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RESUMO

A fertilidade animal é um fator que afeta a eficiéncia reprodutiva nos rebanhos e,
consequentemente, causa um forte impacto na economia para a producéo de carne e leite. Assim,
ferramentas biotecnoldgicas, como a proteomica e a metabolémica vém sendo utilizadas e
representa um avango potencial para a escolha de reprodutores de fertilidade comprovada nos
rebanhos. Biomoléculas, tais quais as proteinas de ligacdo a gelatina (PLG) e heparina (PLH) e
metabolitos, participam de diversos eventos fisioldgicos na célula espermatica até a fertilizacao.
Dessa forma, essas biomoléculas seminais podem ser utilizadas como biomarcadores para
fertilidade em diversas espécies. Assim, os objetivos do presente trabalho foram (1) identificar o
perfil das PLG e PLH no plasma seminal de espécies domésticas e (2) identificar metabdlitos
espermaticos associados a fertilidade em touros Holstein. Para alcancar o objetivo do estudo 1, o
plasma seminal de bovinos, caprinos, ovinos, coelhos, equinos e suinos foram submetido a
cromatografia liquida de eficiéncia rapida (FPLC) e a espectrometria de massas. Adicionalmente,
utilizaram-se ferramentas de bioinformatica para avaliar os processos fisiol6gicos 0s quais essas
proteinas estdo envolvidas. O total de PLG foram em bovinos (354), caprinos (103), ovinos (51),
coelhos (146), equinos (25) e suinos (87). Dentre as PLG mais abundantes, identificaram-se
proteinas da familia das espermadesinas. O total das PLH foram em bovinos (894), caprinos
(789), ovinos (647), coelhos (600), equinos (556) e suinos (86). As PLH com maiores
concentracdes incluem a bodesina 2, proteina S100, clusterina, PSP-I, PSP-II, dentre outras. As
analises in silico mostram que essas moléculas participam, principalmente, dos processos
bioldgicos celulares e possuem funcdo molecular de ligacdo. Para alcancar o objetivo do estudo
2, identificaram-se através da técnica de CG-ES os metabdlitos de espermatozoides de 10 touros
com alta (n = 5) e baixa (n = 5) fertilidade. Adicionalmente, foram realizadas analises estatisticas
multivariada e univariada através do programa MetaboAnalyst 3.0, para identificar os metabdlitos
associados a fertilidade. Os resultados mostraram que dentre os 41 diferentes metabolitos
identificados nos espermatozoides, os niveis de quatro compostos foram diferentemente
significativos e, portanto, podem ser utilizados como biomarcadores moleculares. Esses
metabolitos foram aminometano e acido azelaico (maiores em espermatozoides dos touros de
baixa fertilidade) e acido butirico e uréia (maiores nos espermatozoides dos touros de alta

fertilidade). Os resultados da presente pesquisa s@o significativos porque ajudam a promover a



ciéncia animal basica e as proteinas e metabolitos identificados podem ser usados na

biotecnologia reprodutiva para avaliar a qualidade do sémen e prever a fertilidade de
reprodutores.

Palavras-chave: Acidos graxos. Espermadesinas. Fen6tipos. CG-EM. Proteomica.



ABSTRACT

Animal fertility is a factor that affects reproductive efficiency in herds and has a strong impact on
the economy for meat and milk production. Thus, biotechnological tools such as a proteomic and
metabolomic have been used and represent a potent tool for a choice of breeding with proven
fertility for herds. Biomolecules such as gelatin-binding proteins (GBP) and heparin (HBP) and
metabolites participate of several physiological events in the sperm cell until fertilization. Thus,
these seminal biomolecules can serves as biomarkers for fertility in several species. Therefore,
the objectives of the present study were (1) to identify the GBP and HBP profile in the seminal
plasma of farm species and (2) to identify sperm metabolites associated with fertility in Holstein
bulls. To achieve the objective of study 1 the seminal plasma of bovine, caprine, ovine, rabbit,
equine and swine species were subjected to fast-performance liquid chromatography (FPLC) and
mass spectrometry. In addition, bioinformatics tools were used to evaluate the physiological
processes which these proteins are involved. The total GBP were in bovine (354), caprine (103),
ovine (51), rabbit (146), equine (25) and swine (87) species. Among the most abundant GBP
were identified proteins of spermadhesins. The total HBP were in bovine (894), caprine (789),
ovine (647), rabbit (600), equine (556) and swine (86) species. The HBP with higher
concentrations include bodhesin 2, protein S100, clusterin, PSP-1, PSP-I1, among others. In silico
analyzes shown that HBP mainly participate in cellular biological processes and have molecular
binding function. To achieve the goal of study 2, the sperm metabolites of 10 bulls with high (n =
5) and low (n = 5) fertility were identified through GC-MS technique. In addition, multivariate
and univariate statistical analyzes were performed through the MetaboAnalyst 3.0 program to
identify metabolites associated with fertility. The results showed that among the 41 different
metabolites identified in spermatozoa the levels of four compounds were significantly different
and can be used as molecular biomarkers. These metabolites were aminomethane and azelaic acid
(higher in spermatozoa of low fertility bulls) and butyric acid and urea (higher in spermatoz

high fertility bulls). The results of this research are significant because they help to promote vasic
animal science and the proteins and metabolites identified can be used in reproductive

biotechnology to evaluate the semen quality and predict reproductive fertility.

Key words: Fatty acids. GC-MS. Phenotypes. Proteomics. Spermatogenesis.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

Os aspectos fisiologicos associados a capacidade fecundante do gameta masculino
ainda sdo pontos cruciais a se levar em consideracdo para o aumento do nimero de animais nos
rebanhos. A complexidade para entender mecanismos pelos quais as células espermaticas
conseguem fecundar um od6cito vai além dos exames androlégicos e da espera de dados de
fertilidade com base no numero de montas ou inseminacOes artificiais. Desta forma, novas
estratégias vém sendo empregadas contribuindo para a identificacdo de marcadores moleculares
associados a fertilidade em bovinos, suinos e humanos.

Abordagens “Omicas” para o estudo da fertilidade incluem a protedmica e a
metaboldmica, ambas tém complementariedade ao estudo gendmico. Dentre as proteinas
seminais envolvidas na fisiologia espermética destacam-se as proteinas de ligacdo a gelatina
(PLG) e a heparina (PLH). As PLG e PLH atuam nos processos de espermatogénese, maturacao
espermatica, capacitacdo, reacdo acrossémica, batimento flagelar e interacdo entre gametas em
diversas espécies. Uma proteina de 29-30 kDa, denominada antigeno associado a fertilidade
(AAF), foi identificada como uma PLH no plasma seminal de touros Gir e tem associagdo com as
taxas de clivagem e alta producdo de blastocisto. Outro estudo investigou que a auséncia da PLH
denominada tecido inibidor de metalopeptidase 2 (TIMP-2) no plasma seminal de bovinos estava
associada a baixa fertilidade dos animais. Desta forma, a identificagdo desses grupos de proteinas
no sémen tem forte impacto para a selecdao de animais aptos a reproducéo.

Outra importante abordagem na predicdo da fertilidade em touros ¢ a identificacdo de
metabolitos candidatos a biomarcadores para fertilidade através da metabol6mica, que investiga
pequenas moléculas (< 1500 Da) e seu modo de acdo em organismos. O fato dos metabdlitos
serem os produtos dos processos celulares nos da precisdo na investigacdo de mecanismos que
estdo ocorrendo em um exato momento, em um organismo. Desta forma, indicam os eventos em
um fendtipo atual. Através da abordagem metabol6mica, ja se identificaram no plasma seminal
de bovinos e humanos, potenciais biomarcadores moleculares para fertilidade e infertilidade. Um
estudo realizado com o plasma seminal de bovinos mostrou que a taurina e a leucina estavam em
alta abundéncia no plasma seminal de animais de alta fertilidade comparado com animais de
baixa fertilidade, desta forma esses metabdlitos podem ser utilizados como biomarcadores de

fertilidade. Em outro estudo realizado para identificar metabdlitos nos espermatozoides de



humanos os pesquisadores acharam que as classes de metabdlitos mais abundantes na espécie séo
a de aminodcidos, peptideos e andlogos seguidos da classe dos lipideos.

Portanto, abordagens protedmica e metabolémica tém contribuido nos avancos
biotecnologicos na identificacdo de proteinas e metabdlitos que regulam a fertilidade nos machos,
entretanto h& ainda uma necessidade de mais estudos a respeito dessas moléculas e suas

associages com desordens fisioldgicas em diversas espécies animais.



CAPITULO | - PROTEINAS DE LIGACAO A GELATINA E HEPARINA NO PLASMA
SEMINAL DE ANIMAIS DOMESTICOS

RESUMO

Pesquisas tém demonstrado a participacdo de dois grupos de proteinas seminais com importantes
efeitos na reproducdo, essas foram classificadas de acordo com a afinidade molecular, em
proteinas de ligacdo a gelatina (PLG) e heparina (PLH). Os estudos sobre as PLH e PLG tém
contribuido para o entendimento da biologia reprodutiva em diversas espécies, bem como na
identificacdo de marcadores moleculares para os aspectos fisioldgicos relacionados a fertilizacao.
Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi identificar o perfil das proteinas ligadoras de
gelatina e heparina noplasma seminal em trés espécies ruminantes e trés nao-ruminantes. Para
alcancar tal objetivo, o plasma seminal de bovinos, caprinos, ovinos, coelhos, equinos e suinos
foi submetido a cromatografia liquida de eficiéncia rapida (FPLC) e analise de espectrometria de
massas. Adicionalmente, foram utilizadas ferramentas de bioinforméatica para avaliar o0s
processos fisioldgicos os quais essas proteinas estdo envolvidas. Quando submetido a coluna de
gelatina o plasma seminal de bovinos, caprinos, ovinos, coelhos e equinos apresentaram um perfil
de 3 picos cromatogréaficos e a espécie suina, 2 picos. Na coluna de heparina identificaram-se
para bovinos, caprinos, ovinos, coelhos e equinos um perfil de 2 picos e 3 para suinos. O total de
PLG foram em bovinos (354), caprinos (103), ovinos (51), coelhos (146), equinos (25) e suinos
(87). Dentre as PLG mais abundantes, identificaram-se proteinas da familia das espermadesinas.
O total das PLH foram em bovinos (894), caprinos (789), ovinos (647), coelhos (600), equinos
(556) e suinos (86). As PLH com maiores concentracdes incluem a bodesina 2, proteina S100,
clusterina, PSP-I, PSP-II, dentre outras. As analises in silico mostram que essas moléculas
participam, principalmente, dos processos biologicos celulares e possuem funcdo molecular de
ligagdo. Com base na literatura, as PLG e PLH atuam em processos como espermatogénese,
capacitacdo espermatica, interacdo entre gametas, dentre outros. Desta forma, as PLG e PLH
identificadas podem servir como potenciais biomarcadores nos processos fisiologicos

reprodutivos.

Palavras-chave: Capacitacdo espermética. Cromatografia. Espermadesinas. Shotgun.



GELATIN AND HEPARIN-BINDING PROTEINS FROM SEMINAL PLASMA IN
DOMESTIC ANIMALS

ABSTRACT

Researches have shown the participation of two proteins groups from seminal plasma with
important reproductive effects, which were classified according with molecular affinity, the
gelatin-binding (GBPs) and heparin-binding proteins (HBPs). Studies about GBPs and HBPs
have contributed to the understanding of reproductive biology in several species, as well for
identification of molecular markers for physiological aspects related with fertilization. Thus, the
objective of this study was to identify the profile of the gelatin and heparin-binding proteins in
three ruminant and three non-ruminant species. To achieve this goal, the seminal plasma of bulls,
goats, sheep, rabbits, horses and pigs were subjected to fast-performance liquid chromatography
(FPLC) following mass spectrometry. In addition, bioinformatics tools were used to evaluate the
physiological processes which these proteins are involved. When submitted to the gelatin
column, the seminal plasma of bulls, bucks, sheep, rabbits and horses presented a profile of 3
chromatographic peaks and the swine specie, 2 peaks. In the heparin column a profile of 2 peaks
were identified for bulls, bucks, sheep, rabbits and horses and 3 peaks for pigs. A total of GBPs
were in bulls (354), bucks (103), sheep (51), rabbits (146), horses (25) and pigs (87). We found
among the most abundant GBPs proteins belongs spermadhesins family. The total of HBPs were
in cattle (894), goats (789), sheep (647), rabbits (600), horses (556) and pigs (86). HBPs with
higher concentrations include bodhesin-2, protein S100, clusterin, PSP-I, PSP-I1, among others.
In silico analyzes showed that these molecules mainly participate in cellular biological processes
and have binding molecular function. Based on the literature the GBPs and HBPs acts in
processes such as spermatogenesis, sperm capacitation, interaction between gametes, among
others. In this way, the identified GBPs and HBPs can serves as biomarkers potential to

reproductive physiological processes in several species.

Key words: Sperm capacitation. Chromatography. Spermadhesin. Shotgun.
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2 INTRODUCAO

Desde a espermatogénese, proteinas, metabolitos e ions sdo produzidos e atuam nas
células espermaticas de mamiferos, assim, contribuem para o desenvolvimento do gameta
masculino e sdo necessarios em processos subsequentes até a fertilizagdo (HUANG; SHA, 2011;
JUYENA,; STELLETTA, 2012). Proteinas também secretadas pelos tecidos epididimarios e pelas
glandulas sexuais acessorias, constituintes do fluido seminal, participam de eventos importantes
até a fertilizacao incluindo a maturacdo espermatica (KIRCHHOFF et al., 1998), manutencdo de
motilidade (DE SOUZA et al., 2007; NOVAK et al., 2010), capacitacdo espermética (ARAKI et
al., 2016), reacdo acrossomica (KRISHNAKUMAR et al., 2017), interacdo entre gametas
(LUNA et al., 2015) e no desenvolvimento embrionério inicial (RODRIGUEZ-VILLAMIL et al.,
2016) em diversas espécies.

Os mamiferos possuem uma linhagem evolutiva em comum. O progresso na evolucao
os diferiu em aspectos como caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas, incluindo nos caracteres
reprodutivos, como o ciclo estral nas fémeas (DOWNEY, 1980) e, nos machos, podemos citar a
composicdo do fluido seminal, que embora composto por muitas moléculas homologas
interespécies, existem também substancias exclusivas de uma determinada espécie (DRUART et
al., 2013). Uma importante caracteristica em comum no plasma seminal de machos é o fato de
existirem proteinas com similaridade na estrutura de aminodcidos, sendo moléculas homologas,
como as “bind of sperm proteins” (BSPS), ja identificadas no plasma seminal de bovinos
(MANJUNATH et al., 2009), caprinos (VILLEMURE et al.,, 2003), equinos e ovinos
(BERGERON et al., 2005).

Adicionalmente, estudos ja demonstraram que as BSPs sdo as macromoléculas
encontradas em maior abundancia no plasma seminal da espécie bovina (MANJUNATH et al.,
1994; SCHEIT et al., 1988). Nos caprinos e ovinos, proteinas homologas as BSPs e
espermadesinas compdem as macromoléculas em maior concentragdo (BERGERON et al., 2005;
MARTINS et al., 2013; MELO et al., 2009; VILLEMURE et al., 2003). No fluido seminal de
equinos, as HSP-1 e HSP-2 sdo as mais abundantes (SANKHALA et al., 2012). Na espécie suina
as espermadesinas somam as proteinas seminais de maior concentracdo (CABALLERO et al.,
2008; CALVETE; CARRERA,; et al., 1996). Nos coelhos, as proteinas anexinas representam as
moléculas encontradas em maior concentragdo (ARRUDA-ALENCAR et al., 2012).
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As proteinas seminais ja foram classificadas de acordo com suas estruturas, funcoes,
nas ultimas décadas, de acordo com a afinidade cromatografica molecular. Desta forma, as
proteinas dos fluidos reprodutivos podem ser classificadas como proteinas de ligacdo a gelatina
(PLG) e de ligacdo a heparina (PLH). As PLG e PLH desempenham importantes funcfes
atuando, principalmente, em eventos para a capacitacdo espermatica. As principais PLG incluem
0s grupos das BSPs, metalloproteinases de matriz (MMP) e as fibronectinas (FN). As proteinas
de ligacdo a gelatina modulam a capacitacdo dos espermatozoides de bovinos (THERIEN et al.,
1997), atuam no processo de maturacdo das celulas espermaticas (CABALLERO, et al., 2010),
regulam os niveis de Ca’*-ATPase, importante para o batimento flagelar das células esperméticas
(SRIVASTAVA et al., 2013), remodelam tecidos uterinos durante a gestacdo em ratas (YIN et
al., 2012) e durante o ciclo estral em bdfalas (ROY; GHOSH, 2010) e modificam fatores
enometriais para a implantacao e o pré-parto em vacas (ULBRICH et al., 2011).

Os principais estudos apontam que as proteinas de ligacdo a heparina inibem a
liberagdo de prostaglandinas e estimulam a de interleucina-6 pelas células endometriais e
cervicais em porcas e pelas células endometriais bovinas (MADEJ et al., 2013) aumentam as
taxas de reacdo acrossémica nos espermatozoides de bufalos (SINGH et al., 2016) e tem funcéo
de molécula chaperonas em equinos (SANKHALA et al., 2012). Portanto, estes achados sugerem
que os estudos das moléculas PLG e PLH contribuem para a compreensdo dos aspectos
relacionados a biologia reprodutiva em diversas espécies. Assim, como na identificacdo de
marcadores moleculares para fertilidade e, como consequéncia, aumento no numero de animais
nascidos.

Desta forma, necessita-se maiores investigacdes acerca destas biomoléculas o que
fundamenta o objetivo do presente trabalho de identificar através das técnicas de cromatografia
liquida e espectrometria de massas o perfil das proteinas de ligacdo a gelatina e heparina em trés

espécies ruminantes e em trés ndo-ruminantes.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coletas de sémen
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O sémen de tourinhos da raca Guzeré (n = 30) e de carneiros da raca Morada Nova (n
= 20) foi coletado por meio de eletroejaculagdo (JIMENEZ-RABADAN et al., 2016; REGO et
al., 2014). Ja os ejaculados de caprinos da raca Sannen (n = 8), coelhos da raca Nova Zelandia
variedade branca (n = 18) e garanhdes Quarto de Milha (n = 5) foram obtidos por meio de vagina
artificial (DOWSETT; PATTIE, 1980; JIMENEZ-RABADAN et al., 2016; NAUGHTON et al.,
2003). O sémen de cachagos sexualmente maduros (n = 12) foi coletado pelo método da méo
enluvada (GONZALEZ-CADAVID et al., 2014).

3.2 Obtencao do plasma seminal e quantificacdo das proteinas totais

Apos as coletas, foi feita a mistura (pool) das amostras de ejaculados de cada espécie,
separadamente. Em seguida, estas foram homogeneizadas, resuspensas em microtubos e
centrifugadas a 700 x g, a 4°C, por 15 minutos para separar o plasma seminal dos
espermatozoides. Posteriormente, o plasma seminal foi resuspenso e, mais uma vez, centrifugado
a 5000 x g, a 4°C, por 1 hora, o sobrenadante foi entdo transferido para microtubos e armazenado
a— 20 °C, até posteriores analises.

Apos a descongelacdo de todas as amostras, a concentracdo das proteinas totais do
plasma seminal foi determinada utilizando o equipamento NanoDrop 2000c seco HEP-1 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA), por meio do método ProteinA280 (YUE et al., 2009).

3.3 Cromatografia liquida de eficiéncia rapida (FPLC)

Para a cromatografia de afinidade a gelatina aliquotas do pool do plasma seminal de
cada espécie contendo 3 mg de proteinas totais foi diluida em uma solucéo de ligacdo (40 mM de
Tris, 2 mM de CaCl, e pH 7,4), a fim de se obter uma mistura com um volume final de 2 mL. Em
seguida, o volume de 2 mL da mistura foi injetado em um equipamento da AktaPrime (FPLC
System, Pharmacia, Uppsala, Sweden) de cromatografia liquida de eficiéncia rapida (FPLC)
acoplado a uma coluna preparativa de afinidade & gelatina de 25 mL (Gelatin Sepharose™ 4B:;
GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ). Primeiramente, a amostra foi aplicada a coluna
em um fluxo de 0,5 mL/min com solucdo de ligacdo durante 1 min, em seguida, aumentou-se 0

fluxo para 2 mL/min utilizando-se a solugéo de ligacdo, o fluxo manteve-se por 99 minutos para
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retirar as proteinas sem afinidade a matriz da coluna. A solucgdo de eluicdo (40 mM de Tris, 2
mM de CaCl,, 8 M de uréia e pH 7,4) foi aplicada durante 40 minutos em um fluxo de 2 mL/min.
O tempo total da corrida cromatografica foi de 140 minutos (MANJUNATH et al., 1987).

Na coluna de heparina, foi utilizada uma solucédo de ligacdo contendo 40 mM de Tris,
2 mM de CaCl, e pH 7,4 e uma solucdo de eluicdo com 40 mM de Tris, 2 mM de CaCl,, 1M de
NaCl e pH 7,4. Utilizou-se um loop de volume final para 500 uL e aplicou-se um pool de plasma
seminl de cada espécie contendo 3 mg de proteinas. Foi utilizada uma coluna com resina de
heparina de volume de 1 mL (HiTrap™ Heparin HP; GE Healthcare Life Sciences, Piscataway,
NJ). A amostra foi aplicada na coluna em um fluxo inicial de 0,5 mL/min com solugio de ligacio
durante 1 min, em seguida, foi aplicado um fluxo de 1 mL/min contendo solucdo de ligagéo,
durante 24 minutos, para a retirada das proteinas sem afinidade a coluna; foi aplicada a solucéo
de eluicdo por 10 minutos em um fluxo de 1 mL/min. O tempo total da corrida cromatogréafica foi
de 40 minutos (MARTINS et al., 2013).

Todas as cromatografias foram monitoradas por um espectrofotometro a 280 nm e
realizadas em triplicatas. Os cromatogramas foram analisados quanto a area cromatogréafica e o
numero de picos utilizando o software PrimeView 5.0 (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway,
NJ).

3.4 Dessalinizagdo das amostras fracionadas e liofilizagao

As amostras dos picos contendo proteinas ndo ligantes a gelatina (PNLG), PLG,
proteinas ndo ligantes a heparina (PNLH) e PLH foram separadamente homogeneizadas.
Posteriormente, aplicaram-se as amostras em um loop de 2 mL no FPLC com coluna HiTrap™
Dessalting (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ) de 5 mL até que toda a amostra de
cada pico fosse totalmente aplicada na coluna. Para a troca de tampéo, utilizou-se uma solucéo 40
mM de bicarbonato de amonia (MARTINS et al., 2013). Em seguida, as amostras foram
armazenas em tubos e mantidas a — 20°C.

As amostras dessalinizadas foram liofilizadas até que estivessem totalmente secas.
Para tal processo, utilizou-se um liofilizador (Labconco, MO, USA) a — 55°C e uma pressao

atmosférica de 0,035 mBar, por um periodo de aproximadamente 48 horas.
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3.5 Preparacdo de amostras para espectrometria de massa

As proteinas liofilizadas foram ressuspendidas em 50 mM de bicarbonato de aménio
e 0 excesso de sal do tampdo anterior foi removido usando filtros Amicon Ultra 10K (Millipore,
Massachusetts, EUA), de acordo com as instru¢fes do fabricante. As proteinas foram entdo
recuperadas do filtro e reduzidas com 1 mM de DTT durante 10 min a 97°C. Apos arrefecimento
a temperatura ambiente, adicionou-se a amostra a bicarbonato de aménio a 50 mM, pH 8,
contendo 0,2 ug de tripsina (Promega, Wisconsin, EUA). A reacdo de tripsina foi realizada
“overnight” em uma camara Umida a 37°C. A reacdo foi parada pela adi¢cdo de 1% de acido
trifluoracético a mistura. Em seguida, os peptideos foram limpos para espectrometria de massa
pelo método STAGE-TIP (RAPPSILBER et al., 2003) usando um disco de resina C18 (3M

Empore).

3.6 Espectrometria de massa

Todas os experimentos foram realizados em um sistema nano-LC Easy nLC1000
conectado a um espectrometro de massa com quadrupolo - Orbitrap (QExactive)
(ThermoElectron, Bremen, Alemanha) equipado com uma fonte de ions nanoelectrospray
(EasySpray/Thermo). Para a separacdo por cromatografia liquida, utilizou-se uma coluna
EasySpray (C18 de 2 um, 100 A, 75 pm de didmetro interno) (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA) capilar de comprimento de cama de 25 cm. A taxa de fluxo utilizada foi de
0,3 uL/min e o gradiente de solvente foi de 5% de solucéo A para 30% de B durante 60 minutos e
depois foi realizada uma lavagem com solucdo B a 90% durante 20 minutos. O solvente A era um
acido formico aquoso a 0,1%, enquanto o solvente B era 100% de acetonitrila em &cido férmico a
0,1%. A temperatura da coluna foi mantida a 60 °C.

O espectrémetro de massa foi operado no modo dependente de dados para alternar
automaticamente entre MS e MS/MS. Os espectros de esclarecimento de pesquisa completa (de
m/z 400 a 1.200) foram adquiridos no Orbitrap com resolucdo de R = 70.000 em m/z 200 (apds
acumulagdo para um alvo de 3.000.000 de ions em quadruplicado). O método utilizado permitiu o
isolamento sequencial dos ions de carga mdaltipla mais intensa, até dez, dependendo da

intensidade do sinal para a fragmentacdo na célula HCD usando dissociacdo de colisdo de alta
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energia com um valor alvo de 100.000 cargas ou tempo maximo de aquisicdo de 100 ms. As
varreduras MS/MS foram coletadas na resolucao de 17.500 na célula Orbitrap. Os Target ions ja
selecionados para MS/MS foram excluidos dinamicamente por 30 segundos. As condicdes gerais
de espectrometria de massa foram: a voltagem do eletrospray de 2,1 kV; sem fluxo de gas de
bainha e auxiliar, temperatura capilar aquecida de 250 °C, energia de coliséo HCD normalizada
de 25%. O limite de selecdo de ions foi ajustado para 5e4 contagens. Foi utilizada a largura de

isolamento de 3,0 Da.

3.7 Identificacéo e quantificacdo de proteinas

Os arquivos MS raw foram submetidos a versdo do software MaxQuant 1.5.2.8
(COX; MANN, 2008) para identificacdo de proteinas. Os parametros foram definidos da seguinte
forma: N-acetilagdo da proteina e oxidacdo da metionina como modificacBes variaveis. A
primeira janela de erro de busca de 20 ppm e o erro de busca de rede de 6 ppm a nivel MS. A
opcao tripsina sem prétese de enzima de restricdo foi utilizada, com dois erros permitidos. Os
peptideos minimos Unicos foram fixados em 1 e 0 “False Discovery Rate” (FDR) permitido foi de
0,01 (1%) para a identificacdo de peptideos e proteinas. A quantificacdo das proteinas foi
definida com uma janela de alinhamento do tempo de retencédo de 3 minutos. Um banco de dados
Uniprot foi usado para os seguintes organismos, dependendo da amostra: bovino, caprino, ovinos,
coelho, equino ou suino. A geracdo de sequéncias invertidas foi selecionada para atribuir as taxas
FDR.

3.8 Ontologia génica

Os cddigos das PLG e PLH obtidos do Uniprot foram analisados através do programa
para anotacbes de proteinas (STRAP), um aplicativo de codigo-fonte aberto. Os termos da
ontologia génica para os processos bioldgicos e fungdes moleculares foram adquiridos do banco
de dados UniProtKB (BHATIA et al., 2009).
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3.9 Andlise das redes de interacdo das proteinas

As redes de interacGes entre proteinas foram analisadas por meio do banco de dados

STRING 9.0 (http://string-db.org), a partir das predi¢Ges coletadas, baseando-se em associa¢des

fisicas, de forma direta e funcional e de forma indireta. O programa integrou fontes evidentes,
contexto genémico, experimentos em larga escala, co-expressao e os dados obtidos a partir de
pesquisas ja publicadas. A analise do interactoma foi realizada apenas para as PLG e PLH de
maiores intensidades no plasma seminal, baseando-se no percentual de cada proteina obtido

através da técnica de espectrometria de massas (SNEL et al., 2000).
4 RESULTADOS
4.1 Proteinas totais

Os valores das concentracfes das proteinas totais encontradas nos plasmas seminais
das espécies em estudo variaram entre 17 e 87 mg/mL. Bovinos, caprinos, ovinos, coelhos,
equinos e suinos apresentaram, respectivamente, os valores médios de proteinas totais 21, 87, 47,

23,17 e 30 mg/mL (Tabela 1).

Tabela 1 — Proteinas sollveis totais do plasma seminal em bovinos, caprinos, ovinos, coelhos,

equinos e suinos.

Espécie Concentragao (mg/mL)

Bovino 21
Caprino 87
Ovino 47
Coelho 23
Equino 17
Suino 30

Fonte: dados da pesquisa.


http://string-db.org/
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4.2 Cromatografias

As proteinas seminais fracionadas na coluna de gelatina apresentaram para bovinos,
caprinos, ovinos, coelhos e equinos um perfil de trés picos cromatograficos (Tabela 2), sendo
dois picos sem afinidade (PNLG) e um com afinidade (PLG; Figuras 1 e 2). A espécie com
diferente interacdo das proteinas seminais e a resina de gelatina foi a suina, a qual apresentou

apenas dois picos de separacdo cromatografica, um pico de PNLG e outro das PLG (Figura 2).

Tabela 2 — NUmero de picos cromatogréficos das proteinas plasma seminal de bovinos, caprinos,
ovinos, coelhos, equinos e suinos fracionados nas colunas de afinidade contendo as resinas de

gelatina e heparina.

Espécie Numero de picos por coluna
Gelatina Heparina
Bovino 3 2
Caprino 3 2
Ovino 3 2
Coelho 3 2
Equino 3 2
Suino 2 3

Fonte: dados da pesquisa.



29

by

Figura 1 — Cromatogramas das proteinas com afinidade a gelatina no plasma seminal de
ruminantes, onde UV representa a absorvancia das proteinas (0-90 mAu), Conc (solucdo de
eluicdo para a retirada das proteinas de afinidade) e o eixo horizontal o volume de eluicdo em

mL. NUumeros de 1 a 3 representam a quantidade de picos fracionados.
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Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 2 — Cromatogramas das proteinas com afinidade & gelatina no plasma seminal de nédo
ruminantes, onde UV representa a absorvancia das proteinas (0-90 mAu), Conc (solucdo de
eluicdo para a retirada das proteinas de afinidade) e o eixo horizontal o volume de eluicdo em

mL. NUumeros 1 a 3 representam a quantidade de picos fracionados.
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Os percentuais das PLG no plasma seminal das espécies foram estéo representados na
tabela 3. A espécie caprina apresentou a menor concentracdo de PLG (5,3 %; Figura 1), enquanto
a espécie bovina apresentou 0 maior percentual dessas proteinas (64,9%; Figura 1). Ressalta-se
ainda que a espécie ovina deteve a maior quantidade de PNLG, com dois picos sem interacdo a
resina cromatografica, P1 = 4,9 e P2 = 88,1, totalizando 93% das proteinas sem afinidade (Tabela
3).

Tabela 3 — Percentual dos picos cromatograficos das proteinas do plasma seminal de bovinos,
caprinos, ovinos, coelhos, equinos e suinos submetidos a cromatografia de afinidade a gelatina.

Para todas as amostras aplicou-se na coluna 3 mg de proteinas.

Espécie Picos

P1 P2 P3
Bovino 20 15 64,9
Caprino 8 86,5 5,3
Ovino 4,9 88,1 6,8
Coelho 15,7 62,3 21,8
Equino 8,4 74,4 16,8
Suino 73,1 26,8 -

Fonte: dados da pesquisa.

Ja o plasma seminal fracionado na cromatografia de afinidade a heparina, apresentou
um perfil cromatografico de dois picos em cinco espécies (Figuras 3 e 4), a excessao mais uma

vez foi na espécie suina que demonstrou trés picos de separacdo (Figura 4).
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Figura 3 — Cromatogramas das proteinas com afinidade a heparina no plasma seminal de

ruminantes, onde UV representa a absorvancia das proteinas (0-650 mAu), Conc (solucéo de

eluicdo para a retirada das proteinas de afinidade) e o eixo horizontal o volume de eluicéo.

Numeros 1 e 2 representam a quantidade de picos fracionados.
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Figura 4 — Cromatogramas das proteinas com afinidade a heparina no plasma seminal de nédo

ruminantes, onde UV representa a absorvancia das proteinas (0-650 mAu), Conc (solucéo de

eluicdo para a retirada das proteinas de afinidade) e o eixo horizontal o volume de eluigéo.

Numeros 1 e 3 representam a quantidade de picos fracionados.
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Bovinos apresentaram um maior percentual de proteinas ndo ligantes (PNLH =
64,7%) que as ligantes (PLH = 35,3%). Caprinos e ovinos detiveram percentuas de PLH baixos
comparando ao material ndo retido, 20,4 e 15,9%, respectivamente (Tabela 4). Coelhos
demonstraram uma similaridade entre as quantidades de proteinas plasmaticas retidas (46,9%) e
ndo retidas (53%). Cavalos apresentaram um perfil cromatogréafico de afinidade a heparina
similar aos caprinos e ovinos, detendo também pouca quantidade de PLH (13,5%; Figura 4).
Suinos tiveram trés picos de separacgdo, sendo dois de PNLH (7 e 43,1%) e um de PLH (49,7%).

Tabela 4 — Amplitude méxima atingida e volume médio de retengdo dos picos cromatogréaficos
do plasma seminal de bovinos, caprinos, ovinos, coelhos, equinos e suinos, contendo 3 mg de

proteinas, submetidos a cromatografia de afinidade a heparina.

Espécie Picos
P1 P2 P3
Bovino 64,7 35,3 -
Caprino 79,5 20,4 -
Ovino 84 15,9 -
Coelho 46,9 53 -
Equino 86,4 13,5 -
Suino 7 43,1 49,7

Fonte: dados da pesquisa.
4.3 ldentidade das proteinas
4.3.1 Perfil das proteinas de ligacédo a gelatina
Através da espectrometria de massas, identificaram-se diferentes quantidades de
PNLG e PLG foram identificadas no plasma seminal das espécies domésticas, conforme a tabela

5. As espécies ruminantes apresentaram o maior numero de PLG e a espécie bovina deteve o

maior nimero dessas proteinas (354 proteinas).
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Tabela 5 — Quantidade de proteinas do plasma seminal de bovinos, caprinos, ovinos, coelhos,

equinos e suinos, caracterizadas e ndo caracterizadas identificadas em cada pico na coluna de
gelatina.

Espécies P1 P2 P3
Bovinos 129 356 354
Caprinos 644 584 103
Ovinos 380 631 51
Coelhos 723 541 146
Equinos 155 23 25
Suinos 44 87 -

Dentre as PLG, as moléculas caracterizadas pelos bancos de dados do UniProt
representaram em cada espécie um total em: bovinos (76%), caprinos (50%), ovinos (22%),
coelhos (47%), equinos (40%) e suinos (51%), conforme a Figura 5.
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Figura 5 — Percentuais das proteinas de ligacdo a gelatina do plasma seminal caracterizadas

(cinza) e ndo caracterizadas (branco) em bovinos, caprinos, ovinos, coelhos, equinos e suinos.

Bovino Caprino
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Fonte: dados da pesquisa.

53%
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A identidade das proteinas mais abundantes de afinidade a gelatina e heparina do
plasma seminal nas seis espécies estudadas pode ser visualizada na tabela 6. As PLG com
maiores concentragdes no plasma seminal de bovinos foram as espermadesina 1 (18,11%) e a
espermadesina Z13 (7,19%), em caprinos a bodesina 2 (19,44%) e a hialuronidase (9,17%), nos
ovinos a peptidil prolil cis-trans isomerase (33,75%) e a proteasomo subunidade tipo alpha

(8,20%). Ja nas espécies ndo-ruminantes foram as anexina (31,24%) e gelectina (12,64%) no
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plasma seminal de coelhos, proteina secretoria rica em cisteina 3 (16,13%) e lactotransferrina
(4,25%) em equinos e as proteina de ligacdo a carboidrato AQN-3 (21,88%) e AWN (10,90%)

em suinos.

