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RESUMO

O Nordeste brasileiro é detentor de um expressivo rebanho ovino, e, dentre as
racas deslanadas existentes na regido, a Santa Inés se destaca por apresentar bom
desenvolvimento corporal, ganho de peso e adaptabilidade as condi¢Bes tropicais.
Recentemente, demonstrou-se que o perfil protéico do plasma seminal de carneiros
Santa Inés passa por alteracdes significativas durante o desenvolvimento reprodutivo,
simultaneamente a mudan¢cas nos pardmetros de motilidade e concentracdo
espermatica. Contudo, ainda ndo se conhece a identidade de todas essas proteinas.
Dessa forma, o presente trabalho foi conduzido com o objetivo de identificar as
proteinas do plasma seminal de carneiros Santa Inés maduros, utilizando as técnicas
de eletroforese bidimensional associada a espectrometria de massa. Amostras de
sémen foram coletadas de oito carneiros adultos e o plasma seminal obtido através de
centrifugacdo e submetido a eletroforese bidimensional. Os géis foram corados com
Coomassie coloidal, digitalizados e analisados no aplicativo PDQuest. Os spots
foram cortados individualmente dos géis, digeridos com tripsina, e submetidos a
identificacdo por espectrometria de massa (MALDI-ToF/ToF). A sequéncia peptidica
das proteinas mais abundantes e a distribuicdo dos dominios foram representadas
graficamente utilizando o aplicativo Caititu. Foram detectados, em média, 302 spots
por gel. Destes, 143 estavam presentes em todos os géis. Trinta e nove spots foram
identificados, correspondendo a 26 diferentes proteinas. As proteinas mais
abundantes foram as RSVPs 14 e 22 kDa, pertencentes a familia das binder of sperm
proteins, e as Bodesinas-1 e 2, pertencentes a familia das espermadesinas. Outras
proteinas foram identificas no estudo, incluindo albumina, clusterina,
peroxiredoxina, lactotransferrina, metaloproteinase de matriz 2 (MMP-2), beta

galactosidase e heat shock proteins. Dessa forma, a identidade dessas proteinas



sugere que o plasma seminal de carneiros Santa Inés contém componentes que
participam de diversos processos fisiologicos, incluindo protecdo do espermatozoide,
modulacdo da motilidade e capacitacdo espermatica, modificacdo da membrana do
espermatozoide e interacdo entre gametas. O conhecimento dessas proteinas
contribuira para uma melhor compreensdo dos mecanismos de regulacdo do plasma

seminal sobre a funcdo espermatica em ovinos.



ABSTRACT

Northeastern Brazil has a significant population of sheep and, among the
native hairy breeds, Santa Inés is known for its good performance and adaptability to
tropical environments. Recently, it has been shown that the protein profile of the
seminal plasma of Santa Inés rams changes during sexual development, in concert
with changes in semen parameters, such as sperm motility, morphology and
concentration. However, the identity of seminal plasma proteins from these hairy
rams is still unknown. Therefore, we pursued the identification of seminal plasma
proteins from Santa Inés rams using a proteomic approach. Semen samples were
collected from eight mature rams, and seminal plasma saved after centrifugation.
Seminal plasma protein maps, obtained by two-dimensional electrophoresis, were
stained with colloidal Coomassie. The gels were scanned and analyzed using
PDQuest software. Protein spots were individually cut, in-gel digested with trypsin
and identified after tandem mass spectrometry and database search. On average, we
detected 302 spots per gel, from which 143 were present on every member of the
match set generated by PDQuest. Thirty-nine spots were positively identified by
mass spectrometry, corresponding to 26 different proteins. The major proteins
present in the maps were the BSP-like RSVP14 and RSVP22 and the spermadhesins
bodhesin 1 and 2. Other proteins detected in the maps included albumin, clusterin,
peroxiredoxin, lactoferrin, transferrin, matrix metalloproteinase 2, beta galactosidase
and heat shock proteins. The ldentity of these proteins suggest their participation on
several physiological events, such as sperm protection, regulation of sperm motility
and capacitation, modification of sperm membrane and fertilization. The knowledge

of the proteome of the ovine seminal plasma is a necessary step towards the



understanding of the mechanisms underlying the regulation of sperm function by

seminal plasma components in rams.
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1. INTRODUCAO

O Nordeste brasileiro concentra 57,18% dos ovinos do Pais, estimado em
cerca de 9,3 milhdes de cabecas e composto por animais predominantemente
deslanados, utilizados para a producgdo de carne e pele (IBGE, 2007). Dentre as racgas
ovinas deslanadas existentes na regido, a Santa Inés se destaca por apresentar alta
adaptabilidade as condigbes tropicais, possui um bom desenvolvimento corporal,
carcaga e pele de 6tima qualidade (OLIVEIRA; LIMA, 1994). Esses importantes
atributos fazem com que a raca Santa Inés seja utilizada com sucesso em
cruzamentos com racas européias, australianas e sul africanas. Apesar da importancia
da raca Santa Inés para os sistemas de producdo de ovinos no Brasil, ainda sdo
escassas as informacdes basicas sobre a fisiologia reprodutiva dos reprodutores.

A eficiéncia reprodutiva constitui um dos principais objetivos de selecdo
utilizado nos atuais sistemas de producdo animal por ser um dos fatores essenciais
para a lucratividade (MATOS et al., 1992). Diversos critérios tém sido utilizados
para buscar indicadores confiaveis do potencial reprodutivo dos animais, incluindo
medicbes da biometria testicular, avaliacdo da motilidade e defeitos morfolégicos,
analise computadoriza do sémen e testes avancados de funcdo espermatica, como a
integridade acrossémica ou da cromatina (ROGERS et al. 1983; HOLT et al. 1997;
SOUZA et al., 2001; GADEA, 2005). No entanto, apesar destas avaliacdes definirem
critérios minimos para a selecdo e utilizacdo de reprodutores, as mesmas néo
apresentam relacdo significativa com a fertilidade dos animais (AMANN,;
HAMMERSTEDT, 1993; POPWELL; FLOWERS, 2004). A limitacdo destes testes
para se predizer a fertilidade de um determinado animal pode esta relacionada ao fato
de que estes exames ndo levam em consideragdo a habilidade dos espermatozoides de

sofrer alteracdes funcionais importantes para o processo de fertilizacgdo (AMMAN,;
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HAMMERSTEDT, 1993). Recentemente, estudos demonstraram uma relagdo entre a
expressao de proteinas no fluido do trato reprodutivo e a fertilidade dos reprodutores
(BRAUNDMEIER; MILLER, 2001; MOURA et al., 2006a, 2007). O plasma seminal
¢ uma secrecdo fisioldgica complexa, composta por fluidos oriundos dos testiculos,
epididimos e glandulas sexuais acessorias (ampolas, glandulas vesiculares e bulbo-
uretrais), servindo como meio de transporte para 0s espermatozdides durante a
ejaculacdo e sobrevivéncia no trato reprodutivo feminino (EVANS; MAXWELL,
1987). Durante o transito epididimario e na ejaculacdo, os espermatozoides adquirem
indmeras proteinas que podem influenciar sua fertilidade (YANAGIMACHI, 1994,
KILLIAN et al., 1993; MILLER et al., 1990). Estas proteinas foram associadas a
caracteristicas como motilidade (AMANN et al., 1987; DIAMANDIS et al., 1999),
morfologia (DE KRETSER; KERR, 1994) e capacidade de producdo espermatica
(GILMONT et al., 1990; METAYER et al., 2001), ou a habilidade de
espermatozoides fertilizarem odcitos in vitro (HENAULT et al., 1995; HENAULT;
KILLIAN, 1996; MOURA et al., 2007b). O plasma seminal pode ainda prevenir a
capacitacdo espermatica prematura (YANAGIMACHI, 1994) e proteger as células
espermaticas contra danos oxidativos (SCHONECH et al., 1996).

