entre os animais nas épocas seca e chuvosa, sendo que
0 vigor apresentou diferenca entre os periodos (VIEIRA et al., 2008). Souza e colaboradores
(2009) avaliando a relagé@o do indice pluviométrico na qualidade seminal de caprinos da raca
Alpina Americana na regido Agreste do estado do Pernambuco ndo encontraram diferengas
significativas na concentragdo, motilidade e vigor do ejaculado, contudo, o volume sofreu
alteracdo nos diferentes periodos. Os dados mostrados por esses autores para motilidade foi de
79,8% e 81,3% nos periodos de alto e baixo indice pluviométrico, respectivamente. Vale

ressaltar que a raca Moxotd apresentou valores superiores para 0s parametros de motilidade
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(86,3% e 85,8%) nos periodos seco e chuvoso respectivamente, quando comparados aos da
raca exdtica Alpina Americana.

Nossos dados evidenciam que os animais do presente estudo apresentaram-se bem
adaptados as condicdes climaticas da regido, pois nao sofreram influéncia significativa da
sazonalidade na qualidade seminal. Vale salientar que os dados obtidos sobre motilidade,
concentracdo e vigor espermético estdo dentro dos padrdes de referéncia do Conselho
Brasileiro de Reproducdo Animal para espécie Capra hircus (1998). Esses resultados podem
refletir a influéncia das proteinas da célula espermética na manutencdo da qualidade seminal
durante as diferentes épocas do ano. Além disso, os melhores indices obtidos pela raga
Moxot6 tornam-na atrativa para a realizacdo de estudos moleculares que contribuam para a
elucidacdo dos processos de fertilidade e para a melhoria da reproducdo animal. Assim,
podemos pressupor gque a raca Moxoté é um importante modelo para caracterizar as proteinas
que atuem na modulacdo da qualidade espermatica, pois a alta qualidade do ejaculado e a
inexisténcia de variacdo ao longo dos periodos do ano demonstram a importancia do

backgroud genético e do portifolio de proteinas desta raca.

5.2 Andlise do perfil protéico dos espermatozoides

O método de extragdo de proteinas utilizado foi eficiente nos aspectos qualitativos
e quantitativos. O valor médio da concentracdo de proteinas totais obtidas de espermatozoides
da raca caprina Moxot6 foi de 25,4ug/ul+5,4 e 24,6 pg/ul + 6,2 para os periodos seco e
chuvoso, respectivamente (Tabela 2). Esses resultados ndo evidenciaram diferenca
significativa entre os periodos avaliados (p<0,05). Com relacdo a qualidade do perfil proteico,

podemos perceber bandas proteicas sem indice de degradacéo no SDS-PAGE (Figura 2).
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Figura 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12,5% de proteinas de espermatozoides de

caprinos da raga Moxoto no periodo seco e chuvoso.
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As proteinas foram extraidas em tampéo de lise de reidratagdo (CHAPS 4%, Uréia 7M, Tiouréia 2M, DTT 20
mM) e o gel corado com Comassie G-250. A esquerda o marcador de baixo peso molecular, variando de 14,4 a
97 KDa.

Tabela 2. Valores médios e desvios-padrao da concentragdo de proteina total (ug/pl) obtida dos seis animais nos
periodos seco (PS) e chuvoso (PC).

A 28,5+1,6 27,85+0,9
B 23,6+2,4 26,626,6
C 29,5+7,5 17,25+8,4
D 25,042,0 26,8+2,0
E 17,8+4,4 27,9+9,0

F 28,0+4,6 21,0+4,6
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O mapeamento protéico de espermatozoides de caprinos nos periodos chuvoso e seco,
foi resolvido em géis bidimensionais em faixa de pH 4-7 e pesos moleculares de 14,4 a 97
kDa, podemos visualizar estes resultados nos géis de referéncia obtido para cada periodo
(Figura 3).