Tabela 6 — Concentracdes das proteinas de ligagdo a gelatina (PLG) e heparina (PLH) mais
abundantes identificadas no plasma seminal de animais de bovinos, caprinos, ovinos, coelhos,

equinos e suinos.

Espécie Classificacéo Nome da Codigo  Gene secretor  Concentragao
quanto a proteina de acesso da proteina
afinidade no (%)

uniprot
PLG Eapermadesinal  P29392 SPADH1 21,84
PLG Espermadesina P82292 spadh2 7,19
Z13
PLG Secretoglobina  AOJNP2 SCGB1D 6,51
membro da

Bovino familia 1D

PLG Proteina AB6QPKO SCGB2A2 6,02
SCGB2A2

PLH C-C motif P28291 CCL2 23,35
gumiocina 2

PLH Caltrina P06833 PYY2 8,18

PLH Espermadesinal  P29392 SPADH1 7,85

PLH Clusterina P17697 CLU 4,46

PLG Bodesina 2 Al7181 Bdh-2 19,44

PLG Hialuronidase =~ W5NSU1 LOC101107188 9,17

PLG Inhibitor de C8BKC3 TIMP2 7,59

metallopeptidase

Caprino 2

PLG Clusterina W5PZI1 LOC101113728 5,10
PLH Bodesina 2 Al7181 Bdh-2 31,42
PLH Clusterina W5PZI1 LOC101113728 5,51
PLH Beta- W5P3C6 HEXB 2,87
hexosaminidase

PLH Poteina serpina2 G1DGI1 SERPINE2 2,81
PLG

Peptidil prolil ~ W5QHU9 PPIB 33,75

cis-trans
isomerase B

PLG Proteosomo W5QD30 PSMAS5 8,20



subunidade
alpha tipo 2
Ovino PLG Proteina S100  W5QIV1 S100A11 1,34
PLG Tetraspanina W5PYR6 TSPANS 1,29
PLH Sorbitol W5QITO SORD 11,91
desidrogenase
PLH Proteina S100  W5QIV1 S100A11 1,45
PLH Fosfolipideo W5PKM1 ATP11C 1,44
transportados de
ATPase
PLH Fosfoinositide ~ W5QH40 PLCZ1 0,94
Fosfolipase C
PLG Anexina G1TEDG6 ANXAS 31,24
PLG Galectina G1TPZ1 LGALS1 12,64
PLG Uteroglobina P02779 SCGB1Al 3,08
PLG Glicoproteina p25227 ORM1 1,55
Coelho acida alpha 1
PLH Anexina G1TEDSG6 ANXA5 44,77
PLH Ubiquitina P62975 N/A 1,61
PLH Galectina G1TPZ1 LGALS1 1,41
PLH Tetraspanina G1SYM3 CD9 1,25
PLG Proteina 019010 CRISP3 16,13
secretoria rica
em cisteina 3
PLG Lactotransferrina 077811 LTF 4,25
PLG Calicreina-1E2  Q6H321 KLK1E2 2,32
Equino PLG Clusterina Q29482 CLU 1,16
PLH Proteina de P80720 N/A 50,05
ligacdo a
carboidratos
AWN
PLH Lactotransferrina  O77811 LTF 4,72
PLH Clusterina Q29482 CLU 1,56
PLH Fibronectina 1 F7CN11 FN1 1,63
PLG Proteina de P24020 AQN-3 21,88
ligagdo a
carboidratos
AQN-3
PLG Proteina de P26776 N/A 10,90
ligagdo a
carboidratos
AWN
Suino PLG Glicoproteina P35495 PSP-1 9,76
mais abundante
do plasma
seminal PSP-I
PLG Espermadesina  Q4ROH3 AON-1 4,74
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AQN-1
PLH Glicoproteina
mais abundante
do plasma PSP-I

P35495

PLH Proteina de
ligacéo a
carboidratos

AQN-3

PLH Glicoproteina
mais abundante
do plasma PSP-

PLH Espermadesina

AQN-1

P24020

P35496

Q4ROH3

39

PSP-1 79,58

AQN-3 5,15

PSP-11 3,02

AQN-1 0,93

Fonte: dados da pesquisa.

4.3.2 Perfil das proteinas de ligacdo a heparina

O total das PNLH e PLH identificada no plasma seminal da seis espécies estudadas

podem ser visualizadas na tabela 7. Os animais ruminantes apresentam o maior nimero de PLH e

a espécie bovina deteve o maior nimero dessa classe de proteinas. Dentre as PLH identificadas

no presente estudo, as moléculas caracterizadas representam um total em: bovinos (75%),

caprinos (34%), ovinos (19%), coelhos (36%), equinos (28%) e suinos (52%), conforme a figura

6.

Tabela 7 — Quantidade de proteinas do plasma seminal de bovinos, caprinos, ovinos, equinos e

suinos, caracterizadas e ndo caracterizadas, identificadas em cada pico na coluna de heparina.

Espécies
Bovinos
Caprinos
Ovinos
Coelhos
Equinos

Suinos

P1
503
405
618
330

81
154

P2
894
789
647
600
556
158

P3

86

Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 6 — Percentuais das proteinas de ligacdo a heparina do plasma seminal caracterizadas

(cinza) e ndo caracterizadas (branco) em bovinos, caprinos, ovinos, coelhos, equinos e suinos.
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Fonte: dados da pesquisa.

52%

48%

As PLH com maiores concentragdes identificadas nos ruminantes foram as C-C motif
quimiocina 2 (23,35%) e a caltrina (8,18%) nos bovinos, a bodesina 2 (31,42%) e clusterina
(5,51%) em caprinos, sorbitol desidrogenase (11,91%) e a proteina S100 (1,45%) nos ovinos
(Tabela 6).

Em ndo-ruminantes foram as PLH com maior abundancia, as anexina (44,77%) e
ubiquitina (1,61%) em coelhos, proteina de ligagdo a carboidrato AWN (50,05%) e
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lactotransferrina (4,72%) em equinos, glicoproteina mais abundante do plasma seminal PSP-I
(79,58%) e proteina de ligagdo a carboidrato AQN-3 (5,15%) na espécie suina (Tabela 6).

4.4 Ontologia génica das proteinas de afinidade a gelatina

Através da ontologia génica, identificaram-se os principais processos bioldgicos e
funcBes moleculares nos quais as PLG e PLH estdo envolvidas em cada espeécie (Figuras 7, 8, 9 e
10). Desta forma, as PLG em sua maioria, atuam, principalmente, nos processos biolégicos
celulares e de regulagdo (Figura 7). As principais funcdes moleculares que as PLG atuam sdo de
ligagdo e atividade catalitica (Figura 8).

4.5 Ontologia génica das proteinas de afinidade a heparina
As PLH identificadas também atuam, principalmente, nos processos bioldgicos

celulares e nos processos de regulacdo (Figura 9). As funcdes moleculares mais importantes das

PLH identificadas foram as de ligacdo e atividade catalitica (Figura 10).
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Figura 7 — Gréficos das anotacdes da ontologia génica dos processos bioldgicos os quais

apresentam as proteinas de ligacdo a gelatina no plasma seminal de bovinos (A), caprinos (B),

ovinos (C), coelhos (D), equinos (E) e suinos (F) estdo envolvidas. As proteinas identificadas por

espectrometria de massas foram analisadas no programa STRAP. Os termos da ontologia génica

foram obtidos no banco de dados UniProtKB.
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ncdes moleculares as quais

apresentam as proteinas de ligacdo a gelatina no plasma seminal de bovinos (A), caprinos (B),

ovinos (C), coelhos (D), equinos (E) e suinos (F) estdo envolvidas. As proteinas identificadas por

espectrometria de massas foram analisadas no programa STRAP. Os termos da ontologia génica

foram obtidos no banco de dados UniProtKB.
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Figura 9 — Gréficos das anotacdes da ontologia génica dos processos bioldgicos os quais

apresentam as proteinas de ligacdo a heparina no plasma seminal de bovinos (A), caprinos (B),

ovinos (C), coelhos (D), equinos (E) e suinos (F) estdo envolvidas. As proteinas identificadas por

espectrometria de massas foram analisadas no programa STRAP. Os termos da ontologia génica

foram obtidos no banco de dados UniProtKB.
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Figura 10 — Gréficos das anotacfes da ontologia génica das fun¢fes moleculares as quais

apresentam as proteinas de ligacdo a heparina no plasma seminal de bovinos (A), caprinos (B),

ovinos (C), coelhos (D), equinos (E) e suinos (F) estdo envolvidas. As proteinas identificadas por

espectrometria de massas foram analisadas no programa STRAP. Os termos da ontologia génica

foram obtidos no banco de dados UniProtKB.
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4.6 Analise do interactoma

4.6.1 Interactoma das proteinas de ligacao a gelatina nas espécies ruminantes

Os interactomas de algumas das PLG e PLH expressas em maiores quantidades no
plasma seminal dos animais ruminantes podem ser visualizados nas figuras 11, 12, 13 e 14. As
proteinas foram analisadas com o software STRING. Dentre as PLG abundantes em bovinos, a
analise do interactoma da espermadesina 1 (SPADH1) mostrou que esta proteina interage com a
glicoproteina alpha 1B (A1GB) e a “bind sperm of protein 1” (PDC-109; BSP1) (Figura 11).
Outra PLG abundante no plasma seminal de bovinos, a secretoglobina membro da familia 1D
(SCGBL1D) interage, principalmente, com uma proteina ligadora de calmodulina (CALMLS5) e
ligantes androgénicos e esteroides, como a LIPA e a LIPC (Figura 11).

Em caprinos, a PLG hialuronidase (HYALZ2) interage com enzimas (HAS2 e HAS3),
macromoléculas ligadoras de calcio (CHP), receptores do acido hialurénico (LYVE1 e CD44),
entre outras proteinas (Figura 11). Enquanto que a inibidor de metalopeptidase 2 (TIMP2)
interage com proteinas, na sua maioria, da mesma familia das metalopeptidases (MMP1, MMP2,
MMP3, MMP7, MMP9, MMP13, MMP14, MMP15 e MMP16) que sdao moléculas de ligacdo ao
ion metélico zinco (Figura 11).

Nos ovinos, as redes de interagdes envolvendo a peptidil prolil cis-trans isomerase B
(PPIB) incluem proteinas membros da familia do coldgeno, como as COL1Al e COL1A2 e as
que se ligam ao coldgeno como a SERPINH1 (Figura 11). Ja a proteasomo subunit alpha tipo 2

tem interacBes apenas com proteases cataliticas, membros da mesma familia (Figura 11).
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Figura 11 — Andlise in silico das proteinas de ligacdo a gelatina mais abundante do plasma
seminal de bovinos, caprinos e ovinos. Linha de cores diferentes representa os tipos de evidéncias
para a associacdo: ( — ) banco de dados, ( — ) determinado experimentalmente, ( — ) genes
proximos, ( — ) fus@o entre genes, ( — ) co-ocorréncia de genes, ( — ) textmining; ( — ) co-
expressdo e ( — ) homologia protéica. Espermadesina 1 (SPDH1), secretoglobulina membro da
familia 1D (SCGB1D), hialuronidase (HYALZ2), inibidor de metalopeptidase 2 (TIMP2), peptidil
prolil cis-trans isomerase (ENSBTAGO00000008359) e proteosome alpha subiunidade tipo 2

(PSMA2). Espermadesina 1 (Bovino) Secretoglobulina membro da familia
1D (Bovino)
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4.6.2 Interactoma das proteinas de ligacao a gelatina nas espécies ndo-ruminantes

A rede de interacdo da PLG mais abundante do plasma seminal de coelhos, a anexina
(ANXAD), inclui interacdo com fator de coagulacdo (F2), moléculas envolvidas regulacao
negativa da rota metabdlica para sinalizacdo de apoptose (IGBP1), na ligagdo a molécula de ATP
(TRIO), atividade da proteina kinase (PIK3CB) e outras proteinas com importantes fungdes
(Figura 12). Ja& a galectina (LGALS1) interage com as ANXA2 e ANXA5, moléculas
dependentes de calcio (Figura 12).

Em equinos, a proteina de ligacdo a carboidrato 3 (CRISP3) interage com o co-factor
da polimerase alpha (PGK1), enzima de ligagdo (UBE4B), proteina com atividade catalitica
(DISP2B) e com a fosfodiesterase (PDE11A), conforme figura 12. A lactotransferrina (LTF) tem
interacdo com precursor sérico de albumina (ALB), proteina receptora de transferrina 1 (TFRC),
dentre outras (Figura 12).

Ja no plasma seminal de suinos, a PLG mais abundante, a proteina de ligacdo a
carboidrato AQN-3 e AWN (Figura 12), interage, principalmente, com a proteina do plasma
seminal bP1 (BSP1), a inibidor de acrosina associado ao espermatozoide (LOC39905), com a

proteina de ligacdo a acrosina (ACRBP) e a lactadherin (MFGES).
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Figura 12 — Anadlise in silico das proteinas de ligagdo a gelatina mais abundante do plasma
seminal de coelhos, equinos e suinos. Linha de cores diferentes representa os tipos de evidéncias
para a associacdo: ( — ) banco de dados, ( — ) determinado experimentalmente, ( — ) genes
proximos, ( — ) fus@o entre genes, ( — ) co-ocorréncia de genes, ( — ) textmining; ( — ) co-
expressdo e ( — ) homologia protéica. Anexina (ANXADS), galectina (LGALS1), proteina
secretdria rica em cisteina 3 (CRISP3), lactotransferrina (LTF), proteina de ligagédo a carboidrato
AQN-3 (SPMI) e AWN (AWN).
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4.6.3 Interactoma das proteinas de ligacdo a heparina nas espécies ruminantes

Em bovinos, a PLH C-C motif quimiocina 2 (CCL2) interage com a interleukin-8
(IL8) e com seu receptor (IL8RB), essa molécula também relaciona-se com os ligantes e
receptores de C-C quimiocinas (CCR1, CCR2, CCR3, CCR5, CXCR3, CXCR4, CX3CR1,
CCPB2) como observa-se na figura 13. Enquanto a PLH caltrin (PYY2) interage com as BSP1 e
BSP3 (Figura 13).

No plasma seminal de caprinos, a bodesina 2 (ENSBTAG00000038684) interage
com uma proteina ainda ndo totalmente caracterizada (LOC777593), conforme figura 13. A
clusterina (CLU) possui em sua rede de interagdo uma ampla gama de proteinas (Figura 13), as
quais incluem biomoléculas inibidoras de serina proteases (SERPINA1l, SERPINE1l e
SERPINF2), inibidor de metaloproteinases (TIMP1), serum albumina (ALB), fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF1), a alpha actina (ACTN4) e as alpha e beta
glicoproteinas (AHSG e APOH).

Nos ovinos, a sorbitol desidrogenase (SORD) relaciona-se com a L-xilulose redutase
(ENSBTAG00000008747), com proteinas cataliticas (AKR1B1 e AKR1B10), biomoléculas da
familia das hexokinases (HK1, HK2, HKCD1 e KHK) e a catalase (CAT), conforme Figura 13. A
protein S100 (S100A11) possui em sua rede de interacdo as anexinas (ANEXA1, ANEXA2
ANEXA6, ANEXA1l e ENSBTAGO00000005585), inibidor de metalopeptidases (TIMP1) e a
proteina S100-A12, membra da mesma familia (Figura 13F).
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Figura 13 — Andlise in silico das proteinas de ligacdo a heparina mais abundante do plasma
seminal de bovinos, caprinos e ovinos. Linha de cores diferentes representa os tipos de evidéncias
para a associacdo: ( — ) banco de dados, ( — ) determinado experimentalmente, ( — ) genes
proximos, ( — ) fus@o entre genes, ( — ) co-ocorréncia de genes, ( — ) textmining; ( — ) co-
expressdo e (— ) homologia protéica. C-C motif chemokine 2 (CCL2), caltrin (PY'Y2), bodhesin-
2 (ENSBTAG00000038684), clusterin (CLU), sorbitol dehydrogenase (SORD), protein S100
(S100A11).
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4.6.4 Interactoma das proteinas de ligacao a heparina das espécies nao-ruminantes

A PLH mais abundante do plasma seminal de coelhos também é a anexina, entretanto
outras PLH de maiores concentracdes tém seus interactomas descritos na figura. Uma destas € a
ubiquitina (ENSOCUG00000003613), molécula que interage, principalmente, com proteinas
ribossomais (ENSOCUG00000025205, ENSOCUGO00000003336 e RPS26), descrita na figura
14. A outra é a testraspanina (CD9) que relaciona-se com com as integrinas alpha e beta 5
(INGAS e INGB5), a IZUMOL, dentre outras (Figura 14).

Uma das PLH de grande abundéncia no plasma seminal de cavalos é a clusterina
(CLU), esta proteina possui redes de interacdes com a fator de crescimento epidermal (EGF),
lactalbumina (LALBA), a mucina 16 (MUC16), fator de crescimento semelhante a insulina |
(IGF1) e também a fator de crescimento transformador beta-1 (TGBF1), conforme Figura 14. A
fibronectin 1 (FN1) relaciona-se com a proteina tirosina kinase 2 (PTK2), proteia tirosina
fosfatase, tipo ndo receptor 11 (PTPN11), com a CD44 e com as proteinas integrinas (ITG,
ITGA4, ITGAV, ITGB1, ITGB3, ITGB5, ITGB7), conforme figura 14.

Em suinos, as glicoproteinas mais abundantes do plasma seminal PSP-1 e PSP-II,
interagem entre si e também com as mesmas proteinas, a CD22 e ao inibidor de acrosina

associado ao espermatozoide (LOC396905), um inibidor de acrosina (Figura 14).
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Figura 14 — Andlise in silico das proteinas de ligacdo a heparina mais abundante do plasma
seminal de coelhos, equinos e suinos. Linha de cores diferentes representa os tipos de evidéncias
para a associacdo: ( — ) banco de dados, ( — ) determinado experimentalmente, ( — ) genes
proximos, ( — ) fus@o entre genes, ( — ) co-ocorréncia de genes, ( — ) textmining; ( — ) co-
expressdo e ( — ) homologia protéica. Ubiquitina (ENSOCUGO00000003613), testraspanina
(CD9), clusterina (CLU), fibronectina 1 (FN1), glicoproteina mais abundante do plasma seminal
PSP-1 e PSP-II.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, utilizaram-se as técnicas de cromatografia liquida de eficiéncia
rapida (FPLC) e espectrometria de massas para identificar o perfil das proteinas ligadoras as
moléculas de gelatina e heparina no plasma seminal de trés espécies ruminantes e trés ndo
ruminantes. Adicionalmente, utilizaram-se ferramentas de bioinformética para identificacdo da
ontologia génica das PLG e PLH e verificaram-se as interacfes in silico entre as proteinas mais
abundantes identificadas para cada espécie. A caracterizacdo dessas proteinas seminais € de suma
importancia para elucidar os aspectos da biologia reprodutiva dos animais domésticos e, para
futuras investigacOes de biomoléculas isoladas, indicando a melhor forma de purificagdo dessas
proteinas.

As proteinas do plasma seminal de ligacdo a gelatina e heparina ja vém sendo
investigadas em estudos realizados com as espécies: bovina (MANJUNATH et al., 1987;
PATEL et al., 2016), bubalina (ARANGASAMY et al., 2005; BOISVERT et al., 2004), caprina
(MOR et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2006; VILLEMURE et al., 2003), equina (CALVETE et
al., 1997), humana (KOSANOVIC; JANKOVIC, 2010; KUMAR, et al.,, 2009), ovina
(BERGERON et al., 2005) e suina (DAPINO et al., 2009; MANASKOVA et al., 2002).

De acordo com os resultados da ontologia génica, 0s principais processos bioldgicos
0s quais as PLG e PLH encontram-se envolvidos em todas as espécies sdo 0s processos celulares
e processos de regulacdo. As principais funcdes moleculares dessas proteinas sdo de ligacdo e
atividade catalitica. Esses dados estdo de acordo com os achados nas proteinas totais do plasma
seminal de bovinos (REGO et al., 2014), caprinos (VAN TILBURG et al., 2015) e ovinos
(SOUZA et al., 2012). Em equinos, SWEGEN et al. (2015) identificaram que as proteinas do
plasma seminal da espécie atuam, em sua maioria, no processo biolégico celular e possui a
maioria das proteinas com funcgdo de ligacdo, esses dados também estdo de acordo com 0 nosso
estudo nesta espécie.

Através da técnica de espectrometria de massas, identificaram-se quantidades
diferentes PLG em cada espécie no plasma seminal de bovinos (354), caprinos (103), ovinos (51),
coelhos (146), equinos (25) e suinos (87). As proteinas de ligagdo a gelatina (PLG) sdo moléculas
caracterizadas por possuirem dois dominios de ligacdo a fibronectina (FN) e por suas habilidades

maltiplas de ligacdo molecular, interagindo facilmente com diversos compostos, tal qual a
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gelatina, glicosaminoglicanos, colina, fosfolipidios e lipoproteinas, desempenhando importantes
fungdes na reprodugéo, como melhoria da funcionalidade do espermatozoide e atuagdo em passos
para a capacitacdo espermatica (ARANGASAMY et al., 2005; KUMAR, S. et al., 2016;
MANJUNATH et al., 2009; NAKANO et al., 1996).

A molécula identificada como PLG de maior abundéncia na espécie bovina foi a
espermadesina 1 (SPDAL), um total de 18,11 % das PLG totais. A SPDAL é membro da familia
das proteinas lectinas, uma classe molecular que possui capacidade de ligacdo a agucares de
forma especifica e reversivel, aglutinam hemaécias e precipitam glicoconjugados (LAM; NG,
2011; PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Uma caracteristica importante na estrutura dessas
macromoléculas é a presenca de um dominio CUB (DIAS et al., 1997). As espermadesinas sdo
biomoléculas multifuncionais, com habilidades de ligacGes a uma ampla gama de moléculas,
incluindo proteinas, glicosaminoglicanos sulfurados, carboidratos, fosfolipidios e inibidores de
proteases, desta forma é uma macromolécula essencial em diversos passos até o processo de
fertilizacdo (TOPFER-PETERSEN et al., 1998). A SPDAL, também denominada proteina acida
do fluido seminal (PAFS), apresenta expressdo na vesicula seminal, ampola e tecidos
epididimarios de bovinos (WEMPE et al., 1992). Esta proteina atua protegendo a célula
espermatica dos efeitos da peroxidacdo lipidica (EINSPANIER et al., 1994). Outras funcdes
importantes é o fato da SPDAL estimular a divisdo celular, a secrecdo de progesterona pelas
células da granulosa in vitro em bovinos, desta forma atua como um potente fator de crescimento
nas células da granulosa do ovario (EINSPANIER et al., 1991).

Adicionalmente, identificaram-se dentre as PLG mais abundantes no plasma seminal
dos animais de producdo investigados e observaram-se outras proteinas da familia das
espermadesinas, a espermadesina Z13, em bovinos, a bodesina 2, em caprinos, e as proteinas de
ligacdo a caboidrato AQN-3 e glicoproteina mais abundante do plasma seminal PSP-I, em suinos.
Desta forma, sugere-se que a coluna de gelatina-agarose é eficiente na captacdo de proteinas
lectinas.

No plasma seminal de caprinos, a PLG identificada com maior concentragio
(19,44%) foi bodesina 2 (bdh-2). TEIXEIRA et al. (2006) isolou essa lectina do plasma seminal
de caprinos utilizando as cromatografias de troca iénica e de afinidade a heparina. VILLEMURE

et al. (2003) identificou as proteinas de ligacdo a gelatina na espécie caprina, denominando-as de
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GSP-14, 15, 20 e 22 kDa. MELO et al. (2008) observarou alta expressdo da bdh-2 na vesicula
seminal de caprinos e clonou, pela primeira vez, 0 cDNA dessa espermadesina.

A PLG encontrada em alta abundancia (33,75 %) no plasma seminal de ovinos foi a
peptidil prolil cis-trans isomerase B (PPIB), uma enzima membro da familia das peptidil prolil
cis-trans isomerases (PPlase). Em um recente estudo, identificaram-se receptores da PPIB nos
compartimentos celulares das espécies H. sapiens, D. melanogaster, C. elegans, S. cerevisiae e
Sz. Pombe (PEMBERTON; KAY, 2005). A PPIB também foi identificada nos tecidos
relacionados a reproducdo em ratos como na prostata, testiculos, ovarios e utero (KOUADJO et
al., 2007). A PPIB é uma enzima que catalisa a isomerizacdo cis e trans entre as ligacoes
peptidicas e forma uma hélice tripla semelhante ao colageno, desta forma atua como molécula
chaperona (ISHIKAWA et al., 2017; WIEMELS et al., 2017). A PPIB também foi relacionada
com a alta fragmentacdo do DNA nas células espermatica de humanos. O estudo ainda sugere
que a alta concentracao dessa e outras proteinas representam uma resposta imune para individuos
com maiores quantidades de DNA espermaético fragmentado (INTASQUI et al., 2013).

No plasma seminal de coelhos, a anexina (ANEXAS5) foi a PLG identificada em
maior abundancia (31,24 %). A ANEXA5 é uma molécula caracterizada estruturalmente por
possuir um dominio alfa-helicoidal bem empacotado (GERKE; MOSS, 2002). ANEXAS5 € uma
proteina dependente de célcio e que se liga a fosfolipidios, suas principais funcdes sdo a
regulacdo da organizagdo da membrana celular, protecdo da integridade do DNA contra o
estresse oxidativo e melhoria a motilidade do espermatozoide humanos in vitro (LU et al., 2011;
TAO et al., 2010). A ANEXAGS foi identificada como a proteina mais abundante do plasma
seminal de coelhos, no mesmo trabalho observou que a alta concentragdo dessa proteina foi
correlacionada positivamente com os parametros seminais de vigor, concentragcdo e morfologia
espermatica, e negativamente com o percentual de espermatozoides com cabecas anormais
(ARRUDA-ALENCAR et al., 2012).

Ja no plasma seminal de equinos a proteina secretdria rica em cisteina 3 (CRISP3)
foram caracterizadas como a PLG de maior concentracdo para a especie (16,13 %). A CRISP3
pertence a um grupo de glicoproteinas secretoras ricas em cisteinas, as CRISPs, que inclui quatro
membros. Por possuirem dois dominios, denominados CAP, 0s quais participam da adesdo entre
células, as CRISPs ligam-se a célula espermatica e interagem com o 00cito, participando da fuséo
entre gametas (COHEN et al., 2008; KOPPERS et al., 2011). A CRISP3 esta entre as proteinas
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mais abundantes do plasma seminal de equinos, esta molécula modula a interacdo entre os
espermatozoides e os neutréfilos polimorfonucleares de equinos, desta forma regula a eliminacao
de espermatozoides que podem causar respostas inflamatorias no Utero de éguas (DOTY et al.,
2011). A CRISP3 ja foi purificada no plasma seminal humano através da cromatografia de
afinidade a PSP94 imobilizada, a proteina apresentou especificidade as moléculas da coluna e,
portanto, alta capacidade ligante (ANKLESARIA et al., 2016).

Em suinos, a PLG mais abundante foi identificada como a espermadesina AQN-3
(21,88 %). A espermadesina AQN-3 reveste a membrana plasmatica na regido acrossomal dos
espermatozoides de javalis, possui afinidade a glicoconjugados e glicoproteinas da zona peldcida,
desta forma desempenha importante funcdo na interacdo e adeséo entre os gametas masculino e
feminino, sendo uma molécula essencial no processo de fusdo entre os gametas (CALVETE;
CARRERA; et al., 1996; CALVETE et al., 1993). Em um estudo recente, demonstrou-se a
relagdo entre proteinas seminais de suinos e o nimero de animais nascidos, 0s autores
observaram uma associagdo entre algumas proteinas seminais e esse parametro e identificaram
que a AQN-3 é um candidato a biomarcador molecular para o baixo nimero de animais nascidos
(KWON et al., 2015).

O total de PLH identificadas nas espécies foi em bovinos (894), caprinos (789),
ovinos (647), coelhos (600), equinos (556) e suinos (86). Portanto, as PLH foram identificadas
em quantidades superiores quando comparadas as PLG o que demonstra uma maior afinidade das
proteinas seminais por glicosaminoglicanos (GAGs). A heparina € um GAG secretado pelas
células epiteliais do trato genital feminino durante a fase folicular, as PLH espermaéticas ligam-se
a esse carboidrato, ocasionando uma leve desestabilizagdo da membrana plasmatica, promovendo
influxo de moléculas de Ca®*, removendo colesterol e fosfolipidios da membrana, alterando a
relacdo existente entre essas moléculas, acarretando no processo de capacitacdo espermatica.
Evento fundamental que ocorre no gameta masculino apenas no interior do trato genital feminino,
conferindo a célula capacidade fecundante (LENZ et al., 1983; VARNER et al., 1993; YADAV
et al., 2013). Desta forma, as PLH tém papel crucial no processo de capacitacdo espermatica e,
portanto, uma classe de proteinas importantes para investigacao.

No presente trabalho, observou-se que a PLH de maior concentracdo (23,35 %) no
plasma seminal da espécie bovina foi a C-C motif quimiocina 2 (CCL2). A CCL2 constitui 0

grupo de proteinas quimiocinas, caraterizadas estruturalmente por possuir citocinas conservadas.
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Esta proteina e seus receptores ja foram identificados no plasma seminal humano, sendo uma
molécula mediadora de processos inflamatdrios. Estudo demonstrou que o fluido seminal regula
as quimiocinas, incluindo a CCL2 desempenhando um papel essencial nos processos
inflamatdrios relacionas a formacao de tumores (ADEFUYE et al., 2016). Elevados niveis de
quimiocinas no plasma seminal humano foram associados & prostatite cronica e hiperplasia
prostatica benigna (PENNA et al., 2007). No epitélio cervical, as quimiocinas regulam as
citocinas controlando a resposta imune na defesa contra agentes infecciosos (SHARKEY et al.,
2007). Em estudo realizado por WITT; LANDER (1994), os autores verificaram que as
quimiocinas ligam-se ao GAG heparina, desta forma esse achado colabora com nosso estudo.

Em caprinos, a bodesina 2 foi a PLH identificada em maior abundéncia no plasma
seminal da espécie, 31,42% seguida da clusterina (CLU), 5,51%. Nossos resultados mostraram
gue ambas foram identificadas como PLH e PLG na espécie. Adicionalmente, identificou-se que
a CLU é uma proteina de ligacdo a gelatina e heparina também no plasma seminal da espécie
equina. Colaborando com nossos achados PANKHURST et al. (1998) purificaram a cluterina
humana por cromatografia de afinidade a heparina e MARTINS et al. (2013) também
identificaram que esta proteina € uma PLH presente no plasma seminal de ovinos. A CLU é uma
glicoproteina identificada em diversos tecidos em mamiferos, suas principais fun¢Ges incluem
protecdo celular contra danos na membrana plasmatica, atual do processo de espermatogénese,
maturacdo espermatica, adesao e agregacdo celular (BAILEY; GRISWOLD, 1999; BLASCHUK
et al., 1983; O'BRYAN et al., 1994). Em estudo recente FUKUDA et al. (2016) identificaram
gue homens normozospérmicos possuem alta concentracdo de CLU comparado a individuos
oligozoospérmicos e azoospérmicos ndo obstrutivos, dessa forma a clusterin € um importante
biomarcador de fertilidade.

Na espécie ovina, a proteina identificada em maior concentracdo que se liga a
heparina no plasma seminal da espécie foi a sorbitol desidrogenase (SORD), 11,91% das PLH
totais. Corroborando com o nosso estudo MARTINS et al. (2013) j& identificou que a SORD é
uma PLH do plasma seminal de ovinos. A SORD é uma enzima que pode converter a glicose
para frutose por meio da via glicolitica (KING; MANN, 1958). A SORD desempenha fun¢des na
maturagdo espermatica e na fosforilacdo da tirosina, processo essencial para o batimento flagelar.
A SORD tambem foi identificada nas células germinativas de ratos e seus niveis de mRNA

foram identificados em espermatocitos e espermatides, desta forma sugeriu-se que esta enzima
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esteja envolvida na espermatogénese (CAO et al., 2009; KOBAYASHI et al., 2002). Outra das
PLH identificada em alta abundéncia foi a proteina S100 (S100A11), uma molécula exclusiva de
vertebrados, pertencente ao grupo de proteinas da familia S100, o qual inclui 24 membros. Sua
principal caracteristica estrutural é o fato de possuir sitios de ligagdo ao Ca®*. As proteinas S100
possuem uma variedade de funcbes que incluem regulacdo da proliferacdo e diferenciacdo
celular, apoptose, homeostase de fons de Ca**, estabilizagdo na barreira sangue testiculos, dentre
outras (AMSELGRUBER et al., 1994; DONATO, 2001; DONATO et al., 2013). A S100A11 ja
foi mapeada no genoma de ovinos (INTERNATIONAL SHEEP GENOMICS et al., 2010). Esta
proteina também foi identificada nos testiculos de bovinos, ovinos, suinos e gatos
(AMSELGRUBER et al., 1994), especificamente no citoplasma e nas células de Sertoli. Em
coelhos, a proteina S100 foi identificada no epididimo e também nas células de Sertoli (ABD-
ELMAKSOUD et al., 2014). Em um estudo recente, demonstrou-se que as proteinas S100 tém
afinidade por ions metélicos, sendo facilmente purificada em coluna cromatogréfica contendo
zinco (JACKSON et al., 2017), assim, podem ser classificadas como proteinas de ligagdo ao
zinco (ZBP).

No plasma seminal de coelhos, a ANNEXAS5, além de ser a PLG de maior
abundancia identificada no plasma seminal da espécie, também € a PLH identificada em maior
concentracdo (44,77 %), sequida da ubiquitina (Ub), que representa 1,61% das PLH totais
identificadas. A Ub é uma molécula exclusiva de eucariotos e desempenha funcéo,
principalmente na regulacdo de proteinas. Degradando proteinas indesejaveis em um processo
fisiolégico ou modificando-as, tal processo € denominado ubiquitinacdo (PICKART; EDDINS,
2004). Essa biomolécula ¢é secretada pelas células do epitélio epididimario e liga-se a superficie
dos espermatozoides bovinos. Dessa forma, muitos espermatozoides defeituosos séo
ubiquitinados e fagocitados pelas células do epididimo (SUTOVSKY et al., 2001). Durante o
processo de espermatogénese, a ubiquitinagdo atua nas espermatogonias diferenciando-as dos
gonaocitos, durante a meiose atua no silenciamento dos cromossomos sexuais e na espermiogénse,
remove 0s nucleossomos, estabilizando estruturas nas espermatides maduras (BOSE et al., 2014;
VIGODNER, 2011). A Ub também atua na modulacdo das concentragbes de receptores
esteroides, desenvolvimento placental e modificacfes endometriais até o inicio da gestacdo
(BEBINGTON et al., 2001).



60

Em equinos, a proteina de ligacdo & carboidratos AWN é a PLH mais abundante
(50,05%). E, em suinos, esta é a segunda proteina de ligagdo a heparina de maior concentracao no
plasma seminal da espécie, representando 10,90% das PLH totais. Corroborando com nossa
pesquisa CALVETE; DOSTALOVA; et al. (1996) identificaram que a AWN é uma PLH e
KRAUS et al. (2001) também separaram por cromatografia de afinidade a heparina no plasma
seminal humano uma proteina homologa a AWN suina. Pertencente a classe de proteinas lectinas,
a AWN é uma espermadesina secretada pelas glandulas sexuais acessorias e liga-se a superficie
espermatica no momento da ejaculacdo. A espermadesina equina AWN possui 98% de
homologia com a AWN suina (REINERT et al., 1996). Cinco proteinas da familia das
espermadesinas ja foram identificadas no fluido seminal em suinos, estas sdo as AQN-1, AQN-2,
AWN, PSP-I e PSP-II, representando aproximadamente 75% das proteinas totais identificadas no
plasma seminal da espécie. Através do mecanismo de reconhecimento de carboidratos, a AWN
atua como mediadora da adesdo da célula espermatica a zona pellcida do odcito, participando de
eventos iniciais da fertilizacdo e prevenindo a reagdo acrossémica prematura (TOPFER-
PETERSEN et al., 1998). Em um estudo recente, demonstrou-se que a AWN suina interage com
fosfolipidios através do &cido fosfatidico e cardiolipina que sdo moléculas mediadoras dessa
ligacdo, desta forma o 4cido fosfatidico desempenha um papel na desestabilizacdo da membrana
induzida por cétions e eventos de fusdo, protegendo a membrana espermatica (SCHROTER et
al., 2017).