Na espécie ovina, estudos tém relatado a expressdo de proteinas no plasma
seminal que exercem efeito positivo sobre a capacitacdo espermatica e protecdo dos
espermatozoides de carneiros adultos de racas européias (PEREZ -PE et al., 2001;
BARRIOS et al., 2005; FERNANDEZ-JUAN et al., 2006; CARDOZO et al., 2007). E
evidente que os estudos sobre este tema na espécie ovina ainda sdo bastante
incipientes em comparagdo com 0s avangos descritos para 0os animais bovinos (Bos
taurus). Neste contexto, estudo conduzido recentemente mostrou que varios spots
protéicos presentes no plasma seminal apresentam alteragc@es significativas durante o

desenvolvimento reprodutivo de carneiros deslanados, o que, obviamente, sugere que
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a expressdo de tais componentes é regulada em sintonia com o crescimento das
gbnadas e evolucdo da producdo espermatica (SOUZA et al., 2010). Assim, a
identificacdo das proteinas contidas no plasma seminal é essencial para alcangcar um
melhor entendimento sobre a fungdo espermatica.

Nesse contexto, o conhecimento do perfil protéico do plasma seminal de
carneiros da raca Santa Inés adultos podera alicercar os estudos sobre a fisiologia
reprodutiva basica desses animais, o que possibilita a utilizacdo de proteinas do
plasma seminal como marcadores moleculares para fertilidade, podendo auxiliar
futuramente na selecdo de reprodutores mais férteis na raca Santa Inés. Portanto, o
objetivo desse trabalho foi identificar as proteinas do plasma seminal de carneiros

Santa Inés adultos, utilizando uma abordagem proteémica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Proteinas do plasma seminal

A intensificacdo dos sistemas de criacdo, motivada pelo aumento na procura
de produtos de origem animal, suscita hoje o interesse da investigacdo na busca por
melhores indices reprodutivos dos rebanhos. Nos atuais sistemas de producdo a
eficiéncia reprodutiva, especialmente dos machos, é um fator essencial a ser
considerado para que haja retorno econdmico satisfatério da atividade. A
disponibilidade de reprodutores testados, com elevado potencial reprodutivo é
essencial para garantir a eficiéncia reprodutiva e a producdo de crias. Dessa forma, a
busca por indicadores da fertilidade masculina tem sido alvo de diversos estudos
conduzidos nas ultimas décadas. Inumeros parametros tém sido utilizados para a
busca de indicadores confidveis do potencial reprodutivo dos animais, incluindo
medicbes da biometria testicular (OTT; MEMON, 1980; YARNEY et al., 1990;
SOUZA et al., 2001), avaliacdo de caracteristicas de espermatozoides ejaculados,
como motilidade e defeitos morfoldgicos (GODFREY et al., 1990; CORREIA et al.,
1997) ou mesmo analise computadoriza do sémen e testes avancados de funcéo
espermatica, como a integridade acrossdomica ou da cromatina (BUDWORTH et al.,
1988; JANKAUSKAS et al., 1999). Porém, apesar destes parametros viabilizarem a
definicdo de critérios minimos para a sele¢do e utilizacdo de reprodutores, eles nédo
apresentam relacdo significativa coma fertilidade dos animais (RODRIGUEZ-
MARTINEZ; LARSSON, 1998; LARSON; MILLER, 2000). A maioria dos atuais
procedimentos de analise seminal ndo consegue predizer a fertilidade potencial dos
reprodutores, provavelmente porque eles ndo levam em consideragdo importantes
etapas no processo de fertilizagdo, como a capacitacdo espermética e a reacdo

acrossomica (AMMAN; HAMMERSTEDT, 1993).
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A busca por possiveis indicadores de fertilidade, fez com que o tema proteinas
do plasma seminal se tornasse objeto de recentes pesquisas que visdo elucidar as
interacdes entre esses compostos e 0s espermatozdides desde a ejaculacdo até a
fertilizacdo. O plasma seminal dos mamiferos é uma complexa secre¢cdo composta
pelos fluidos das glandulas sexuais acessorias, epididimos e testiculos possuindo uma
composicdo molecular capaz de afetar a funcdo espermatica desde iniciacdo da
motilidade durante o transito epididiméario até a fertilizacdo no trato reprodutivo
feminino (YANAGIMACHI, 1994; KRAUS et al., 2005). As proteinas secretadas nos
fluidos do trato reprodutivo masculino, em especial no plasma seminal, estdo
associadas a inumeros aspectos da funcdo reprodutiva em ruminantes (KILLIAN et
al., 1993; BELLIN et al., 1998; SPROTT et al., 2000; MOURA et al., 2006a). Em
ovinos da raca santa Inés, o perfil protéico do plasma seminal passa por alteracbes
significativas ao longo do desenvolvimento reprodutivo, refletindo associacdes com a
funcdo espermatica e outros aspectos da maturidade sexual desses animais (SOUZA
et al.,, 2010). O estudo dessas proteinas pode contribuir para uma melhor
compreensdo dos processos fisioldgicos ligados a fertilidade. O estudo deste tema
torna-se imprescindivel para o setor de biotecnologia aplicada a reproducdo animal,
principalmente no que concerne o desenvolvimento de estratégias para a
identificacdo de componentes do plasma seminal de carneiros deslanados associado

com parametros seminais, precocidade sexual e fertilidade.