Figura 3. Perfil bidimensional de proteinas de espermatozéides de caprinos da raca Moxoto.
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As proteinas foram extraidas em tampdo de lise de reidratagdo (CHAPS 4%, ureia 7M, tiouréia 2M, DTT 20
mM) e 250 pg da amostra proteica foi aplicada em tiras IPG com faixa de pH linear de 4-7 de 13cm, e o gel
corado com Comassie G-250. A esquerda o marcador de baixo peso molecular (LMW), variando de 14,4 a 97
kDa. As setas em vermelho indicam as proteinas diferencialmente expressas. A: Gel de referéncia do Periodo
Chuvoso. B: Gel de referéncia do Periodo Seco.

A reprodutibilidade dos géis foi conferida através de graficos de dispersao,
considerando a porcentagem do volume dos spots entre as replicatas (%Vol), sendo que todas
as repeticdes apresentaram coeficiente de correlagéo linear acima de 0,90 (Grafico 2 e Tabela
2). Assim, demonstramos a confiabilidade dos dados obtidos, pois o valor minimo aceito para

a comparacdo de replicatas através de graficos de disperséao é de 0,85 (VIEIRA, 1980).
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Grafico 2. Graficos de dispersao das duplicatas de géis 2D considerando o parametro porcentagem do volume
(%Vol) dos spots no periodo seco com um coeficiente de correlacéo linear de 0,988 (A); e do periodo chuvoso
com coeficiente de correlagdo linear de 0.992 (B).
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Tabela 3. Valores de coeficiente de correlagdo linear entre as replicatas de géis bidimensionais obtidos dos seis

animais analisados nos periodos seco (PS) e chuvoso (PC).

A 0,970
B 0,993
C 0,993
D 0,988
E 0,989

F 0,989

0,939

0,994

0,994

0,963

0,992

0,995
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A anélise dos géis pelo software Imagemaster (GE Healthcare) revelou uma
média de 246 e 330 spots para o periodo seco (PS) e chuvoso (PC), respectivamente. Vale
salientar que o animal E apresentou a maior variacao individual de spots proteicos entre 0s

periodos do ano analisados, sendo identificados 155% a mais de spots.

Observou-se também que esse aumento do nimero de spots no PC é verificado na

maioria dos animais analisados (Grafico 3).

Gréfico 3. Numero médio de spots por individuo em géis bidimensionais (pH 4-7 de 13 cm) nos periodos seco e

chuvoso.
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As letras de A-F representam os animais utilizados nesse estudo. A diferenga entre 0os nimeros de spots entre

cada individuo é dada em porcentagem.

A distribuicdo dos spots pelo ponto isoelétrico nos dois periodos estudados,
demonstram que as proteinas encontram-se majoritariamente concentradas na faixa de pH de
5 a 5,9 (Gréfico 4), sendo que tanto no PC quanto no PS essa regido contem cerca 50% do
total de proteinas. Nossos resultados sdo semelhantes aos de Souza (2008), que estudando as
proteinas de membrana de espermatozoides de caprinos nos periodos de alto e baixo indice

pluviométrico também evidenciou que os spots estdo em sua maioria na faixa de pH acido.
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Cardozo e colaboradores (2006) estudando as variagdes mensais de proteinas do plasma

seminal de ovinos também relataram que a maioria apresentaram pH acido.

Gréfico 4. Distribuicdo do nimero médio de spots em diferentes faixas de pH nos periodos chuvoso e seco.
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O teste estatistico utilizado foi Wilcoxon. Asterico(*) indica diferenca significativa p<0,05.
Em relacdo a massa molecular, as proteinas de 20 a 40 kDa sdo as mais frequentes ao

longo do ano e em seguida as de 40 a 60 kDa , contudo essas proteinas apresentaram maior

distribuicdo no periodo chuvoso (Gréfico 5).
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Grafico 5. Distribuicdo do nimero médio de spots em relagdo a massa molecular (MW) nos periodos chuvoso e

Seco.
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O teste estatistico utilizado foi Wilcoxon. Asterico (*) indica diferenca significativa p<0,05.