6 CONCLUSAO

O plasma seminal de bovinos, caprinos, ovinos, coelhos, equinos e suinos apresentou
uma grande variedade de proteinas de ligacdo a gelatina e heparina. Através das analises in silico,
identificou-se que esses grupos de proteinas participam, principalmente, dos processos biolégicos
celulares e de regulacdo e possuem fungdes moleculares de ligagdo e atividade catalitica. Em
linhas gerais, as PLG e PLH mais abundantes do plasma seminal possuem uma ampla rede de
interacdo proteina-proteina. A espécie bovina apresentou no plasma seminal uma maior varia¢do
de diferentes PLG e PLH enquanto a espécie suina apresentou uma menor quantitade dassas

biomoléculas. Dessa forma, as PLG e PLHs&o proteinas importantissimas na reproducgdo animal,
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podendo ser potenciais candidatas a biomarcadores dos processos biolégicos ligados a fertilidade

em animais de produgéo.



CAPITULO Il - METABOLOMICA DOS ESPERMATOZOIDES BOVINOS E SUA
ASSOCIACAO COM A FERTILIDADE

RESUMO

A baixa fertilidade em touros € um problema que afeta a eficiéncia reprodutiva nos rebanhos e,
consequentemente, causa um forte impacto na economia para a producdo de carne e leite. Desta
forma, ferramentas biotecnoldgicas, como a metabolémica, representa um avango potencial para
o auxilio na escolha de reprodutores com caracteres seminais essenciais para 0 sucesso nha
fertilizacdo e, como consequéncia, acréscimo no numero de animais nascidos, elevando os niveis
de produgdo nos rebanhos. Além do mais, ciéncias “Omicas” sdo de grande importancia para
elucidar eventos bioldgicos em diversas espécies. O objetivo deste estudo foi identificar
metabolitos esperméticos e associa-los a fertilidade em touros Holstein. Para atingir esse
objetivo, identificaram-se utilizando a técnica de GC-MS os metabdlitos de espermatozoides de
10 touros com alta (n = 5) e baixa (n = 5) fertilidade. Adicionalmente, foram realizadas analises
estatisticas multivariada e univariada através do programa MetaboAnalyst 3.0, para identificar os
metabdlitos associados a fertilidade e as principais vias metabdlicas envolvendo as células
espermaticas de bovinos. Os resultados mostraram que dentre os 41 diferentes metabodlitos
identificados nos espermatozoides, os niveis de quatro compostos foram diferentemente
significativos e, portanto, podem ser utilizados como biomarcadores moleculares. Esses
metabolitos foram aminometano e acido azelaico (maiores em espermatozoides dos touros de
baixa fertilidade) e &cido butirico e uréia (maiores nos espermatozoides dos touros de alta
fertilidade). Através da analise in silico, identificou-se que as rotas metabolicas com maior
impacto nas células espermaticas atuam no metabolismo do metano (p = 0,40) e na biossintese de
valina, leucina e isoleucina (p = 0,33). Os resultados sdo significativos porque ajudam a
promover a ciéncia animal bésica e os biomarcadores identificados podem ser usados na
biotecnologia reprodutiva para avaliar a qualidade do sémen e prever a fertilidade de

reprodutores.

Palavras-chave: Acidos graxos. GC-MS. Metabolismo. Oleamida. Reag&o acrosémica.



METABOLOMICS PROFILE FROM BULLS SPERMATOZOA AND ITS
ASSOCIATION WITH FERTILITY

ABSTRACT

Low fertility in bulls is a problem that affects the reproductive efficiency in herds, consequently,
causing a strong impact on the economy for meat and milk production. In this way,
biotechnological tools such as metabolomics represent a potential advance in the selection of
breeders with sperm characteristics essential for success in fertilization. Increasing the number of
animals born and the levels of production in the herds. Moreover, "omics" sciences are of great
importance for the biological events in several species. The objective of this study was to identify
sperm metabolites associated with fertility in Holstein bulls. To achieve this goal we used GC-
MS technique to identify sperm metabolites from 10 bulls with high (n = 5) and low (n = 5)
fertility. In addition, multivariate and univariate statistical analyzes were performed through the
MetaboAnalyst 3.0 program to identify the metabolites associated with fertility and as the main
metabolic pathways involving in bull sperm cells. The results showed that of the 41 different
metabolites detected in spermatozoa, the levels of four metabolites were significantly different
and therefore could be used as biomolecular markers. These metabolites were aminomethane and
azelaic acid (higher in spermatozoa of low fertility bulls) and butyric acid and urea (higher in
spermatozoa of high fertility bulls). In silico analysis showed that the pathways with more impact
on sperm cells acts on methane metabolism (p = 0.40) and biosynthesis of valine, leucine and
isoleucine (p = 0.33). The results are significant because they help promote basic animal science
and the identified biomarkers can be used in reproductive biotechnology to predict semen quality

and fertility in breeding bulls.

Key words: Acrosome reaction. GC-MS. Fatty acids. Metabolism. Oleamide.
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8 INTRODUCAO

O estudo da fertilidade em touros é a chave fundamental para o sucesso na reproducéo
animal, impactando fortemente para os fatores econdmicos da producdo de carne e leite.
Adicionalmente, o sucesso do nimero de animais nascidos em todos os tipos de rebanhos requer
touros com caracteristicas fisiologicas essenciais a fertilizagdo. J& que muitos problemas
relacionados ao baixo nimero de fémeas prenhas tém uma alta correlacdo com a capacidade
fecundante do gameta masculino (SAACKE et al., 2000). Além do mais, as determinacGes da
qualidade espermética e da fertilidade dos rebanhos ainda dependem de exames de gestacédo, da
andlise de espermatozoides assistida por computador (CASA) e de outras abordagens gerais que
requerem tempo para a deteccao precisa da fertilidade. Desta forma, potentes ferramentas como

uA

as ciéncias "6micas" tornaram-se cada vez mais importantes para uma melhor compreensdo de
aspectos fisiologicos dos espermatozoides e para a sele¢cdo de animais com fendtipos de alta
fertilidade. Assim, a metaboldmica destaca-se por ter sido empregada para o estudo da fertilidade
em animais e seres humanos, bem como em pesquisas com doencas (GILANY et al., 2014;
INSENSER et al., 2013; KOVAC et al, 2013; KUMAR, A.; KROETSCH; et al., 2015;
KUMAR, R. D.; THULASIRAMAN; et al., 2015).

Os metabdlitos sdo biomoléculas de baixo peso molecular e representam 0s produtos
finais dos processos celulares. Podem ser classificados de acordo com sua estrutura molecular
em: alcoois, aminoacidos, acidos organicos, carboidratos, cetonas volateis, espécies idnicas,
lipidios hidrofébicos, dentre outros (KOVAC et al., 2013; TSUGAWA et al., 2011; ZHANG,
A. et al., 2012). Os métodos mais abrangentes para identificacdo do metaboloma sdo a
eletroforese capilar (EC-EM), cromatografia liquida (CL-EM) e gasosa (CG-EM) acoplada a
espectrometria de massas, espectroscopia de infravermelho de infraestrutura de Fourier (EIIF),
espectroscopia de raio infravermelho préximo (EIP), espectroscopia Raman (ER) e a ressonancia
magnética nuclear (RMN) (GOODSON et al., 2012; KOVAC et al., 2013; MUNOZ et al.,
2014; SELIetal., 2010; SINGH; SINCLAIR, 2007; TSURUOKA et al., 2013).

Em um estudo recente, pesquisadores avaliaram duas técnicas a NMR e a GC-MS para
identificar metabolitos dos espermatozoides humanos. Os autores identificaram 42 metabdlitos
por NMR e 27 por GC-MS, demonstrando uma deteccdo de diferentes compostos na técnica de
NMR. No entanto, a GC-MS ja foi utilizada para a identificacdo de metabélitos em compostos
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vegetais (CEVALLOS-CEVALLOS et al., 2011), alimentos (TRIVEDI et al., 2016), drogas
(DAGHIR; MARKUSZEWSKI, 2010) ou tecidos e fluidos (NAZ et al., 2014). Desta forma, GC-
MS é eficaz para investigar metabolitos.

Outras pesquisas interessantes sobre metabolémica investigaram as funcbes dos
metabolitos animais na fisiologia espermatica. Em estudo realizado com espermatozoéides de
ratos, observou-se que a acdo de substratos glicoliticos tem associacdo com fosforilagdo de
tirosina e producdo de energia pela célula espermatica, sendo essencial na manutencdo da
motilidade flagelar (GOODSON et al., 2012). Em suinos, um estudo comparou as vias de
glicolise e gliconeogénese para a producdo de lactato/piruvato e analisou que a via de
gliconeogénese é quase inutilizada para a producdo de energia para 0s espermatozéides na
especie (MARIN et al., 2003). Ja em caprinos, a adicdo de glicose nas células espermaticas
durante o armazenamento liquido, melhorou a sustentacdo da motilidade quando comparado a
suplementacdo com o lactato e piruvato (QIU et al., 2016).

Portanto, a caracterizacdo dos metabdlitos espermaticos podem fornecer informacdes
essenciais para a identificacdo de compostos determinantes da fertilidade e assim, contribuir para
0 conhecimento reprodutivo de touros e servir como base na busca de biomarcadores de
eficiéncia reprodutiva. Desta forma, a presente pesquisa tem como objetivo a identificagdo dos

metabdlitos espermaticos em bovinos e investigar suas associacdes com a fertilidade animal.

9 MATERIAL E METODOS

9.1 Desenho experimental

Para o presente estudo, utilizou-se a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) para determinar o perfil de metabolémico dos espermatozoides de touros
adultos Holstein. Utilizaram-se ferramentas de bioinformatica e estatisticas para avaliar as
quantidades de metabdlitos significativamente diferentes nos espermatozoides de animais com

dois fendtipos de fertilidade, baixa (N = 5) e alta (n = 5) fertilidade determinados in vivo.
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9.2 Determinacéo da fertilidade do touro

A fertilidade dos touros foi calculada de acordo com o desvio das taxas médias de
concepcdo do grande nimero de animais da Alta Genetics, Inc. usando o software Probit FO0
(CHANG et al., 2014). A partir de classificacdo pelas taxas de fertilidade dos touros, os animais
foram agrupados: cinco de alta fertilidade (AF) e cinco de baixa fertilidade (BF). Todos os
fatores que influenciaram no desempenho da fertilidade foram ajustados usando o modelo
descrito por (ZWALD et al., 2004a;2004b).

9.3 Extracdo de metabolitos espermaticos de touros

O sémen dos animais foi coletado por vagina artificial. Ap6s a coleta, todas as amostras
de sémen foram centrifugadas a 700 x g a 4°C durante 15 minutos para separar o plasma seminal
dos espermatozoides. Em seguida, as células espermaticas foram armazenadas em microtubos
estéreis a —80°C para as proximas etapas. As amostras de cada animal, contendo espermatozoides
congelados (20 x 10°touro), foram ressuspensas em tubos de ultracentrifuga com 8 mL de
metanol e 1 mL de &gua ultrapura (8:1), adicionou-se 150uL de padrdo interno, o &cido
heptadecanoico (1 mg/mL de metanol). Posteriormente, todas as amostras foram congeladas
lentamente em vapor de nitrogénio liquido e descongeladas a temperatura ambiente durante cinco
vezes. As amostras foram entdo sonicadas em &gua utilizando um banho ultra-sénico (Fisher
Scientific™ CPXHS5 Series Ultrasonic Baths; Pittsburgh, PA, USA) operado a 120W, frequéncia
de 40 kHz a 25°C durante 30 minutos. Em seguida, as amostras foram ultracentrifugadas
(OptimaTM L-90k, Type 70 Ti Rotor, BECKMAN COULTER) a 40 000 x g a 4°C durante 20
minutos. O sobrenadante no interior dos tubos foram filtrados com uma seringa de 12mL +
agulha 18G e filtros de membrana de nylon (0,2 um) para remover resquicios celulares. O
volume total do filtrado foi transferido para tubos de ensaio e evaporado até secar
completamente, para esta etapa, utilizou-se o0 gas nitrogénio ultra puro em um evaporador
Turbovap® LV (Biotage, Charlotte, NC) a 40 °C, posteriormente, lavaram-se as extremidades
dos tubos com 2,2 mL de metanol. Uma aliquota de 1 mL dessa mistura contendo os metabolitos
foi resuspensa em tubo vial ambar e evaporado novamente com nitrogénio no Turbovap® LV
(Biotage, Charlotte, NC) a 40 °C (PAIVA et al., 2015).
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Para o processo de derivatizagdo, adicionou-se nos tubos 50 pL de cloridrato de
metoxiamina (20 mg/mL em piridina), os tubos foram homogeneizados e aquecidos a 70°C
durante 1 hora. Em seguida, 100 puL de N, O-Bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida com 1% de
trimetilclorossilano (BSTFA + 1% TMCS; Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) foram adicionados
aos tubos, misturados e aquecidos, mais uma vez, a 70 °C durante 1 h. Entéo, a solugéo foi
transferida para um vial ambar com insergéo fixa para CG-EM.

9.4 Analise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

Todas as amostras foram microinjetadas automaticamente em um cromatografo
gasoso acoplado a um espectrébmetro de massas. Os equipamentos utilizados incluiram um
sistema Agilent 7890A, de GC acoplado a um XL MSD com um detector de massas contendo
trés eixos, um Agilent 7693 Series Autosampler e uma coluna capilar DB-5MS (30 m x 0,25 mm
I.d. x 0,25 um; Agilent Technologies, Santa Clara, CA). A fase mdvel utilizada foi o gas de hélio.
O volume de injecdo utilizado foi de 1 uL para cada amostra, em um fluxo de 1 mL/min a 280°C.
A linha de transferéncia da espectrometria de massa foi uma fonte de ions com gradiente de
temperatura mantida a 70°C durante 1 min, depois aumentada a 250 °C e, diminuida a 230 °C e
150°C. O tempo total de cada ciclo cromatografico foi de 37 minutos. O forno do CG foi
programado inicialmente a 70°C durante 4 minutos, a temperatura foi aumentada gradativamente
em 8°C/min até atingir 300°C e, depois, manteve-se a 300°C por 5 min. Para a EM a fonte de
ionizacdo utilizada foi a de impacto de elétrons (El) a 70 eV. Os espectros de massas foram
obtidos com um intervalo de 35-800 m/z & 10.000 uma/s e 10.3 scans/s (intervalos de 0.2 m/z).

Os metabdlitos foram identificados de acordo com seus tempos de retencgdo,
probabilidade e espectros de massa identificados em comparagdo com o programa NIST
(NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library, Version 2.0) e as estruturas quimicas confirmadas

através do PubChem Compounds (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound).

A identificacdo do metabdlito foi baseada em um ion alvo e dois ions quantitativos.
Todos os compostos identificados foram agrupados em suas classes quimicas usando o Human
Metabolome Database versédo 3.6 (HMDB); (WISHART et al., 2013; WISHART et al., 2007).
Para o calculo da abundancia, o valor dos ions alvos de cada metabolito foi dividido pelo padrao
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interno (&cido heptadecandico) e os valores de abundancia obtidos foram utilizados para analises

estatisticas.

9.5 Andlise estatistica

Todas as andlises foram  realizadas usando  MetaboAnalyst 3.0
(http://www.metaboanalyst.ca; XIA; WISHART, 2016). Cada composto foi normalizado pela

soma em autoescala. Para as analises multivariadas, realizou-se a Andlise Discriminante por
Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) no intuito de identificar diferencas significativas nos
perfis do metaboloma entre os fenotipos de fertilidade. A anélise das Variaveis de Importancia de
Projecdo (VIP), com base no modelo PLS-DA, foi calculada para identificar os biomarcadores
potenciais nos touros de alta e baixa fertilidade. Desta forma, consideraram-se no Heat-Map 0s
metabdlitos com o VIP > 1,5 como potenciais biomarcadores para fertilidade. As analises
univariadas foram conduzidas utilizando o teste t para comparar a significancia estatistica (p <

0,05) entre a fertilidade dos touros.
9.6 Anélise in silico das rotas metabdlicas
As principais rotas metabolicas, as quais os metabdlitos dos espermatozdides bovinos

participam, foram avaliadas através da analise de enriquecimento utilizando o exato de Fisher no
programa MetaboAnalyst 3.0 (http://www.metaboanalyst.ca; XIA; WISHART, 2016).

10 RESULTADOS
10.1 Fertilidade dos touros
As taxas de ndo-retorno ao estro das fémeas inseminadas em 45 dias por cada animal

variaram entre 5,42 e -10,62%, conforme a tabela 8. Desta forma, os animais foram agruapados

em dois fendtipos de fertilidade, alta e baixa fertilidade.


http://www.metaboanalyst.ca/
http://www.metaboanalyst.ca/

69

Tabela 8 — Fertilidade de touros Holstein classificados em alta (nGmeros de 1 a 5) e baixa

(numeros de 6 a 10) fertilidade.

Taxa de ndo retorno

Fertilidade Numero do animal Numero de inseminagdes g9 estro (%) em 45

dias
1 5293 5,42
2 825 5,10
Alta fertilidade 3 2032 4,80
4 2487 3,59
5 5751 3,56

6 1604 -3,75

7 2276 - 4,06

Baixa fertilidade 8 967 - 4,49
9 5603 - 6,76

10 674 - 10,62

Fonte: dados da pesquisa.

10.2 Perfil metabolomico dos espermatozoides bovinos

A anédlise por CG-ES permitiu a identificacdo de 41 metabdlitos diferentes dos
espermatozoides dos touros (Tabela 9). O cromatograma de referéncia das células espermaticas

de bovinos gerado pelo CG-ES pode ser visulizados na Figura 15.
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Figura 15 — Cromatograma de referéncia dos metabolitos espermaticos de touros.
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Fonte: dados da pesquisa.

Os metabdlitos dos espermatozoides foram definidos de acordo com sua classe
quimica (Tabela 9). As classes quimicas identificadas com mais metabo6litos foi a dos acidos
graxos (17 compostos) e dos &cidos carboxilicos e derivados (8 compostos).

Tabela 9 — Metabdlitos identificados nos espermatozoides de touros por CG-MS. Os metabdlitos
foram identificados por referéncias na biblioteca do NIST e foram classificados com base na sua
classe quimica usando o Human Metabolome Database 3.6 (HDMB). Os metabo6litos foram

identificados de acordo com o tempo de retencdo, um target ion e dois ions quantitativos.

Tempo fon fon fon
de alvo guantitativo  quantitativo
Metabolito e classificacdo quimica  retencéo 1 2
Alcanos
3-t-Pentilciclopentanona 7,271 84,2 71,2 154,2
9,002 85,2 69,2 43

Pentano 9,114 85,2 69,2 43


http://classyfire.wishartlab.com/tax_nodes/C0002500
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Aminas
n-Butilamina 9,114 174,2 73 128
Aminometano 14,989 234,2 73 147

Benzeno e derivados substitutos
Acido benzéico 11,909 179,2 77 105

Carboidratos e carboidratos

conjugados
d-manitol 6,482 207 73 249,2
Glicerol 12,620 147,2 73 205,2
Acidos carboxilicos e derivados
Acetamida 6,429 188 73 248,2
6,704 155,2 72 58,2
Dietilacetamida 7,144 87,2 72 43
Acido oxalico 9,920 147,2 73 133,2
10,108 191,2 73 147,2
Acido acético 12,170 191 73 146,8
L-Prolina 10,757 1418 72,8 57,8
L-Serina 13,190 147 73 103
L-Valina 19,297 186 73 131,8
Acido glioxilico 25,028 203,2 73 147,2
Acidos graxos
Acido caprico 8,357 173 73 116,6
Acido heptandico 10,372 187 73 116,8
Acido butirico 11,408 147 73 1742
Acido nonantico 13,944 117 73 215
Acido sebacico 15,083 3734 73 284,8
Acido subérico 19,182 147 73 128
Acido azelaico 20,511 317,2 73 201
Acido adipico 21,561 99 75 131
Hexadecanenitrila 21,766 100 69,8 97

Acido palmitico 23,358 313,4 73 117


http://classyfire.wishartlab.com/tax_nodes/C0002449
http://classyfire.wishartlab.com/tax_nodes/C0002279
http://classyfire.wishartlab.com/tax_nodes/C0000011
http://classyfire.wishartlab.com/tax_nodes/C0000265
http://classyfire.wishartlab.com/tax_nodes/C0003909
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Oleanitrila 23,962 122,2 69,2 55
Octadecanamida 26,886 147,2 73 203,2

Oleamida trans 26,506 131,2 73 116

Acido nonadecantico 26,825 147 73 116
Oleamida 27,569 131,2 75 1442
27,509 131,2 73 1442
27,640 131,2 73 1442

Acido oléico 27,813 131,2 73 116

cis Acido docosa-hexaenoico 28,994 91 73 207

Compostos metal6ides homogéneos
Borato 6,594 263,1 73 221,2
Hidroxiacidos e derivados
Acido lactico 8,205 147,2 73 147,2
Cetoécidos e derivados

Acido 2-cetobutirico 14,317 202.2 73 111,8

Compostos 0xo anionicos nao-

metalicos
Acido fosforoso 8,704 318,2 73 225
Fosfato 12,584 299,4 73 314,4

Acido carbonico orgénico e derivados

Uréia 11,792 171,2 73 174,2
Compostos organicos
Acido ciclopentanocarboxilico 9,395 97,2 69 55
Oxolanes
Oxido de linalol 25,739 131,2 73 116

Esteroides e esterdides derivados
Colesterol 34,505 129,2 73 207,2

Fonte: dados da pesquisa.

Os metabolitos mais abundantes identificados nas células espermaticas de bovinos

foram a oleamida, fosfato, octadecanamida, Oxido de linalol e o acido oléico (Figura 16).


http://classyfire.wishartlab.com/tax_nodes/C0000431
http://classyfire.wishartlab.com/tax_nodes/C0000472
http://classyfire.wishartlab.com/tax_nodes/C0000389
http://classyfire.wishartlab.com/tax_nodes/C0000364
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Enquanto que os metabolitos de menor abundéncia foram a acetamida, acido fosférico, acido

subérico e a hexadecanitrila.

Figura 16 — Razles da abundancia dos metabdlitos de maiores concetracdes presentes nos

espermatozoides de touros.
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Fonte: dados da pesquisa.

10.3 Associagdes entre os metabolitos espermaticos e a fertilidade dos touros

O PLS-DA indicou uma clara separacao entre os componentes 1 e 2 nos grupos dos
touros de alta e baixa fertilidade (Figura 17). O PLS-DA dos metabdlitos espermaticos dos touros
mostrou que 25,6% das variacGes de dados correspondentes ao componente principal 1 e 14,2%

das variagdes ao componente 2.
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Figura 17 — Anélise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) dos metabolitos
espermaticos de touros de touros alta (AF) e baixa fertilidade (BF). O PLS-DA mostra a

simplificacdo de 41 metabdlitos em 2 componentes principais, mostrando uma separacao entre 0s
componentes 1 e 2.
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Fonte: dados da pesquisa.

O Heat-Map gerado pela andlise do escore VIP mostrou que os metabélitos com VIP
> 1,5 foram o aminometano, acido azelaico, acido butirico, acido oxalico e uréia (Figure 18). A
analise do mapa de calor, com base no escore VIP, indicou que a uréia, o acido butirico e o &cido
oxalico foram os metabolitos diferencialmente expressos em alta abundancia nos touros de alta
fertilidade, enquanto o acido azeladico e o aminometano foram altos em touros de baixa
fertilidade.
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Figura 18 — Heat-Map do escore VIP dos metabdlitos espermaticos em touros de alta (AF) e
baixa fertilidade (BF). Os metabdlitos selecionados foram aqueles com VIP 1 e 2. As caixas
verdes ou vermelhas a direita indicam baixa ou alta concentracdo, respectivamente, do metabdlito

correspondente em touros AF e BF. A pontuacdo VIP foi baseada no modelo PLS-DA.
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Fonte: dados da pesquisa.

A analise univariada (teste t) mostrou que 4 metabdlitos (Figura 19) com diferenca de
significancia (p < 0,05) entre os grupos (aminometano; p = 0,04, &cido azelaico; p = 0,02, acido
butirico; p = 0,02 e uréia; p = 0,01). O aminometano e &cido azeldico apresentaram-se em
maiores concentracdes nos espermatozoides de touros de baixa fertilidade e o &cido butirico e a
uréa em maiores concentra¢fes em touros de baixa fertilidade. Assim, os resultados da anélise

univariada concordaram com os das analises multivariadas.
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Figura 19 — Gréficos de box plot das razdes de abundancia dos metabdlitos espermaticos em

touros alta (AF) e baixa fertilidade (BF) que foram significativamente diferentes (p <0,05) por

analises univariadas (teste t).
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Fonte: dados da pesquisa.

10.4 Rotas metabdlicas
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As analises in silico das vias metabdlicas associadas aos metabolitos espermaticos

foram descritas na Figura 20. Nossos resultados mostraram, de acordo com o valor de p, que as

vias mais impactantes na fisiologia espermatica foram: a do metabolismo do metano (L-serina; p

= 0,40), da biossintese de valina, a leucina e isoleucina (L-valina; p = 0,33), metabolismo de

glicerolipidos (glicerol; 0,28) e metabolismo de glicina, serina e treonina (acido glioxilico e L-

serina; p = 0,24).
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Figura 20 — Resumo das principais rotas metabodlicas as quais 0os metabolitos espermaticos de
touros participam, gerado pelo MetaboAnalyst 3.0.
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11 DISCUSSAO

No presente estudo, utilizou-se a técnica de CG-EM para avaliar o perfil
metabolémico das células espermaticas de bovinos e para identificar metabdlitos candidatos a
biomarcadores associados a fertilidade de touros. Ferramentas estatisticas e de bioinformatica
foram utilizadas para identificar biomoléculas associadas a fertilidade e as principais rotas
metabolicas nas quais os compostos identificados estdo envolvidos. Este é o primeiro estudo de
perfil metabolémico relacionado com a fertilidade nas células espermética de animais

domeésticos.
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Os metabdlitos sdo biomoléculas de baixo peso molecular e correspondem aos
produtos finais das reacGes metabdlicas que ocorrem no interior das células. Os principais
estudos sobre essas biomoléculas na reproducdo animal tém contribuido para a caraterizacao do
metaboloma seminal em bovinos, caprinos, suinos e humanos (KUMAR, A.; KROETSCH; et al.,
2015; KUMAR, R. D.; THULASIRAMAN; et al., 2015; MARIN et al., 2003; QIU et al.,
2016).

No presente estudo, a classe quimica dos lipidios foi a que exibiu 0 maior nimero de
metabolitos, 17 no total, como também apresentou 0s compostos mais abundantes identificados
nos espermatozoides dos touros. Corroborando com os achados desse estudo, PAIVA et al.
(2015) identificaram 12 composto lipidicos nos espermatozoides humanos. O fato dos compostos
lipidicos representarem a classe de matabolitos em maior abundancia se explica pelas células
espermaticas serem basicamente compostas por uma membrana externa, a qual contém uma
bicamada lipidica, uma membrana interna ou membrana do acrossoma, um nucleo compactado e,
pouco ou inexistente citoplasma, sendo que as membranas sdo as maiores estruturas e ricas em
lipidios (RENGAN et al., 2012).

Ja 0 metabdlito mais abundante detectado nos espermatozoides dos touros foi a
oleamida, que é um acido graxo insaturado, composto por acido oléico e um grupamento amida.
Altas concentracdes de acido oléico ja foram detectadas em espermatozoides e no plasma seminal
de touros (NEILL; MASTERS, 1972), sabe-se também que este composto lipidico estd presente
nas membranas e organelas celulares (ROHWEDDER et al., 2014; SPECTOR; YOREK, 1985).
HOSSAIN et al. (2007) demonstraram que o acido oléico tem um efeito positivo sobre as funcdes
das células espermaticas de suinos, melhorando a motilidade, a viabilidade, bem como a reacéo
do acrossoma dessas células. Desta forma, 0s autores sugeriram que isSO ocorreu porque este
4cido graxo insaturado produz ATP aumentando as concentragdes intracelulares de Ca®* e cCAMP,
que por sua vez, poderiam ser responsaveis pela inducdo da reacdo acrossdmicas em
espermatozoides.

A octadecanamida foi o segundo metabolito mais abundante identificado nas celulas
espermaticas dos touros. Ela € a um &cido estearico com grupamento amida, que € classificado
como um &cido graxo saturado. Esse acido graxo junto com o acido linoléico, representam 90%
dos acidos graxos saturados totais presentes nos espermatozoides humanos. Individuos com

normozoospermia possuem menores concentracdes de acidos graxos saturados do que 0s
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astenozoospérmicos e oligoastenozoospérmicos e existe uma correlagdo positiva entre a
concentracdo de &cido estearico e a motilidade espermética, antes e ap0s 0 processo de
criopreservacdao (MARTINEZ-SOTO et al., 2013).

Através das analises do escore VIP (analise multivariada) e o teste t (analise
univariada) identificou-se que os metabdlitos aminometano e o acido azeldico apresentaram
maiores concentraces nos espermatozoides dos touros de baixa fertilidade. O aminometano é um
composto organico com funcdo tamponante nas células, aumentando a permeabilidade da
membrana externa de bactérias (IRVIN et al., 1981). Este metabdlito é amplamente utilizado em
meios de diluicdo seminal para criopreservacdo espermatica de touros, bodes, camelos, cées e
carneiros (NIASARI-NASLAJI et al., 2006; PURDY, 2006; SILVA etal., 2013; THUN et al.,
2002; YU, 2014). Devido possuir funcdo tamponante, estima-se que esse composto atue na
estabilizacdo de pH, PK, e osmolaridade espermatica durante o processo de criopreservacao,
armazenamento espermatico e na regulacdo do pH dos espermatozoides durante a passagem pelo
trato genital feminino (GOOD et al., 1966; NIASARI-NASLAJI et al., 2006; PURDY, 2006;
SUAREZ; PACEY, 2006). Dessa forma, é possivel que os espermatozoides de touros de baixa
fertilidade produzam mais aminometano na tentativa de manter o pH espermaético ideal até o
momento da fertilizacdo. Ja o &cido azelaico é o produto final da peroxidagéo do &cido linoléico e
possui uma série de propriedades, incluindo a inibicdo da tirosina, inibicdo de enzimas
mitocondriais, agente antitumoral, eliminacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS), inibicdo
da glicdlise anaerdbica e a inibicdo de tiorredoxinas em células de melanoma (NAZZARO-
PORRO, 1987; PASSI et al., 1991; SCHALLREUTER; WOOD, 1987). GOODSON et al.
(2012) incubaram espermatozoides de ratos com frutose e, ap6s um periodo de incubacéo,
obsevaram a presenca de acido azelaico, desta forma, o acido azelaico é um metabdlito envolvido
no metabolismo da frutose. Deste modo, como o0s espermatozdides de touros utilizam a frutose
como umas das suas principais fontes de energia, provavelmente a maior formacdo de acido
azelaico é uma forma alternativa para que os espermatozoides de baixa fertilidade possam obter
mais energia, essencial para o batimento flagelar e a motilidade.

Ja nos animais de alta fertilidade, o escore VIP e o teste t demonstraram que o acido
butirico e a uréia estavam em maiores niveis do que nos animais de baixa fertilidade. O &acido
butirico € um metabdlito pertencente a classe dos acidos graxos e suas principais func¢des incluem

diferenciacdo celular, inducdo da citotoxidade, possui efeitos bimodais na proliferacdo e
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sobrevivéncia da célula (KURITA-OCHIALI et al., 2003; KURITA-OCHIALI et al., 2006). Na
forma de y-amino &cido butirico (GABA), este neurotransmissor atua na reagdo acrossémica e
motilidade espermatica (SHI et al., 1997), como foi observado em um estudo anterior, no qual os
autores adicionaram esse neurotransmissor em espermatozoides de homens com varicocela e
oligozoospérmicos e/ou astenozoospérmicos e o resultado foi a melhoria das taxas de reagdo
acrossémica nas células espermaticas de todos os individuos (MAHRAN; KHOLEF, 2014).
Desta forma, os elevados niveis do acido butirico nos espermatozoides de animais de alta
fertilidade poderiam elevar as taxas de reacdo acrossdmica (PUENTE et al.,, 2011), o que
possibilitaria um maior sucesso das células desses animais no momento da fertilizacdo. A uréia é
um dos compostos candidatos a biomarcador identificado em touros de alta fertilidade. A uréia é
um composto organico formado principalmente em células do figado e é excretado pelo sistema
urinario de animais (KREBS, 1942), também representa o componente mais abundante de sélidos
urinarios (ROSE et al., 2015) e sua principal funcdo € o catabolismo protéico (WATFORD, 1991;
WITHERS, 1998). No ciclo da uréia, que ocorre nas mitocondrias das células (MORI et al.,
1983), os compostos nitrogenados sdo metabolizados para formar o fumarato, que por sua vez
entra no ciclo de Krebs contribuindo com a producdo de energia (DIETZ; FLIPSE, 1969) e nas
células de esperma contribui com batimento flagelar. Em um estudo recente observaram-se que
0s niveis elevados de uréia no plasma seminal de homens estdo associados a causa de
infertilidadesconhecida, assim, a uréia pode ser considerada candidata a biomarcador relacionada
a infertilidade (QIAO et al., 2017). Em contapartida, outro estudo mostrou que a adicdo de
compostos de urina, como a uréia, aos espermatozdides humanos manteve a motilidade
espermatica (KIM; KIM, 1998). Desta forma, sugerimos que a uréia em niveis fisiol6gicos
contribui para a obtencdo de energia de forma a auxiliar na motilidade espermatica dos animais
de alta fertilidade.

Através da analise in silico, observou-se que as rotas mais impactantes no material
bioldgico em estudo foram as do Metabolismo do Metano e Biosintese de Valina, Leucina e
Isoleucina. A L-serina foi 0 metabdlito espermatico identificado envolvido na rota metabolica do
Metabolismo de Metano. A L-serina é um aminoacido formado na célula a partir da converséao da
glicina, durante esse processo unidades de carbonos sdo formadas e serdo utilizadas para o
metabolismo do metano (DE KONING et al., 2003; [ZUMI et al., 1993; NEWMAN;
MADDOCKS, 2017). A serina e a glicina estdo envolvidas na sintese de aminoacidos, acidos
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nucléicos, lipidios, reacdes de metilacdo e na formacdo NADPH para a defesa das células,
afetando a capacidade antioxidante celular e também suporta a homeostase para células
cancerigenas em crescimento (AMELIO et al.,, 2014; YANG,; VOUSDEN, 2016). Nos
espermatozoides humanos, as vias da serina estdo envolvidas na capacitacdo de esperma através
da fosforilagdo deste aminoacido (NAZ, R. K., 1999; NAZ, R. K.; RAJESH, 2004). A serina e a
treonina regulam os niveis de fosforilagdo nas proteinas da cabeca e da cauda dos
espermatozoides de hamsters, desempenhando um papel importante na hiperativacdo
espermatica, na capacitacdo e na reacdo do acrossdmica (JHA; SHIVAJI, 2002). Desta forma,
sugerimos que a rota metabdlica identificada tem maior impacto porque a capacitacdo
espermatica é um evento essencial para a fertilizacdo. Para que ocorra a capacitacdo espermatica,
€ necessario uma série de eventos nas células, que incluem contato com substancias do trato
genital feminino, influxo de calcio, remocéo de colesterol e fosfolipideos da membrana, cascata
de ativacdo da proteina kinase A, dentre outros, 0s quais sdo modulados por proteinas e outras
biomoléculas (GALANTINO-HOMER et al., 2004; ICKOWICZ et al., 2012). A outra rota
metabolica com maior impacto € a da Biossitese de Valina, Leucina e Isoleucina, na qual esses
aminoéacidos sdo os produtos finais. Para a formacdo desses aminoacidos o piruvato é convertido
em 2-acetolactato até formar a L-valina, um aminoacido envolvido no estresse, energia e
metabolismo muscular (ZHANG et al., 2017). Em um estudo recente, verificou-se que a falta de
valine no plasma seminal de humanos astenozoospermicos tem sido associada a baixa motilidade
espermatica (TANG et al., 2017). Em outro estudo realizado com a espécie suina, observou-se
que a adicdo de aminoacidos na dieta, como a valine, melhorou a motilidade, morfologia
espermatica, integridade do acrossoma dos espermatozoides e aumentou 0 nimero de animais
nascidos (DONG et al., 2016).