2.1.1. Proteinas envolvidas com a protecdo espermatica

O plasma seminal contém proteinas que intervém de forma direta ou indireta
na protecdo dos espermatozdides, uma vez que essa complexa secregdo é formada por
fluidos dos testiculos, epididimos e glandulas sexuais acessorias (KRAUS et al.,

2005). Durante o transito epididimario, que em ruminantes dura aproximadamente 15
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a 18 dias (AMANN, 1981) e posterior armazenamento na cauda deste 6érgdo, 0s
espermatozoides podem sofrer sérios danos relacionados ao estresse oxidativo
(HINTON et al.,, 1995), causados por espécies reativas de oxigénio (ROS)
(HALLIWELL, 1991), devido a um desequilibrio entre a producdo de ROS e sua
eliminacdo por sistemas antioxidantes (SIKKA et al., 1995). As espécies reativas de
oxigénio sdo produzidas, em parte, pelos espermatozoides, e desempenham funcbes
ligadas a fisiologia reprodutiva (AITKEN et al., 2004), porém, se produzidos em
excesso, as ROS podem causar uma série de danos ao trato reprodutivo e a funcéo
espermatica, culminando em infertilidade (RAO et al., 1989; AGRAWAL; SALEH,
2002; NICHI et al., 2006). Para combater a agdo de ROS sobre o0s espermatozdides, o
epididimo dispBe diversas enzimas antioxidantes, presentes em diferentes
quantidades, de acordo com a regido do epididimo, atuando sobre diferentes
substratos (HINTON et al., 1996). Dentre elas, ja foram identificadas glutationa S-
transferase, tioredoxina peroxidase, superdxido dismutase, glutationa peroxidase,
catalase e gama-glutamil-transpeptidase (ALVAREZ; STOREY, 1983; JEULIN et al.,
1989; FOUCHECOURT et al., 2000; DACHEUX et al., 2006). A glutationa
peroxidase (GSHPx) constitui um dos principais meios enzimaticos de protecao
espermatica, ela estd presente no epididimo e no espermatozdides em diversas
espécies (PERRY et al.,, 1992; DACHEUX et al., 2005). A GSHPx utiliza os
hidrogénios de duas moléculas de GSH para conversdo de peréxido de hidrogénio em
agua, produzindo uma molécula de glutationa oxidada (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1990). Esta enzima é abundante no fluido da cauda epididimaria, e
também pode se ligar a membrana dos espermatozoides (JIMENEZ et al., 1990). A
lactoferrina € uma proteina que tem a propriedade de se ligar ao ferro, é um dos
principais componentes do fluido epididimal (FOUCHECOURT et al., 2000;

DACHEUX et al., 2006), chegando a compor mais de 40% do total de proteinas em
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algumas regides, onde participa como agente antimicrobiano e na regulacdo da
expressdo génica (FURMANSKI, 1995; NOZAKI et al., 2002; DACHEUX et al.,
2005). Esta proteina foi identificada no plasma seminal de carneiros (ARAUJO,
2000), e possui a propriedade de liga-se aos espermatozoides durante o transito
epididiméario (JIN et al., 1997) ou durante a ejaculacdo (THALER et al., 1990) e é
provavel que estes efeitos estejam relacionados a sua capacidade de sequestrar ferro
idnico, prevenindo a formacdo de peroxidos lipidicos, danosos a membrana
espermatica ( WAKABAYASHI et al., 1999).

A clusterina € uma glicoproteina presente em inumeros tecidos e fluidos
fisiologicos, como o leite e 0 sémen (WATTS et al., 1990; KOUNNAS et al., 1995),
tendo sido isolada, pela primeira vez, do fluido da rete testis de carneiros. Algumas
de suas funcgdes incluem interacdes intercelulares (FRITZ et al., 1983), maturacdo
espermatica, regulacdo da ativacdo do sistema complemento (JENNE; TSCHOPP,
1989), metabolismo de lipideos, secrecdo enddcrina (TENNISWOOD et al., 1992) e
remodelamento da membrana celular (SYLVESTER et al., 1991; BAILEY;
GRISWOLD, 1999; HUMPHREYS et al., 1999). No trato reprodutivo, a clusterina
foi encontrada na préstata, glandulas vesiculares, testiculo, espermatozéides luminais
e epididimo (SENSIBAR et al.,, 1993; BAILEY; GRISWOLD, 1999;
BRAUNDMEIER; MILLER, 2001). A clusterina pode inibir também a precipitacdo
protéica induzida pelo estresse. Este achado apdia a hipdtese de que a clusterina
expressa durante o estresse celular age como chaperone, ou seja, liga-se a proteinas
parcialmente desestruturadas, solubilizando-as e protegendo as células dos efeitos
citotoxicos da precipitagdo protéica. Estas observacdes possibilitou a ARONOW et
al. (1993) a apontar que essa proteina participaria na protecdo das membranas
celulares expostas a moléculas hidrofébicas potencialmente tdxicas nas barreiras

fluido-teciduais. Isto pode ser importante para a protecdo dos espermatozoides no
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trato reprodutivo feminino (ROSENBORG; SILKENSEN, 1995; MERI; JARVA,
2001). O fluido das glandulas sexuais acessorias contém proteinas que influenciam
direta ou indiretamente em mecanismos envolvidos na prevencdo da membrana
espermatica contra danos causados pelo estresse oxidativo e ataque imunoldgico
(MOURA et al., 2007a). A albumina possui a capacidade de absorver peréxidos de
lipideos contribuindo com este efeito protetor tanto na membrana quanto na
motilidade espermatica (ALVAREZ; STOREY, 1995). A proteina conhecida como
acidic seminal fluid protein (aSFP) pertencente a familia das espermadesinas também
possui um importante papel no controle do estresse oxidativo (SCHONECK et al.,

1996).

2.1.2. Proteinas associadas com a motilidade esperméatica

As mudancas bioquimicas ocorridas nos gametas masculinos desde o transito
epididiméario até ejaculacdo conferem ao espermatozdéide maturidade para que ele se
torne apto a fertilizacdo. A motilidade progressiva dos espermatozdides é adquirida
durante o transito epididiméario, como parte da maturacdo espermatica (ORGEBIN-
CRIST, 1967; AMANN; HAMMERSTEDT, 1993), sendo que o transporte do
espermatozoide até o local onde ocorre a fertilizacdo se da pela capacidade do
espermatozoide se mover progressivamente associado com contragbes do trato
reprodutivo feminino.

O plasma seminal possui diversos componentes capazes de afetar a
motilidade dos espermatozdides. Parte destes componentes integra um sistema
enzimatico conhecido como Kalikreina-Cininas que na espécie bovina e ovina
melhoram a motilidade espermética (BRATANOV et al., 1978ab). O plasma seminal
contém cininogénio, o substrato especifico da enzima kalikreina (FINK et al., 1990),

que ao fim da interacdo enzima/substrato produzem as cininas, o principal produto
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desta reacdo. As cininas ativam a motilidade espermatica apés a ejaculacdo (SCHILL
et al., 1989). A enzima cininase Il é outro componente do sistema kalikreina-cininas
encontrado no plasma seminal (MISKA et al., 1988). Esta enzima, identificada como
enzima conversora da angiotensina 1 (ACE) (HOHLBRUGGER et al., 1984) é
secretada pelos testiculos, epididimos e préstata (KRASSNIG et al., 1989) e é
inespecifica com relacdo a seus substratos. A ACE presente no plasma seminal do
carneiro € secretada pelas células germinativas e é liberada da membrana espermatica
ao longo do transito epididimal (GATTI et al., 1999). De acordo com esses estudos,
utilizando 2D-PAGE, a ACE estava totalmente ausente no fluido epididimal de
carneiros azoospérmicos. E possivel que esta enzima atue na maturacdo espermatica
(KOHN et al., 1998), evitando ativacdo prematura da motilidade, mas isto ainda néo
foi confirmado. A atividade seminal da ACE ovina estd relacionada
significativamente com a concentracdo espermatica do ejaculado. Em um estudo a
campo, carneiros de baixa fertilidade tenderam a apresentar menor atividade da ACE
que aqueles de alta fertilidade. Nesse caso, as ovelhas foram inseminadas
cervicalmente e o indice de fertilidade foi determinado como a proporcdo de ovelhas
que pariram em relacdo ao ndmero total de fémeas inseminadas. Os machos com
maior atividade de ACE seminal emprenharam significativamente mais fémeas que
aqueles com mais baixa atividade, confirmando os estudos in vitro (METAYER et
al., 2001). Baseando-se nesses achados, pode-se inferir que a atividade da ACE
testicular esta relacionada a alguns parametros de qualidade seminal importantes para
a fertilidade.