Entre os periodos analisados foram identificados 56 spots com nivel de expressdo
constante nos seis animais. Possivelmente essas proteinas ndo sofrem influéncia das
alteracOes climaticas da regido. Sugerimos que esses spots podem ser proteinas housekeeping
para a raga caprina em estudo. Na literatura ja tem sido descrito proteinas housekeeping em
espermatozoides, envolvidas nos processos de fosforilagdo oxidativa e glicolise (DU
PLESSIS et al., 2011).

5.3 Classificacao funcional das proteinas de espermatozdides

Os mapas proteicos de referéncia do PS e PC foram identificados no banco de
dados Uniprot através da comparagdo por pl e massa molecular e, foram classificadas em sete
categorias funcionais a saber: chaperona, adesdo celular, transdugdo de sinal, estrutura,

transcri¢do, metabolismo e sem funcdo definida.

A distribuicdo funcional das proteinas identificadas & mostrada no Grafico 6. As
categorias mais abundantes no PC e PS correspondem as proteinas envolvidas no processo de
transcricdo (5 e 2,5%, respectivamente).



43

Gréfico 6. Distribuicdo das categorias funcionais nos periodos seco e chuvoso.

sem funcio definida

chaperona

adesdo celular

transdugdo de sinal Operiodo seco

Wperiodo chuvoso

gstrutura

transcrigdo

metabolizmo

I

0,00% 2,00% 4,00% £,00% B,00% 10,00%

As identificacOes foram feitas a partir de géis bidimensionais de referéncia, através da comparacéo de pl e massa
molecular no banco de dados UniProt, utilizando a ferramenta Tagldent do ExPASY.

Esses dados sdo semelhantes com os de Martinez-Heredia e colaboradores (2006) que
estudando o perfil proteico de espermatozoides de humanos identificou, por espectrometria de
massas, que 23% das proteinas analisadas eram relacionadas a transcri¢do. Esses dados séo
surpreendentes uma vez que a célula espermatica € considerada transcricionalmente inerte.
Contudo, Gur e Braitbart (2006) demontraram, através da incorporacdo de aminodcidos
radioativos, a existéncia de sintese de proteinas durante a capacitacdo de espermatozoides de
humanos, de bovinos, de camundongo e de rato, e que esta sintese também é dependente dos
mecanimos traducionais da mitocondria (GUR; BRAITBART, 2006).

Martinez-Heredia e colaboradores (2006) sugerem que essas proteinas presente
nos espermatozoides podem ser resquicios dos processos de espermatogénese ou ainda podem
ter papel importante na fisiologia normal da célula espermética, bem como, podem

desempenhar funcGes na fertilizacao e nos estagios iniciais do desenvolvimento embrionario.
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Outra categoria abundante no periodo chuvoso sdo as proteinas estruturais que
estdo envolvidas na forma altamente especializada da célula espermética (MARTINEZ-
HEREDIA et al., 2006). Vale salientar a presenca das proteinas que estdo no grupo das
chaperonas dentre elas a proteina de 70 kDa que possivelmente seja a HSP70 (proteina de
choque térmico), esta possui um papel critico na divisao celular, especificamente na meiose
durante a diferenciacdo da célula germinativa masculina (GOVIN et al., 2006) e tém sido
reportado que esta proteina esta presente no estresse termico evitando defeitos espermaticos

em animais criados em clima tropical (EDDY, 1999).

Dentre outras proteinas identificadas destacam-se: peptideo ativador de adenilato
ciclase pituitaria (PACAP) que é um neuropeptideo pleiotropico e esta presente nos testiculos
e tem papel fisioldégico na espermatogénese atuando como regulador da funcdo gonadal,
estudos in vitro em ratos tem demonstrado que PACAP estimula a liberagéo de testosterona a
partir das células de Leydig (ROMANELLI et al. 1997; ROSSATO et al. 1997; EL-GEHANI
et al. 1998), outra proteina € a RNA helicase dependente de ATP DDX25, uma proteina
multifuncional que tém papel como regulador da espermatogénese e esta envolvida como
regulador pds-transcricional de genes durante o desenvolvimento das células germinativas
(TSAI-MORRIS et al., 2010).