12 CONCLUSAO

Através do presente estudo demonstramos que a oleamida, a octadecanamida, o acido
fosforico e o acido oléico sdo os metabdlitos mais abundantes identificados nos espermatozoides
de touros. Também observou-se que existe uma clara separagdo entre os perfis de metabolitos em
touros de alta e baixa fertilidade e que o aminometano, acido azelaico, acido butirico e uréia séo

candidatos biomarcadores para a fertilidade de touros. Os presentes resultados somam a base de
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conhecimento em fisiologia espermatica e na biotecnologia reprodutiva para bovinos e podem ser

aplicados a biologia reprodutiva de outros mamiferos.

13 CONSIDERACOES FINAIS

Através do presente estudo demonstrou-se que as abordagens “Omicas” incluindo a
protebmica e a metaboldmica sdo ferramentas de grande valia para o estudo de biomoléculas
seminais em animais de producao.

A identificacdo das proteinas do plasma seminal de ligacdo a gelatina e heparina e suas
analises in silico nos mostrou que essas biomoléculas participam de diversos eventos fisiol6gicos
que viabilizam o sucesso na fertilizacdo. Além do mais, este estudo indica passos iniciais para
purificacdo de uma proteina alvo para futuro estudo funcional.

Através do metaboloma dos espermatozoides bovinos identificou-se uma ampla gama de
compostos, dentre 0s quais, 0 aminomethane, azelaic acid, butyric acid e urea podem ser
potenciais candidatos a biomarcadores moleculares relacionados a fertilidade.

Adicionalmente, futuras investigacGes devem ser realizadas com essas proteinas e
metabolitos de forma a identificar suas reais fungdes nas células espermaticas, meios de
fertilizacdo in vitro e nos processos de criopreservacdo para incrementar a melhoria nos

procedimentos biotecnoldgicos na reproducéo.
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ANEXO A - PROTEINAS COM IDENTIDADE CARACTERIZADAS SEM (P1 E P2) E COM
AFINIDADE A GELATINA (P3) DO PLASMA SEMINAL DE BOVINOS. CAIXAS PRETAS

INDICAM A PRESENCA DA PROTEINA NO PICO E AS BRANCAS, AUSENCIA.

Cddigo de
acesso no Nome da proteina Gene secretor
Uniprot
G3N2D7 12 kDa protein IGLL1
F1NO76 121 kDa protein CP
P68250 14-3-3 protein beta/alpha YWHAB
P62261 14-3-3 protein epsilon YWHAE
QOVC36 14-3-3 protein sigma SFN
P63103 14-3-3 protein zeta/delta YWHAZ
Q76181 40S ribosomal protein S12 RPS12
Q3ZBHS8 40S ribosomal protein S20 RPS20
Q37821 45 kDa csrlgigir:-binding SDF4
Q05927 5-nucleotidase NT5E
G3MzC1 5-nucleotidase NT5E
R
QOVCX2 78 kDa ggjr%ci:?r;regulated HSPAS
F1IMQXO0 Acetyl-coenzyme A synthetase ACSS1
Q170B3 Acid ceramidase ASAH1
P63258 Actin, cytoplasmic 2 ACTG1
P07107 Acyl-CoA-binding protein DBl
P00570 Adenylate kinase isoenzyme 1 AK1
AGQLB7 Adenylyl cglrc(:?:ﬁ] associated CAP1
Q5E962 Aldo ket?ngerggg';a;elfamlly 1, AKRI1B1
Q5GN72 Alpha-1-acid glycoprotein agp
P34955 Alpha-1-antiproteinase SERPINA1
Q2KJF1 Alpha-1B-glycoprotein Al1BG
P28800 Alpha-2-antiplasmin SERPINF2
P12763 Alpha-2-HS-glycoprotein AHSG
Q7SIH1 Alpha-2-macroglobulin A2M
FIMRDA4 Alpha-actinin-2 ACTN2




A5D7D1 Alpha-actinin-4 ACTN4
Q9XSJ4 Alpha-enolase ENO1
G5E5MS8 Alpha-mannosidase LOC532207
E1BHPO Alpha-mannosidase MAN2B2
P02662 Alpha-S1-casein CSN1S1
P02663 Alpha-S2-casein CSN1S2
QO8E54 Amyloid beta (A4) protein APP
Qi | AT e | awe
P80929 Angiogenin-2 ANG?2
F1IMQJO Angiotegrs;izr;—r%%nverting ACE
P46193 Annexin Al ANXA1
P04272 Annexin A2 ANXA2
V6F9A2 Apolipoprotein A-I APOAl
Q32PJ2 Apolipoprotein A-1V APOA4
Q08DD1 Arylsulfatase A ARSA
F1IMLBS8 ATP synthase subunit alpha ATP5A1
Q9MZz08 Basal cell adhesion molecule BCAM
Q3zBX0 Basigin BSG
P01888 Beta-2-microglobulin B2M
P02666 Beta-casein CSN2
Q58D55 Beta-galactosidase GLB1
A3KMY8 Beta-glucuronidase GUSB
E1B9ES Beta-hexosaminidase N/A
H7BWW2 Beta-hexosaminidase HEXB
oser | Pelemetomeoneres | e
P02754 Beta-lactoglobulin LGB
A6QLBO Beta-mannosidase MANBA
P13600 Beta-nerve growth factor NGF
P30122 Bile salt-activated lipase CEL
QBSPUS BPI fold-(;rc])g[sg)r;irnf family A BPIEAL
FIMLW?2 BPI fold-containing family B BPIEBL
member 1
Q3SX46 ClGALTl-spelcific chaperone C1GALTICL
A5PJL8 C1QTNF5 protein C1QTNF5
FIN619 Cadherin-1 CDH1
P62157 Calmodulin CALM
P06833 Caltrin PYY2
P00517 CcAMP-dependent protein PRKACA
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kinase catalytic subunit alpha

CcAMP-dependent protein

P00515 kinase type Il-alpha regulatory PRKAR2A
subunit
P00921 Carbonic anhydrase 2 CA2
E1BN79 Carboxylic ester hydrolase CES5A
Q17QK3 Carboxypeptidase Q CPQ
P22226 Cathelicidin-1 CATHL1
P19660 Cathelicidin-2 CATHL2
P33046 Cathelicidin-4 CATHL4
P56425 Cathelicidin-7 CATHL7Y
P07688 Cathepsin B CTSB
FIMMRG6 Cathepsin D CTSD
QOVvCU3 Cathepsin F CTSF
Q5E998 Cathepsin L2 CTsVv
P25326 Cathepsin S CTSS
P28291 C-C motif chemokine 2 CCL2
F1IMHNS8 CD166 antigen ALCAM
Q29423 CD44 antigen CD44
Q1ZYRO Ceroid-lipoggsgizoéis neuronal CLN5
A6QLI4 CHODL protein CHODL
Q29RK1 Citrate synthase, mitochondrial CSs
P17697 Clusterin CLU
FIMWI1 Clusterin N/A
Q28107 Coagulation factor V F5
Q5E9F7 Cofilin-1 CFL1
P02453 Collagen alpha-1(1) chain COL1A1
P02465 Collagen alpha-2(l) chain COL1A2
Q3SYW2 Complement C2 Cc2
Q2UvX4 Complement C3 C3
P81187 Complement factor B CFB
Q28085 Complement factor H CFH
Q28106 Contactin-1 CNTN1
Q9XSC6 Creatine kinase M-type CKM
P55206 C-type natriuretic peptide NPPC
B8YITO fibro(r:é(rtrt]iunI listizgsifii?\f/l;riant FN1
Q29RHO Cystatin-9 CST-9
F6QELO Cystatin-B CST6
Q3zC84 Cytosolic non-specific CNDP2

dipeptidase
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P56541 Deoxyribonuclease-2-alpha DNASE2
Q3zCJ8 Dipeptidyl peptidase 1 CTSC
P81425 Dipeptidyl peptidase 4 DPP4
P23196 DNA—(apu;ii;:;: I(;;eslgyrimidinic APEX1
027968 Dnal hOTn%Ir?ng;jgfam“y C DNAJC3
E1B7E2 Dy“ig‘t;ﬁgr‘;ﬂg'” 2, DOCK3
Q3MHR3 Dy“ig‘t;ﬁgr‘;ﬂg'” 2, DYNLL2
018738 Dystroglycan DAG1
A5PJT7 ECML1 protein ECM1
ABQPP7 ELAZ2 protein ELA2
P68103 Elongation factor 1-alpha 1 EEF1A1
Q5E983 Elongation factor 1-beta EEF1B
P49410 E'O’r‘gﬁggﬁoﬁgﬁ% u, TUFM
poprr | Eneien | e
Q95M18 Endoplasmin HSP90B1
Q3zC64 Ephrin-Al EFNA1
ALL570 Ephrin-B1 EFNB1
P79345 Epididymal secretory protein NPC2
P50448 Factor Xlla inhibitor N/A
046414 Ferritin heavy chain FTH1
P02672 Fibrinogen alpha chain FGA
P02676 Fibrinogen beta chain FGB
FIMGU7 Fibrinogen gamma-B chain FGG
Q5EA62 Fibulin-5 FBLN5S
P20930 Filaggrin FLG
Q5D862 Filaggrin-2 FLG2
Q3T173 Four and a half LIM domains 1 FHL1
Q3SzB7 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 FBP1
ABQLLS Fructose-bisphosphate aldolase ALDOA
ATE3W?2 Galectin-3-binding protein LGALS3BP
ATYWG4 Gamma-glutamyl hydrolase GGH
Q863C3 Gastrin-releasing peptide GRP
Q3sX14 Gelsolin GSN
Q32LB5 GLIPR1-like protein 1 GLIPR1L1
Q3zBD7 Glucose-6-phosphate isomerase GPI
Q2KHZ8 Glucosylceramidase GBA
028120 Glutaminyl-peptide QPCT

cyclotransferase
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Q32LQ0 Glutamyl aminopeptidase ENPEP
G3X8D7 Glutathione peroxidase GPX3
F1IMCF5 Glutathione peroxidase GPX6
G3N2N9 Glutathione peroxidase GPX5
P10096 Glyceraldehyde-3-phosphate GAPDH
dehydrogenase
Q2TBUO Haptoglobin HP
Q2TBX4 Heat shock 70 kDa protein 13 HSPA13
Q27975 Heat shock 70 kDa protein 1A HSPA1A
POCB32 Heat shock 7I0ikkeDa protein 1- HSPALL
A7E3S8 Heat shocl_< 7(_)kD protein ST13
binding
P19120 Heat shock cognate 71 kDa HSPAS
protein
Q76LV2 Heat shock;:)c;]tsm HSP 90- HSPY0AAL
Q76LV1 Heat shock EL?;em HSP 90- HSPY0AR1
P34933 Heat shock—rel_ated 70 kDa HSPA2
protein 2
P01966 Hemoglobin subunit alpha HBA
P02070 Hemoglobin subunit beta HBB
Q3Szv7 Hemopexin HPX
Q3szv7 Hemopexin HPX
Q5W5U3 Hexokinase HK1
Histidine triad nucleotide-
Q8SQ21 binding protein 2, HINT2
mitochondrial
Q3ZBX9 Histone H2A.J H2AFJ
Q32529 Histone H2B H2B
Q5E9F8 Histone H3.3 H3F3A
G3X807 Histone H4 LOC781223
HMT1 hnRNP
Q5E949 methyltransferase-like 2 HRMT1L2
isoform 3
Q86YZ3 Hornerin HRNR
FIMTV1 Hyaluronidase SPAM1
P20959 Insulln-ll!(e growth factor- IGEBP3
binding protein 3
Q3TOP7 Integral membrane protein 2B ITM2B
Q2TBX9 Integrin alpha _F_G—GAP repeat ITEG1
containing 1
Inter-alpha-trypsin inhibitor
Q371052 heavy chain H4 ITIH4
Isocitrate dehydrogenase
QIXSG3 [NADP] cytoplasmic IDH1
Q14CN4 Isoform 1 of Keratin, type |1 KRT72

cytoskeletal 72
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Isoform 1 of Serum albumin

P02768 orecursor ALB
QBNLN4-2 'SOfO”Q yztoosfkgg;:f'?étype I KRT78
Q8SPJ1 Junction plakoglobin JUP
P06394 Keratin, type | cytoskeletal 10 KRT10
P13645 Keratin, type I cytoskeletal 10 KRT10
FIMC11 Keratin, type I cytoskeletal 14 KRT14
P08779 Keratin, type | cytoskeletal 16 KRT16
K1C17 Keratin, type I cytoskeletal 17 KRT17 P
P35527 Keratin, type | cytoskeletal 9 KRT9
P04264 Keratin, type Il cytoskeletal 1 KRT1
P35908 Keratin, t)g;(?dlér%]y;?skeletal 2 KRT?
P13647 Keratin, type Il cytoskeletal 5 KRT5
P02538 Keratin, type 11 cytoskeletal 6A KRT6A
Q95114 Lactadherin MFGES8
G3MXZ0 Lactoperoxidase LPO
P24627 Lactotransferrin LTF
Q95M12 Legumain LGMN
Q1JPBO Leukocyte elastase inhibitor SERPINB1
E1BNS9 L-lactate dehydrogenase LDHC
Q5E9B1 L-lactate dgﬂgﬁ}rogenase B LDHB
A5PJH7 LOC788112 protein LOC788112
FINORS | e deaminase SDs
QIMYM4 Lysosomal alpha-glucosidase GAA
Q29451 Lysosomal alpha-mannosidase MAN2B1
Q3MI05 Lysosomal protective protein CTSA
Q2TALL carbonypeptidace PRCP
QLIQA0 Lysosomal thioesterase PPT2 PPT2
AO0IJNM6 Lysozyme-like protein 1 LYZL1
Q8MJ24 Lysyl oxidase homolog 4 LOXL4
Quics | MeEbEs | wowe
ABQLIO Mammallar;)reé)tee?r(]j{mm related EPDR1
QO8E55 MBTPSL1 protein MBTPS1
P16368 Metalloproteinase inhibitor 2 TIMP2
A6QPW?2 MGC157332 protein MGC157332
P19879 Mimecan OGN
ABQP39 MSLN protein MSLN
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Myoblast determination protein

Q7YS82 1 MYOD1
P02192 Myoglobin MB
AOINIS Myosin light chgm 1/3, skeletal MYL1
muscle isoform
Q9BE40 Myosin-1 MYH1
Q9BE41 Myosin-2 MYH2
QILZH9 N-acetylglucosamine-6- GNS
sulfatase
P14769 N-acetyllactosaminide alpha- GGTAL
1,3-galactosyltransferase
FIMCE4 NAD(P)(+)--arginine ADP- || 5~10714g
ribosyltransferase
ABQMO01 NAGLU protein NAGLU
QOIIH5 Nucleobindin 2 NUCB2
QOP569 Nucleobindin-1 NUCB1
P52175 Nucleoside dlzhgsphate kinase NME1-2
Q3T0Q4 Nucleoside dlpgosphate kinase NME2
QOVCP3 Olfactomedin-like protein 3 OLFML3
QOIIH3 Ollgodendrocyte_ myelin OMG
glycoprotein
F1MI46 Osteopontin SPP1
Q2T9U2 Outer dense fiber protein 2 ODF2
P45478 Palmitoyl-protein thioesterase 1 PPT1
MS5EKI8 Pancreatic adenocarcmoma LOC100295702
upregulated factor-like
Q58CQ9 Pantetheinase VNN1
A4IFCO PDGFD protein PDGFD
Peptidase inhibitor 3, skin-
ALA4Q6 derived (SKALP) PI3
Q8SPP7 Peptldoglycar[ recognition PGLYRP1
protein 1
P62935 Peptld_yl-prolyl cis-trans PPIA
isomerase A
Peptidyl-prolyl cis-trans
Paos1l isomerase B PPIB PPIB
Peptidyl-prolyl cis-trans
P18203 isomerase FKBP1A FKBP1A
Q9BGI1 Peroxiredoxin-5, mitochondrial PRDX5
P13696 Phosphatl_dylethanplam|ne- PEBP1
binding protein 1
Phosphatidylethanolamine-
Q371010 binding protein 4 PEBP4
Q3TOP6 Phosphoglycerate kinase 1 PGK1
Q35262 Phosphoglycerate mutase 1 PGAM1
Q32KV0 Phosphoglycerate mutase 2 PGAM?2
Q27954 Phosphoglycolate phosphatase PGP
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Placenta-expressed transcript 1

V6F953 : PLET1
protein
QIN2I2 Plasma_ser_lqe protease SERPINAS
inhibitor
Q28017 Platelet-activating factor PLAG7
acetylhydrolase
AQIN47 PLXDC2 Plexin domain
containing 2
Q3SYT9 Poly(RC) binding protein 2 PCBP2
G5E6M1 Polymeric immunoglobulin PIGR
receptor
P81265 Polymeric immunoglobulin PIGR
receptor
F1NS54 Polypeptide N- GALNT10
acetylgalactosaminyltransferase
Q6QRN7 PP1201 protein RECS1
029437 Primary amine oxidase, liver N/A
isozyme
Q3T0I12 Pro-cathepsin H CTSH
077588 Procollagen-_lysme,z- PLODI
oxoglutarate 5-dioxygenase 1
P02584 Profilin-1 PFN1
Proliferation-associated 2G4,
Q3ZBH5 38kDa PA2G4
P26779 Prosaposin PSAP
002853 Prostaglandin-H2 D-isomerase PTGDS
G5E5SC3 Proteasome subunit alpha type PSMA6
E1BD83 Proteasome subunit alpha type PSMAS8
Q58DUS Proteasome sub3un|t alpha type- PSMA3
Q3ZCK9 Proteasome sub4un|t alpha type- PSMA4
Q2TBX6 Proteasome subunit beta type-1 PSMB1
Q32KL2 Proteasome subunit beta type-5 PSMB5
FIMTI7 Protein CutA CUTA
Q5E946 Protein deglycase DJ-1 PARK7
P05307 Protein disulfide-isomerase P4HB
P38657 Protein disulfide-isomerase A3 PDIA3
A5PKI3 Protein FAM3C FAM3C
P79105 Protein S100-A12 S100A12
P10462 Protein S100-A2 S100A2
P28782 Protein S100-A8 S100A8
E1BLI9 Protein S100-A9 S100A9
FIMME1 Protein-tyrosine-phosphatase PTPRK
Q2KIY5 Putative phospholipase B-like 2 PLBD2
A5D984 Pyruvate kinase PKM2
P21856 Rab GDP dissociation inhibitor GDIL

alpha
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RAB1A, member RAS

Q3zBD1 . RAB1A
oncogene family
Q14814 RAB2A, member. RAS RAB2A
oncogene family
Q3MHP2 Ras-related protein Rab-11B RAB11B
ABQR46 Ras-related protein Rab-6B RAB6B
FIN7E3 Receptor p_roteln-tyrosme EGFR
kinase
ZAYHD9 Receptor p_roteln-tyrosme MET
kinase
P81134 Renin receptor ATP6AP2
Rho GDP dissociation inhibitor
Q58DT6 (GDI) alpha ARHGDIA
Q9TU03 Rho GDP-dISSOZCIatIOH inhibitor ARHGDIB
P15467 Ribonuclease 4 RNASE4
W0uUV03 Ribonuclease A C1 RAC1
QollI8 RNASET?2 protein RNASET?2
F1NO58 Ropporin-1 ROPN1
ABQPKO SCGB2A2 protein SCGB2A2
AOINP2 Secretoglobin family 1D SCGBID
member
Q5EA85 Semaphorin-4A SEMA4A
Seminal plasma protein BSP-
P81019 30 kDa N/A
P02784 Seminal plasngprotem PDC- N/A
Q2NKZ9 Serine carboxypeptidase 1 SCPEP1
F1IN152 Serine protease HTRAL HTRAL
Serine/threonine-protein
Q2KJad phosphatase 2A activator PPP2R4
Serine/threonine-protein
P61287 phosphatase PP1-gamma PPP1CC
catalytic subunit
Q29443 Serotransferrin TF
QO9TTE1 Serpin A3-1 SERPINA3-1
AOA0AOMP92 Serpin A3-7 SERPINA3-7
ABQPQ2 Serpin A3-8 SERPINA3-8
A6QPZ4 SERPINB4 protein SERPINB4
ABQPP2 SERPIND1 protein SERPIND1
P02769 Serum albumin ALB
ABQPY4 SGSH protein SGSH
A6BMK?7 Sialidase-1 NEU1
A5D960 Sialyltransferase 4A ST3GAL1
Q2HJFO Similar to Serotransferrin N/A
Q08DLO SLC3A2 protein SLC3A2
E1B8N5 Sodium/potassium-transporting ATP1A4

104




ATPase subunit alpha

Solute carrier family 2,

105

P58352 facilitated glucose transporter SLC2A3
member 3
Q58D31 Sorbitol dehydrogenase SORD
Sperm acrosome membrane-

ABQQT7 associated protein 3 SPACA3
P82292 Spermadhesin Z13 spadh2
P29392 Spermadhesin-1 SPADH1

Sphingomyelin

QOVD19 phosphodiesterase SMPD1

Q2KIW7 ST6GALL protein ST6GAL1

FIMM32 Sulthydryl oxidase QSOX1
P00442 Superoxide dismutase [Cu-Zn] SOD1

A8PVV5 SYPLL protein SYPL1
Q32L40 T-complex protein 1 subunit TCP1

alpha

F1NOES T-complex protein 1 subunit CCT4

delta

Q2NKZ1 T-complex p(r;t);eln 1 subunit CCT7
Q3TOK2 T-complex protein 1 subunit cCT3

gamma

Q3ZCI9 T-complex protein 1 subunit cCTs

theta

Q3MHL7 T-complex pzr:t;eln 1 subunit CCT6A
G8IKX6 Tetraspanin CD9
ABQPE3 TEX101 protein TEX101
Q28178 Thrombospondin-1 THBS1
Q3SX33 Thy-1 cell surface antigen THY1
Q2KIMO Tissue alpha-L-fucosidase FUCA1
Q58DR3 Transaldolase TALDO1
Q9XSC9 Transcobalamin-2 TCN2
ATE3W4 Transketolase TKT
Q5E956 Triosephosphate isomerase TPI1
Q0Vv8B6 Tripeptidyl-peptidase 1 TPP1
Q5E9TY tRNA-spIhlcmg ligase RtcB RTCB

omolog

Q5KR47 Tropomyosin alpha-3 chain TPM3
Q32KN8 Tubulin alpha-3 chain TUBA3

Q3MHM5 Tubulin beta-4B chain TUBB4B
P63048 Ublqumn-G(_)S ribosomal UBA52

protein L40
UDP-Gal:betaGIcNACc beta
Q32LF7 1,4-galactosyltransferase, BAGALT4
polypeptide 4
P81401 VIP peptides VIP




Q3MHN5 Vitamin D-binding protein GC
Q32LB7 V-type protonEAZTPase subunit ATPEVIE2
PA0682 V-type protonSAlTPase subunit ATPEAPL
Q3ZCH5 Zinc-alpha-2-glycoprotein AZGP1
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ANEXO B — PROTEINAS COM IDENTIDADE CARACTERIZADAS SEM (P1 E P2) E COM
AFINIDADE A GELATINA (P3) DO PLASMA SEMINAL DE CAPRINOS. CAIXAS
PRETAS INDICAM A PRESENCA DA PROTEINA NO PICO E AS BRANCAS, AUSENCIA.

Caddigo de
acesso no Nome da proteina Gene secretor
Uniprot
W5P303 14-3-3 protein beta/alpha YWHAB
P62262 14-3-3 protein epsilon YWHAE
W5PWD6 14-3-3 protein gamma YWHAG
P68253 14-3-3 protein gamma YWHAG
HI9CJU6 14-3-3-1 protein zeta/delta YWHAZ
W5P7WO0 45 kDa calcium-binding protein SDF4
W5PWG1 6-phosphofructokinase PFKP
P00349 6-phosphogelggfk;1:)t(§ I(;(ternédrogenase, PGD
D3Y602 A proliferation-inducing ligand N/A
W5P9I9 Acetyl-coenzyme A synthetase ACSS1
W5QAA9 Aconitate hydratase,mitochondrial ACO2
P10626 Acrosin ACR
W5QFL6 Acrosin ACR
P60713 Actin, cytoplasmic 1 ACTB
W5P1J2 Adenosyl homocysteinase N/A
C51JA8 Adenylate kinase isoenzyme 1 AK1
E7ECV8 ADP-ribose pyrophosphatase NUDT9
C5IwWuU3 ADP-ribosylation factor 3 ARF3
C5IWTO0 ADP-ribosylation factor 4 AEF4
C5Iwu1l ADP-ribosylation factor 60S=0vis ARF6
B3VHM9 Albumin ALB
W5PGC5 Aldose 1-epimerase GALM
W5PFB9 Alkaline phosphatase ALPL
Q28745 Alpha globin chain N/A
B6D983 Alpha-1-acid glycoprotein AGP
W5PMZ6 Alpha-mannosidase LOC101117846

P1

P2

P3




W5NWN2 Alpha-mannosidase MAN2C1
W5PM86 Alpha-mannosidase N/A
W5NUW3 Amine oxidase AOC3
E5G6E9 Ammonia transporter RnCGOS N/A
Q4W1E4 Angiotensin-I converting enzyme ace
W5PSZ5 Annexin ANXAL
W5QEUG6 Annexin ANXA4
W5PZM9 Annexin ANXAS5
A25W69 Annexin A2 ANXA2
Ab5JSS5 As2-casein N/A
G1DG30 Aspartate aminotransferase GOT1
W5NUGO Aspartate aminotransferase GOT2
W5PS88 Aspartateamino transferase GOT1
C5I1WV?2 Aspartyl-tRNA synthetase DARS
W5NY50 ATP synthase subunit alpha ATP5A1
W5PEP7 ATP synthase subunit beta ATP5B
W5PP30 ATPase ASNA1 ASNA1
Q09GP3 ATP-bindingr;:rsr;ss;trezsub—famiIy G ABCG 2
Q2TCH3 ATP-citrate synthase ACLY
W5QDD4 ATP-dependent 6-phosphofructokinase PFKM
worsmy | AT dmeeCppes | ol
W8SWE6 Bactericidal pe;r;i::ibr:llty increasing N/A
Q1KYZ9 Beta globin chain HBB
Q6QAT4 Beta-2-microglobulin B2M
Q865G0 Beta-actin N/A
W5Q1M0 Beta-galactosidase GLB1
W5P3N6 Beta-hexosaminidase LOC101112162
W5QC89 Beta-hexosaminidase HEXA
W5P3C6 Beta-hexosaminidase HEXB
Q95327 Beta-mannosidase MANBA
Al1z181 Bodhesin-2, Bodhesin-3, Bodhesin-4 Bdh'Bzathgh'S’
AOAOTEW0S?2 BPI fold containing family A member BPIEAL
S5LOM4 BPI fold contailn:)r;gtgnmily A member BPIEAL
worezs | AVEmeepeena e | prraca
W5PTU7 Carbonic anhydrase 2 CA2
wW5QB42 Carboxylic ester hydrolase CES5A
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W5PAM4 Carboxypeptidase CTSA
W5PGN7 Carboxypeptidase CPVL
C6KGS5 Catalase CAT
P54230 Cathelicidin-1 CATHL1A
W5Q02Z2 Cathepsin B CTSB
X2J1X8 Cathepsin D CTSD
AO0A0601V93 Cathepsin F N/A
W5QGU9 Cation-transporting ATPase ATP13A4
M4WED3 Cell division cycle 42 CDC42
D6QUQ1 Chloride anion exchanger SLC26A3
W5P8X9 Chloride intracellular channel protein CLIC4
W5P610 Chloride intracellular channel protein CLIC1
G1DFQ5 Chloride intracellular channel protein CLIC1
C5IWT4 Chromosome 21 ggen reading frame C210rf33
W5PI38 Citrate synthase CS
W5PUT6 Clathrin heavy chain CLTC
W5PZI1 Clusterin LOC101113728
W5Q9P7 Cofilin-1 CFL1
F2X909 Collagen typel alpha 2 N/A
W5PH10 Copper-transporting ATPase 2 ATP7B
P56283 C-type natriuretic peptide NPPC
K4P494 Cystatin C CST3
W5NTB3 Cystatin-B CST6
D6PX64 Cysteine-rich secretory protein 3 CRISP3
W5PSKO Deoxyribonuclease DNASE1L3
W5PMF2 Diacylglycerol kinase DGKA
W5PB39 Dihydrolipoyl dehydrogenase DLD
W5NZAO0 Dipeptidase DPEP3
AOAQ75TCY1 Dipeptidylpeptidase 4 DPP4
W5PY48 DNA topoisomerase 2 TOP2A
G1DGE3 Dynein light chain 2 DYNLL2
Q717R8 Elongation factor 1-delta EEF1D
W5Q3R0 Elongationfactor 1-alpha N/A
B2LYKS8 Endoplasmic reticulum protein 29 ERP29
Q30DU1 Epidermal growth factor receptor EGFR
W5QHX1 Eukaryotic transla;tiAon initiation factor EIE5A2
W5PRH3 Eukaryotic translatéon initiation factor EIE6
Q30B88 Fatty acid binding protein 5 N/A
Q06B57 Fatty acid synthase FASN
W5PY53 Ferritin FTH1




W5PVJ0 FerritinOS N/A
W5Q5H8 Fibrinogen alpha chain FGA
C8BKCS8 Four and a half LIM domains 1 FHL1
W5PFR8 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 FBP1
W5P1X9 Fructose-bisphosphate aldolase ALDOA
C51wV1 Fumarate hydratase FH
wortes | Copeeipon
W5Q0A8 Glucosamine-6-phosphate isomerase GNPDA2
W5NUG3 Glucosamine-6-phosphate isomerase GNPDA1
W5P323 Glucose-6-phosphate isomerase GPI
W5QBP6 Glutamine synthetase GLUL
C8BKD8 Glutaminyl-peptide cyclotransferase QPCT
W5Q8B1 Glutathione peroxidase N/A
HI9TNO93 Glutathione peroxidase GPx5
W5QDF4 Glutathione S-transferase GSTM3
Qusss | Chemiandedaonia | Gapon
wovos | TP Mo |
162085 | ;ipha actvatng activty poypeptiae © | CNACT
AAE2ET Guanine ;ﬁ:%ﬁﬁ)ﬁzgglgg protein Gi2
JI9QGI9 Heat shock 70kDa protein 1A hspAlA
M4NBE4 Heat shock 70kDa protein 5 HSPAS5
162QY0 Heat shock cognate 71 kDa protein HSPA8
JTF274 Heat shock protein 70kDa protein 6 hspa6
ABDR93 Heat shock protein alpha HSPCA
W5P659 Hexokinase HK1
W5QFM1 Histone H2A LOC101106292
W5QFQ8 Histone H2B HIST1H2BE
W5QGB5 Histone H4 LOC105603795
ROYOL2 Hormone-sensitive lipase HSL
DOF094 Hormone-sensitive lipase LIPE
I3BWAE6 HSP27 protein HSP27
W5NSU1 Hyaluronidase LOC101107188
Q8SQG7 Hyaluronidase-2 HYAL2
Hydroxy acyl-coenzyme A
dehydrogenase/3-ketoacyl-coenzyme
B6UV59 A thiolase/enoyl-coenzyme A HADHA
hydratase (Trifunctional protein) alpha
subunit
E6M3U6G Insulin-like %rr%\f[\;tir:]fgctor binding IGEBP-5
W5PJ62 Integrin beta ITGB4
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W5PR04 Isocitrate dehydrogenase [NADP] IDH2
Isocitrate
W5P958 dehydrogenase[NAD]subunit, IDH3G
mitochondrial
Isocitrate
W5P8N9 dehydrogenase[NAD]subunit, IDH3B
mitochondrial
Isocitrate
W5NR14 dehydrogenase[NAD]subunit, IDH3A
mitochondrial
W5QCD6 Isocitrate dehydrogenase[NADP] IDH1
B3VSB9 ITM2B ITM2B
W5NZX4 Katanin p60 ATPasp-contammg KATNAL?2
subunit A-like 2
B6ZCR1 Lactoferrin Itf
W5PRR5 Leukotriene A(4) hydrolase LTA4H - -
AOA059U2L1 Lipocalin N/A
AOAQ059U1E3 Lipocalin 8 LCN8
W5PIF6 L-lactate dehydrogenase LDHC
W5PING L-lactate dehydrogenase LDHA -
W5NXL6 L-lactatedehydrogenaseOS=0visaries LDHALG6B
Q1227U7 Macrophage rplgratlon inhibitory MIE
actor
ATUACS Major prion protein prp
W5QFQO0 Malate dehydrogenase MDH1
C8CC56 Malic enzyme ME1
W5NY53 Mannose-6-phosphate isomerase MPI
QIXSQ8 MAP28 protein map28 | |
C8BKE4 Matrix metallopeptidase 2 MMP2
C8BKC3 Metallopeptidase inhibitor 2 TIMP2
A4ZV X2 MHC class | antigen ovar -
Q30820 MHC class | antigen N/A
G5CC03 Milk fat globule EGF factor 8 protein MFG
QOPD85 Monocarboxylate transporter 1 SLC16A1
W5PRP1 Na(+)/H(+)exchangeregulatorycofactor NHE-RF
B2LSM7 N-acetylgalactosaminidase alpha N/A
W5Q4D9 NAD(_P)(+)--arg|n|ne ADP- ART3
ribosyltransferase
W5P816 NAD(P)H-hydrate epimerase NAXE
W5QCI3 NADH-cytochrome b5 reductase CYB5R3
W5Q9L2 NADH-cytochrome b5 reductase CYB5R1
WS5PAIS Nicotinamide-nucleotide NMNAT3
adenylyltransferase
Q30B76 Niemann-Pickdisease type C2 N/A
W5Q595 NIF3-likeprotein 1 NIF3L1
W5NYH2 Nucleoside diphosphate kinase N/A
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AlYZ35 Osteoglycin OGN
W5PD71 Pentaxin CRP
W5QHU9 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase PPIB
W5QB61 Peptidylprolyl isomerase N/A
W5Q3X2 Peptidylprolyl isomerase N/A
MA4T8F1 Peroxiredoxin 6 Prdx6
LOCSP6 Peroxiredoxin-5 PRDX5
B7TJ13 Phosphoglycerate kinase PGK1
W5PG09 Phosphoglycerate kinase PGK2
W5PVY5 Phosphoglycerate mutase PGAM2
W5PT19 Phospholipid-transporting ATPase ATP8B3
W5PTI5 Phospholipid-transporting ATPase LOC101115135
W5PKM1 Phospholipid-transporting ATPase ATP11C
E3VXDO0 Plasma membrane calcium ATPase ATP2B
P81286 Plasminogen P.G |
WoPJ21 acetylga:zc():lt)c/g:[r;t;gfll[c\:ansferase GALNTIO
WS5NTE9 Presenilin PSEN2
QI9XSMO Prostaglandin-H2D-isomerase PTGDS
W5PVU5 Proteasome subunit alpha type PSMB7
W5QE19 Proteasome subunit alpha type PSMB2
W5P500 Proteasome subunit alpha type PSMB1
W5NS93 Proteasome subunit alpha type PSMA4
K4P231 Proteasome subunit alpha type PSMAZ2
W5PJC2 Proteasome subunit alpha type PSMB3
W5QIL2 Proteasome subunit alpha type PSMB4
W5P9U4 Proteasome subunit alpha type PSMA1
W5QDM2 Proteasome subunit alpha type PSMB5
W5QIY3 Proteasome subunit alpha type PSMA3
W5PC09 Proteasome subunit alpha type PSMAG6
W5QD30 Proteasome subunit alpha type PSM5 -
W5PBO07 Proteasome subunit alpha type PSMAS8
W5QC35 Protein disulfide-isomerase PDIA4 -
W5PMM7 Protein disulfide-isomerase PDIA3
W5Q9H?2 Protein disulfide-isomerase P4HB
WH5PIE3 Protein phosphatase methylesterase 1 PPME1
W5NRC1 Protein S100 S100A16
wonvzz | PSSR0 | eoum
WEPLAS Proto oncoge?eecte)gtc;srlr:efrotem kinase RET -
Q7M2L1 Pyridoxal kinase N/A
W5QC41 Pyruvate kinase PKM
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W5P3ES8 Rab GDP dissociation inhibitor GDI1
A9LM10 RAB1A N/A
I1VE57 Ras-like protein family member A RHOA
ITW1N4 Ras-related protein Rab-11B RAB11B
ITWINO Ras-related proteinRab-2A RAB2A
ABISVE Ras-relatedC3 botulinum toxin RACI
substrate 1
G1DGY%4 Receptor expression-enhancing protein REEP3
W5PWC5 Receptor protein-tyrosine kinase EGFR
W5PLO06 Regulator of te_lomere elongation RTEL1
helicase 1
P67927 Ribonuclease pancreatic RNASE1
W5P1T4 Serine/threonine-protein phosphatase PPP4C
W5PWNG6 Serine/threonine-protein phosphatase CDKL3
W5PWZ7 Serine/threonine-protein phosphatase PPEF1
W5PKT3 Serine/threonine-protein phosphatase PPP3CC
W5Q7U7 Serine/threonine-protein phosphatase PPP1CC
W5PG83 Serlne/threonme-pr_otem phosphatase PTPA
2A activator
G1DGI1 Serpine 2 protein SERPINE2
Sodium/potassium-transporting
W5QG59 ATPase subunit alpha ATPIAL
Sodium/potassium-transporting
WSPEY3 ATPase subunit alpha ATPLA4
Sodium/potassium-transporting
W5P945 ATPase subunit beta ATP1B3
P47843 Solute carrier family 2, facilitated SLC2A3
glucose transporter member 3
QB8WMN1 Solute carrier family 2, facilitated SLC2A5
glucose transporter member 5
VII0K9 Solute carrier family 5 member 1 SLC5A1
P07846 Sorbitol dehydrogenase SORD
W5QITO Sorbitol dehydrogenase SORD
C6ZEAS8 Sperm-egg fusionl Izumo 1
AEIVO4 Stabilin-1 |_nteract|r_1gch|t|nase- N/A
likeprotein
W5PLK2 Stathmin STMN3
Succinate dehydrogenase [ubiquinone]

W5Q216 flavoprotein subunit, mitochondrial SDHA
W5PEA4 Succmate—-_CoA Ilgas_e [ADP-f_ormmg] SUCLA?
subunit beta, mitochondrial
W5PL67 Succinate--CoA ligase [GDP-forming] SUCLG?
subunit beta, mitochondrial
W5PGM1 Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A OXCT1
transferase

W5QFX2 Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A N/A
transferase
W5Q9K1 Sulfhydryl oxidase QSOX1
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W5P340 Superoxide dismutase SOD2
Q5FB29 Superoxide dismutase [Cu-Zn] SOD1
W5PQ18 Synaptogyrin SYNGR4
W5QH64 Synaptosomal-associated protein SNAP23
W5P765 T-complex protein 1 subunit gamma CCT3
W5P375 T-complex proteinl subunit alpha TCP1
W5PHP4 T-complex proteinl subunit delta LOC105608622
W5PSZ6 Testis anion transporter 1 SLC26A8
W5NUN7 Tetraspanin CD82
W5PYR6 Tetraspanin TSPANS
W5NYZ6 Tetraspanin CD81
B2LU28 TPM1 N/A
HI9TKZ8 Transaldolase TALDO
W5Q743 Transporter LOC101119236

P12303 Transthyretin TTR
W5Q6H9 Triacylglycerol lipase PNLIPRP2
W5P5W9 Triosephosphate isomerase TPIL
W5P669 Tubulin beta chain TUBB4A
WH5PIL6 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase UCHL5
W5Q922 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase | LOC101105383
W5P223 Ubiquitin thioesterase OTuUB1
Q6Q292 Ubg-S27a protein N/A
M4WXC2 Vanin 2 VNN2
A2P2G9 VH region VH
Q3LRQ1 Vitronectin N/A

ANEXO C - PROTEINAS COM IDENTIDADE CARACTERIZADAS SEM (P1 E P2) E COM
AFINIDADE A GELATINA (P3) DO PLASMA SEMINAL DE OVINOS. CAIXAS PRETAS
INDICAM A PRESENCA DA PROTEINA NO PICO E AS BRANCAS, AUSENCIA.