Algumas proteinas presentes no fluido das glandulas sexuais acessorias
também possuem potencial influéncia na motilidade espermética (MOURA et al.,
2007a), incluindo a Binder of Sperm Protein 1 (BSP-1) (SANCHEZ-LUENGOet al.,

2004; MANJUNATH et al., 2009), aSFP (SCHONECK et al., 1996) e fosfolipase A2
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(BAO et al., 2004). Segundo ARAUJO (2000) a lactoferrina possui efeitos benéficos
sobre a motilidade espermatica, percentual de espermatozoides moéveis e freqiiéncia
de batimento flagelar in vitro em carneiros. Este efeito é dose dependente e menos
pronunciado na percentagem de espermatozoides moveis. A presenca desta proteina
no diluidor seminal permite uma melhor manutencdo dos parametros citados acima.
Possivelmente, este efeito esteja relacionado a habilidade da lactoferrina em se ligar
ao ferro, evitando a producdo de radicais livres que levam a peroxidacdo e danos a
membrana espermatica, funcionando, desta forma, como um antioxidante

(WAKABAYASHI et al., 1999).

2.1.3. Proteinas que participam da capacitacao espermatica

A capacitacdo € um processo complexo que ocorre ap6s o espermatozoide
estar presente no trato genital feminino (MARTINEZ; MORROS, 1996) e tal
processo envolve alteracdes bioquimicas e estruturais da membrana, que incluem a
perda de componentes adsorvidos, alteracdes em sua composicdo lipidica e maior
permeabilidade a ions (DE LAMIRANDE et al., 1997; CROSS, 1998; VISCONTI;
KOPF, 1998). O plasma seminal de inUmeras espécies contém proteinas ligadoras de
fosfolipideos, coletivamente denominadas de BSPs (Binder of Sperm Proteins) que
sdo secretadas pelas glandulas vesiculares e ampolas e atuam na capacitacdo
espermatica  (MANJUNATH et al., 1987, 2009; DESNOYERS et al.,, 1994
VILLEMURE et al., 2003; BERGERON et al., 2005; LUSIGNAN et al., 2007). Estas
proteinas compdem a maior parte do fluido das glandulas sexuais acessérias e do
plasma seminal (MANJUNATH et al., 1987; MOURA et al., 2006a) e, em bovinos,
sao denominadas BSP 1, BSP 3 e BSP 5 (MANJUNATH et al., 2009). Estas proteinas
sao estruturalmente relacionadas, compostas de peptideos de cadeia Unica, acidicas,

com massas moleculares variando de 15-16 kDa (BSP 1 e 3) a 28-30 kDa (BSP 5),
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apresentando dois dominios do tipo Il, semelhantes aos da fibronectina (ESCH et al.,
1983; CALVETE et al., 1996), os quais lhes conferem a capacidade de se ligarem a
fosfolipideos (MOREAU et al., 1998) e a heparina (CHANDONNET et al., 1990).
Uma série de estudos tem mostrado que as BSPs ligam-se aos espermatozdides no
momento da ejaculacdo, interagindo com fosfolipideos contendo colina, abundantes
em sua membrana plasmatica (DESNOYERS; MANJUNATH, 1992; MANJUNATH
et al., 1993; MOREAU et al.,, 1998), promovendo a remocdo de fosfolipideos
(THERIEN et al., 1999) e colesterol (THERIEN et al., 1998; MOREAU:;
MANJUNATH,1999, 2000), o que resulta numa reducdo consideravel na proporc¢ao
entre colesterol:fosfolipideos, um dos passos iniciais da capacitagdo espermatica.
Além disso, essas proteinas permanecem ligadas a membrana espermatica durante
seu trajeto no trato reprodutivo feminino. Posteriormente, ao atingirem o oviduto,
essas proteinas auxiliam na interacdo entre os espermatozoides e o epitélio do
oviduto (GWATHMEY et al., 2003, 2006), bem como formam sitios de ligacdo para
a heparina e HDL na membrana espermatica (THERIEN et al., 1995, 1997), os quais,
de forma independente, completariam o processo de capacitacdo espermatica. A
ligacdo das BSPs a membrana espermatica aumenta o numero de sitios de ligagao
para a heparina e outros galactosaminoglicanos (THERIEN et al., 2005) os quais
passam a reagir com os espermatozéides (MILLER et al., 1990). Concomitantemente,
0s espermatozdides também interagem com a lipoproteina de alta densidade (HDL),
estimulando uma segunda remoc¢do de colesterol, reduzindo ainda mais a relacdo
colesterol:fosfolipideos, o que desestabiliza a membrana espermatica e inicia vias de
transducdo de sinais que regulam a expressdo de receptores para glicoproteinas da
zona peldcida, entre outros, tornando os espermatozdides aptos a sofrer a reacdo
acrossomica (BENOFF et al., 1993; THERIEN et al., 1998). Os processos mediados

pelas BSPs que resultam na capacitacdo espermética sugerem que diferencas



30

detectadas em suas concentracdes nos fluidos reprodutivos podem influenciar a
fertilidade.

As fosfolipases A2 (PLA2) sdo enzimas que variam de 14 a 20 kDa,
encontradas em fluidos corporais (DENNIS, 1994). No trato reprodutivo, a PLA2
regula a maturacdo espermatica e a reacdo acrossdomica (UPRETI et al., 1994),
convertendo fosfolipidios em lisolipidios, como a lisolecitina. Os espermatozoides
tratados com lisolecitina apresentam fusdo das membranas plasmatica e acrossémica
durante a reacdo acrossémica (ROLDAN; FRAGGIO, 1993), um evento essencial
para a fertilizacdo. Estas enzimas foram detectadas no sémen de carneiros
(ROLDAN; FRAGGIO, 1993), bodes (ATREJA; GANDHI, 1992) e touros
(SOUBEYRAND et al., 1997), préoxima ao acrossoma (RIFFO; PARRAGA, 1996).
No carneiro, ha baixos niveis desta proteina no plasma seminal, sugerindo que a
PLA2 origina-se no epididimo ou é liberada do espermatozoéide (UPRETI et al.,
1999).