Analises posteriores por espectrometria de massas podem identificar as proteinas
com maior precisdo podendo também identificar modificacGes pds-traducionais e descobrir

novas proteinas através do sequenciamento de novo.

5.4 Proteinas diferencialmente expressas

Observou-se a presenca de proteinas que foram diferencialmente expressas entre
os periodos, dentre elas o spot 349 (pl 5,85, MM 52,9kDa, Figura 4) que esteve presente
apenas no periodo chuvoso. De acordo com a comparacdo de pl e massa molecular no banco
de dados Uniprot essa proteina ¢ a GASZ. A GASZ desempenha papel central durante a
espermatogénese reprimindo elementos transponiveis e impedindo sua mobilizacéo,
garantindo a integridade da linhagem germinativa. Além disso, essa proteina atua nas

interacdes proteina-proteina durante a maturacéo espermatica (MA et al., 2009).
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Os spots proteicos 566 e 1115 (pl 6,43, MW 41,6; pl 4,7, MW 20,7, Figura 4)
foram mais expressos no periodo seco. A identificacdo do peptideo 566 através do Uniprot
revelou que esse spot € a proteina de ligacdo responsiva ao AMPc que atua como ativador
transcricional durante a espermiogénese (NAGAMORI et al., 2006). Enquanto que o spot
1115 ndo foi identificado pelo banco de dados Uniprot. Assim, podemos supor que essa
proteina seja uma forte candidata a biomarcadora de fertilidade.

Figura 4 - Proteinas diferencialmente expressas nos periodos chuvoso (PC) e seco (PS).
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A: O spot 349 (representado pelo gel de referéncia) esteve presente apenas no PC. B e C: os spots 566 e 1115
(representados pelo gel de referéncia) foram mais expressos no PS. Analise foi realizada pelo software
ImageMaster 2D Platinum 6.0 (GE-Healthcare) considerando a porcentagem do volume dos spots. Nos
histogramas as barras vermelhas mostram o desvio padrdo das médias da intensidade do volume e a azul indica a
média aritmética. As letras de a-l representam as replicatas dos seis animais estudados no periodo chuvoso e m-x
as replicatas do periodo seco.
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As diferencas qualitativas e quantitativas também foram observadas a nivel de
individuo, ou seja, houve uma variacdo na distribuicdo dos spots entre os animais, apesar de
pertencerem a mesma raca e serem criados no mesmo sistema de manejo. Segundo Nunes e
colaboradores (1988), o potencial reprodutivo do rebanho caprino esta diretamente
relacionado com a carga genética, meio ambiente e sistema de manejo, sendo que a relacdo
entre essas varidveis interferem nas caracteristicas fenotipicas proporcionando melhor
adaptacdo e produtividade, assim a fertilidade dos animais pode ser dependente dessas

variaveis que podem interferir e modificar o comportamento produtivo e reprodutivo.

A analise das diferencas quantitativas no periodo seco e chuvoso no reprodutor C
mostrou que os spots 534 (pl 5,1 e MW 48,9 kDa), 851 (pl 56 e MW 36,46 kDa)
apresentaram maior expressdo no PC, enquanto que spot proteico 1217 (pl 5,17 e peso