Cadigo

de a:}c;sso Nome da proteina Gene secretor
Uniprot

W5P303 14-3-3 protein beta/alpha YWHAB
W5QBD7 14-3-3 protein zeta/delta YWHAZ
W5NRT6 Acetyl-CoA carboxylase 1 ACACA
W5P9I9 | Acetyl-coenzyme A synthetase ACSS1
woaans | Acmevrse | pcor

P1 P2 P3



W5QFL6 Acrosin ACR
W5PHX1 Adenosylhomocysteinase AHCY -
wsqry | A e
W5PGC5 Aldose 1-epimerase GALM

W5PFB9 Alkaline phosphatase ALPL
W5QHZ1 Alkaline phosphatase LOC101109677
W5PM86 Alpha-mannosidase N/A
W5PMZ6 Alpha-mannosidase LOC101117846
W5QC34 Alpha-mannosidase MAN2A1

W5PLN7 Alpha-mannosidase N/A -
W5PS45 | Alpha-mannosidase (Fragment) MAN2B1 -
W5Q0C6 Amyloid beta A4 protein APP

W5PCN2 Annexin ANXA7 |
W5PZM9 Annexin ANXA5 ]
W5PSZ5 Annexin ANXA1

W5QBJ0 Annexin ANXA3

W5P1Q0 AP complex subunit beta AP1B1

W5P8QO0 AP complex subunit beta AP2B1

W5PS88 Aspartate aminotransferase GOT1

WS5PEP7 ATP synthase subunit beta ATP5B
W5QDD4 pﬁ(]—szh(i)effsgtdoelgzgse PFKM
W5Q1MO0 Beta-galactosidase GLB1

W5P3C6 Beta-hexosaminidase HEXB

W5QC89 Beta-hexosaminidase HEXA

W5Q292 | Calcium-transporting ATPase ATP2B1

W5PTU7 Carbonic anhydrase 2 CA2

W5QB42 Carboxylic ester hydrolase CES5A
W5PAM4 Carboxypeptidase CTSA ]
W5QB36 Catalase CAT

W5Q0Z2 Cathepsin B CTSB
W5QGU9 Cation-transporting ATPase ATP13A4

W5PADA4 Chloride anion exchanger SLC26A3

W5P8X9 Chloride ingﬁggilr?lar channel cLICA

W5P610 Chloride mgsg&lilﬁlar channel cLICL

W5PI138 Citrate synthase CS

W5PZI1 Clusterin LOC101113728

W5Q9U3 C-type natriuretic peptide CNP

W5PD15 Elongation factor 1-alpha LOC101120236
W5QHX1 Eukaryotic translation initiation EIE5A2

factor 5A
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Eukaryotic translation initiation

W5PRH3 EIF6
factor 6
W5PAS9 Ferritin LOC101117015
W5Q5H8 Fibrinogen alpha chain FGA
W5PFR8 Fructose-1,6-bisphosphatase FBP1
W5P1X9 | Fructose-bisphosphate aldolase ALDOA
W5PHBS Gala}ctose-l-phosphate GALT
uridylyltransferase
W5Q0A8 Glucosamlne-G-phosphate GNPDA2
isomerase
W5P323 | Glucose-6-phosphate isomerase GPI
W5P1A5 Glucosylceramidase GBA
W5QBP6 Glutamine synthetase GLUL
W5Q8B1 Glutathione peroxidase GPX6
W5Q824 Glutathione S-transferase GSTA1l
GTP:AMP phosphotransferase
WoPVD4 AK3, mitochondrial AK3
W5PP04 Guanlng nucleot_lde-bmdmg GNG12
protein subunit gamma
W5P659 Hexokinase HK1
W5PUUS Histone H2A HIST2H2AC
W5QGB5 Histone H4 LOC105603795
Isocitrate dehydrogenase
W5QCD6 [NADP] IDH1
Katanin p60 ATPase-
WSNZX3 containing subunit A-like 2 KATNAL2 -
W5Q0T3 Lactoylglutathione lyase GLO1
W5PRR5 Leukotriene A(4) hydrolase LTA4H
W5QGD1 L-lactate dehydrogenase LDHB
W5PIF6 L-lactate dehydrogenase LDHC
W5PING L-lactate dehydrogenase LDHA
W5QFQO0 Malate dehydrogenase MDH1
W5PC82 Malic enzyme ME1 -
Na(+)/H(+) exchange
WSPRPL regulatory cofactor NHE-RF SLCIA3RL
N-acetylglucosamine-6-
W5QBT71 phosphate deacetylase AMDHD?2
W5Q4D9 NAD(_P)(+)--arg|n|ne ADP- ART3
ribosyltransferase
W5Q595 NIF3-like protein 1 NIF3L1
W5Q4H9 | Nucleoside diphosphate kinase NME3
W5PD71 Pentaxin CRP ]
W50B61 Peptldy_l-prolyl cis-trans FKBP1A
isomerase
W5Q3X2 Peptldy_l-prolyl cis-trans N/A
isomerase
W5QHU9 Peptidyl-prolyl cis-trans PPIB

isomerase
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W5PG09 Phosphoglycerate kinase PGK2
W5QBV3 Phosphoglycerate kinase PGK1
Phosphoinositide
W5Q2D6 phospholipase C PLCLI
Phosphoinositide
W5QH40 phospholipase C PLCZL
W5PTI5 Phospholipid-transporting LOC101115135
ATPase
W5PT19 Phospholipid-transporting ATPSB3
ATPase
W5PKM1 Phospholipid-transporting ATP11C
ATPase
W5PS11 Phosphoserine PSAT1
aminotransferase
W5PJ21 Polypeptide N- GALNTL0
acetylgalactosaminyltransferase
WS5PDL7 Polypeptide N- GALNTS
acetylgalactosaminyltransferase
W5PNL17 Polypeptide N- GALNT12
acetylgalactosaminyltransferase
W5Q7C7 | Proteasome subunit alpha type PSMA2
W5P9U4 | Proteasome subunit alpha type PSMA1
W5PBO07 | Proteasome subunit alpha type PSMA8
W5PCQ9 | Proteasome subunit alpha type PSMAG
W5QIY3 | Proteasome subunit alpha type PSMA3
W5QD30 | Proteasome subunit alpha type PSMA5
W5QDM2 | Proteasome subunit beta type PSMB5
W5QE1L9 Proteasome subunit beta type PSMB2
W5P500 Proteasome subunit beta type PSMB1
W5PJC2 Proteasome subunit beta type PSMB3
W5PVU5 Proteasome subunit beta type PSMB7
W5QIL2 Proteasome subunit beta type PSMB4
Protein arginine N-
W5QDNG methyltransferase 5 PRMTS
W5Q9H?2 Protein disulfide-isomerase P4AHB
W5PMM7 Protein disulfide-isomerase PDIA3
W5QC35 Protein disulfide-isomerase PDIA4
W5QIV1 Protein S100 S100A11
W5PX03 Protein XRP2 RP2
W5PVQ2 Protein-tyrosine-phosphatase PTPRK
W5QC41 Pyruvate kinase PKM
W5PR6S Receptor express[on-enhancmg REEP6
protein
W5PKE6 | S-adenosylmethionine synthase MAT1A
W5QH42 | S-adenosylmethionine synthase MAT2A
W5P1T4 Serine/threonine-protein PPPAC

phosphatase
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Serine/threonine-protein

W5PWZ7 PPEF1
phosphatase
W5PKT3 Serine/threonine-protein PPP3CC
phosphatase
W5Q7U7 Serine/threonine-protein N/A
phosphatase
Serine/threonine-protein
W5PGE3 phosphatase 2A activator PPPZR4
Sodium/potassium-transporting
WSPEY3 ATPase subunit alpha ATPLA4
Sodium/potassium-transporting
W5P945 ATPase subunit beta ATP1B3
W5QG01 Solute carrier organic anion SLCOLA?
transporter family member
W5QITO Sorbitol dehydrogenase SORD
W5PLM3 Sperm surface protein Sp17 SPAl7
W5PLK2 Stathmin STMN3
W5QFN4 Succinyl-CoA:3-ketoacid- LOC101120376
coenzyme A transferase
W5Q9K1 Sulfhydryl oxidase QSOX1
W5P340 Superoxide dismutase SOD2 -
W5PQ18 Synaptogyrin SYNGR4
W5QH64 Synaptosomaljassocmted SNAP23
protein
W5P375 T-complex protein 1 subunit TCP1
alpha
W5QFZ3 T-complex %re(i:Zm 1 subunit CCT4
W5P765 T-complex protein 1 subunit CCT3
gamma
W5PFL8 Tetraspanin CD9
W5PYRG6 Tetraspanin TSPANS
W5P7X3 Transaldolase TALDOL | |
W5Q743 Transporter LOC101119236
W5P5W9 Triosephosphate isomerase TPI1 -
W5PZG6 Tyrosine-protein kinase LYN
W5PGD2 Tyrosine-protein kinase ROS1
receptor
W5Q922 Ubiquitin carboxyl-terminal LOC101105383
hydrolase
W5P621 Ubiquitin carboxyl-terminal USP7
hydrolase
WSPIL6 Ubiquitin carboxyl-terminal UCHLS
hydrolase
W5NZZ3 V-type proton ?TPase subunit ATPEVIE
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ANEXO D - PROTEINAS COM IDENTIDADE CARACTERIZADAS SEM (P1 E P2) E COM
AFINIDADE A GELATINA (P3) DO PLASMA SEMINAL DE COELHOS. CAIXAS PRETAS

INDICAM A PRESENCA DA PROTEINA NO PICO E AS BRANCAS, AUSENCIA.

Cadigo de
acesso no Nome da proteina Gene secretor
Uniprot
P83468 14 kDE Eg‘:;ﬁ:g;'es“d'”e PHPT1
G1SZD6 14-3-3 protein theta YWHAQ
G1U723 hyd?giggiggi%eéaefsgigg:nase PGERS
G1U1X6 5-nucleotidase NT5C3A
G1T720 dehyd?ogzgzgg,ogég;?;gglating PGD
P50757 72 kDa type 1V collagenase MMP2
P48038 Acrosin ACR
P68135 Actin, alpha skeletal muscle ACTAl
P29751 Actin, cytoplasmic 1 ACTB
G1SMY7 Acylamlr;?];;rl'r:jereleasmg APEH
Q8WN94 Acyl-CoA-binding protein DBI
G1SYS6 Acylphosphatase ACYP1
P00820 Acylphosphatase-2 ACYP2
G1SVHO Adenosylhomocysteinase AHCY
G1T432 Adenylyl cgrcc:?;% associated CAP1
019053 Alcohol dehydrogenase class-3 ADH5
P80456 Aldehyde oxidase 1 AOX1
G1T610 Aldehyde oxidase 1 AOX1
G1SQs1 Aldose 1-epimerase GALM
P15122 Aldose reductase AKR1B1
G1SLU6 Alkaline phosphatase ALPL
U3KMU3 | Alpha-1,4 glucan phosphorylase PYGM
G1SIB9 | Alpha-1,4 glucan phosphorylase PYGB
pP25227 Alpha-1-acid glycoprotein ORM1
Q28665 Alpha-1-antiproteinase E LOC100008986
P23035 Alpha-1-antiproteinase F N/A
G1SYM4 Alpha-1B-glycoprotein Al1BG
U3KMR2 Alpha-2-HS-glycoprotein AHSG
Q45GR2 Alpha-2-plasmin inhibitor SERPINF2
G1SUF9 Alpha-mannosidase N/A




G1SJIN5 Alpha-mannosidase MAN2A1
G1T8S8 Alpha-mannosidase LOC100346772
G1T590 Amino acid transporter SLC1A6
P15541 Aminopeptidase N ANPEP
Q95JD3 Ammonium transporter Rh type RHCG
G1TYT4 | Angiotensin-converting enzyme ACE
G1T3I9 Annexin ANXA7
G1SNTS8 Annexin ANXAG
G1TISS Annexin ANXA1
G1TEMY Annexin ANXA3
G1TA83 Annexin ANXA4
G1SL62 Annexin ANXA2
G1TED6 Annexin ANXAS5
P51662 Annexin Al ANXA1
P33477 Annexin A1l ANXA11
G1SL02 AP complex subunit beta AP2B1
P09809 Apolipoprotein A-I APOA1
B7NZMO Apolipoprotein A-1V APOA4
G1TVUO Aquaporin-2 AQP2
G1T332 Aspartate aminotransferase GOT1
G1T4Z2 ATP-citrate synthase ACLY
GLTOHS | |hocphouctokinase PR
Q28740 Basigin BSG
P01885 Beta-2-microglobulin B2M
P25704 Beta-enolase ENO3
G1SL41 Beta-glucuronidase GUSB
G1SWRO0 Beta-hexosaminidase HEXA
G1SK48 Bleomycin hydrolase BLMH
P62160 Calmodulin CALM
P06813 Calpain small subunit 1 CAPNS1
G1SJ23 Calpain-1 catalytic subunit CAPN1
P15253 Calreticulin CALR
Q6XLQ7 Calumenin CALU
P00919 Carbonic anhydrase 2 CA2
G1SRL5 Carboxylic ester hydrolase LOC100009551
G1SRMO Carboxylic ester hydrolase CES5A
G1SDz0 Carboxypeptidase CTSA
G1T6W7 Catalase CAT
Q59172 Catenin alpha-1 CTNNA1
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G1TA99 Cation-transporting ATPase ATP13A4
Chaperonin-containing T-
B6V9S9 complex polypeptide beta CCT2
subunit
G1TPL4 Chloride anion exchanger SLC26A3
G1S177 Chloride mtracel_lular channel cLICA
protein
Q95MF9 Chloride mtracgllular channel cLICL
protein 1
QIN2G5 Chloride mtrace_llular channel CLIC6
protein 6
Q9XSC5 Clusterin CLU
G1T714 Coatomer subunit alpha COPA
G1T4A5 Collagen alpha-1(1) chain COL1A1
G1STJ4 Complement C3 alpha chain C3
P48747 Complement component C9 C9
P00567 Creatine kinase B-type CKB
P00563 Creatine kinase M-type CKM
097862 Cystatin-C CST3
G1U6B2 Delta-aminolevulinic acid ALAD
dehydratase
G1T5D5 Dipeptidase DPEP2
Disintegrin and
Q28660 metalloproteinase domain- ADAM2
containing protein 2
P63169 Dynein light cham 1, DYNLL1
cytoplasmic
Q28685 Dystroglycan DAG1
P68105 Elongation factor 1-alpha 1 EEF1A1
Q71Vv39 Elongation factor 1-alpha 2 EEF1A2
P34826 Elongation factor 1-beta EEF1B
P53787 Elongation factor 1-delta EEF1D
P29694 Elongation factor 1-gamma EEF1G
018750 Endoplasmin HSP90B1
P29562 Eukaryotic initiation factor 4A-I EIF4AL
P41110 Eukaryotic translation initiation EIF4G1
factor 4 gamma 1
G1TC37 Eukaryotic translation initiation EIF5A2
factor 5A
Extracellular superoxide
P41975 dismutase [Cu-Zn] SOD3 -
G1SKI1 Ezrin EZR
Q09YN4 F-actin-capping protein subunit CAPZA?
alpha-2
G1TRG9 Fatty acid synthase FASN
G1TKN1 Ferritin LOC100358983
G1T6Q8 Ferritin FTH1

120



G1THL2 Ferritin FTL
G1TWAT Fibrinogen alpha chain FGA
G1TOWS8 Fibrinogen beta chain FGB
G1U9R6 Fibronectin FN1
G1SE61 Filamin-B FLNB
P00637 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 FBP1
QIN0J6 Fructose—_l,6-b|sphosphatase EBP?
isozyme 2
G1T652 Fructose-bisphosphate aldolase ALDOC
P00883 Fructose-blsph'ci\sphate aldolase ALDOA
P79226 Fructose—blsph%sphate aldolase ALDOB
G1TPZ1 Galectin LGALS1
P56201 GDI_—|/6PG_L endopla_smlc H6PD
bifunctional protein
B7NZQ6 GDP dissociation inhibitor 1 GDI1
GITCO4 GIucosa_mme—B—phosphate GNPDAL
isomerase
Q9N1E2 | Glucose-6-phosphate isomerase GPI
G1TAC4 Glutaredoxin-1 GLRX
G1TCG8 Glutathione peroxidase GPX5
G1T2A7 Glutathione S-transferase LOC100354186
Q08863 | Glutathione S-transferase alpha | N/A
P46409 Glutathione S-transferase Mu 1 N/A
Q08862 Glutathione S-transferase Yc N/A
G1SH63 Glutathione synthetase GSS
G1TUDO Glyceraldehyde-3-phosphate GAPDHS
dehydrogenase
G1TYG1 Glyceraldehyde-3-phosphate GAPDH
dehydrogenase
G1TUD2 Guanlng nucleo'glde-blndlng GNG12
protein subunit gamma
P19007 Haptoglobin HP
P30946 Heat shock protein HSP 90- HSPI0AAL
alpha
G1T8Q6 | Heat shock protein HSP 90-beta HSP90AB1
P01948 Hemoglobin subunit alpha-1/2 N/A
P02057 Hemoglobin subunit beta-1/2 HBB1
G1TVS4 Hemopexin HPX
019049 Heterogeneous nt_JcIear HNRNPK
ribonucleoprotein K
G1SRI8 Hexokinase HK1
G1U754 Histidine-rich glycoprotein HRG
G1U155 Histone H2B HIST1H2BH
G1TNG68 Histone H4 HIST1HA4F
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G1T1B3 Hyaluronidase SPAM1
G1TFC9 Hydroxypyruvate isomerase HYI
ATXBX3 phosthOB;Fth?g(gztt?;zes}ferase HPRT
P01879 Ig alpha chain C region N/A
P01870 Ig gamma chain C region N/A
P01687 Ig kappa chain V region N/A
P01685 Ig kappa chain V region 4135 N/A
P01697 Ig kappa chain V region AH80-5 N/A
P01840 Ig kappa-b4 chain C region N/A
G1TKP3 Ig lambda chain C region N/A
P23108 Immunoglobulin J chain JCHAIN
G1S120 Isocnrat([e I\(Ij'irgg]rogenase IDH1
615543 Katanin p60 ATPas_e—containing KATNAL?2
subunit A-like 2
G1U854 Kinesin-like protein KIF3A
G1T545 Lactoylglutathione lyase BTBD9
P14755 Lambda-crystallin CRYL1
G1SP54 Leukotriene A(4) hydrolase LTA4H
G1TIS1 L-lactate dehydrogenase LDHC
G1TYA7 L-lactate dehydrogenase LDHB
P13491 L-lactate dehydrogenase A chain LDHA
G1TEBY Lysozyme D1 LOC100356058
G1SQG5 Malate dehydrogenase MDH1
G1T013 Malic enzyme ME1
G1SUK4 | Mannose-6-phosphate isomerase MPI
P20614 Metalloproteinase inhibitor 1 TIMP1
Q9TRZ7 Metalloproteinase inhibitor 2 TIMP2 -
BINZSO | ittrentiation marker MYADM
Q2se1o | VA lc_|o(1:; )Cfg(rcm‘g‘féigl“'atory SLCYA3RI
cisiks | antterase ART3
G1lU634 Neprilysin MME
P08049 Neprilysin MME
G1SZS0 NIF3-like protein 1 NIF3L1
G1USIS Nuclear au:)(;zrtl;gemc sperm NASP -
G1U9T4 Nucleoside diphosphate kinase NME2
G1U7U3 Nucleoside diphosphate kinase NME1
COHJAG Odorant-binding protein 2 N/A
COHJA9 Odorant-binding protein 3 N/A
P31097 Osteopontin SPP1
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G1TEJ7 Oxysterol-binding protein 0OSBP2
G1sva7 Oxysterol-binding protein OSBPL1A
G1Svz2 P2X purinoceptor P2RX7
G1SFG2 Palmitoyltransferase ZDHHC20
Q02157 Pancreatic triacylglycerol lipase PNLIP
G1TXIO Peptldy_l-prolyl cis-trans FKBP11
isomerase
Q9TTC6 Peptld_yl-prolyl cis-trans PPIA
isomerase A
Peptidyl-prolyl cis-trans
P62943 isomerase FKBP1A FKBP1A
Peptidyl-prolyl cis-trans
p27124 isomerase FKBP4 FKBP4
QBMK67 Phosphatl_dylethanplamlne- PEBP1
binding protein 1
P48738 Phosphat_ldylmos[tol transfer PITPNA
protein alpha isoform
P00949 Phosphoglucomutase-1 PGM1
G1T7Z6 Phosphoglycerate kinase LOC100348124
G1SNJ9 Phosphoglycerate kinase PGK2
G1S7X7 Phosphomosmdce phospholipase PLCRA4
Q05017 Phospholipase B1, membrane- PLB1
associated
Phospholipid-transporting
G1TQWS3 ATPase ATP11A
P10658 Phosphoserine aminotransferase PSAT1
Platelet-activating factor
GLT8R1 acetylhydrolase IB subunit alpha RAPIGAP2
019048 Poly(rC)-binding protein 1 PCBP1
G1TUR3 Polyadenylate-binding protein LOC100340865
P01832 Polymeric immunoglobulin PIGR
receptor
G1TOK4 Polypeptide N- GALNT?
acetylgalactosaminyltransferase
G1SWQ5 Polypeptide N- GALNTS
acetylgalactosaminyltransferase
Potassium voltage-gated channel
GISLX4 subfamily KQT member 1 KCNQL
G1T7MO0 Presenilin PSEN1
G1T670 Proteasome subunit alpha type SORT1
G1T9V4 Proteasome subunit alpha type PSMAG6
G1T519 Proteasome subunit alpha type PSMA4
G1sSwWI7 Proteasome subunit alpha type PSMAS8
G1T2L1 Proteasome subunit alpha type PSMA2
G1SGW4 Proteasome subunit beta type PSMB9
G1su71 Proteasome subunit beta type PSMB1
G1SWKS8 Proteasome subunit beta type PSMB7
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G1T4X8 Proteasome subunit beta type PSMB2
G1T918 Proteasome subunit beta type PSMB4
G1T4Q9 Proteasome subunit beta type PSMB5
G1SHV9 Proteasome subunit beta type PSMB3
G1T235 Proteasome subunit beta type PSMB6
P21195 Protein disulfide-isomerase PAHB
G1SFV1 Protein disulfide-isomerase PDIA4
G1SEV2 Protein disulfide-isomerase PDIA3
G1SY23 Protein kinase C PRKCQ
P30801 Protein S100-A6 S100A6
G1SJz2 Protein tweety homolog TTYH3
isory | PUenLesseneO- | pou
G1SJ43 Protein-tyrosine-phosphatase PTPN23
Q95MN6 Proteolipid protein 2 PLP2
P11974 Pyruvate kinase PKM PKM
G1SNH7 Quinoidrgtijk:}(/:cti;ggteridine QDPR
P62493 Ras-related protein Rab-11A RAB11A
P46629 Ras-related protein Rab-25 RAB25
Q01971 Ras-related protein Rab-2A RAB2A
G1SFU0 Ras-related protein Rab-7a RAB7A
Q8MI17 Retinal dehydrogenase 1 ALDH1A1
G1TCS3 | Ribulose-phosphate 3-epimerase RPE -
G1T005 Serine{/)tﬁ(;ggg;r:;grotein PPEF1
G1SWW8 Serineét}?;:grr:;rt]aes-grotein PPP1CC
G1TMDS Serineét:;ggg;r:aes-srotein PPPEC -
G1SX32 Serineét:;ggg;r:aes-srotein PPPEC
Q| S ey | Peeans
P19134 Serotransferrin TF
G1U9S2 Serum albumin ALB
G1SHUO0 Sex hormone-binding globulin SHBG
P15196 Sex hormone-binding globulin SHBG
G1TM59 | Small ubiquitin-related modifier SUMO4
G1TSW1 | Small ubiquitin-related modifier SUMO1
P11170 Sodium/glucose cotransporter 1 SLC5A1
Qonozs | SpmpATIES | ateia
G1SD34 Sodium/potassium-transporting ATP1B3
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ATPase subunit beta

Sodium-dependent multivitamin

QIXT77 SLC5A6
transporter
Solute carrier family 2,
G1TI27 facilitated glucose transporter SLC2A3
member 3
G1TCQO Solute carrier organic anion SLCOACL
transporter family member
Q95209 Sortilin-related receptor SORL1
G1SR41 Stathmin STMN1
G1T6Al Sulfate transporter SLC26A2
G1SNDO Sulfhydryl oxidase QSOX1
P09212 Superoxide dismutase [Cu-Zn] SOD1
41982 Superox@e dlsmut_ase [Mn], SOD2
mitochondrial
G1TOES5 | Synaptosomal-associated protein SNAP23
G1U9ST T-complex protein 1 subunit TCP1
alpha
G1U9TS T-complex protein 1 subunit CCTa
delta
G1SCNS T-complex protein 1 subunit CCT3
gamma
077622 | T-complex protein 1 subunit zeta CCT6
G1SKR3 Tetraspanin TEAD4
G1U4L0 Tetraspanin TSPAN16
G1SE84 Tetraspanin CD82
G1TPC8 Tetraspanin CD63
G1SYM3 Tetraspanin CD9
P08628 Thioredoxin TXN
P34032 Thymosin beta-4 TMSB4
G1TKE3 Transgelin TAGLN2
G1TAH7 Transketolase TKT
P43348 Translatlonally—co_ntrolIed tumor TPT1
protein
Q28735 Transmemk_;rgne emp2_4 domain- TMED10
containing protein 10
P07489 Transthyretin TTR
P00939 Triosephosphate isomerase TPI1
Q95212 Tumor protein D52 TPD52
Tyrosine 3-
B7NZMS monooxygenase/tryptpphgn 5- YWHAH
monooxygenase activation
protein, eta polypeptid
G1SIY6 Tyrosine-protein kinase LYN
G1SPV2 Tyrosine-protein kinase YES1
P62975 Ubiquitin N/A
GISRQ2 Ubiquitin carboxyl-terminal UCHL3

hydrolase

o
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G1SMJ5 Ubiquitin-fold modifier 1 UFM1
st | e oo | vem
G1T398 UMP-CMP kinase CMPK1
P02779 Uteroglobin SCGB1A1
P53789 Vitamin D-binding protein GC
P98118 Vitamin K-dependent protein S PROS1
G1U3Q0 | V-type proton ATPase subunit a ATP6VOAL
G1SPA2 Zonadhesin ZAN
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ANEXO E - PROTEINAS COM IDENTIDADE CARACTERIZADAS SEM (P1 E P2) E COM
AFINIDADE A GELATINA (P3) DO PLASMA SEMINAL DE EQUINOS. CAIXAS PRETAS

INDICAM A PRESENCA DA PROTEINA NO PICO E AS BRANCAS, AUSENCIA.

Cadigo
de e:]coesso Nome da proteina Gene secretor
Uniprot
F7DaL7 dehyd?oSZﬁ:gg,ogelggfbn;tg/lating PGD
F6YG82 | 78 kDa glucose-regulated protein HSPA5
F7CZ92 Actin, alpha skeletal muscle ACTAl
P60708 Actin, cytoplasmic 1 ACTB
E7CBNO Alcohol def})i/iiig%gri?;sr? (NADP+)- AKRIAL
F6W787 Annexin ANXAGB
F6ZAK1 Annexin ANXA3
F7ALC9 Annexin ANXA7
F7CL15 Annexin ANXA5
F7DEO06 Annexin ANXA11
F6Z151 Annexin ANXA2
F6SOR7 ANXA4 Annexin
Q70wWu4 Aquaporin 5 aqp5s
F6XUJ2 ATP synthase subunit alpha ATP5A1
F6U187 ATP synthase subunit beta ATP5B
P80720 Carbohydraf:;/t\)/l&dmg protein N/A
F7C7A8 Carboxylic ester hydrolase CES5A
F7D854 Catalase CAT
F6ZHQ5 Chloride ing?(;:teelil:lar channel cLICL
Q29482 Clusterin CLU

P1

P2




019010 Cysteine-rich secretory protein 3 CRISP3
F6VCE9 Delta acT;Ln;Jf;[:!sIglc acid ALAD
F6UME7 Elongation factor 1-alpha LOC100050433
F7CN11 Fibronectin FN1
F6SX98 Fructose-bisphosphate aldolase ALDOA
F6ZE54 Glucose-6-phosphate isomerase GPI
F6YV40 G'ycerz'gﬁ;‘ggzgggggsr’hate LOC100054877
A2Q0Z1 | Heat shock cognate 71 kDa protein HSPAS
Q9GKX7 | Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AAL
F7BA85 Hexokinase HK1
F6W1T4 Histone H2A LOC100063021
F7E1X9 Histone H2B HIST1H2BD
F7C964 Histone H3 LOC100059700
F6VFV9 Histone H4 HIST1H4C
E6WIB1 Hsc70 mter;;:ct)ltr;ignprotem like ST13
Q6H321 Kallikrein-1E2 KLK1E2
077811 Lactotransferrin LTF
F6YU15 Latherin LATH
C6L1J5 L-lactate dehydrogenase LDHB
Q95182 Major allergen Equ c 1 N/A
Q8MIF7 Phosphoglycerate kinase 2 PGK2
FEYYP6 Prostaglandin-H2 D-isomerase PTGDS
F7ANR3 Proteasome subunit alpha type PSMA3
F6RM82 Protein S100 S100A9
F6T046 Protein S100 N/A
F6XLGO Purine nucleoside phosphorylase N/A
F7AWD?2 Ras-related p;)r:;otte;ir:]Rab-ZB-like RAB2B
F6SSK7 Ras-related ?)rrc())ttili:’]] Rap-1b-like RAP1B
F7CKH3 Retinal dehydrogenase 1 ALDH1Al
Q70GG6 Seminal plasma protein 1 sp-1
P27425 Serotransferrin TF
P35747 Serum albumin ALB
Q6SJP3 | Solute carrier family 16 member 1 SLC16A1
F6WQ44 Sulfhydryl oxidase QSOX1
F6RFAG Synaptogyrin SYNGR4
HI9HO043 Tetraspanin TSPANS
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F6WQJ4

Tetraspanin

CD9

F6TZS9

Triosephosphate isomerase

TPI1
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ANEXO F — PROTEINAS COM IDENTIDADE CARACTERIZADAS SEM (P1) E COM
AFINIDADE A GELATINA (P2) DO PLASMA SEMINAL DE SUINOS. CAIXAS PRETAS
INDICAM A PRESENCA DA PROTEINA NO PICO E AS BRANCAS, AUSENCIA.