Em bodes, altas concentracdes de PLA2 estdo presentes no plasma seminal
durante a estacdo ndo reprodutiva, com forte afinidade por heparina. Esta proteina
pode estar relacionada a deterioracdo da qualidade seminal quando se utiliza
diluidores baseados em leite. Provavelmente, estes efeitos deletérios estdo
relacionados com a hidrélise de fosfolipideos da membrana espermatica pela PLA2
presente na fracdo protéica com afinidade pela heparina (HAP). Uma funcdo para a
PLA2 no plasma seminal na estacdo reprodutiva poderia estar relacionada a
capacitacdo espermatica, uma vez que sua modulacdo altera a fluidez da membrana

espermatica, o que constitui uma das etapas da capacitacdo (LA FALCI et al., 2002).
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2.1.4. Proteinas envolvidas na reagdo acrossomica e interacdo entre gametas

Uma das caracteristicas mais marcantes adquiridas pelos espermatozoides
durante a maturacdo espermatica € a capacidade de ligagdo a zona pelucida e
fertilizacdo (AMANN; HAMMERSTEDT, 1993). Esta propriedade desenvolve-se
como produto de aquisicdo de novas proteinas do fluido epididimal (COOPER et al.,
1986) ou modificacdo de proteinas ja existentes (BAKER et al., 2005; DACHEUX et
al., 2006), criando sitios de ligacdo para estruturas oocitarias ou expondo sitios ja
existentes (SULLIVAN et al., 2005). A zona pelucida dos odcitos é formada por uma
matriz glicoprotéica (FLORMAN; WASSARMAN, 1985), cujos carboidratos,
incluindo a galactose, N-acetilglicosamina, fucose e manose parecem estar
envolvidos na interacdo entre gametas (MIRANDA et al., 1997).

O epididimo possui uma série de glicosidases que atuam na maturagao
epididimal (DACHEUX; VOGLMAYR, 1983). Por um lado, estas atuam
modificando glicoproteinas presentes na membrana espermatica (SRIVASTAVA &
OLSON, 1991; SKUDLAREK et al., 1992), ativando-as ou inativando-as. Por outro
lado, algumas dessas proteinas podem se ligar a membrana espermatica, atuando
como sitios de ligacdo de carboidratos. Sabendo-se que o fluido da cauda do
epididimo ¢ rico em B-galactosidases (SKUDLAREK et al., 1993), e que a remogéo
de residuos de B-galactose da zona pellcida bloqueia a ligagdo dos espermatozoéides
(MORI et al., 1997), é possivel que esta enzima possa ligar-se aos espermatozoides
durante a maturacdo epididimal, funcionando como lectina (CHENG et al., 1994,
TULSIANI et al., 1995). Algumas dessas enzimas, funcionando como lectinas,
desempenham uma funcdo importante no processo de fertilizacdo, podendo, pelo
menos em parte, explicar sua relacdo com os indices de fertilidade em bovinos

(MOURA et al., 2006b).
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A osteopontina (OPN) é uma das proteinas associadas a fertilidade presentes
no plasma seminal de touros (KILLIAN et al., 1993; CANCEL et al., 1997; MOURA
et al., 2006a, 2008). Nos fluidos do trato reprodutivo bovino foram encontradas
isoformas de osteopontina variando de 14 a 70 kDa (ERIKSON et al., 2007),
possivelmente resultado de modificacdes pos-traducionais, tais como clivagem,
glicosilacdo e fosforilacdo (PATARCA et al., 1993; SORENSEN et al., 1995;
MOURA, 2005). Estudos demonstraram que a intensidade do spot correspondente a
esta proteina no plasma seminal e no fluido das glandulas sexuais acessoOrias esta
associada a fertilidade em bovinos (KILLIAN et al., 1993; CANCEL et al., 1997,
MOURA, 2005) e em eqiinos (BRANDON et al., 1999). A osteopontina pode ser
encontrada na forma sollvel ou associada a membrana celular (PATARCA et al.,
1993) e parece estar envolvida em diversas atividades, incluindo adesdo celular,
remodelamento de membranas, alteracGes no cito-esqueleto e modulag¢do imunolégica
(DENHARDT et al., 1995, 2001; MAZZALI et al., 2002; DENHARDT, 2004). E uma
proteina acidica, rica em &cidos aspartico e glutamico (SORENSON; PETERSEN,
1994), isolada inicialmente de tecido 6sseo bovino (FRANZEN & HEINEGARD,
1985). No trato reprodutivo masculino, essa proteina é expressa nas células epiteliais
das ampolas e glandulas vesiculares, em espermatides alongadas nos testiculos, além
do epididimo e em espermatozoides epididimarios (SIITERI et al.,, 1995;
RODRIGUEZ et al., 2000). Foi demonstrado, que a OPN também se liga a membrana
de espermatozoides bovinos ejaculados (ERIKSON; KILLIAN, 2004). Considerando
qgue a OPN é uma molécula que atua na adesdo celular, esta proteina esta envolvida
diretamente na interacdo entre espermatozdide e oocito (GONGCALVES et al., 2007).
Estruturalmente, a OPN apresenta uma sequéncia RGD (arginina-glicina-aspartato)
conservada, a qual apresenta capacidade de ligacdo a integrinas (BUTLER, 1995;

GONCALVES et al., 2007). Dado que integrinas ja foram detectadas na membrana
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espermatica (REDDY et al., 2003), elas constituem o sitio de ligacdo para a OPN nos
espermatozoides (GONCALVES et al., 2007). Uma hipotese aceita para a mediacdo
da OPN na fertilizacdo (MOURA, 2005), é o de que, durante a ejaculacédo,
osteopontina proveniente do fluido das glandulas sexuais acessorias (RODRIGUEZ
et al., 2000) se ligue a membrana espermatica através de integrinas, € que 0
complexo OPN-integrinas interage com receptores na membrana oocitaria (D’CRUZ,
1996). Além disso, o fluido do oviduto bovino é rico em osteopontina (GABLER et
al., 2003) e é possivel que moléculas de OPN presentes nesse fluido também se
liguem a membrana espermatica. Contudo, a osteopontina também se liga ao receptor
CD44, através de um dominio distinto da seqiéncia RGD, também envolvido na
interacdo intercelular (WEBER et al., 1996). Este receptor estd presente tanto na
membrana espermatica (BAINS et al., 2002) quanto na oocitaria (SCHOENFELDER;
EINSPANIER, 2003), e também esta envolvida na adesdo celular (CICHY; PURE,
2003). Trabalhos recentes com fertilizacdo in vitro em bovinos trazem evidéncias que
apoiam a hipotese da participacdo da OPN no processo de fertilizacdo, e mostram
efeitos benéficos dessa proteina sobre o desenvolvimento embrionario inicial
(MONACO et al.,, 2009). A incubacdo de o06citos bovinos em fluido do
oviduto/folicular adicionado de anticorpos contra a isoforma de 36 kDa da OPN
isolada do leite reduz significativamente a capacidade dos espermatozoéides de se
ligarem & zona pelucida, em comparacdo com 0 meio sem 0Ss anticorpos
(GONCALVES et al., 2003, 2008). E provavel que, além de atuar no processo de
interacdo de gametas durante a fertilizagdo, a OPN desencadeia cascatas de
sinalizacdo intracelulares que favorecem o desenvolvimento embrionario,
explicando, pelo menos em parte, sua associacdo com os indices de fertilidade dos