molecular de 15,23 kDa) foi mais expresso no PS (Figura 5).
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Figura 5. Proteinas diferencialmente expressas no reprodutor C
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A: O spot 534 foi mais expresso no PC enquanto que o 1217 apresentou nivel de expressao maior no PS
B. Analise foi realizada pelo software ImageMaster 2D Platinum 6.0 (GE-Healthcare) considerando a
porcentagem do volume dos spots. Nos histogramas as barras vermelhas mostram o desvio padrdo das
médias da intensidade do volume e a azul indica a média aritmética.
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O spot 534 é semelhante a TCP 11 (Proteina do complexo-T 11), a qual
desempenha papel importante na espermatogénese e na funcdo espermética. Liu e
colaboradores (2011) sugerem que, em humanos, TCP 11 pode ser responsavel pela
morfologia da cauda espermatica e na motilidade flagelar. Essa proteina também foi
encontrada na superficie de espermatozoide epididimal maturo e foi relacionada a estimulagéo
da capacitacdo e na inibicdo da reacdo acrossomica espontanea (FRASER et al.,1997). O spot
851 foi identificado como a TSPY (Proteina encoded-Y testiculo-especifica). A TSPY é
expressa nos testiculos e em células epiteliais da prdstata, porém com menos expressdo nessa
glandula. A TSPY esta envolvida na proliferacdo espermatogonial e/ou na diferenciacédo
celular (SCHUBERT; SCHMIDTKE, 2010). A identificagdo e caracterizagdo de TSPY foi
descrita primeiramente em humanos, mas ja existem relatos de genes para essa proteina em
bovinos, assim como em outros mamiferos placentarios (VERKAAR et al., 2004). Embora
ndo se tenha evidenciado diferencas estatisticas nos parametros morfofisiologicos, esse
reprodutor teve uma tendéncia de aumentar os parametros espermaticos de motilidade, vigor e
concentracdo no periodo chuvoso. Sugerimos, entdo, que os spots 534 e 851 sdo fortes
candidatos a biomarcadores, uma vez que sua expressdo parece estd relacionada a esses

parametros e que existem relatos do papel destas proteinas na motilidade espermatica.

O spot proteico 1217, que fora mais expresso no PS, foi identificado como a
Spergen-1. Segundo Doiguchi e colaboradores (2002), Spergen-1 pode ser uma molécula de
adesdo associada com a mitocondria na peca intermediaria do espermatozoide durante a
espermiogénese. A comparagdo dos dados de expressdo dessa proteina com 0s parametros
morfofisioldgicos analisados ndo nos permitiu afirmar o possivel papel dessa proteina.
Contudo, podemos pressupor que 0 aumento da expressao dessa proteina pode ter colaborado
com a manutencéo da qualidade espermatica entres o PS e o PC.

Conforme previamente descrito, o reprodutor E apresentou 0 maior numero de
proteinas expressas no periodo chuvoso. Podemos perceber que no PC também houve
aumento na motilidade progressiva, vigor e concentracdo espermaética. Assim, podemos
pressupor que o aumento qualitativo e quantitativo de proteinas parece estar relacionado com

0s parametros supracitados.
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A grande variacdo observada para o reprodutor E nos direcionou a eleger alguns
spots para a discussdo mais detalhada. Dentre eles o spot proteico 486 (pl 5,9 e MM 46,4
kDa, Figura 6) é a proteina de canal de célcio associada ao espermatozoide, que estd
envolvida com o processo de fertilizacdo. Segundo Baker (2010), quando o espermatozoide se
encontra no interior do trato feminino, ocorre imediato influxo de calcio, bicarbonato e
aumento no nivel de AMPc, processo que aumenta a motilidade espermatica. Ren e
colaboradores (2001) tambem demonstraram que essa proteina esta envolvida no aumento da
motilidade e na interacdo do espermatozoide com o odcito. Outra proteina que também teve
maior expressdo no PC foi o spot proteico 269 (pl 5,5, MM 63,79, figura 6), possivelmente
essa proteina seja a ADAM 24, uma protease ancorada a membrana plasmatica do

espermatozoide maturo com funcdo na maturacdo epididimal (ZHU et al., 2001).

Figura 6. No reprodutor E os spots 486 e 269 apresentaram maior expresséo no periodo chuvoso.
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Anélise foi realizada pelo software ImageMaster 2D Platinum 6.0 (GE-Healthcare) considerando a
porcentagem do volume dos spots. Nos histogramas as barras vermelhas mostram o desvio padrdo das

médias da intensidade do volume e a azul indica a média aritmética.