P1 P2

Cédigo
de
acscs)so Nome da proteina Gene secretor
Uniprot
F1RS36 78 kDa glucose-regulated protein HSPAS
P08001 Acrosin ACR
Q29016 Acrosin-binding protein ACRBP
13LB86 Alkaline phosphatase ALPL
P29700 Alpha-2-HS-glycoprotein AHSG
F1SEY1 Alpha-mannosidase LOC100518647
F1SJB5 Annexin ANXA1
F275C1 Annexin ANXAS5
P19620 Annexin A2 ANXA2
Q07717 Beta-2-microglobulin B2M
F1S188 Beta-hexosaminidase HEXA
D0G6X8 Beta-hexosaminidase HEXB
002826 Beta-microseminoprotein MSMB
A5PF01 B-factor, properdin BF
K7GRG6 BPI fold-containing family A member 1 BPIFAL
P24020 Carbohydrate-binding protein AQN-3 AQN-3
P26776 Carbohydrate-binding protein AWN N/A
F1SC70 Carboxypeptidase CTSA
Al1E295 Cathepsin B CTSB
Q28944 Cathepsin L1 CTSL
Q29549 Clusterin CLU
P01025 Complement C3 C3
Q5XLD3 Creatine kinase M-type CKM
Q6QAQ1 ctin, cytoplasmic 1 ACTB
P18104 C-type natriuretic peptide NPPC
018994 Epididymal secretory glutathione peroxidase GPX5
097763 Epididymal secretory protein E1 NPC2
F1RX37 Fibrinogen beta chain FGB
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P20735 Gamma-glutamyltranspeptidase 1 GGT1
Q8SPS7 Haptoglobin HP
002705 Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1L
P50828 Hemopexin HPX
P01846 Ig lambda chain C region N/A
Q29545 Inhibitor of carbonic anhydrase ICA
I3LTC6 Inositol monophosphatase 1 IMPA1
F1SH92 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 ITIH4
P79263 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 ITIH4
P79385 Lactadherin MFGES
Q6YT39 Lactotransferrin LTF
P35495 Major seminal plasma glycoprotein PSP-I PSP-I
P35496 Major seminal plasma glycoprotein PSP-I1 PSP-11
CATP28 Phosphatidylethanolamine-binding protein 4 pebpd
Q6RI85 Phosphoglycerate kinase 2 PGK2
B5KJG2 Phosphoglycerate mutase 2 PGAM?2
046427 Pro-cathepsin H CTSH
P32195 Protegrin-2 NPG2
C3S7K5 Protein S100 S100A8
P80310 Protein S100-A12 S100A12
F1SU97 Saposin-B-Val PSAP
FIRUN2 Serum albumin ALB
Q4R0OH3 Spermadhesin AQN-1 AQN-1
P04178 Superoxide dismutase [Cu-Zn] SOD1
C0JPMA4 Tissue inhibitor of metalloproteases-2 TIMP-2
F1RHFO Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase UCHL3
P63053 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 UBA52

ANEXO G — PROTEINAS COM IDENTIDADE CARACTERIZADAS SEM (P1) E COM
AFINIDADE A HEPARINA (P2) DO PLASMA SEMINAL DE BOVINOS. CAIXAS PRETAS
INDICAM A PRESENCA DA PROTEINA NO PICO E AS BRANCAS, AUSENCIA.

Cédigo de

acesso no Nome da proteina Gene secretor
Uniprot
P61603 10 kDa heat shock. protein, HSPE1L

mitochondrial

G3N2D7 12 kDa protein IGLL1
FINO76 121 kDa protein
P68250 14-3-3 protein beta/alpha YWHAB




P62261 14-3-3 protein epsilon YWHAE
P68252 14-3-3 protein gamma YWHAG
QOVC36 14-3-3 protein sigma SFN
Q3SZI4 14-3-3 protein theta YWHAQ
P63103 14-3-3 protein zeta/delta YWHAZ
A8YXY3 15 kDa selenoprotein SEP15
1-phosphatidylinositol 4,5-
Q1RML2 bisphosphate phosphodiesterase PLCZ1
zeta-1
26S proteasome non-ATPase
QZKI42 regulatory subunit 11 PSMD11
G8IKVE 26S proteasome non-ATPase PSMD13
regulatory subunit 13
P56701 26S proteasome non-ATPase PSMD2
regulatory subunit 2
Q2KJ46 26S proteasome non-ATPase PSMD3
regulatory subunit 3
Q3ZBDO 26S proteasome non-ATPase PSMD7
regulatory subunit 7
26S proteasome non-ATPase
Q3SYT7 regulatory subunit 8 PSMDS8
Q3ZCK3 3(2),5-bisphosphate nucleotidase 1 BPNT1
3-hydroxyisobutyrate
Q2HJD7 dehydrogenase, mitochondrial HIBADH
Q3TOF4 40S ribosomal protein S10 RPS10
Q3zBH8 40S ribosomal protein S20 RPS20
P26452 40S ribosomal protein SA RPSA
Q3zBZ1 45 kDa calcium-binding protein SDF4
Q2KJH9 4-trimethylaminobutyraldehyde ALDH9AL
dehydrogenase
G3MzC1 5-nucleotidase NT5E
Q05927 5-nucleotidase NT5E
P31081 60 kDa heat shock_ protein, HSPD1
mitochondrial
Q56K14 60S acidic ribosomal protein P1 RPLP1
6-phosphogluconate
Q3zCl4 dehydrogenase, decarboxylating PGD
Q9GLE5 72 kDa type 1V collagenase MMP2
QOVCX2 78 kDa glucose-regulated protein HSPA5S
F1IMQXO0 Acetyl-coenzyme A synthetase ACSS1
Q17QB3 Acid ceramidase ASAH1
Q32C91 Acid sphlngo_myellnase-llke SMPDL3A
phosphodiesterase 3a
Q95M17 Acidic mammalian chitinase CHIA
P20004 Aconitate hydratase, mitochondrial ACO2
Q2TBH3 Actin related protein M1 ARPM1
Q3zCo7 Actin, alpha cardiac muscle 1 ACTC1
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P63258 Actin, cytoplasmic 2 ACTG1
FIMRG7 Actin-related protein 2 ACTR2
Q3MHR? Actin-relate(ij)brgaeiinzzls complex ARPC2

Q14836 Actin relate(iupbrgaei![n42/3 complex ARPCA

FINO49 Actin-related protein 3 ACTR3

QoIIC1 Acyl-Cc::; rﬁﬁ;tzqeg;sget;ufblegum ACSBG?2

P0O7107 Acyl-CoA-binding protein DBI
Q3MHRO Acyl-protein thioesterase 1 LYPLA1L

P56658 Adenosine deaminase ADA
Q3MHL4 Adenosylhomocysteinase AHCY

P08166 Adenylate kinase 2, mitochondrial AK2

P00570 Adenylate kinase isoenzyme 1 AK1
F1IMHP6 Adenylosuccinate lyase ADSL
AGQLB7 Adenylyl cg/rcc:?esi?] associated CAP1
Quroes | Adecveplsmenentiine | ppwap
Q3Y5Z3 Adiponectin ADIPOQ

062827 ADM ADM
A2VE4T7 ADP-dependent glucokinase ADPGK
Q3SZF2 ADP-ribosylation factor 4 ARF4
Q3zCJ2 A'COh‘[)[LdAeSg‘zi‘;?e“ase AKRIAL
Q3zC42 Alcohol dehydrogenase class-3 ADH5

Q5E962 Aldo kettr)ngergggtra;elfamlly 1, AKR1B1
Q5EAT9 Aldose 1-epimerase GALM
Q5GN72 Alpha-1-acid glycoprotein agp

P34955 Alpha-1-antiproteinase SERPINA1

Q2KJF1 Alpha-1B-glycoprotein AlBG

P28800 Alpha-2-antiplasmin SERPINF2

P12763 Alpha-2-HS-glycoprotein AHSG

Q7SIH1 Alpha-2-macroglobulin A2M
A5D7D1 Alpha-actinin-4 ACTN4

Q9XSsJ4 Alpha-enolase ENO1
G5E5M8 Alpha-mannosidase LOC532207
FIMWTO Alpha-mannosidase MAN2C1
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E1BHPO Alpha-mannosidase MAN2B2
Q58DH9 Alpha-N-acetylgalactosaminidase NAGA
P02662 Alpha-S1-casein CSN1s1
P02663 Alpha-S2-casein CSN1S2
P81125 Alpha-soluble NS_F attachment NAPA
protein
QO8E54 Amyloid beta (A4) protein APP
Q5EACY Anamorsin CIAPIN1
Angiogenin, ribonuclease, RNase
Q2NKV1 A family. 5 ANG
P80929 Angiogenin-2 ANG2
F1MQJO Angiotensin-converting enzyme ACE
Q3SZH5 Angiotensinogen AGT
P46193 Annexin Al ANXA1
P04272 Annexin A2 ANXA2
Q3SWX7 Annexin A3 ANXA3
P13214 Annexin A4 ANXA4
P81287 Annexin A5 ANXAS5
P41361 Antithrombin-111 SERPINC1
Q2KJ81 AP-1 complex subunit mu-1 AP1M1
V6F9A2 Apolipoprotein A-l APOAL
P81644 Apolipoprotein A-11 APOA2
Q32PJ2 Apolipoprotein A-1V APOA4
V6F9A3 Apolipoprotein C-111 ApoC3
Q03247 Apolipoprotein E APOE
QOP5B0 Arrestin domain containing 1 ARRDC1
ABQLZ3 ARSB protein ARSB
Q08DD1 Arylsulfatase A ARSA
Q148F3 Arylsulfatase K ARSK
P33097 Aspartate amlnotrgnsferase, GOT1
cytoplasmic
12344 Aspartatg amlnotra}nsferase, GOT?2
mitochondrial
Q2HJH1 Aspartyl aminopeptidase DNPEP
A5PJD6 ATL3 protein ATL3
FIMLB8 ATP synthase subunit alpha ATP5A1
P00829 ATP syn_thase subt_Jnlt beta, ATP5B
mitochondrial
ATPase, H+ transporting,

Q2KJ66 lysosomal 34kDa, V1 subunit D ATP6VID
Q4GZT4 ATP-binding cassette sub-family G ABCG?
member 2
ATP-binding cassette, sub-family
EIBCR1 A (ABC1), member 3 ABCA3
Q32PF ATP-citrate synthase 2ACLY
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ATP-dependent (S)-NAD(P)H-

EIBNQ4 hydrate dehydratase CARKD
E1BCWS shosphoftuctokinas PR
e e
Q9MZ08 Basal cell adhesion molecule BCAM
Q3zBX0 Basigin BSG
sz | B ey | BacATS
P08037 Beta-1,4-galactosyltransferase 1 B4GALT1
Q5EA01 Beta-1,4-glucuronyltransferase 1 B4GAT1
P01888 Beta-2-microglobulin B2M
FIMUF4 Beta-galactosidase GLB1
Q58D55 Beta-galactosidase GLB1
A3KMY8 Beta-glucuronidase GUSB
E1B9ES Beta-hexosaminidase N/A
H7BWW2 Beta-hexosaminidase HEXB
QOV8R6 Beta-hexosaminidase subunit alpha HEXA
Qoiser | el lomeosee S | ewwr
A6QLBO Beta-mannosidase MANBA
P13600 Beta-nerve growth factor NGF
P30122 Bile salt-activated lipase CEL
F1IMIM4 Biotinidase BTD
Q2KJH1 Bone morphogenetic protein 4 BMP4
Q8SPUS5 BPI fold ?Qrtstl)rgrng family A BPIEAL
EIMLW?2 BPI fold (r:r?gr?tl)glrnf family B BPIEBL
AB6H758 C11H9ORF9 protein C11H90ORF9
Q3SX46 C1GALT1-specific chaperone 1 C1GALTI1C1
A5PJL8 C1QTNF5 protein C1QTNF5
FIN619 Cadherin-1 CDH1
P62157 Calmodulin CALM
P13135 Calpain small subunit 1 CAPNS1
Q27970 Calpain-1 catalytic subunit CAPN1
P52193 Calreticulin CALR
P06833 Caltrin PYY2
Q3TOK1 Calumenin CALU
roastT | e | PRKACA
PO0515 CAMP-dependent protein kinase PRKAR2A

type Il-alpha regulatory subunit
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AT7Z066 Canx protein canx
P00921 Carbonic anhydrase 2 CA2
E1IBN79 Carboxylic ester hydrolase CES5A
Q17QK3 Carboxypeptidase Q CPQ
QO8DN5 Carnitine acetyltransferase MGC142781
P22226 Cathelicidin-1 CATHL1
P19660 Cathelicidin-2 CATHL2
P19661 Cathelicidin-3 CATHL3
P33046 Cathelicidin-4 CATHL4
P54229 Cathelicidin-5 CATHL5
P56425 Cathelicidin-7 CATHLY7
P07688 Cathepsin B CTSB
FIMMRG6 Cathepsin D CTSD
QovCu3 Cathepsin F CTSF
Q5E998 Cathepsin L2 CTsVv
P25326 Cathepsin S CTSS
P05689 Cathepsin Z CTSz
P28291 C-C motif chemokine 2 CCL2
A5PKA3 CCDC80 protein CCDC80
FIMHNS8 CD166 antigen ALCAM
Q29423 CD44 antigen CD44
A77061 Cell divisiﬁgr’(r:])étl:cl)egprotein 27 CDC27
Q1ZYRO Ceroid Ilpogtjjgir:]ogls neuronal CLNS
Q5EAB4 Chitinase S?Orgl: 1conta|n|ng CHIDL
P30922 Chitinase-3-like protein 1 CHI3L1
Q5E9B7 Chloride ir;)trrgtceeilr:ullar channel cLICL
A6QLI4 CHODL protein CHODL
P32749 Cholinesterase BCHE
Q6B857 Cilia- andpiLeatge(iarl]lz;—gssociated CEAP20
Q29RK1 Citrate synthase, mitochondrial CS
P49951 Clathrin heavy chain 1 CLTC
FIMWI1 Clusterin N/A
P17697 Clusterin CLU
Q2TBPY7 C-Myc-binding protein MYCBP
Q2HJ57 Coactosin-like protein CoTL1
Q28107 Coagulation factor V F5
P98140 Coagulation factor XII F12
Q5E9F7 Cofilin-1 CFL1
A4FUIL Coiled-coil domain-containing CCDC58
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protein 58
QOPHY9 Common salivary protein BSP30 BSP30C
form C
Q3SYW2 Complement C2 c2
Q2UVvX4 Complement C3 C3
FIMY85 Complement C5a anaphylatoxin C5
Q3MHN2 Complement component C9 C9
P81187 Complement factor B CFB
Q3T0A3 Complement factor D CFD
Q28085 Complement factor H CFH
Q28106 Contactin-1 CNTN1
Q92176 Coronin-1A CORO1A
A5PJY9 CPNES3 protein CPNE3
A7MB90 CSNK1G2 protein CSNK1G2
P55206 C-type natriuretic peptide NPPC
A7MBIS Culll_n-asg,ouated NI_EDDS— CAND1
dissociated protein 1
B8Y9TO Cumulus cell—sp_ecmc flbronectm 1 ENL
transcript variant
Q29RHO Cystatin-9 CST-9
P25417 Cystatin-B CSTB
F6QELO Cystatin-B CST6
P01035 Cystatin-C CST3
P62894 Cytochrome ¢ CYCsS
Q3SZT9 Cytochrome ¢ 2 CYCT
G3NO0I4 Cytosol aminopeptidase LAP3
Q3zC84 Cytosolic non-specific dipeptidase CNDP2
046411 Cytosolic purine 5-nucleotidase NT5C2
Q45VK8 DAF-2 CD55
Q3ZBV9 Dehydrogenase/reductase SDR DHRS11
family member 11
FIMW13 Deoxyribonuclease-1-like 1 DNASE1L1
P56541 Deoxyribonuclease-2-alpha DNASE?2
P33545 Desmocollin-2 DSC2
FIN206 Dihydrolipoyl dehydrogenase DLD
Dihydrolipoyllysine-residue
P11179 succinyltransferase component of DLST
2-oxoglutarate dehydrogenase
complex, mitochondrial
Q3zCJ8 Dipeptidyl peptidase 1 CTSC
P81425 Dipeptidyl peptidase 4 DPP4
Q10741 Disintegrin and metalloproteinase ADAM10
domain-containing protein 10
AlA4K3 DNA damage-binding protein 1 DDB1
Q27968 DnaJ homolog subfamily C DNAJC3
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member 3
Dolichyl-
Q3szI6 diphosphooligosaccharide--protein RPN2
glycosyltransferase subunit 2
QOP5A1 Dynactin subunit 3 DCTN3
E1B7E2 Dynein light chain 2, cytoplasmic DOCK3
Q3MHR3 Dynein light chain 2, cytoplasmic DYNLL2
018738 Dystroglycan DAG1
A5PJT7 ECML1 protein ECM1
Ectonucleotide
AlA4KS pyrophosphatase/phosphodiesterase ENPP2
family member 2
Ectonucleotide
P15396 pyrophosphatase/phosphodiesterase ENPP3
family member 3
A5D7AQ EF-hand domainlz)czontaining protein EFHD2
FINGN3 EH domain-containing protein 1 EHD1
ABQPP7 ELAZ2 protein ELA2
P68103 Elongation factor 1-alpha 1 EEF1A1
Q35zVv3 Elongation factor 1-gamma EEF1G
Q3sYyu2 Elongation factor 2 EEF2
pooprr | e | erans
Q3TOL2 Endoplasmpl)?ortitilr?lﬁm resident ERP44
Q95M18 Endoplasmin HSP90B1
Q3SzC0 Enhancer of rudimentary homolog ERH
Q3zCo64 Ephrin-Al EFNA1
A1L570 Ephrin-B1 EFNB1
P79345 Epididymal secretory protein E1 NPC2
P54281 Epithelial chloride channel protein N/A
A5PJN2 ERO1-like protein alpha ERO1A
Q3TOU3 Es1 protein ES1
Q3Sz54 Eukaryotic initiation factor 4A-1 EIF4Al
P31976 Ezrin EZR
P79136 F-actin-cappir;)%tp;rotein subunit CAPZB
P50448 Factor Xlla inhibitor N/A
FIN647 Fatty acid synthase FASN
P55052 Fatty ad;;?(jg?rinna% protein, EABPS
A8DC37 Fc-gamma-RI11-D FCGR2C
046415 Ferritin light chain FTL
Q58D62 Fetuin-B FETUB
P02672 Fibrinogen alpha chain FGA
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P02676 Fibrinogen beta chain FGB
FIMGU7 Fibrinogen gamma-B chain FGG
FIMNW2 Fibroblast growth factor receptor FGFR2
Q5EA62 Fibulin-5 FBLN5

P02702 Folate receptor alpha FOLR1
Q58D84 Follistatin-related protein 1 FSTL1
Q3T173 Four and a half LIM domains 1 FHL1
Q3SzB7 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 FBP1
A6QLLS Fructose-bisphosphate aldolase ALDOA
Q148D3 Fumarate hydratase FH
QB | s | FAHD?
Q28193 Furin FURIN
G1K1R6 Galactokinase GALK1
A6QLZ0 Galectin LGALS3
ATE3W?2 Galectin-3-binding protein LGALS3BP
ATYWG4 Gamma-glutamyl hydrolase GGH
Q863C3 Gastrin-releasing peptide GRP
Q3sSX14 Gelsolin GSN
Q32LB5 GLIPR1-like protein 1 GLIPR1L1
Q3zBD7 Glucose-6-phosphate isomerase GPI
Q28034 Glucosidase 2 subunit beta PRKCSH
Q2KHZ8 Glucosylceramidase GBA
Qzo e aeer
Q32LQ0 Glutamyl aminopeptidase ENPEP
G3X8D7 Glutathione peroxidase GPX3
G3N2N9 Glutathione peroxidase GPX5
FIMCF5 Glutathione peroxidase GPX6
Q28035 Glutathione S-transferase Al GSTA1
ALA4LT Glutathione S-transferase Mu 1 GSTM4
E1BH17 Glutathione S-transferase Mu 1 GSTM1

P28801 Glutathione S-transferase P GSTP1

P10096 G'ycerz'gﬁ%%‘;j’r;gggs'ohate GAPDH
QAIES | o ocenae, s specitic | CAPPHS
QOVCM4 Glycogen ph;)gfr:orylase, liver PYGL
e | e | GLTaDL
A1L539 Glypican 6 GPC6
G3X745 Glypican-1 GPC1
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Q2YDGO G-proteicr; g(}J:;)Ouupr:esd r:]eecne;%?rr family GPRC5C
E1BEM2 Group 3 secretc/)bg phospholipase PLA2G3
Q3T054 GTP-binding nuclear protein Ran RAN
QOV8F2 GTP-binding protein PTD004 PTD004
T | ey | G
Q3SZ00 HADHA protein HADHA
Haloacid dehalogenase-like
Q3ZCH9 hydrolase domain-containing HDHD?2
protein 2
Q2TBUO Haptoglobin HP
QOP565 HD domain-containing protein 2 HDDC2
Q2TBX4 Heat shock 70 kDa protein 13 HSPA13
Q27975 Heat shock 70 kDa protein 1A HSPA1A
POCB32 Heat shock 70 kDa protein 1-like HSPAILL
ATE3S8 Heat shock 70kD protein binding ST13
P19120 Heat shock cognate 71 kDa protein HSPA8
Q3T149 Heat shock protein beta-1 HSPB1
Q76LV2 Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1L
Q76LV1 Heat shock protein HSP 90-beta HSP90AB1
P34933 Heat shock—relatezd 70 kDa protein HSPA2
P01966 Hemoglobin subunit alpha HBA
P02070 Hemoglobin subunit beta HBB
Q3Szv7 Hemopexin HPX
Q3Szv7 Hemopexin HPX
QIMYYO Heparanase HPSE
ASD9HS bonucleoprotéin - HNRPD
E1BCS3 Hexokinase HK3
Q5W5U3 Hexokinase HK1
P10103 High mobility group protein B1 HMGB1
P40673 High mobility group protein B2 HMGB?2
P62958 Histidine trle:)dr;tz?r:e(l)tlde binding HINTL
Qusu | M e | e
Q2YDJ4 Histidine trle:)dr;tz?r:egtlde binding HINT3
P02253 Histone H1.2 HIST1H1C
AlA4R1 Histone H2A type 2-C HIST2H2AC
Q3ZBX9 Histone H2A.J H2AFJ
F1N453 Histone H2B HIST2H2BE




Q32529 Histone H2B H2B
Q5E9F8 Histone H3.3 H3F3A
G3X807 Histone H4 LOC781223
P16386 Hormone-sensitive lipase LIPE
Q86YZ3 Hornerin HRNR
G3MZ19 HRPE773-like LOC100295741
F1IMSKS8 Hyaluronidase HYAL1
FIMTV1 Hyaluronidase SPAM1
Q3B7M2 Hydroxyacyl_glutathlor)e hydrolase, HAGH
mitochondrial
Q3SYRS8 Immunoglobulin J chain 1GJ
P20456 Inositol monophosphatase 1 IMPA1
Q2NL29 Inositol-3-phosphate synthase 1 ISYNA1
P20959 Insulin-like growth factor-binding IGFBP3
protein 3
Q05717 Insulin-like growth factor-binding IGEBP5
protein 5
QU5718 Insulin-like growth factor-binding IGFBP6
protein 6
Q3TOP7 Integral membrane protein 2B ITM2B
Q2TBX9 Integrin alpha _F_G-GAP repeat ITEG1
containing 1
P32592 Integrin beta-2 ITGB2
QOVCMS5 Inter-alpha-trypgln inhibitor heavy ITIH1
chain H1
FIMNW4 Inter-alpha-trypgln inhibitor heavy ITIH?
chain H2
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
Q37052 Chain Ha ITIH4
Q28125 Intercellular adhesion molecule 3 ICAM3
077482 Interleukin-1 receptor antagonist IL1IRN
protein
Q32LES Isoaspartyl pe_ptldase/L— ASRGL1
asparaginase
Isochorismatase domain-containing
Q32KX0 protein 2, mitochondrial 1SOC2
077784 Isocnratg dehydro_genase [N_AD] IDH3B
subunit beta, mitochondrial
Q58D96 Isocitrate d_ehyd_rogenase _[NAD] IDH3G
subunit, mitochondrial
FIMN74 Isocitrate d_ehyd_rogenase _[NAD] IDH3A
subunit, mitochondrial
QIXSG3 Isocitrate dehydrogen_ase [NADP] IDH1
cytoplasmic
Q04467 Isocitrate de_hydrogenz_alse [NADP], IDH?2
mitochondrial
Isoform 1 of Keratin, type Il
QL4CN4 cytoskeletal 72 KRT72
Q9XT56 Junctional adhesion molecule A F11R
QovCz4 Kallikrein-related peptidase 10 KLK10
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P13645 Keratin, type | cytoskeletal 10 KRT10
FIMC11 Keratin, type | cytoskeletal 14 KRT14
P35527 Keratin, type | cytoskeletal 9 KRT9
P04264 Keratin, type Il cytoskeletal 1 KRT1
P35908 Keratin, tﬁ%?dlér?ny;cl)skeletal 2 KRT?
P13647 Keratin, type Il cytoskeletal 5 KRT5
P02538 Keratin, type Il cytoskeletal 6A KRT6A
FIMNV5 Kininogen-1 KNG1
P01045 Kininogen-2 KNG2
A5PJD4 KLKBL4 protein KLKBL4
A4IFP2 KRT4 protein KRT4
Q95114 Lactadherin MFGES8
G3MXZ0 Lactoperoxidase LPO
P24627 Lactotransferrin LTF
A4FUZL Lactoylglutathione lyase GLO1
Q95M12 Legumain LGMN
Q2KIF2 Leucine-rich alpga—Z—glycoprotein LRG1
Q1JPBO Leukocyte elastase inhibitor SERPINB1
Q3SZH7 Leukotriene A-4 hydrolase LTA4H
FIN110 Lipase LIPA
Q2TBIO Lipopolysa;)cr%I:Zirri]de-binding LBP
E1BNS9 L-lactate dehydrogenase LDHC
P19858 L-lactate dehydrogenase A chain LDHA
Q3T056 L-lactate dehydrogenase A-like 6B LDHALGB
Q5E9B1 L-lactate dehydrogenase B chain LDHB
ABQP36 LMANS2 protein LMAN2
Q2T9Y2 LOC529047 protein LOC529047
A5PJH7 LOC788112 protein LOC788112
Qoo | Lowalfly meurogcouly |
Low molecular weight
P11064 phosphotyrosine protein ACP1
phosphatase
F1INORS L-serine deng:gits:/eL threonine SDS
Q32LD3 Ly6/PLAUI:r%€[)gri1r?|Arfl containing LYPD4
Q2LGB2 Lymphocyte antigen 96 MD2
ABH757 Lysophosphau;j;gea(éld phosphatase ACP6
QIMYM4 Lysosomal alpha-glucosidase GAA
Q29451 Lysosomal alpha-mannosidase MAN2B1
Q3MI05 Lysosomal protective protein CTSA
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Q2TA14 Lysosomal Pro-X carboxypeptidase PRCP
QLIQAO0 Lysosomal thioesterase PPT2 PPT2
Q05204 Lysosome-assomate_d membrane LAMP1
glycoprotein 1
Q6B411 Lysozyme C, milk isozyme N/A
A0INM6 Lysozyme-like protein 1 LYZL1
Q2T9N7 Lysozyme-like protein 4 LYZL4
Q8MJ24 Lysyl oxidase homolog 4 LOXL4
AOAOF7RPX0 | Macrophage migration inhibitory MIF
Q865V6 Macrophage-capping protein CAPG
P10279 Major prion protein PRNP
Q3T145 Malate dehydrogenase, MDH1
cytoplasmic
Q32LG3 Malate_ dehydrogenase, MDH2
mitochondrial
FIN3VO Malic enzyme ME1
AGQLIO Mammalian eper)dymm-related EPDR1
protein 1
FIN327 Mannose-6-phosphate isomerase MPI
M5FK93 Marapsin-like PRSS27
P52176 Matrix metalloproteinase-9 MMP9
QO8E55 MBTPS1 protein MBTPS1
GEE5L5 Melanoma |nh|p|tory activity MIA3
protein 3
Membrane-spanning 4-domains
Q2YDM3 subfamily A member 13 MS4AL3
E1BEV7 Metalloendopeptidase BMP1
P16368 Metalloproteinase inhibitor 2 TIMP2
QoVvCJs8 Methyltransferase-like protein 9 METTL9
Q5E914 MGAT1 protein MGAT1
ABQPW?2 MGC157332 protein MGC157332
A5PK67 MGC165862 protein MGC165862
P55918 MICFOfIbrI|-aSSOC:1ated glycoprotein MFEAP4
P19879 Mimecan OGN
E1BLK7 Mitochondria-eating protein SPATA18
P54149 Mltochondrla! peptide methionine MSRA
sulfoxide reductase
AB6H797 MLEC protein MLEC
Q2HJ49 Moesin MSN
Monocyte differentiation antigen
Q95122 CD14 CD14
AB6QP39 MSLN protein MSLN
P03972 Muellerian-inhibiting factor AMH
Q5E9HY Myf:ophenollc acu_j acyl- _ ABHD10
glucuronide esterase, mitochondrial
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P62248 Myeloid-derived growth factor MYDGF
P60661 Myosin light polypeptide 6 MYL6
Q27991 Myosin-10 MYH10
MSHIT? phosp’;lo?f:;)slllgggg Z?JEJrrlft ;amma GNPTG
Q1LZH9 N-acetylglucosamine-6-sulfatase GNS
S B e B
FLMCE4 NADr(iT))O(:;I't}z;gs']f:r”aes ?DP' LOC407148
Q6QRN6 NAD(P)H-hydrate epimerase APOA1BP
G5E5N5 NADH-cytochrome b5 reductase 1 CYB5R1
A6QMO01 NAGLU protein NAGLU
Q5E929 Nectin-4 PVRL4
Q3szc4 NSFL1 cofactor p47 NSFL1C
QOIIH5 Nucleobindin 2 NUCB2
QOP569 Nucleobindin-1 NUCB1
P52175 Nucleoside diphosphate kinase A 2 NME1-2
Q3T0Q4 Nucleoside diphosphate kinase B NME2
Q32KV6 Nucleotide exchange factor SIL1 SIL1
A7TMBI8 NUDT?9 protein NUDT9
QOVCP3 Olfactomedin-like protein 3 OLFML3
QI3 Ofigodendrocyte myeln omG
Q8MJ50 Osteoclast-stimulating factor 1 OSTF1
F1MI146 Osteopontin SPP1
Q3TOY1 oTuU domaitr;i,nlijbi;%uiltin aldehyde OTUBL
A5PK71 PACRG protein PACRG
P45478 Palmitoyl-protein thioesterase 1 PPT1
M5FKI8 Paﬂg{ggﬂfaﬁedjrf‘;’;%rf'ﬁgna LOC100295702
Q58CQ9 Pantetheinase VNN1
A5PKJ8 PCDHGAS8 protein PCDHGAS8
ABQNV3 PCDHGB4 protein PCDHGB4
A4IFR2 PCSK1N protein PCSK1N
A4IFCO PDGFD protein PDGFD
ABQNLS PDIAG protein PDIAG
A1A4Q6 Peptidase mPEleIl(tXrL?l;)skm derived PI3
Q8SPP7 Peptidoglycan refognition protein PGLYRP1
FIMZN4 Peptidyl-glycine alpha-amidating PAM

Monooxygenase




Q2NKS8 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase LOC526524
P62935 Peptidyl-prolyl c:-trans isomerase PPIA
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
P80311 B PPIB PPIB
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
P18203 FKBP1A FKBP1A
Q5E947 Peroxiredoxin-1 PRDX1
Q9BGI3 Peroxiredoxin-2 PRDX2
Q9BGI2 Peroxiredoxin-4 PRDX4
Q9BGI1 Peroxiredoxin-5, mitochondrial PRDX5
077834 Peroxiredoxin-6 PRDX6
Q865R1 Pero_X|somaI I\.I(})—ace'gyl— PAOX
spermine/spermidine oxidase

AB6QQ11 PGM2 protein PGM2
P13696 Phosphatldylethanplamlne—blndlng PEBP1
protein 1
Q3T010 Phosphatldylethanplamlne—blndlng PEBP4
protein 4
QO08DPO Phosphoglucomutase-1 PGM1
Q3TOP6 Phosphoglycerate kinase 1 PGK1
Q35262 Phosphoglycerate mutase 1 PGAM1
Q32KV0 Phosphoglycerate mutase 2 PGAM2

Q27954 Phosphoglycolate phosphatase PGP
Phospholipase A2, group VII
Q1RML9 (Platelet-activating factor PLA2G7
acetylhydrolase, plasma)
Q9GL30 Phospholipase B-like 1 PLBD1
Q58DL9 Phospholipid transfer protein PLTP
Q95121 Pigment epithelium-derived factor SERPINF1
V6E953 Placenta—expresse;d transcript 1 PLET1L
protein
Q9N2I12 Plasma serine protease inhibitor SERPINAS
P06868 Plasminogen PLG
ATE3Q8 Plastin-3 PLS3
Q28017 Platelet-activating factor PLA2G7
acetylhydrolase
Platelet-activating factor
VBF7P3 acetylhydrolase IB subunit beta PAFAHIB2
Q5BIP2 Platelet-derlveq grovvth_factor PDGERL
receptor-like protein
AO0IN47 Plexin domain containing 2 PLXDC2
Poliovirus receptor-related 2
Q17QCY (Herpesvirus entry mediator B) PVRL2
P81265 Polymeric immunoglobulin PIGR
receptor
GEE6ML Polymeric immunoglobulin PIGR

receptor
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Polypeptide N-

FIN4Q3 acetylgalactosaminyltransferase GALNT?
FINS54 acetylga;?:It)éngrf;SSI{\rlansferase GALNTI10
Q07537 acetylgal:c(il))ggfrﬁ)its/?tgnsferase 1 GALNTL
Q6QRN7 PP1201 protein RECS1
LT | P s | PEP
Q29437 Primary amine oxidase, liver N/A
isozyme
Q3T0I2 Pro-cathepsin H CTSH
077588 ProcolIagenjlysine,2—oxog|utarate PLOD1
5-dioxygenase 1