reprodutores.
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Uma das proteinas associadas a fertilidade identificadas inicialmente por
KILLIAN et al. (1993) foi posteriormente identificada por western blotting e
sequenciamento N-terminal como sendo a prostaglandina D sintetase (GERENA et
al., 1998). Reprodutores pertencentes a centrais de inseminagdo artificial,
geralmente, sdo animais que apresentam parametros seminais de 6tima qualidade. No
entanto, apesar destes animais apresentarem parametros seminais similares, 0s
indices de fertilidade apo6s a I.A apresentavam-se distintos entres esses individuos. A
prostaglandina D sintetase (PGDS) identificada no plasma seminal de touro foi
detectada em maior quantidade no sémen de animais de alta fertilidade comparados
com aqueles de média e baixa fertilidade, utilizados em centrais de inseminacao
artificial (IA) (KILLIAN et al., 1993). Neste estudo, os autores encontraram
correlagdo significativa entre a concentracdo dessas proteinas no plasma seminal e a
fertilidade de machos utilizados em inseminacbes com sémen congelado. A
prostaglandina D sintetase (26 kDa) catalisa a isomerizacdo da prostaglandina H, a
prostaglandina D, (URADE et al., 1985) e existe em duas formas distintas (URADE;
HAYAISHI, 2000a), uma necessitando de glutationa, e a outra independente desta
(URADE et al., 1987). Recentemente, FOUCHECOURT et al. (2002) identificaram
esta proteina no fluido epididimal do carneiro, com cerca de 191 aminoacidos, com
massa molecular de 21,1 kDa. Estudos tém sugerido que a PGDS teria dupla fungéo,
funcionando como enzima produtora de prostaglandina D, intracelular, e como
lipocalina apds sua secrecdo no espaco extracelular e diversos fluidos corporais
(TANAKA et al., 1997; URADE; HAYAISHI, 2000b). No trato reprodutivo
masculino, a PGDS esta presente nas células de Sertoli e Leydig, células epiteliais do
epididimo e ampola de varios mamiferos, incluindo carneiro, touro e cavalo
(FOUCHECOURT et al., 1999; RODRIGUEZ et al., 2000a; URADE; HAYAISHI,

2000b). Utilizando Northern Blotting e hibridizacdo in situ, a expressdo da PGDS foi
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observada em células epiteliais da cabeca, corpo e cauda do epididimo em touros
(RODRIGUEZ et al., 2000a), mas ele mostrou-se mais abundante nas células
principais da cabeca (GERENA et al., 2000). Em carneiros, PGDS mRNA foi
detectado apenas na cabeca do epididimo, e sua secrecdo representou cerca de 25%
da quantidade total de proteinas secretadas no tecido. Semelhante ao encontrado em
bovinos, sua quantidade é reduzida progressivamente durante o transito epididimal,
atingindo um valor 5 vezes menor no fluido da cauda comparado aquele da cabeca,
com alteracbes em suas propriedades bioquimicas (FOUCHECOURT et al., 1999).
Nos espermatozoides, a PGDS se concentra no segmento apical do acrossoma, e
parece associar-se com a membrana plasmatica da cabeca do espermatozoide, uma
vez que ndo é mais detectavel em espermatozoides bovinos apds reacdo acrossémica
(GERENA et al., 2000). A castracdo induz reducdo na expressao da PGDS
(FOUCHECOURT et al.,, 1999), sugerindo que andrégenos influenciam,
provavelmente, a expressdo génica desta proteina ou estabilidade do RNA

mensageiro.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Delineamento experimental

Amostras de sémen de oito carneiros adultos da raca Santa Inés foram
coletadas e o plasma seminal submetido a eletroforese bidimensional. Em seguida, 0s
géis foram revelados, digitalizados e analisados (PDQuest, Bio-Rad Laboratories,
Rockville, NY, USA). Os spots foram, entdo, removidos dos géis, digeridos com
tripsina e submetidos a espectrometria de massa (MALDI-ToF/ToF). Para
identificacdo das proteinas, os arquivos obtidos foram submetidos a busca utilizando

a ferramenta Mascot (Matrix Science, USA; www.matrixscience.com) e o banco de

dados ndo redundante NCBInr e SWISSPROT. Todos os reagentes utilizados foram

das marcas Sigma, GE Lifesciences ou Bio-rad, a ndo ser quando especificados.

3.2. Coleta e processamento do sémen

Foram utilizados oito carneiros adultos da raca Santa Inés com peso e
circunferéncia escrotal de 58 + 1,8 kg, 34,3 + 1,8 cm, respectivamente, sob condicbes
uniformes de manejo e nutri¢do, pertencentes ao Centro Nacional de Pesquisa em
Caprinos e Ovinos da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA),
sediado na Cidade de Sobral — Ceara. Todos os carneiros eram registrados pela
Associacdo Brasileira de Criadores de Ovinos (ARCO). Foram realizadas trés coletas
de sémen intercaladas com um dia de repouso utilizando vagina artificial e, apds as
coletas, as amostras foram imediatamente acondicionadas em banho-maria a (37°C).
Uma aliquota de cada amostra foi retirada para analise dos parametros seminais
(Souza et al., 2010) incluindo vigor, porcentagem de espermatozdides mébveis e
motilidade progressiva (MAXWELL et al., 1997). A concentracdo espermatica foi

determinada usando espectrofotometria, diluindo a amostra de sémen (1:400) em
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solucdo de formol salina e o numero total de espermatozéides ejaculados foi
determinado multiplicando a concentracdo espermatica pelo volume ejaculado.

As amostras de sémen foram centrifugadas a 700g, 4° C, por 10 minutos para
separacdo do plasma e espermatozoides. Dado que os trés ejaculados do mesmo
animal tiveram parametros seminais de motilidade e vigor idénticos, as amostras de
plasma seminal do mesmo animal foram agrupadas (pool) e acondicionadas em
micro-tubos, identificadas, e mantidas a -80°C. No momento da preparacdo dos
mapas, as amostras de plasma seminal foram descongeladas a temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C), e submetidas a uma nova centrifugacdo a 10.000g, a 4°C,
por 60 minutos para a retirada de debris e possiveis espermatozdides ainda
existentes. As amostras foram aliquotadas em volumes de 100 pL, acondicionadas

em micro-tubos de 0,6 mL e mantidas a -80°C.