Observou-se a presenca do spot 1247 (pl 6,2, MW 13,79, Figura 7) nos
reprodutores A, B, E e F no PC, contudo essa proteina apresentou maior expressao no
reprodutor B e esse spot corresponde ao Elemento modulador de AMPc que atua como
regulador transcricional e possui importante papel na espermatogénese e na maturacdo da
espermatide (PATI, 1999). Vale salientar que a alteracdo na sua expressdo esta associada a
infertilidade em humanos e equinos (BLOCHER et al., 2003).
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Figura 7. Proteina diferencialmente expressa no reprodutor B no periodo chuvoso.
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Anadlise foi realizada pelo software ImageMaster 2D Platinum 6.0 (GE-Healthcare) considerando a
porcentagem do volume dos spots. Nos histogramas as barras vermelhas mostram o desvio padrdo das

médias da intensidade do volume e a azul indica a média aritmética.
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6 CONCLUSAO

Os parametros seminais ndo foram afetados pelo o efeito da sazonalidade, o que
evidencia o papel das proteinas na manutencéo da qualidade espermatica. Contudo, 0S n0ssos
resultados apontam para a influéncia da sazonalidade na expressdo de algumas proteinas, as
quais podem ser fortes candidatas a biomarcadores de fertilidade e podem estar relacionadas a
varias caracteristicas do espermatozoide como maturacao, capacitacao, reacdo acrossémica e
interacdo entre 0s gametas. Sendo que de uma forma geral verificou-se uma tendéncia das
proteinas aumentarem o nivel de expressao no periodo chuvoso. Além disso, nds descrevemos
pela primeira vez o perfil protéico de espermatozoides da raca caprina Moxoto. E diante dos
resultados obtidos pela raca Moxotd tornam-na atrativa para a realizacdo de estudos
moleculares que contribuam para a elucidacéo dos processos de fertilidade e para a melhoria

da reproducao animal.
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ANEXO

Tabela 4. Proteinas similares nos periodos chuvoso e seco de amostras de espermatozoides de caprinos da raga moxoto, identificadas através do banco de dados UniProt
utilizando a ferramenta Tagldent do EXPASy.

pl Massa molecular

Proteina N° de acesso Organismo
Teorico  Experimental Teorico Experimental

RNA helicase dependente de ATP DDX25 6,00 6,03 54619 53806 Q2TBP1 Bos taurus
Calreticulina-3 5,66 5,64 42463 42501 Q2TBR8 Bos taurus
Modulador de elemento responsivo ao CAMP 5,44 5,54 29656 31150 Q03060-12 Homo sapiens
Proteina 3 de canal de cétion associado ao esperma 6,21 6,21 45487 45256 Q80W99 Mus musculus
Proteina 4 de canal de cation associado ao esperma 4,86 4,86 44229 43763 Q7RTX7-2 Homo sapiens
Molécula de adesdo celular 1 4,95 5,05 48664 49839 Q8R5M8-2 Mus musculus
Clusterina cadeia alfa 4,90 4,83 25194 21317 P05371 Rattus norvegicus
Clusterina cadeia beta 6,44 6,54 23900 23812 P05371 Rattus norvegicus
Clusterina 5,47 55 49077 50122 P05371 Rattus norvegicus
Proteina 3-like protein 4 de ligacdo a elemento responsivo ao
AMP ciclico 6,24 6,24 41025 41218 Q9D2A5 Mus musculus
Ciclina-Al 5,47 5,47 47772 48171 Q61456 Mus musculus
Proteina 24 contendo-dominio Desintegrina e Metalloproteinase 5,45 5,46 62254 62359 QI9R160 Mus musculus
Proteina 25 contendo-dominio Desintegrina e Metalloproteinase 6,07 6,16 61720 60101 Q9R159 Mus musculus
Proteina 26 A  contendo-dominio  Desintegrina e
Metalloproteinase 5,75 5,74 57541 57925.0 Q9R158 Mus musculus
E3 ubiquitina-proteina ligase SIAH1 6,13 6,23 21215 21640 Q81UQ4-3 Homo sapiens

E3 ubiquitina-proteina ligase SIAH1A 6,35 6,36 31137 31719 P61092 Mus musculus
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utilizando a ferramenta Tagldent do ExPASy.