P02584 Profilin-1 PFEN1
Q32PB1 Profilin-3 PFN3
Q3ZBHS Prollferatlogéall(séc;uated 2G4, PA2GA
Q32199 Prostaglandin reductase 2 PTGR2
002853 Prostaglandin-H2 D-isomerase PTGDS
ABH730 Prostatic acid phosphatase ACPP
M5FI38 Protease, serine, 22-like PRSS22
QAUSR3 Proteasom:uicl;[in\??tlor complex PSMEL
Q5E9G3 Proteasomsuz;cljln\??tzor complex PSME2
FIMK X4 Proteasomsua;)cjlnﬁlfr complex PSME4
E1BD83 Proteasome subunit alpha type PSMAS8
G5E5C3 Proteasome subunit alpha type PSMAG6
Q3T0X5 Proteasome subunit alpha type-1 PSMA1
Q3T0Y5 Proteasome subunit alpha type-2 PSMA2
Q58DU5 Proteasome subunit alpha type-3 PSMA3
Q3ZCK9 Proteasome subunit alpha type-4 PSMA4
Q5E987 Proteasome subunit alpha type-5 PSMA5
Q2TBX6 Proteasome subunit beta type-1 PSMB1
Q5E9K0 Proteasome subunit beta type-2 PSMB2
P33672 Proteasome subunit beta type-3 PSMB3
Q3T108 Proteasome subunit beta type-4 PSMB4
Q32KL2 Proteasome subunit beta type-5 PSMB5
FAN443 methylfandferace PRMTS
FIMTI7 Protein CutA CUTA
Q5E946 Protein deglycase DJ-1 PARK?7
P05307 Protein disulfide-isomerase P4AHB
P38657 Protein disulfide-isomerase A3 PDIA3
Q29RV1 Protein disulfide-isomerase A4 PDIA4
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A5PKI3 Protein FAM3C FAM3C
Q2KIP3 Protein FAM71F1 FAM71F1
Q2KITO Protein HP-20 homolog N/A
Q2KIX7 Protein HP-25 homolog 1 N/A
Q2KIU3 Protein HP-25 homolog 2 N/A
Q2HJES Protein ITFG3 ITFG3
A7MB28 Protein NDRG3 NDRG3
Q3MHX6 Protein OS-9 0Ss9
Q3TOW4 Protein phozﬂgitr?;e?l regulatory PPP1R7
F1MX83 Protein S100 S100A11
P79105 Protein S100-A12 S100A12
Q3MHP3 Protein S100-Al14 S100A14
P10462 Protein S100-A2 S100A2
P28782 Protein S100-A8 S100A8
E1BLI9 Protein S100-A9 S100A9
Fvics |y anserase £ TGMS3
Q3SYY2 Protein-tyrosine sulfotransferase 2 TPST2
FIMME1 Protein-tyrosine-phosphatase PTPRK
G3MXS7 Protein-tyrosine-phosphatase PTPRG
P55859 Purine nucleoside phosphorylase PNP
Q2KIY5 Putative phospholipase B-like 2 PLBD2
Q3ZBV6 Putative ulrjcohé;agggied protein LOC777594
Q2KIV7 Pyrophosphatase (Inorganic) 2 PPA2
Qrrovs | Phrae dvones®s | ponag
Pyruvate dehydrogenase E1
P11966 component subunit beta, PDHB
mitochondrial
A5D984 Pyruvate kinase PKM2
P21856 Rab GDP dls::);rllztlon inhibitor GDI1
P50397 Rab GDP dissociation inhibitor GDI2
beta
Q3zBG1 RAB14 protein RAB14
Q3ZBD1 RABI1A, mer?:;rillj/AS oncogene RABIA
Q14814 RAB2A, mer?:;rillj/AS oncogene RAB2A
Q3B7N3 RAN binding protein 6 RANBP6
Q3MHP2 Ras-related protein Rab-11B RAB11B
ABQR46 Ras-related protein Rab-6B RAB6B
P62833 Ras-related protein Rap-1A RAP1A
FIN7F3 Receptor protein-tyrosine kinase EGFR
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ZAYHD9 Receptor protein-tyrosine kinase MET
ATMBJA Recepto;—rt%zg r:zl/trgssein';e-protein PTPRE
P81134 Renin receptor ATP6AP2
Q76215 Resistin RETN
QOVCQ9 Retlculocslig:jr}nzé EoFrrI]?irr]ld calcium RCN?2
oesp | Retfile e eeplr e | e
P18902 Retinol-binding protein 4 RBP4
Q58DT6 Rho GDP((gst;))c;?Sr?: inhibitor ARHGDIA
Q9TUO03 Rho GDP-dissociation inhibitor 2 ARHGDIB
P15467 Ribonuclease 4 RNASE4
WOuUV03 Ribonuclease A C1 RAC1
P08904 Ribonuclease K6 RNASE6
Q3T114 Ribonuclease UK114 HRSP12
Q3T186 Ribose-5-phosphate isomerase RPIA
Q2HIs8 oyrophosphokinse 1 PRPS1
Q3T0Y9 RING finger protein 186 RNF186
QOl18 RNASET?2 protein RNASET2
FINO58 Ropporin-1 ROPN1
ABQR35 SCAMP?2 protein SCAMP2
ABQPKO SCGB2A2 protein SCGB2A2
AO0INP2 Secretoglobin family 1D member SCGB1D
Qsoors | S eseed | scawes
ATMB70 Semaphorin-3C SEMA3C
P81019 Seminal plasn:(a protein BSP-30 N/A
Da
P02784 Seminal plasma protein PDC-109 N/A
Q2NKZ9 Serine carboxypeptidase 1 SCPEP1
Q1LZE9 Serine protease 23 PRSS23
F1N152 Serine protease HTRAL HTRAL
AO0JNI14 Serine racemase SRR
FIMBQ1 Serineét:gggrr:;r:aegsrotein PPEF1
Serine/threonine-protein
Q32PI5 phosphatase 2A 65 kDa regulatory PPP2R1A
subunit A alpha isoform
Quaw | Semelveniener | eeeoma
Serine/threonine-protein
P61287 phosphatase PP1-gamma catalytic PPP1CC
subunit
Q29443 Serotransferrin TF




QITTEL Serpin A3-1 SERPINA3-1
AOAQ0AOMP92 Serpin A3-7 SERPINA3-7
ABQPQ2 Serpin A3-8 SERPINA3-8
AB6QPZ4 SERPINB4 protein SERPINB4
A4FV69 SERPINB5 SERPINBS5
AB6QPP2 SERPIND1 protein SERPIND1
P02769 Serum albumin ALB
Q8SQ28 Serum amyloid A protein Saa3
Q6T181 Sex hormone-binding globulin SHBG
QO8E20 S-formylglutathione hydrolase ESD
ABQPY4 SGSH protein SGSH
Quzets | SImIRmOgaTE | suasonLs
QIZBFS | nycrogenase, mitchondrial | ACADS
A6BMK7 Sialidase-1 NEU1
A5D960 Sialyltransferase 4A ST3GAL1
F1MNJ2 Signal recogunt:ltjlrc]);: gﬁ:ﬁ;le receptor SRPR
Q2HJFO Similar to Serotransferrin N/A
Q08DLO SLC3A2 protein SLC3A2
P61955 Small ubiquitin-related modifier 2 SUMO2
Quroce | SOTympcsimag o | areies
Q58D31 Sorbitol dehydrogenase SORD
QOIIA3 Sorcin SRI
P13213 SPARC SPARC
Q3sYw7 SPARC-like 1 (Hevin) SPARCL1
Qvoer | S merenentime | spacas
pooqrr | e e | seacas
Q32KL7 Sperm equatorial segment protein 1 SPESP1
F1MI43 Sperm surface protein Sp17 SPA17
P82292 Spermadhesin Z13 spadh2
P29392 Spermadhesin-1 SPADH1
Q0OVD19 Sphingomyelin phosphodiesterase SMPD1
Q2KIW7 ST6GALL1 protein ST6GAL1
QI9NO0T1 Stanniocalcin-1 STC1
Q3ZCHo Stress-70 protein, mitochondrial HSPA9
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ATMAZ2 STX12 protein STX12
Succinate dehydrogenase
P31039 [ubiquinone] flavoprotein subunit, SDHA
mitochondrial
Succinyl-CoA ligase [ADP/GDP-
Q58DRS8 forming] subunit alpha, SUCLG1
mitochondrial
Succinyl-CoA ligase [GDP-
Q3MHX5 forming] subunit beta, SUCLG2
mitochondrial
Q24127 Succinyl-CoA:3-ketoacid- OXCT1
coenzyme A transferase
QOP5L5 Sulfatase-modifying factor 1 SUMF1
F1IMM32 Sulfhydryl oxidase QSOX1
E1BP0O3 Sulfotransferase HS3ST3B1
P00442 Superoxide dismutase [Cu-Zn] SOD1
P41976 Superox@e dlsmut_ase [Mn], SOD2
mitochondrial
Q2YDD6 Synaptogyrin-4 SYNGR4
Q3SZA6 Syndecan blndl_ng protein SDCBP
(Syntenin)
Q3ZBT5 Syntaxin-7 STX7
A8PVV5 SYPL1 protein SYPL1
Q32L40 T-complex protein 1 subunit alpha TCP1
Q3ZBHO0 T-complex protein 1 subunit beta CCT2
F1NOE5 T-complex protein 1 subunit delta CCT4
Q2NKZ1 T-complex protein 1 subunit eta CCT7
Q3TOK2 T-complex protein 1 subunit CCT3
gamma
Q3zCI9 T-complex protein 1 subunit theta CCT8
Q3MHL7 T-complex protein 1 subunit zeta CCT6A
F1MP48 T-complex protein 1 subunit zeta-2 CCT6B
Q37084 T-complex protein 1 subunit zeta-2 CCT6B
Q2KIS7 Tetranectin CLEC3B
GB8JKX6 Tetraspanin CD9
A6QPE3 TEX101 protein TEX101
A6QQ83 THEM?2 protein THEM2
Q1JPJ8 Thimet oligopeptidase THOP1
G8JKZ8 Thioredoxin TXN
GIK102 Thioredoxin redqctase 1, TXNRD1
cytoplasmic
Q28178 Thrombospondin-1 THBS1
Q3SX33 Thy-1 cell surface antigen THY1
Q2KIMO Tissue alpha-L-fucosidase FUCA1l
Tissue specific transplantation
Q2KIT8 antigen P35B TSTA3
Q2LGB5 Toll-interacting protein TOLLIP




A5PK75 TOR1A protein TOR1A
A5PKHO TOR1AIP2 protein TOR1AIP2
Q58DR3 Transaldolase TALDO1
Q9XSC9 Transcobalamin-2 TCN2
Q5E9F5 Transgelin-2 TAGLN2
Transitional endoplasmic reticulum
Q3ZBT1 ATPase VCP
ATE3W4 Transketolase TKT
Q08DMS8 Translin TSN
QOVCX3 Transmembrane 4 L six family TMA4SF1
member 1
Q5E971 Transmemprgne emp2_4 domain- TMED10
containing protein 10
A2VDV7 Transmembrane protease, serine 2 TMPRSS2
046375 Transthyretin TTR
Q58DKA4 Triokinase/FMN cyclase TKFC
Q5E956 Triosephosphate isomerase TPI1
Q0Vvs8B6 Tripeptidyl-peptidase 1 TPP1
FINOMO Tripeptidyl-peptidase 2 TPP2
Q5KR47 Tropomyosin alpha-3 chain TPM3
P17248 Tryptophan--tRNA ligase, WARS
cytoplasmic
Q32KN8 Tubulin alpha-3 chain TUBAS3
P81948 Tubulin alpha-4A chain TUBA4A
Q2HJB8 Tubulin alpha-8 chain TUBAS
Q3MHM5 Tubulin beta-4B chain TUBB4B
Q3T077 Tubulin pci)lymerilzatlon-promotlng TPPP2
protein family member 2
QOSDN1 Tumor necrosis factor receptor TNERSE21
superfamily, member 21
Twisted gastrulation homolog 1
QOVD44 (Drosophila) TWSG1
Ubiquitin carboxyl-terminal
P23356 hydrolase isozyme L1 UCHL1
Ubiquitin carboxyl-terminal
Q2TBGS hydrolase isozyme L3 UCHL3
P63048 Ubqu|t|n-6OSIE|4kz)osomal protein UBA5?
FIMC72 UquUItIn-COHJUEgtIng enzyme E2 UBE?L3
AZKMV5 Ubiquitin-like modifier-activating UBAL
enzyme 1
UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,4-
Q32LF7 galactosyltransferase, polypeptide BAGALT4
4
Q58DG1 UPF01§O proteln.MYGl, N/A
mitochondrial
FINOYO Uridine phosphorylase UPP1
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Q07130 UTP--qucose-l-phosphate UGP?2
uridylyltransferase
F1NGI7 Versican core protein VCAN
G3X752 Vesmle-assoma?ed membrane VAMP3
protein 3
Q3TOVS Vesmle-assoma?ed membrane VAMPS
protein 8
QoVCY1 Vesml_e-assom_ated memt_)rane VAPA
protein-associated protein A
P48616 Vimentin VIM
P81401 VIP peptides VIP
Q3MHN5 Vitamin D-binding protein GC
P07224 Vitamin K-dependent protein S PROS1
31404 V-type proton A‘!’Pase catalytic ATPEVIA
subunit A
P31408 V-type protor_1 ATPase subunit B, ATP6V1B2
brain isoform
Q32LB7 V-type proton ATPase subunit E 2 ATP6V1E2
Q28029 V-type proton ATPase subunit F ATP6V1F
P40682 V-type proton ATPase subunit S1 ATP6AP1
Q2KJH4 WD repeat-containing protein 1 WDR1
Q50049 Xylosyltransferase 2 XYLT2
097764 Zeta-crystallin CRYZ
Q3ZCH5 Zinc-alpha-2-glycoprotein AZGP1

ANEXO H — PROTEINAS COM IDENTIDADE CARACTERIZADAS SEM (P1) E COM
AFINIDADE A HEPARINA (P2) DO PLASMA SEMINAL DE CAPRINOS. CAIXAS
PRETAS INDICAM A PRESENCA DA PROTEINA NO PICO E AS BRANCAS, AUSENCIA.

Cédigo de
acesso no Nome da proteina Gene secretor
Uniprot
13kDa differentiation-associated
B9VGZ9 protein N/A
P62262 14-3-3 protein epsilon YWHAE
HI9CJU6 14-3-3 protein zeta/delta YWHAZ
A5YVD9 45 kDa calcium-binding protein SDF4
6-phosphogluconate
P00349 dehydrogenase, decarboxylating PGD
D3Y602 A proliferation-inducing ligand N/A
W5P9I9 Acetyl-coenzyme A synthetase ACSS1
G3M9U4 Acid phosphatase type 5 ACP5
W5PZ94 Aconitate hydratase ACO1
W5QAA9 Aconitate hydratase, mitochondrial ACO2

P1 P2




P10626 Acrosin ACR
W5QFL6 Acrosin ACR
P60713 Actin, cytoplasmic 1 ACTB
W5NU67 Acylphosphatase (Fragment) MLH3
W5PHX1 Adenosylhomocysteinase AHCY
W5QI77 Adenylate kinase 2, mitochondrial AK2
C51JA8 Adenylate kinase isoenzyme 1 AK1
C5IWU3 ADP-ribosylation factor 3 ARF3
CS5IWTO ADP-ribosylation factor 4 ARF4
C5IwuU1l ADP-ribosylation factor 6 ARF6
C5IWT9 ADP-ribosylation factor-like 8B ARLSB
USILF5 Aldoketoreductase 1B5 N/A
W5PGC5 Aldose 1-epimerase GALM
W5NWQ7 Alkaline phosphatase LOC101109677
W5PFB9 Alkaline phosphatase ALPL
Q28745 Alpha globin chain N/A
W5QJ42 Alpha-(1,6)-fucosyltransferase FUT8
Q6SVU1 Alpha-1,3-galactosyltransferase GGTAl
Alpha-1,4 glucan phosphorylase
W5QHN3 (Fragment) PYGL
B6D983 Alpha-1-acid glycoprotein AGP
ABEIWO0 Alpha-2,3-sialyltransferase st3gal4
J7F5B7 Alpha-mannosidase MANZ2B1
W5PLN7 Alpha-mannosidase N/A
W5PMZ6 Alpha-mannosidase LOC101117846
W5PM86 Alpha-mannosidase N/A
W5NWN?2 Alpha-mannosidase MAN2C1
W5P1J8 Amine oxidase AOC3
W5NUW3 Amine oxidase N/A
Q4W1E4 Angiotensin-1 converting enzyme ace
P20757 Angiotensinogen AGT
W5PSZ5 Annexin ANXA1
W5QEU6 Annexin ANXA4
W5PZM9 Annexin ANXAS
A25W69 Annexin A2 ANXA2
W5PWYO0 Arginase ARG1
BOLRN6 Asparaginase-like 1 protein N/A
W5NUGO Aspartate aminotransferase GOT2
W5PS88 Aspartate aminotransferase GOT1
G1DG30 Aspartate aminotransferase GOT1
S6ASC3 ATP synthase subunit a MT-ATP6
W5NY50 ATP synthase subunit alpha ATP5A1
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W5PEP7 ATP synthase subunit beta ATP5B
ATP-binding cassette sub-family G
QO09GP3 member 2 ABCG2
Q2TCH3 ATP-citrate synthase ACLY
ATP-dependent 6-

W5QDD4 phosphofructokinase PFKM

S5U2L5 Bactericidal permeability increasing BPI
Bactericidal permeability-

W8SWB6 increasing protein N/A
Q1KYZ9 Beta globin chain HBB
F5CC79 Beta-1,4-galactosyltransferase | BAGALT1
Q6QAT4 Beta-2-microglobulin B2M
W5Q1M0 Beta-galactosidase GLB1
W5P3N6 Beta-hexosaminidase LOC101112162
W5QC89 Beta-hexosaminidase HEXA
W5P3C6 Beta-hexosaminidase HEXB
Q95327 Beta-mannosidase MANBA
Al1Z181,

Al17182, Bodhesin-2, Bodhesin-3, Bodhesin- | Bdh-2, Bdh-3,
Al1Z7183 4 Bdh-4
BPI fold containing family A
AO0A075W0S2 member 1 BPIFA1

BPI fold containing family A
S5LQM4 member 1 protein BPIFA1
Q6YNX6 Calmodulin CALM2
F1DAU3 Calpain 1 catalytic subunit CAPN1
Q1PCR9 Calpain Il small subunit N/A
CAMP-dependent protein kinase

W5P925 catalytic subunit alpha PRKACA
CAMP-dependent protein kinase

B629S4 regulatory subunit alpha 1 N/A

W5PTU7 Carbonic anhydrase 2 CA2
W50QB42 Carboxylic ester hydrolase CES5A
W5PAMA4 Carboxypeptidase CTSA

P67829 Casein kinase | isoform alpha CSNK1A1l
C6KGS5 Catalase CAT
S5FR89 Cathepsin B CTSB
X2J1X8 Cathepsin D CTSD
W5PBB5 Cathepsin F CTSF
W8NX99 Cathepsin L N/A
W5QGU9 Cation-transporting ATPase ATP13A4
MAWED3 Cell division cycle 42 CDC42
D6QUQ1 Chloride anion exchanger SLC26A3
Chloride intracellular channel

W5P610 protein CLIC1
Chloride intracellular channel

G1DFQ5 protein CLIC1
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Chromosome 21 open reading

C5IWT4 frame 33 C210rf33
W5PI38 Citrate synthase Cs
Class mu glutathione S-transferase
Q9MZB4 (Fragment) N/A
W5PZI1 Clusterin LOC101113728
A5YBUS Complement component C2 C2
Complement component C3
046544 (Fragment) C3
P56283 C-type natriuretic peptide NPPC
K4P494 Cystatin C CST3
D6PX60 Cysteine-rich secretory protein 1 Crispl
D6PX61 Cysteine-rich secretory protein 2 Crisp2
Cytochrome c oxidase subunit 11
AO0A023NDA9 (Fragment) COX2
W5QHK5 DCNZ1-like protein (Fragment) DCUN1D1
W5PMF2 Diacylglycerol kinase DGKA
W5PB39 Dihydrolipoyl dehydrogenase DLD
W5NZAO Dipeptidase DPEP3
AOA075TCY1 Dipeptidylpeptidase 4 DPP4
DnaJ homolog subfamily C
W5Q5P0 member 10 DNAJC10
G1DGE3 Dynein light chain 2 DYNLL2
W5PN24 Elongation factor 1-alpha EEF1A2
W5PD15 Elongation factor 1-alpha LOC101120236
B2LYKS8 Endoplasmic reticulum protein 29 ERP29
Q30DU1 Epidermal growth factor receptor EGFR
Eukaryotic translation initiation
W5PZH7 factor 3 subunit E EIF3E
Eukaryotic translation initiation
W5QHX1 factor 5A EIF5A2
B9VHO00 Fatty acid binding protein 5 FABP5
Q06B57 Fatty acid synthase FASN
W5PA59 Ferritin LOC101117015
W5Q5H8 Fibrinogen alpha chain FGA
Four and a half LIM domains 1
C8BKCS8 protein FHL1
W5PFR8 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 FBP1
W5P1X9 Fructose-bisphosphate aldolase ALDOA
Fructose-bisphosphate aldolase
W5NQP9 (Fragment) ALDOC
C5IWV1 Fumarate hydratase FH
Galactose-1-phosphate
W5PHBS uridylyltransferase GALT
C51J94 GDI1 N/A
Glucosamine-6-phosphate
W5Q0A8 isomerase GNPDA?2
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W5P323 Glucose-6-phosphate isomerase GPI
GI9BHQ2 Glucosylceramidase GBA
W5QBP6 Glutamine synthetase GLUL
Glutaminyl-peptide
C8BKD8 cyclotransferase QPCT
W5PDJ6 Glutathione peroxidase GPX3
HI9TNO93 Glutathione peroxidase GPx5
W5Q8B1 Glutathione peroxidase GPX6
Q30B87 Glutathione transferase M3 N/A
Glyceraldehyde-3-phosphate
Q28554 dehydrogenase GAPDH
Glycerol-3-phosphate
W5Q024 dehydrogenase [NAD(+)] GPDI1L
GTP:AMP phosphotransferase
W5PVD4 AK3, mitochondrial AK3
Guanine nucleotide binding protein
A4F2F7 alpha inhibiting 2 (Fragment) Gi2
B6E141 Haptoglobin HP
M4NBE4 Heat shock 70kDa protein 5 HSPAS
16ZQY0 Heat shock cognate 71 kDa protein HSPAS
Heat shock protein 70kDa protein 6
JTIF274 (Fragment) hspa6
A9P323 Heat shock protein alpha 90 HSPCA
G1DFU5 Heat shock protein HSP 90-beta HSP90AB1
Heat shock-related 70 kDa protein
Q9TUG3 2 HSPA2
W5P659 Hexokinase HK1
W5QFM1 Histone H2A LOC101106292
W5QFQ2 Histone H4 HIST1H4D
DOF094 Hormone-sensitive lipase LIPE
ROYOL?2 Hormone-sensitive lipase HSL
I3WAEG HSP27 protein HSP27
W5NSU1 Hyaluronidase LOC101107188
Q8SQG7 Hyaluronidase-2 HYAL2
Hydroxyacyl-coenzyme A
dehydrogenase/3-ketoacyl-
coenzyme A thiolase/enoyl-
coenzyme A hydratase
(Trifunctional protein) alpha
B6UV59 subunit HADHA
Hypoxanthine
AQAQ097C2722 phosphoribosyltransferase 1 HPRT1
Insulin-like growth factor-binding
F6M3U6 protein 5 IGFBP-5
Interferon-gamma-inducible
F1ASZ5 lysosomal thiol reductase GILT
Isocitrate dehydrogenase [NAD]
W5P8N9 subunit, mitochondrial IDH3B

154



Isocitrate dehydrogenase [NAD]

W5P958 subunit, mitochondrial IDH3G
Isocitrate dehydrogenase [NAD]
W5NR14 subunit, mitochondrial IDH3A
W5QCD6 Isocitrate dehydrogenase [NADP] IDH1
B3VSB9 ITM2B ITM2B
Katanin p60 ATPase-containing
W5NZX3 subunit A-like 2 KATNAL?2
B6ZCR1 Lactoferrin Itf
W5Q0T3 Lactoylglutathione lyase GLO1
W5PRR5 Leukotriene A(4) hydrolase LTA4H
AQAQ059U2L1 Lipocalin N/A
AOAO059U1E3 Lipocalin 8 LCN8
W5PING L-lactate dehydrogenase LDHA
W5NXL6 L -lactate dehydrogenase LDHALG6B
W5PIF6 L-lactate dehydrogenase LDHC
W5P994 Lon protease homolog LONP1
W8R447 Lysophospholipase | LYPLAL
F2X044 Lysozyme-like 4 LYZL4
Macrophage migration inhibitory
Q1zzU7 factor MIF
QIN104 Malate dehydrogenase MDH2
W5QFQO Malate dehydrogenase MDH1
C8CCh6 Malic enzyme ME1
W5NY53 Mannose-6-phosphate isomerase MPI
Mannose-6-phosphate/insulin-like
growth factor Il receptor
Q8SQ25 (Fragment) moép/igf2r
Q9XSQ8 MAP28 protein map28
C8BKE4 Matrix metallopeptidase 2 MMP?2
B6UV58 Matrix metallopeptidase 7 MMP7
QINON7 Membrane selenoprotein P N/A
C8BKC3 Metallopeptidase inhibitor 2 TIMP2
G1DFX3 Methyltransferase-like protein 9 METTL9
A4ZVY5 MHC class | antigen (Fragment) ovar
C7FDJ1 Milk fat globule-EGF factor 8 MFGES8
Mitochondrial 10 kDa heat shock
G1DGG1 protein HSPE1
Mitochondrial ATP synthase O
BIVHO06 subunit ATP50
11SKJ7 Mitochondrial sulfite oxidase N/A
QOPD85 Monocarboxylate transporter 1 SLC16A1
P02190 Myoglobin MB
B2LSM7 N-acetylgalactosaminidase alpha N/A
N-acetylglucosamine-6-phosphate
W5QB71 deacetylase AMDHD?2
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P50426 N-acetylglucosamine-6-sulfatase GNS
NAD(P)(+)--arginine ADP-
W5Q4D9 ribosyltransferase ART3
NAD-dependent deacetylase
G1DFS3 sirtuin-5 SIRT5
Q30B76 Niemann-Pick disease type C2 N/A
W5NYH2 Nucleoside diphosphate kinase NME1
AlYZ35 Osteoglycin OGN
W5QGG3 Palmitoyltransferase ZDHHC19
W5PD71 Pentaxin CRP
W5Q3X2 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase N/A
K4P1S5 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase PPIA
W5QHU9 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase PPIB
C8BKC5 Peroxiredoxin 2 PRDX2
MA4T8F1 Peroxiredoxin 6 Prdx6
LOCSP6 Peroxiredoxin-5 PRDX5
B7TJ13 Phosphoglycerate kinase PGK1
W5PG09 Phosphoglycerate kinase PGK?2
W5QHA40 Phosphoinositide phospholipase C PLCZ1
W5PKM1 Phospholipid-transporting ATPase ATP11C
W5PT19 Phospholipid-transporting ATPase ATP8B3
W5PTI5 Phospholipid-transporting ATPase LOC101115135
P81286 Plasminogen (Fragment) PLG
Polypeptide N-
W5NYS0 acetylgalactosaminyltransferase GALNT2
Polypeptide N-

W5PJ21 acetylgalactosaminyltransferase GALNT10
Polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase
W5PN17 (Fragment) GALNT12
P05979 Prostaglandin G/H synthase 1 PTGS1
QI9XSMO Prostaglandin-H2 D-isomerase PTGDS
W5NS93 Proteasome subunit alpha type PSMA4
W5P9U4 Proteasome subunit alpha type PSMA1
K4p231 Proteasome subunit alpha type PSMA2
W5QD30 Proteasome subunit alpha type PSMAb5
W5PC09 Proteasome subunit alpha type PSMAG6
W5PBO07 Proteasome subunit alpha type PSMAS8
W5QI1Y3 Proteasome subunit alpha type PSMA3
W5P7G7 Proteasome subunit beta type PSMB6
W5QDM?2 Proteasome subunit beta type PSMB5
W5QE19 Proteasome subunit beta type PSMB?2
W5P500 Proteasome subunit beta type PSMB1
W5QIL2 Proteasome subunit beta type PSMB4




W5PJC2 Proteasome subunit beta type PSMB3
Protein arginine N-
W5QDN6 methyltransferase 5 PRMT5
W5QC35 Protein disulfide-isomerase PDIA4
W5PMM7 Protein disulfide-isomerase PDIA3
W5Q9H2 Protein disulfide-isomerase P4HB
Protein-L-isoaspartate O-
W5NY22 methyltransferase PCMT1
Pyruvate dehydrogenase E1
W5PYS5 component subunit alpha PDHA1
W5QC41 Pyruvate kinase PKM
C51)84 RAB10 N/A
AILM13 RAB14 rab14
A9LMO09 RAB1A-like protein RAB1A
C51J98 RABSA N/A
11VE56 RAS oncogene protein RABSA
Ras-related C3 botulinum toxin
AbJSV6 substrate 1 RAC1
ITWI1IN4 Ras-related protein Rab-11B RAB11B
ITW1NO Ras-related protein Rab-2A RAB2A
ITWIN1 Ras-related protein Rap-1B RAP1B
W5PWC5 Receptor protein-tyrosine kinase EGFR
G1DFN7 Ribonuclease K6 RNASE6
P80601 Ribonuclease UK114 HRSP12
W5P374 Ribosomal protein L15 RPL15
Serine/threonine-protein
W5PWZ7 phosphatase PPEF1
Serine/threonine-protein
W5Q7U7 phosphatase PPP1CC
Serine/threonine-protein
W5PWNG6 phosphatase (Fragment) CDKL3
Serine/threonine-protein
W5PG83 phosphatase 2A activator PPP2R4
G1DGI1 Serpine 2 protein SERPINE?2
P14639 Serum albumin ALB
B2MV X5 SLC25A20 N/A
Sodium/potassium-transporting
W5PEY3 ATPase subunit alpha ATP1A4
Sodium/potassium-transporting
W5P945 ATPase subunit beta ATP1B3
Solute carrier family 2, facilitated
P47843 glucose transporter member 3 SLC2A3
Solute carrier family 2, facilitated
Q8WMN1 glucose transporter member 5 SLC2A5
P07846 Sorbitol dehydrogenase SORD
W5QITO Sorbitol dehydrogenase SORD
D7R6C7 Sperm lysozyme like protein 1 SLLP1
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W5PLM3 Sperm surface protein Sp17 SPA17
C6ZEAS8 Sperm-egg fusion 1 Izumol
C8BKD7 Sphingomyelin phosphodiesterase SMPD1
Stabilin-1 interacting chitinase-like
A5JV04 protein N/A
W5Q216 Succinate dehydrogenase (quinone) SDHA
W5PL67 Succinyl-CoA ligase subunit beta SUCLG2
W5PEA4 Succinyl-CoA ligase subunit beta SUCLA2
Succinyl-CoA:3-ketoacid-
W5PGM1 coenzyme A transferase OXCT1
Succinyl-CoA:3-ketoacid-
W5QFN4 coenzyme A transferase LOC101120376
W5Q9K1 Sulfhydryl oxidase QSOX1
W5NW86 Sulfotransferase CHST1
W5P340 Superoxide dismutase SOD2
Q5FB29 Superoxide dismutase [Cu-Zn] SOD1
W5NQP5 Superoxide dismutase [Cu-Zn] SOD3
W5PQ18 Synaptogyrin SYNGR4
W5QH64 Synaptosomal-associated protein SNAP23
T-complex protein 1 subunit alpha
W5P375 (Fragment) TCP1
W5QFZ3 T-complex protein 1 subunit delta CCT4
T-complex protein 1 subunit
W5P765 gamma (Fragment) CCT3
W5PSZ6 Testis anion transporter 1 SLC26A8
HITKZ8 Transaldolase TALDO
W5PEO1 Transgelin TAGLN2 TAGLN?2
W5Q5G8 Transketolase TKT
W5Q743 Transporter LOC101119236
P12303 Transthyretin TTR
W5P5W9 Triosephosphate isomerase TPI1
DOVWZ0 Tubulin alpha chain N/A
DOVWY9 Tubulin beta chain N/A
G1DG95 Tumor susceptibility 101 protein TSG101
C5ISB7 Ubiquilin 1 UBQLN1
Ubiquitin carboxyl-terminal
W5PUL3 hydrolase UCHL1
Ubiquitin carboxyl-terminal
W5P621 hydrolase USP7
Ubiquitin carboxyl-terminal
W5Q922 hydrolase LOC101105383
Ubiquitin-60S ribosomal protein
POC276 L40 UBAS52
UDP-N-acetylglucosamine:alpha-3-
D-mannoside beta-1,2-N-
acetylglucosaminyltransferase |
Q30B73 (Fragment) N/A
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16U6S0

UMP-CMP kinase

W5PX03

XRP2

CMPK1
RP2

ANEXO | — PROTEINAS COM IDENTIDADE CARACTERIZADAS SEM (P1) E COM
AFINIDADE A HEPARINA (P2) DO PLASMA SEMINAL DE OVINOS. CAIXAS PRETAS
INDICAM A PRESENCA DA PROTEINA NO PICO E AS BRANCAS, AUSENCIA.

Cédigo d? acesso Nome da proteina Gene secretor
no Uniprot
W5NRT6 Acetyl-CoA carboxylase 1 ACACA
W5P9I9 Acetyl-coenzyme A synthetase ACSS1
W5QAA9 Aconitate hydratase, mitochondrial ACO2
W5QFL6 Acrosin ACR
W5NU67 Acylphosphatase MLH3
W5PHX1 Adenosylhomocysteinase AHCY
W5QI77 Adenylate kinase 2, mitochondrial AK2
W5PGC5 Aldose 1-epimerase GALM
W5PFB9 Alkaline phosphatase ALPL
W5QHZ1 Alkaline phosphatase LOC101109677
W5PLN7 Alpha-mannosidase N/A
W5PM86 Alpha-mannosidase N/A
W5PMZ6 Alpha-mannosidase LOC101117846
W5QC34 Alpha-mannosidase MAN2A1
W5NWN2 Alpha-mannosidase MAN2C1
W5PS45 Alpha-mannosidase (Fragment) MAN2B1
W5P1J8 Amine oxidase AOC3
W5NUW3 Amine oxidase AOC3
W5Q0C6 Amyloid beta A4 protein APP
W5PCN2 Annexin ANXA7
W5PZM9 Annexin ANXAL
W5QBJO Annexin ANXA3
W5PSZ5 Annexin ANXA1
W5P1Q0 AP complex subunit beta AP1B1
W5P8Q0 AP complex subunit beta AP2B1
W5PS88 Aspartate aminotransferase GOT1
W5NUGO Aspartate aminotransferase GOT2
W5NY50 ATP synthase subunit alpha ATP5A1
W5PEP7 ATP synthase subunit beta ATP5B
W5QDD4 ATP-dependent 6- PFKM
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phosphofructokinase

W5Q1M0 Beta-galactosidase GLB1
W5QC89 Beta-hexosaminidase HEXA
W5P3C6 Beta-hexosaminidase HEXB
W5Q292 Calcium-transporting ATPase ATP2B1
W5PTU7 Carbonic anhydrase 2 CA2
W5QB42 Carboxylic ester hydrolase CES5A
W5PAM4 Carboxypeptidase CTSA
W5QB36 Catalase CAT
W5Q02Z2 Cathepsin B CTSB
W5QGU9 Cation-transporting ATPase ATP13A4
W5PAD4 Chloride anion exchanger SLC26A3
W5P610 Chloride ingfgte;ilﬁlar channel cLICL
W5P8X9 Chloride |ng?§te;ilrl]Jlar channel cLICA
W5PI138 Citrate synthase CS
W5PZI1 Clusterin LOC101113728
A5YBU9 Complement factor B CFB
W5Q9U3 C-type natriuretic peptide CNP
W5NTB3 Cystatin-B CST6
W5NZAOQ Dipeptidase DPEP3
W5PD15 Elongation factor 1-alpha LOC101120236
W5QHX1 Eukaryotlc];[;gtnosrlaSt'lbc\)n initiation EIF5A2
W5PRH3 Eukaryotic tfr:gtsolftéon initiation EIE6
W5PA59 Ferritin LOC101117015
W5Q5H8 Fibrinogen alpha chain FGA
W5NQP9 Fructose-bisphosphate aldolase ALDOC
W5P1X9 Fructose-bisphosphate aldolase ALDOA
wortps | Coscoeramia
W5NUG3 GIucosa_mine—G—phosphate GNPDAL
isomerase
W5Q0A8 Glucosag(i)r;sé(:ég:osphate GNPDA2
W5P323 Glucose-6-phosphate isomerase GPI
W5P1A5 Glucosylceramidase GBA
W5QBP6 Glutamine synthetase GLUL
W5Q8B1 Glutathione peroxidase GPX6
W5Q824 Glutathione S-transferase GSTA1l
woevos | PRI | A
WENYB7 Guanine nucleotide-binding protein GNG10

subunit gamma




Guanine nucleotide-binding protein

W5PP04 subunit gamma GNG12

W5P659 Hexokinase HK1

W5QFM1 Histone H2A LOC101106292
W5PUUS Histone H2A HIST2H2AC
W5Q8wW8 Histone H3 H3F3A
W5QGB5 Histone H4 LOC105603795
W5NSU1 Hyaluronidase LOC101107188
W5QCD6 Isocitrate dehydrogenase [NADP] IDH1

WENZX3 KataninSpLJJEEJ?J r,léi\;ri?lsii;cgntaining KATNAL2
W5Q0T3 Lactoylglutathione lyase GLO1

W5PRR5 Leukotriene A(4) hydrolase LTA4H

W5PING L-lactate dehydrogenase LDHA
WS5NXL6 L-lactate dehydrogenase LDHALG6B
W5PIF6 L-lactate dehydrogenase LDHC
W5QGD1 L-lactate dehydrogenase LDHB
W5NQW1 Lysozyme LOC101117313
W5QFQO0 Malate dehydrogenase MDH1

W5PC82 Malic enzyme ME1

W5NY53 Mannose-6-phosphate isomerase MPI

W5PRP1 Na(+)/ Hcg;gc‘i’éfhﬁagé_sg“'atory SLC9A3RL
W5QB71 N—acetylgIu(cj::ass;])i/?:;s-phosphate AMDHD2
W5Q4D9 A bbayinansterase ART3
W5NXM8 NADr(iE)O(;';I't}Z?;][:Pa‘Z?DP' LOC101118216
W5Q595 NIF3-like protein 1 NIF3L1
W5NYH2 Nucleoside diphosphate kinase NME1

W5Q4H9 Nucleoside diphosphate kinase NME3

W5PD71 Pentaxin CRP

W5Q3X2 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase N/A

W5QB61 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A
W5QHU9 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase PPIB

W5PG09 Phosphoglycerate kinase PGK2

W5QBV3 Phosphoglycerate kinase PGK1

W5Q2D6 Phosphoinositide phospholipase C PLCL1

W5QH40 Phosphoinositide phospholipase C PLCZ1

W5PTI5 Phospholipid-transporting ATPase | LOC101115135
W5PT19 Phospholipid-transporting ATPase ATP8B3
W5PKM1 Phospholipid-transporting ATPase ATP11C

W5PS11 Phosphoserine aminotransferase PSAT1
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W5PDL7 acetylga;?:It)éngrf;SSI{\rlansferase GALNTS
WSPNL7 acetylga;?:It)éngrf;SSI{\rlansferase GALNT12
WoPJ21 acetylgagggggg;gsl?rlansferase GALNTIO
W5P9U4 Proteasome subunit alpha type PSMA1
W5PC09 Proteasome subunit alpha type PSMA6
W5PBO07 Proteasome subunit alpha type PSMA8
W5NS93 Proteasome subunit alpha type PSMA4
W5Q7C7 Proteasome subunit alpha type PSMA2
W5QIY3 Proteasome subunit alpha type PSMA3
W5QD30 Proteasome subunit alpha type PSMA5
W5PJC2 Proteasome subunit beta type PSMB3
W5QDM2 Proteasome subunit beta type PSMB5
W5PVU5 Proteasome subunit beta type PSMB7
W5P500 Proteasome subunit beta type PSMB1
W5QIL2 Proteasome subunit beta type PSMB4
W5QE19 Proteasome subunit beta type PSMB2
WSQDNS methyltansfersse PRMTS
W5PMM7 Protein disulfide-isomerase PDIA3
W5Q9H?2 Protein disulfide-isomerase P4AHB
W5QC35 Protein disulfide-isomerase PDIA4
W5NQH6 Protein S100 S100A9
W5NQJO Protein S100 S100A12
W5NRC1 Protein S100 S100A16
W5QIV1 Protein S100 S100A11
W5PX03 Protein XRP2 RP2
wowvzz | PeEELReseeeo- | powm
W5PVQ?2 Protein-tyrosine-phosphatase PTPRK
W5QC41 Pyruvate kinase PKM
W5PR68 Receptor exp;rrgstziicr)]n-enhancing REEPG
W5NR40 Receptor protein-tyrosine kinase FLT4
W5QH42 S-adenosylmethionine synthase MAT2A
W5PKE6 S-adenosylmethionine synthase MAT1A
W5PKT3 Serinerl)tr:](gggrr:;rtlgggrotein PPP3CC
WEPWZ7 Serinerl)tr:](gggrr:;rtlgggrotein PPEEL
W5P1T4 Seriner/)tr:](gggrr:;rtlggsrotein PPPAC
W5Q7U7 Serine/threonine-protein N/A

phosphatase
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werem |y | P
woreya | STETETITTO | atesad
worsis | STRImAT e | atee:
wSGeL | e | sLcoinz
W5QITO Sorbitol dehydrogenase SORD
W5PLM3 Sperm surface protein Sp17 SPA17
W5PLK?2 Stathmin STMN3
W | e | Lociouizu
W5Q9K1 Sulfhydryl oxidase QSOX1
W5P340 Superoxide dismutase SOD2
W5PQ18 Synaptogyrin SYNGR4
W5QH64 Synaptosomal-associated protein SNAP23
W5P375 T-complex protein 1 subunit alpha TCP1
W5QFZ3 T-complex protein 1 subunit delta CCT4
W5P765 T-complex protein 1 subunit CCT3
gamma
W5PFL8 Tetraspanin CD9
W5PYR6 Tetraspanin TSPANS
W5P7X3 Transaldolase TALDO1
W5Q743 Transporter LOC101119236
W5P5W9 Triosephosphate isomerase TPI1
W5PZG6 Tyrosine-protein kinase LYN
W5PGD2 Tyrosine-protein kinase receptor ROS1
W5PIL6 Ublqunlnh():/?jrrk:)c;;gg terminal UCHLS
W5Q922 Ub|qu|t|nhc):/?jrrl::)c;§gg—term|nal LOC101105383
W5P621 Ublqunlnh():/?jrrk:)c;;gg terminal USP7
W5NZZ3 V-type proton ATPase subunit F ATP6V1F
W5P303 14-3-3 protein beta/alpha YWHAB
W5QBD7 14-3-3 protein zeta/delta YWHAZ
W5PFR8 Fructose-1,6-bisphosphatase FBP1
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ANEXO J — PROTEINAS COM IDENTIDADE CARACTERIZADAS SEM (P1) E COM
AFINIDADE A HEPARINA (P2) DO PLASMA SEMINAL DE COELHOS. CAIXAS PRETAS
INDICAM A PRESENCA DA PROTEINA NO PICO E AS BRANCAS, AUSENCIA.