3.3. Quantificacdo da concentrac¢do de proteina total no plasma seminal
Inicialmente, uma curva analitica de calibracdo foi obtida a partir de solucdes
padrdes, com concentracdes de proteina conhecidas, encerrando 0, 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45 e 50 pg de albumina sérica bovina (BSA) mL™. A cada 100 pL padréo,
2,5 mL do reagente de Bradford (BRADFORD, 1976) foram adicionadas, e as
leituras de absorbancia feitas a 595 nm (Ultraspec 111, GE Lifesciences, Piscattaway,
NJ, USA), apés 10 minutos de incubacdo. A curva de calibragdo foi, entdo,
estabelecida pelas médias das triplicatas das absorbancias obtidas, gerando uma
equacédo linear de absorbancia versus concentracdo (R2 = 0,9761) através da qual foi
possivel a determinacdo do teor de proteinas totais em cada uma das amostras
experimentais. Para quantificacdo dos teores de proteina nas amostras, também em
triplicata, estas foram previamente diluidas na proporcdo de 1:80 (v/v), em &gua

milli-Q (Millipore, Billerica, MA, USA) 100 pL da amostra diluida misturada com
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2,5 mL do reagente de Bradford. Apds 10 minutos, leituras em 595 nm foram feitas e

a média das triplicatas usadas para o calculo do teor de proteina de cada amostra.

3.4. Eletroforese bidimensional

Um volume de plasma seminal (variando de 7,2 a 24,6 pL, conforme a
amostra) contendo 400ug de proteinas foi adicionado a uma quantidade de solucédo de
re-hidratacdo (Uréia 7M, Tiouréia 2M, Ditiotreitol (DTT) 65 mM, anfolitos livres
0,5% (IPG buffer, 3-10), CHAPS 0,5% e azul de bromofenol (tracos)) suficiente para
250 pl (SOUZA et al., 2010). A solucdo acima foi adicionada as canaletas da bandeja
de hidratacdo e incubada com tiras de 13 cm com gradiente de pH imobilizado linear
de 4 — 7 (IPGs; GE Lifesciences, USA) por, aproximadamente, 20 horas. A
focalizacdo isoelétrica foi conduzida em um equipamento ETTAN™ IPGphorlI™
(GE Lifesciences), com a seguinte programacdo: 200V (200Vvh), 500V (1000 Vh),
5000V (10.000 Vh), 10.000V (22.000 VhT), totalizando 33.200 Vh. Apds a
focalizacdo, as tiras foram incubadas no tampédo de equilibrio, contendo Tris (pH 8,8,
1,5 M) 50 mM, Glicerol 87%, Uréia 6 M, SDS 2%, Azul de Bromofenol (Tragos),
Agua Milli-Q (g.s.p. 50 mL). Numa primeira etapa, as tiras foram mantidas, sob leve
agitacdo, em solugdo de equilibrio (3 mL/tira) adicionada de 57,8 mg de DTT, por 15
minutos, sendo, em seguida, incubadas por mais 15 minutos com a solugdo de
equilibrio contendo 69,3 mg de iodoacetamida. Apds a etapa de equilibrio, as
proteinas foram separadas em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE; 15%T/ 0,8%C,
250V, 30 mA por gel), adicionados de marcadores moleculares variando de 14,3 a 97
kDa, com base em sua massa molecular (Hoefer SE 600, GE Lifesciences,
Piscattaway, NJ, USA) (O'FARREL, 1975, SOUZA et al., 2010). Apds a separagéo,

as proteinas foram visualizadas utilizando-se o método do Coomassie coloidal
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(CANDIANO et al., 2004), com modificacdes. Para tanto, os géis foram lavados trés
vezes por 20 minutos, nas solucdes 1 e 2, sequencialmente (200 mL/gel):

+  Solucdo 1 > Acido fosforico 2% e etanol 30%, em agua.

+  Solucdo 2 >Acido fosférico 2%, em agua.

Apos a ultima lavagem com a solucdo 2, os géis permaneceram em contato

com uma solucdo contendo acido fosférico 2%, etanol 18% e sulfato de aménio 15%
em agua, por 20 minutos (200 mL/gel). Em seguida, adicionou-se a esta solucdo 4
mL/gel de Coomassie Blue G-250 (solucdo aquosa a 2%). O corante permaneceu em
contato com os geis por cerca de 72 horas. Apos este periodo, a solugdo contendo o

corante foi desprezada, e 0s géis lavados com agua destilada.

3.5. Digitalizacdo e andlise dos géis

As imagens dos géis foram digitalizadas utilizando o ImageScanner Il (GE
Lifesciences, USA) na resolucdo de 300 dpi modo transparente e filtro verde. As
imagens foram salvas como arquivos TIFF (tif) e analisadas utilizando o aplicativo
PDQuest versdo 8.0.1 (Bio-Rad Laboratories, USA). Um gel representativo foi criado
com base nos géis de todos os individuos. Spots presentes consistentemente nos
mapas também foram adicionados ao gel sintético, conforme descrito (MOURA et
al., 2006a; SOUZA et al., 2010). Proteinas presentes em diferentes regides dos géis
foram utilizadas como marcos de localizagdo de forma a permitir o alinhamento
correto de cada spot nos diferentes géis. A quantificagdo dos spots foi dada em partes
por milhdo (ppm) da densidade Optica integrada total de cada gel, fornecida pelo

aplicativo (MOURA et al., 2006a).
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3.6. Digestdo das proteinas

As proteinas separadas por eletroforese 2D e marcadas como spots no gel
master foram submetidas a digestdo com tripsina conforme descrito por (MOURA et
al., 2006a; ROCHA et al.,, 2009). Os spots selecionados foram cortados
individualmente de trés géis em pedacos de aproximadamente 1 mm? e
completamente descorados com 400 pL de solucdo contendo acetonitrila
50%/bicarbonato de aménio (50% a 25 mM, pH 8,0) ficando nesta solucédo
aproximadamente 16 horas. Os spots foram desidratados com 200 pL de acetonitrila
absoluta durante 5 minutos e secos a temperatura ambiente. As proteinas foram
incubadas por, aproximadamente, 20 horas, a 37° C, com solu¢do contendo tripsina
(Promega cat.# V5111, Madison, WI, USA), acido acético 50 mM (solucdo estoque
200 ng/uL) e diluida com bicarbonato de aménio 50 mM (concentracdo final 20
ng/uL). Os peptideos foram extraidos com é&cido trifluoroacético (TFA)
5%/acetonitrila 50%, por 30 minutos e sendo submetidos a trés lavagens. Os extratos
foram acondicionados em micro tubos e concentrados a vacuo até o volume final de

10 pL.

3.7. Espectrometria de massa - MALDI-ToF (Matrix-Associated Laser Desorption

lonization-Time of Flight)/ToF

Os peptideos proveniente da digestdo triptica foram misturados (1:1,5, v/v) com
solu¢do saturada de acido a-ciano-4-hidroxicinamico em acetonitrila 50% / acido
trifluoroacético 0,3% em agua, sendo 1 ul da mistura aplicada na placa de MALDI e
seco a temperatura ambiente, antes da analise no espectrometro de massas. Os

espectros de massas foram obtidos utilizando-se o equipamento ABI 4700 ToF/ToF
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no modo interativo, onde todas as amostras foram analisadas, automaticamente, no
modo refletor MS, sendo, posteriormente, 0s dez picos mais intensos submetidos a
uma analise posterior por MS/MS. A intensidade do laser utilizada foi 4800 para o
modo MS e 5200 para o0 modo MS/MS e a célula de colisdo configurada para 1kV em

pressdo de 1x 107 torr em presenca de gas atmosférico (ROCHA et al., 2009).