(continua)
Proteina p! Massa molecular N° de acesso Organismo
Tebrico Experimental  Tedrico Experimental

Proteina 1 de ligagéo & gametogenetina 5,94 6,01 40505 41104 Q6K1E7 Mus musculus
Proteina 2 de ligagdo & gametogenetina 6,37 6,42 32735 34198 Q9H3C7-2 Homo sapiens
Proteina-like 1 Germ cell-less 6,44 6,43 59654 59931 Q920G9 Mus musculus
Proteina 2 de choque térmico 70 kDa 5,50 5,49 69642 68987 P14659 Rattus norvegicus
Chaperona de histona ASF1B 4,46 447 22434 25151 QINVP2 Homo sapiens
Proteina 1 contendo dominio HORMA 6,10 6,11 44785 45385 Q2KIY6 Bos taurus
Isoforma 3 de Tesmin OS 4,62 4,62 26737 25531 Q9Y4I5-3 Homo sapiens
Isoforma 3 da Tubulina cadeia delta 5,39 5,39 22381 22981 QoUJT1-3 Homo sapiens
Antigeno 1 enhanced-masculino 4,13 4,14 19905 21259 Q16626 Homo sapiens
Proteina associada a MYCBP 6,49 6,51 47045 48720 Q5SUVv2-2 Mus musculus
Receptor nuclear da subfamilia 2 do grupo C do membro 2 5,89 5,85 65415 65255 P49116 Homo sapiens
Receptor nuclear da subfamilia 6 do grupo A do membro 1 5,85 5,86 55976 56625 Q64249 Mus musculus
Nucleosideo difosfato quinase homologo 5 5,89 5,88 24236 28288 P56597 Homo sapiens
Proteina 2 de fibra densa externa 6,13 6,29 88579 88783 Q5BJF6-2 Homo sapiens
Homélogo da proteina 2 paquiteno checkpoint 4,68 4,69 22084 20856 Q15645-2 Homo sapiens
Pituitaria adenilato ciclase ativando polipeptideo do receptor tipo | 5,96 5,94 54517 53806 P70205 Mus musculus
Pituitaria adenilato ciclase ativando polipeptideo do receptor tipo | A 6,27 6,28 57662 56948 P32215 Rattus norvegicus

Provavel proteina ligase HERC4 a ubiquitina E3 6,19 6,16 25123 24008 Q6PAV2-3 Mus musculus



Tabela 4. Proteinas similares nos periodos chuvoso e seco de amostras de espermatozoides de caprinos da raca moxotd, identificadas através do banco dados UniProt

utilizando a ferramenta Tagldent do EXPASy.

(continuag&o)

Proteina p! Massa molecular N° de acesso Organismo
Tedrico Experimental  Teorico Experimental