Cédigo de acesso
no Uniprot

Nome da proteina

Gene secretor

P1

P2




14 kDa phosphohistidine

P834c8 phosphatase PHPTL
G1SZD6 14-3-3 protein theta YWHAQ
GIUT23 | 1y irouyseraid cebyarogenase | POER®
G1U1X6 5-nucleotidase NT5C3A
G1T720 dehyd?ogzg:\gg,oc?;gg?g;‘i/lating PGD
P50757 72 kDa type 1V collagenase MMP2
P48038 Acrosin ACR
P68135 Actin, alpha skeletal muscle ACTAlL
P29751 Actin, cytoplasmic 1 ACTB
G1SMY7 Acylamino-acid-releasing enzyme APEH
Q8WN94 Acyl-CoA-binding protein DBI
G1SYS6 Acylphosphatase ACYP1
P00820 Acylphosphatase-2 ACYP2
G1SVHO Adenosylhomocysteinase AHCY
G1T432 Adenylyl CE)/rCoI?:ien associated CAP1
019053 Alcohol dehydrogenase class-3 ADH5
G1T610 Aldehyde oxidase 1 AOX1
P80456 Aldehyde oxidase 1 AOX1
G1SQSs1 Aldose 1-epimerase GALM
P15122 Aldose reductase AKR1B1
G1SLU6 Alkaline phosphatase ALPL
U3KMU3 Alpha-1,4 glucan phosphorylase PYGM
G1SIB9 Alpha-1,4 glucan phosphorylase PYGB
pP25227 Alpha-1-acid glycoprotein ORM1
Q28665 Alpha-1-antiproteinase E LOC100008986
P23035 Alpha-1-antiproteinase F N/A
G1SYM4 Alpha-1B-glycoprotein AlBG
U3KMR2 Alpha-2-HS-glycoprotein AHSG
Q45GR2 Alpha-2-plasmin inhibitor SERPINF2
G1SJIN5 Alpha-mannosidase MAN2A1
G1T8S8 Alpha-mannosidase LOC100346772
G1SzZM2 Amyloid beta A4 protein APP
G1ST58 Anamorsin CIAPIN1
G1TYT4 Angiotensin-converting enzyme ACE
G1T3I9 Annexin ANXA7
G1TA83 Annexin ANXA4
G1TIS5 Annexin ANXA1
G1TEMY Annexin ANXA3
G1SNTS Annexin ANXAG
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G1SL62 Annexin ANXA2
G1TEDG6 Annexin ANXAS5
P51662 Annexin Al ANXA1
P33477 Annexin A1l ANXA11
G1SL02 AP complex subunit beta AP2B1
P09809 Apolipoprotein A-I APOALl
G1TVUO Aquaporin-2 AQP2
G1T332 Aspartate aminotransferase GOT1
G1T4Z2 ATP-citrate synthase ACLY
GLT0Hg phosphofractokinase PFKP
Q28740 Basigin BSG
P01885 Beta-2-microglobulin B2M
G1SL41 Beta-glucuronidase GUSB
G1SWRO0 Beta-hexosaminidase HEXA
G1SK48 Bleomycin hydrolase BLMH
P62160 Calmodulin CALM
G1sJ23 Calpain-1 catalytic subunit CAPN1
P15253 Calreticulin CALR
Q6XLQ7 Calumenin CALU
P00919 Carbonic anhydrase 2 CA2
G1SRMO Carboxylic ester hydrolase CES5A
P33674 Casein kinase 11 subunit alpha CSNK2A1
G1T6W7 Catalase CAT
Q59172 Catenin alpha-1 CTNNA1
G1TA99 Cation-transporting ATPase ATP13A4
G1TPL4 Chloride anion exchanger SLC26A3
G1SJ77 Chloride ing?é:t?alilﬁlar channel cLICA
Q95MF9 Chloride n;)trrgfglr:ullar channel cLICL
G1TBL6 Clathrin heavy chain CLTC
Q9XSCh Clusterin CLU
G1T714 Coatomer subunit alpha COPA
G1STJ4 Complement C3 alpha chain C3
P4g8747 Complement component C9 C9
097862 Cystatin-C CST3
P00008 Cytochrome ¢ CYCS
P08682 Cytochrome P450 2E1 CYP2E1
Q01059 Cytoplasmic aconitate hydratase ACO1
G1U6B2 Delta-aminolevulinic acid ALAD

dehydratase
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G1SUK5 Density-regulated protein DENR
G1T5D5 Dipeptidase DPEP2
Q| O s | ADAV:
G1TODS8 D-tyrosyl-tRNA(Tyr) deacylase DTD1
P63169 Dynein light chain 1, cytoplasmic DYNLL1
Q28685 Dystroglycan DAG1
P68105 Elongation factor 1-alpha 1 EEF1A1
P34826 Elongation factor 1-beta EEF1B
pP53787 Elongation factor 1-delta EEF1D
P29694 Elongation factor 1-gamma EEF1G
018750 Endoplasmin HSP90B1
P29562 Eukaryotic initiation factor 4A-I EIF4A1
G1TC37 Eukaryotic translation initiation EIE5A2
factor 5A
e
G1SKI1 Ezrin EZR
G1TKN1 Ferritin LOC100358983
G1T6Q8 Ferritin FTH1
G1THL2 Ferritin FTL
G1TWATY Fibrinogen alpha chain FGA
G1TOW8 Fibrinogen beta chain FGB
G1U9R6 Fibronectin FN1
G1SE61 Filamin-B FLNB
P00637 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 FBP1
QIN0J6 Fructose ilsfz)t/)rlsgr;osphatase FBP?
G1T652 Fructose-bisphosphate aldolase ALDOC
P00883 Fructose-bisphosphate aldolase A ALDOA
P79226 Fructose-bisphosphate aldolase B ALDOB
G1TPZ1 Galectin LGALS1
P47845 Galectin-3 LGALS3
PS6201 > Biunctionel proten HePD
B7NZQ6 GDP dissociation inhibitor 1 GDI1
QIN1E2 Glucose-6-phosphate isomerase GPI
G1TAC4 Glutaredoxin-1 GLRX
Q08863 Glutathione S-transferase alpha | N/A
P46409 Glutathione S-transferase Mu 1 N/A
Q08862 Glutathione S-transferase Yc N/A
G1SH63 Glutathione synthetase GSS
G1TYG1 Glyceraldehyde-3-phosphate GAPDH

dehydrogenase




Guanine nucleotide-binding

GlTub? protein subunit gamma GNG12
P19007 Haptoglobin HP
P30946 Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1L
G1T8Q6 Heat shock protein HSP 90-beta HSP90AB1
P01948 Hemoglobin subunit alpha-1/2 N/A
P02057 Hemoglobin subunit beta-1/2 HBB1
G1TVS4 Hemopexin HPX
G1SRI8 Hexokinase HK1
G1U754 Histidine-rich glycoprotein HRG
G1U155 Histone H2B HIST1H2BH
G1TN68 Histone H4 HIST1H4F
G1T1B3 Hyaluronidase SPAM1
ATX8X3 phospﬁo{?gé(:)zi?;:zferase HPRT
P01870 Ig gamma chain C region N/A
P01687 Ig kappa chain V region N/A
P01685 Ig kappa chain V region 4135 N/A
P01697 Ig kappa chain V region AH80-5 N/A
P01840 Ig kappa-b4 chain C region N/A
P23108 Immunoglobulin J chain JCHAIN
G1SI120 Isocitrate dehydrogenase [NADP] IDH1
615543 Kataninspt)fz)(l)J rﬁ;l’izjllsitla(:gntaining KATNAL?
G1TC72 Kinesin-like protein KIF11
G1T545 Lactoylglutathione lyase BTBD9
P14755 Lambda-crystallin CRYL1
G1SP54 Leukotriene A(4) hydrolase LTA4H
U3KNF1 LIM and SH3 domain protein 1 LASP1
Q9GK®62 Lipophilin CP LOC100008796
G1TIS1 L-lactate dehydrogenase LDHC
GITYAT7 L-lactate dehydrogenase LDHB
P13491 L-lactate dehydrogenase A chain LDHA
G1TKC4 Lysine--tRNA ligase KARS
G1T1H6 Lysozyme LYZ
G1TEBY Lysozyme D1 LOC100356058
P79227 Macrophage metalloelastase MMP12
G1SQG5 Malate dehydrogenase MDH1
G1T013 Malic enzyme ME1
G1SUK4 Mannose-6-phosphate isomerase MPI
P20614 Metalloproteinase inhibitor 1 TIMP1
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Q9TRZ7 Metalloproteinase inhibitor 2 TIMP2
Na(+)/H(+) exchange regulatory
Q28619 cofactor NHE-RF1 SLCIARL
G1U634 Neprilysin MME
P08049 Neprilysin MME
G1SZS0 NIF3-like protein 1 NIF3L1
G1U8I5 Nuclear autoant!genlc sperm NASP
protein
G1U9T4 Nucleoside diphosphate kinase NME2
G1U7U3 Nucleoside diphosphate kinase NME1
G1SJz4 Obg-like ATPase 1 OLA1
COHJAG Odorant-binding protein 2 N/A
COHJA9 Odorant-binding protein 3 N/A
P31097 Osteopontin SPP1
G1TRT6 Oxysterol-binding protein OSBP
Q02157 Pancreatic triacylglycerol lipase PNLIP
G1TNNS8 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase PPIB
G1TXIO Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP11
Q9TTC6 Peptidyl-prolyl c:—trans isomerase PPIA
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
P62943 FKBP1A FKBP1A
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
046638 FKBP3 FKBP3
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
P27124 FKBP4 FKBP4
QBMK67 Phosphatl_dylethanplam|ne- PEBP1
binding protein 1
P00949 Phosphoglucomutase-1 PGM1
G1T726 Phosphoglycerate kinase LOC100348124
G1SNJ9 Phosphoglycerate kinase PGK2
G1SzZX7 Phosphoinositide phospholipase C PLCB4
Phospholipase B1, membrane-

Q05017 associated PLB1
G1TQW3 Phospholipid-transporting ATPase ATP11A
P10658 Phosphoserine aminotransferase PSAT1
Platelet-activating factor

GIT8R1 acetylhydrolase IB subunit alpha RAPIGAP2

019048 Poly(rC)-binding protein 1 PCBP1

G1TUR3 Polyadenylate-binding protein LOC100340865

P01832 Polymeric immunoglobulin PIGR

receptor

G1TOK4 Polypeptide N- GALNT7
acetylgalactosaminyltransferase

G1SWQ5 Polypeptide N- GALNTS
acetylgalactosaminyltransferase

G1SLX4 Potassium voltage-gated channel KCNQL1

subfamily KQT member 1




G1SMUS8 Prefoldin subunit 4 PFDN4
G1T7MO Presenilin PSEN1
G1T519 Proteasome subunit alpha type PSMA4
G1T2L1 Proteasome subunit alpha type PSMA2
G1T9V4 Proteasome subunit alpha type PSMA6
G1sSwI7 Proteasome subunit alpha type PSMAS8
G1T4X8 Proteasome subunit beta type PSMB2
G1T4Q9 Proteasome subunit beta type PSMB5
G1su71 Proteasome subunit beta type PSMB1
G1SHV9 Proteasome subunit beta type PSMB3
G1T918 Proteasome subunit beta type PSMB4
G1T235 Proteasome subunit beta type PSMB6
P21195 Protein disulfide-isomerase P4AHB
G1SFV1 Protein disulfide-isomerase PDIA4
G1SEV2 Protein disulfide-isomerase PDIA3
o77791 Protein S100-A12 S100A12
P30801 Protein S100-A6 S100A6
I
Q95MN6 Proteolipid protein 2 PLP2
P11974 Pyruvate kinase PKM PKM
G1SNH7 Quinoid dihydropteridine QDPR
reductase
P62493 Ras-related protein Rab-11A RAB11A
P46629 Ras-related protein Rab-25 RAB25
Q01971 Ras-related protein Rab-2A RAB2A
G1SFU0 Ras-related protein Rab-7a RAB7A
Q8MI17 Retinal dehydrogenase 1 ALDH1Al
G1TCS3 Ribulose-phosphate 3-epimerase RPE
G1SWW8 Serineétﬁ;ggg;?ss-grotein PPP1CC
G1SX32 Serineétﬁ;ggg;?:s-srotein PPPEC
Q| Sevemveeneneen | e
PUOSE | oopnatase 4 caiyosubunie | PPPAC
G1TXX6 Serine--tRNA ligase, cytoplasmic SARS
P19134 Serotransferrin TF
G1U9S2 Serum albumin ALB
P15196 Sex hormone-binding globulin SHBG
G1TSW1 Small ubiquitin-related modifier SUMO1
G1TM59 Small ubiquitin-related modifier SUMO4
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R
GaTe || SLcoic
Q95209 Sortilin-related receptor SORL1
G1SR41 Stathmin STMN1
G1SNDO Sulfhydryl oxidase QSOX1
P09212 Superoxide dismutase [Cu-Zn] SOD1
GI1TOE5 Synaptosomal-associated protein SNAP23
G1lU9s7 T-complex protein 1 subunit alpha TCP1
G1U9T8 T-complex protein 1 subunit delta CCT4
G1SCNS T-complexgg%)ﬁﬁ;n 1 subunit CCT3
077622 T-complex protein 1 subunit zeta CCT6
G1SYM3 Tetraspanin CD9
P08628 Thioredoxin TXN
P34032 Thymosin beta-4 TMSB4
G1TKE3 Transgelin TAGLN2
G1TAH7 Transketolase TKT
P43348 Translationalrl))r/(—)igir;]trolIed tumor TPT1
Qs | Tt | TEDID
P07489 Transthyretin TTR
P00939 Triosephosphate isomerase TPI1
Q95212 Tumor protein D52 TPD52
Tyrosine 3-
amizws | ToReOYBEON S | v
protein, eta polypeptid
G1SPV?2 Tyrosine-protein kinase YES1
G1SYD3 Tyrosine--tRNA ligase YARS
P62975 Ubiquitin N/A
G1SIWS Ubiquitinht;zrrt:)c:;(g/;-terminal USP7
G1SRQ2 Ubqu|t|nh(;/?jrrt;c:;<g/; terminal UCHL3
G1SMJ5 Ubiquitin-fold modifier 1 UFM1
Q29504 Ubiquitin “t?]g?ﬁemler activating UBAL
G1T398 UMP-CMP kinase CMPK1
P02779 Uteroglobin SCGB1A1l
P53789 Vitamin D-binding protein GC
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G1SPA2

Zonadhesin

ZAN

ANEXO K — PROTEINAS COM IDENTIDADE CARACTERIZADAS SEM (P1) E COM
AFINIDADE A HEPARINA (P2) DO PLASMA SEMINAL DE EQUINOS. CAIXAS PRETAS
INDICAM A PRESENCA DA PROTEINA NO PICO E AS BRANCAS, AUSENCIA.

P1 P2

Cddigo de

acesso no Nome da proteina Gene secretor
Uniprot

FEW9Z5 26S protease regLrJ(I)?E?rrly subunit 8-like PSMC5
F7D917 6-phosphogégg?bn§)t(§ Ic;ttarnygdrogenase, PGD
F6YG82 78 kDa glucose-regulated protein HSPA5
F7CZz92 Actin, alpha skeletal muscle ACTAl
P60708 Actin, cytoplasmic 1 ACTB
F6WNY7 Acylphosphatase ACYP1
F6VIGY Adenosylhomocysteinase AHCY
F6SRP7 Adenylyl cyclase-associated protein CAP1
F7CBNO Alcohol dehydrogenqse (NADP+)-like AKRI1AL

protein

F7DPM9 Alpha-(1,6)-fucosyltransferase FUTS
F6ZD04 Alpha-1,4 glucan phosphorylase PYGB
FEYTGS Alpha-mannosidase MAN2C1
F6V3X9 Alpha-mannosidase MAN2B1
F7CRCO Amine oxidase [flavin-containing] N/A
F7CWC8 Amine oxidase [flavin-containing] N/A
F7ATC2 Angiogenin ANG
Fe6W787 Annexin ANXAGB
F6ZAK1 Annexin ANXA3
F7DEO6 Annexin ANXA1l
F6ZI151 Annexin ANXA2
F7CL15 Annexin ANXAL
Q8HZM6 Annexin Al ANXA1
F6SOR7 ANXA4 Annexin
F7CLY2 AP complex subunit beta AP1B1
P08906 Aspartat:e y?cr)gilr;;);:?gsferase, GOT1
P30441 Beta-2-microglobulin B2M
F7CGS0 Beta-galactosidase LOC100072895
F6RVL4 Beta-galactosidase GLB1
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F6T7J1 Beta-hexosaminidase HEXA
P80720 Carbohydrate-binding protein AWN N/A
F6UNS85 Carboxylic ester hydrolase LOC100147112
F7C7A8 Carboxylic ester hydrolase CES5A
F6PRI5 Carboxylic ester hydrolase LOC100051065
F6QJ78 Carboxypeptidase CTSA
F7D854 Catalase CAT
F7BGX4 Cation-transporting ATPase ATP13A4
F7DFE9 Cation-transporting ATPase ATP13A3
FEQHY8 Chloride intracellular channel protein CLIC4
F6ZHQ5 Chloride intracellular channel protein CLiC1
P81908 Cholinesterase BCHE
Q29482 Clusterin CLU
F6USX2 COP9 S|gnalolsi(|)(r:(;z)rcootgwiﬁlex subunit 3 COPS3
ABCWP2 acetyl;?JL%ZS:gi?]jlﬁal:sferase GCNTL
019010 Cysteine-rich secretory protein 3 CRISP3
P00004 Cytochrome ¢ CYCS
F6VCE9 Delta-aminolevulinic acid dehydratase ALAD
Q4AEE3 Deoxyribonuclease-1 DNASE1
F6UME7 Elongation factor 1-alpha LOC100050433
A2Q127 Elongation factor 1-gamma EEF1G
F6ZUJ2 Endoplasmin-like protein GRP94
F6V7C1 Enolase 1 ENO1
E6V7LO0 Eukaryotic translast'iém initiation factor EIF5A2
F6V8B9 Ferritin LOC100054781
Q8MIPO Ferritin heavy chain FTH1
P02791 Ferritin light chain FTL
F6RUZ6 Fibrinogen alpha chain FGA
F7CN11 Fibronectin FN1
F6ZP69 Fructose-bisphosphate aldolase ALDOC
F6SX98 Fructose-bisphosphate aldolase ALDOA
F7A860 Galectin LGALS3
F7DYV0 Galectin LGALS1
F6ZE54 Glucose-6-phosphate isomerase GPI
FEWDY8 Glucosylceramidase GBA
F62570 Glutathione peroxidase GPX5
F6RBE?2 G'ycer(ajfﬁ;g’r%:;g?:s"hate GAPDHS
F6YVA40 G'ycerzgﬁ;gr%eg';gggs'“hate LOC100054877
F7AMXO0 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase GPD1L




[NAD(+)]

F7B1R7 Glycoprotein hormones alpha chain CGA
F671U4 Glyoxalase d40_:ri1|i1;nr;;:§tr;ti?1ining protein GLOD4
Q3S4D6 GM2 activator protein GM2A
F7BGRY Guanine n:l::tl)i?]tiltdgamr;?;ng protein GNG12
A2Q0Z1 Heat shock cognate 71 kDa protein HSPAS
Q9GKX7 Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AAL
QIGKX8 Heat shock protein HSP 90-beta HSP90AB1
P01958 Hemoglobin subunit alpha HBA
P02062 Hemoglobin subunit beta HBB
F7BA85 Hexokinase HK1
F6W1T4 Histone H2A LOC100063021
F7E1X9 Histone H2B HIST1H2BD
F7C964 Histone H3 LOC100059700
F6VFV9 Histone H4 HIST1H4C
F6W9B1 Hsc70-interacting protein-like protein ST13
F6Z9K2 Hyaluronidase N/A
Q6H321 Kallikrein-1E2 KLK1E2
077811 Lactotransferrin LTF
F6YU15 Latherin LATH
F6QUF7 Lipoprotein lipase LPL
F6XFQ1 L-lactate dehydrogenase LDHC
C6L1)5 L-lactate dehydrogenase LDHB
F6W3T1 L-lactate dehydrogenase LDHA
F6ZMI7 Lysozyme A LYZL4
£65243 Macrophage T;gtrg:ion inhibitory MIE
Q95182 Major allergen Equ ¢ 1 N/A
Q866V7 Major prion protein PRNP
F7CZS6 Malate dehydrogenase MDH1
F6ZRM9 Metalloproteinase inhibitor 1 TIMP1
F7BEE7 Metalloproteinase inhibitor 2 TIMP2
Q8MJV1 Myosin-2 MYH2
F6YY66 Nucleoside diphosphate kinase NME1
F6TU23 Oxysterol-binding protein 0SBP2
AS5YBLS Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase PPIB
F7D1R1 Phosphoglycerate kinase PGK1
Q8MIF7 Phosphoglycerate kinase 2 PGK2
F6Y409 Piwi-like protein PIWIL1
P80010 Plasminogen PLG
F6TX55 Polypeptide N- GALNT4
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acetylgalactosaminyltransferase

Polypeptide N-

FeWIDI acetylgalactosaminyltransferase GALNT6
FoT8K4 acetylgazcc):lt)cl)ggir)rf;gye/li\:ansferase GALNT2
F6UJ33 Profilin PFN1
F6YYP6 Prostaglandin-H2 D-isomerase PTGDS
F6WZW6 Proteasome subunit alpha type PSMA1
F6Q369 Proteasome subunit alpha type PSMAS8
F6TCl4 Proteasome subunit alpha type PSMA2
FE6VEA3 Proteasome subunit alpha type PSMA5
F7ANR3 Proteasome subunit alpha type PSMA3
F62688 Proteasome subunit alpha type PSMA4
F7BRA4 Proteasome subunit alpha type PSMAG
F7CUX8 Proteasome subunit beta type PSMB7
F7DF55 Proteasome subunit beta type PSMB4
FeW214 Proteasome subunit beta type PSMB6
FEWX78 Proteasome subunit beta type PSMB5
F6YYB1 Proteasome subunit beta type PSMB1
FEWLO01 Proteasome subunit beta type PSMB2
F6TV65 Proteasome subunit beta type PSMB3
F7D216 Protein arginine N-methyltransferase 5 PRMTS
F7B821 Protein disulfide-isomerase P4HB
F6VSN9 Protein disulfide-isomerase PDIA3
F62230 Protein S100 S100A12
F7BND9 Protein S100 S100A11
F6RM82 Protein S100 S100A9
F6T046 Protein S100 N/A
F7DNP8 Protein-tyrosine-phosphatase PTPRF
F6XLGO Purine nucleoside phosphorylase N/A
F6W3M5 Pyruvate kinase PKM
F7AWD2 Ras-related F:)rrootfeiinn Rab-2B-like RAB2B
F6SSK7 Ras-related protein Rap-1b-like protein RAP1B
F7CKH3 Retinal dehydrogenase 1 ALDH1A1l
F6TMRO Ribonuclease A 11 RNASE12
65126 Ribose—phosﬂ?lzee g}r/(;(t);:osphokinase PRPS1
F7BM36 Serine/threonine-protein phosphatase PPEF1
F7TAYW3 Serine/threonine-protein phosphatase PPP1CC
F7B7J8 Serine/threonine-pr_otein phosphatase PPP2RA
2A activator
P35747 Serum albumin ALB
F6RQO3 Sodium/potassium-transporting ATP1A4
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ATPase subunit alpha
Q6SJP3 Solute carrier family 16 member 1 SLC16Al
F6PH25 Sphingomyelin phosphodiesterase SMPD1
F6WQ44 Sulfhydryl oxidase QSOX1
P00443 Superoxide dismutase [Cu-Zn] SOD1
F7AX81 T-complex protein 1 subunit alpha TCP1
F6Z6Q7 T-complex protein 1 subunit delta CCT4
F6UH83 T-complex pﬁ)kt(eaigritzlijr?unit epsilon- CCTS
F6V3D5 T-complex protein 1 subunit gamma CCT3
F7CEQ2 Tetraspanin CD63
F6WQJ4 Tetraspanin CD9
F7ALVO Thioredoxin TXN
F7BA40 Transaldolase TALDO1
F6QXNS Transgelin TAGLN2
F6TZS9 Triosephosphate isomerase TPI1
F7C1IN1 Tubby-like protein TULP2
F7B7L7 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase uUsP7
F6ZNY8 Ubiquitin-co?ijlgggtrigtgeiennzyme E2 N- UBE2N
Q28388 Uterocalin N/A

ANEXO L - PROTEINAS COM IDENTIDADE CARACTERIZADAS SEM (P1) E COM
AFINIDADE A HEPARINA (P2) DO PLASMA SEMINAL DE SUINOS. CAIXAS PRETAS
INDICAM A PRESENCA DA PROTEINA NO PICO E AS BRANCAS, AUSENCIA.

Cédigo de

acesso no Nome da proteina Gene secretor
Uniprot
F1RS36 78 kDa glucose-regulated protein HSPA5
P08001 Acrosin ACR
Q29016 Acrosin-binding protein ACRBP
P12026 Acyl-CoA-binding protein DBI
P24540 Acylphosphatase-1 ACYP1
P80276 Aldose reductase AKR1B1
13LB86 Alkaline phosphatase ALPL
F1SN68 Alpha-1-acid glycoprotein ORM1
P50447 Alpha-1-antitrypsin SERPINA1
F1SC20 Alpha-1B-glycoprotein Al1BG
P29700 Alpha-2-HS-glycoprotein AHSG

P1 P2 P3




F1SEY1 Alpha-mannosidase LOC100518647
F1S1G8 Amine oxidase AOC3
P15145 Aminopeptidase N ANPEP
A5GFT5 Aminopeptidase-like 1 NPEPL1
F1SJB5 Annexin ANXA1L
P19620 Annexin A2 ANXA2
P00503 Aspartate aminotransferase, cytoplasmic GOT1
ATP-dependent 6-phosphofructokinase,
Q2HYU2 muscle type PFKM
Q07717 Beta-2-microglobulin B2M
F1S6C6 Beta-galactosidase GLB1L3
QAFATT7 Beta-glucuronidase GUSB
F1S188 Beta-hexosaminidase HEXA
D0G6X8 Beta-hexosaminidase HEXB
002826 Beta-microseminoprotein MSMB
A5PF01 B-factor, properdin BF
K7GRG6 BPI fold-containing family A member 1 BPIFAl
P24020 Carbohydrate-binding protein AQN-3 AQN-3
P26776 Carbohydrate-binding protein AWN N/A
F1SC70 Carboxypeptidase CTSA
AlE295 Cathepsin B CTSB
P00795 Cathepsin D CTSD
Q28944 Cathepsin L1 CTSL
ASGFX7 Cathepsin Z CTSZ
Q29549 Clusterin CLU
F1SBS4 Complement C3 C3
P01025 Complement C3 C3
Q9TUQ3 Complement component C7 C7
P51779 Complement factor D CFD
Q5XLD3 Creatine kinase M-type CKM
Q6QAQ1 ctin, cytoplasmic 1 ACTB
P18104 C-type natriuretic peptide NPPC
Q28987 Cystatin-A8 N/A
I3LCR4 Cystatin-B CSTB
F1IRU34 Cystatin-B CST6
062855 Deoxyribonuclease-2-alpha DNASE?2
Q29243 Dystroglycan DAG1
QOPY11 Elongation factor 1-alpha EEF1A
FIRGR4 Ephrin-Al EFNAL
Epididymal secretory glutathione
018994 peroxidase GPX5
097763 Epididymal secretory protein E1 NPC2
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Q28949 Epididymis-specific alpha-mannosidase MAN2B2
002772 Fatty acid-binding protein, heart FABP3
F1RX37 Fibrinogen beta chain FGB
Four and a half LIM domains 1 protein,
Q9GJIV4 isoform C fhilC
P20735 Gamma-glutamyltranspeptidase 1 GGT1
P12309 Glutaredoxin-1 GLRX
Glyceraldehyde-3-phosphate
P00355 dehydrogenase GAPDH
Q8SPS7 Haptoglobin HP
Q5S1U1 Heat shock protein beta-1 HSPB1
P01965 Hemaoglobin subunit alpha HBA
FIRII7 Hemoglobin subunit beta HBB
P50828 Hemopexin HPX
I3LE39 Histone H2B HIST1H2BD
P62802 Histone H4 N/A
F1S325 Hydroxypyruvate isomerase HYI
P01846 Ig lambda chain C region N/A
Q29545 Inhibitor of carbonic anhydrase ICA
I3LTC6 Inositol monophosphatase 1 IMPA1
Q28985 Insulin-like growth factor-binding protein 5 IGFBP5
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain
P79263 H4 ITIH4
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain
F1SH92 ITIH4
Q8WNW3 Junction plakoglobin Jup
Q6YT39 Lactotransferrin LTF
I3LDM7 Lactoylglutathione lyase GLO1
F2Z5B1 Leukocyte elastase inhibitor SERPINB1
P53715 Lipocalin-1 LCN1
P00339 L-lactate dehydrogenase A chain LDHA
P00336 L-lactate dehydrogenase B LDHB
Q5PSB2 Major prion protein Prp
P35495 Major seminal plasma glycoprotein PSP-I PSP-I
P35496 Major seminal plasma glycoprotein PSP-11 PSP-II
I3LBY9 Malate dehydrogenase MDH1
N(4)-(Beta-N-acetylglucosaminyl)-L-
F1IRT17 asparaginase AGA
Na(+)/H(+) exchange regulatory cofactor
B8XH67 NHE-RF SLC9A3R1
Q8WNQ7 N-acetylgalactosamine-6-sulfatase GALNS
Q2VTP6 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase LOC654323
F1S0A2 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase LOC100737887
Phosphatidylethanolamine-binding protein
CATP28 4 pebp4
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Q6RI85 Phosphoglycerate kinase 2 PGK2
B5KJG2 Phosphoglycerate mutase 2 PGAM?2
P06867 Plasminogen PLG
F1SEY8 Polymeric immunoglobulin receptor PIGR
Polypeptide N-
I3LK37 acetylgalactosaminyltransferase GALNT7
Polypeptide N-

I3LFEQ acetylgalactosaminyltransferase LOC100621801
Q1RLJ4 Prepro-beta-defensin 129 protein LOC100518995
046427 Pro-cathepsin H CTSH
Q29095 Prostaglandin-H2 D-isomerase PTGDS
P32195 Protegrin-2 NPG2
C3S7K5 Protein S100 S100A8
P80310 Protein S100-A12 S100A12
Q7M329 Ribonuclease T2 RNASET?2
F1SU97 Saposin-B-Val PSAP
P09571 Serotransferrin TF
FIRUN2 Serum albumin ALB
Q4RO0OH3 Spermadhesin AQN-1 AQN-1
1I3LUD1 Superoxide dismutase [Cu-Zn] SOD3
P04178 Superoxide dismutase [Cu-Zn] SOD1
P82460 Thioredoxin TXN
P01224 Thyrotropin subunit beta TSHB
C0JPMA4 Tissue inhibitor of metalloproteases-2 TIMP-2
I13L8Y6 Transcobalamin-1 TCN1
P50390 Transthyretin TTR
DOG7F6 Triosephosphate isomerase TPI1
Q6QA25 Tropomyosin 3 TPM3
Q767L7 Tubulin beta chain TUBB
P63053 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 UBA52
P26234 Vinculin VCL
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