Pro-MCH 6,19 6,16 16332 16140 P20382 Homo sapiens
Protamina-3 4,57 4,56 11232 11538 QI9NNZ6 Homo sapiens
Complexo ativador do proteassoma subunidade 4 6,70 6,72 24699 23457 Q14997-4 Homo sapiens
Proteina boule-like 6,6 6,66 37541 39476 Q8N9We6-2 Homo sapiens
Proteina dissulfeto-isomerase-like proteina dos testiculos 5,69 5,7 65606 65255 Q9DAN1 Mus musculus
Homélogo 1 da proteina Hook 5,09 5,09 84648 88391 QouJC3 Homo sapiens
Proteina SPATIAL 6,33 6,35 43842 43642 Q7TSD4 Mus musculus
RNA helicase putativa dependente de ATP TDRD9 5,75 5,76 62518 62183 Q3MHU3-2 Rattus norvegicus
Proteina putativa 1 de ligacdo a gametogenetina 5,30 5,34 12309 11189 Q5YKI7 Homo sapiens
Proteina 114 RING finger 6,65 6,63 25746 27942 Q9ET26 Mus musculus
Carreadora de soluto familia 22 membro 16 6,16 6,26 64355 62537 Q17QN9 Bos taurus
Proteina 1 contendo hélice bésica-hélice-loop espermatogenesis e
oogenesis-especifica 4,59 4,57 40662 40591 Q5JUK2-2 Homo sapiens
Protein 19 associada a espermatogenesis, mitocondrial 5,20 5,38 15242 17757 Q920Q3 Rattus norvegicus
Proteina 20 associada a espermatogenesis 6,55 6,51 88191 86074 Q6T393 Rattus norvegicus
Proteina 9 associada a espermatogenesis 5,97 5,99 20172 18051 Q9BWV2-2 Homo sapiens
Espermidina sintase 5,3 5,36 33825 33398 P19623 Homo sapiens
Homélogo da proteina 11 do complexo-T 5,20 5,15 49501 48998 Q8WWU5-3 Homo sapiens
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Tabela 4. Proteinas similares nos periodos chuvoso e seco de amostras de espermatozoides de caprinos da raga moxoto, identificadas através do banco dados UniProt
utilizando a ferramenta Tagldent do ExPASy.

(conclusio)

Proteina p! Massa molecular N° de acesso Organismo
Tebrico Experimental  Teorico Experimental

Proteina 11 do complexo-T 6,08 6,08 61971 62359 Q01755 Mus musculus
Tesmin 5,50 5,49 55025 56465 Q9Y4l15 Homo sapiens
Serina testiculo especifico /treonina-proteina quinase 3 6,26 6,23 30102 30506 Q96PN8 Homo sapiens
Proteina codificada Yespecifica do testiculo 1 5,26 5,56 36619 36462 019110 Bos taurus
Proteina codificada Y especifica do testiculo 2 5,3 5,27 35100 35214 ABNKD?2 Homo sapiens
Proteina codificada Yespecifica do testiculo 3 5,23 5,23 35101 36564 POCV98 Homo sapiens
Proteina 2 contendo dominio Tiorredoxina 5,34 5,34 57767 58090 Q6P902 Mus musculus
Proteina 5 fator de transcrigdo-like 6,44 6,4 52697 53301 Q9ouUL49 Homo sapiens
Fator de iniciacdo de transcricdo TFIID subunidade 7-like 5,09 51 43461 43885 Q9D3R9-2 Mus musculus
Proteina YY1 do repressor transcricional 58 5,76 44713 43885 P25490 Homo sapiens
Proteina 1 associada a translina interagindo com fator X 4,61 4,66 42299 42978 Q2TAA8-2 Homo sapiens
Proteina X associada a translina 6,11 6,19 33113 33351 Q99598 Homo sapiens
Tubulina cadeia delta 6,63 6,66 51023 49137.0 Q9R1K7 Mus musculus
Proteina 1 contendo dominio Tudor 5,16 5,28 79171 79483.0 Q9BXT4-4 Homo sapiens
Proteina 7 contendo dominio Tudor 6,32 6,3 47539 48171 Q8NHU6-3 Homo sapiens
Homologo C da proteina 14 associada ao RNA nucleolar pequeno

U3 6,7 6,61 87188 87612.0 Q5TAP6 Homo sapiens
Proteina C11 ou f20(+5) ndo caracterizada 5,8 5,83 22839 21758 QI9NTU4 Homo sapiens

Homologo da proteina C11 ou f20(+5) ndo caracterizada 6,41 6,54 22741 19385 QICQP8 Mus musculus
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