3.8. Pesquisa em banco de dados

Os espectros i6nicos obtidos para cada peptideo foram submetidos a buscas

utilizando a ferramenta MASCOT (www.matrixscience.com) no banco de dados

NCBInr e SWISSPROT, utilizando o modo MS/MS ion search. Para busca, foram
considerados valores de massa monoisotépicos, com carga +1 e tolerdncia de massa
dos peptideos de £100 ppm e dos fragmentos de +0,6 Da, tendo apenas 1 clivagem
perdida. As modificacfes pds-traducionais variaveis consideradas foram acetilacédo
amino-terminal, carbamidometilacdo dos residuos de cisteina e oxidacdo dos residuos
de metionina. A identificacdo foi considerada ndo ambigua quando o escore da
proteina for significativo (p<0,05), e pela coincidéncia préxima da massa molecular e
pl tedricos e experimentais da proteina. A sequéncia dos peptideos e a distribuicéo
dos dominios referentes aos principais spots identificados nos mapas eletroforéticos
por espectrometria de massas, foram graficamente representados ao aplicativo Caititu

(CARVALHO et al., 2008 http://pcarvalho.com/things/caititu).
3.9. Analise Estatistica

A distribuicdo da expressdo das proteinas do plasma seminal foi descrita (médias e
medidas de dispersdo) utilizando o programa estatistico Statview (versdo 5.0, SAS

Institute Inc.2000).


http://www.matrixscience.com/
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4. RESULTADOS

Os carneiros apresentaram, em média, concentracdo espermatica de 5,7 + 0,3 x
10° espermatozéides/mL e 3,6 + 0,4 x 10° espermatozéides/ejaculado com um
volume de 0,625 £ 0,05 mL, bem como valores médios de vigor de 4 + 0,05; com 90
+ 0,2 % de células moveis e valores de 75 + 0,3 % de motilidade espermatica
progressiva. Em média, foram detectados 302 + 15,9 spots por gel, de acordo com o
pareamento gerado pelo aplicativo PDQuest® com base no gel master (Figura 1A), o
qual representa uma combinagdo da todos os spots presentes no gel de referéncia

(Figura 1B), além dos spots adicionados dos outros géis, os quais foram pareados.
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Figura 1B
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Figura 1. Mapa bidimensional das proteinas do plasma seminal de carneiros da raca Santa Inés adultos. A
figura 1A representa o gel sintético gerado pelo aplicativo PDQuest (Bio Rad, USA), baseado na combinagéo
dos spots de todos 0os membros utilizados no estudo, e a figura 1B, o0 mapa referéncia (carneiro #3), do qual o
gel sintético foi primeiramente gerado. As proteinas foram coradas com Coomassie blue coloidal e
identificadas por MALDI-ToF/ToF.

Um total de 143 spots foi detectado de forma consistente em todos os géis
pareados pelo aplicativo PDQuest®. A intensidade desses spots correspondeu a 65,5
*+ 1,5% da intensidade de todos os spots descritos no gel principal do plasma seminal
dos ovinos. Cento e sete spots foram submetidos a espectrometria de massas
(MALDI-ToF/ToF), destes, trinta e nove foram identificados e corresponderam a 26
diferentes proteinas (Tabela 1). Em conjunto, estes spots representaram 28,7 + 0,9%

da intensidade de todos os spots detectados nos mapas bidimensionais.
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As proteinas mais abundantes detectadas nos géis dos carneiros Santa Inés
foram as espermadesinas e as Binder of Sperm Proteins (BSPs). Dois spots (#33 and
#34) foram identificados como sendo Ram Seminal Vesicles Protein 14 kDa (RSVP
14), que possui ponto isoelétrico (pl) de aproximadamente 5,0 e massa molecular de
15,3 e 16,0 kDa,respectivamente. Outros cinco spots (#10, #14, #25, #38 and #37)
foram identificados como sendo Ram Seminal Vesicles Protein 22 kDa (RSVP 22),
com pl variando entre 4,2 a 6,1 e massa molecular entre 16,6 e 61,3 kDa,
respectivamente. A intensidade dos spots identificados como RSVP 14 e RSVP 22
kDa corresponderam a 11,6 % da intensidade total de todos os spots detectados no
géis. Outros cinco spots mostraram identidade as isoformas da bodesina, os quais
incluiram o spot #38 (pl 6,3 e 16,3 kDa), identificado como Bodesina — 1 (Bdh-1), e
spots #30, #31, #35 e #36, identificados como Bodesina — 2 (Bdh-2), com pl e massa
molecular variando entre 5,2 e 5,7, 14,7 e 24,4 kDa, respectivamente. A intensidade
dos spots identificados como espermadesinas representaram 11,1% da intensidade
total dos spots validos presentes nos géeis do plasma seminal dos carneiros.

Outras proteinas contendo multiplas isoformas foram detectadas nos mapas 2-
D (Figura 1C), entre as quais a matrix metalloproteinase 2 - MMP-2 (sequéncia 1),
albumina (sequéncia 2), lactotransferrina (sequéncia 3), TCP 1, e TCP 1, (sequéncia
4), RSVP14 (sequéncia 5) totalizando onze spots.

O coeficiente médio de variagdo (CV) das proteinas identificados por MALDI-
ToF/ToF foi de 49,59 £ 4,7%. As proteinas que apresentaram menores CVs foram
MMP-2 (19,39%), Bodesina-1 (27,24%), TCP-1 subunidade alfa (27,33%). Os
maiores CVs foram associadas a leucina aminopeptidase (64,94 %), galactoquinase

(99,97%), palate, lung and nasal epithelium-associated - PLUNC (118,66%).
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Figura 1C
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Figura 1C. Mapa bidimensional utilizado como gel referéncia (carneiro #3) com as principais seqiiéncias de

spots identificados. As proteinas foram coradas com Coomassie blue e identificadas por MALDI-ToF/ToF.
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5. DISCUSSAO

No Brasil, grande parte dos ovinos sdo deslanados, sendo o Santa Inés um dos
mais importantes gendtipos, por apresentar bom desenvolvimento corporal e ganho
de peso e serem adaptados as condi¢cbes tropicais. Analises de amostras de sémen
demonstram claramente que o0s animais utilizados neste estudo apresentaram
capacidade reprodutiva normal, baseada no nimero de espermatozoides ejaculados e
motilidade espermatica, além de possuirem fertilidade comprovada em sistemas de
monta controlada. Foram descritos no presente estudo a distribuicdo e o perfil das
proteinas seminais em géis bidimensionais e a identificacdo de diversas proteinas

detectadas nos mapas.

Foram detectados, em media, 302 + 15,9 spots nos mapas eletroforéticos do
plasma seminal de carneiros Santa Inés adultos. Esse nimero de spots foi similar ao
detectado em ovinos Rasa Aragonesa (por volta de 252 spots; CARDOZO et al.,
2006) e consideravelmente alto comparado aos 21 spots reportados por JOBIM et al.
(2005), estudando carneiros da raca Hampshire Down e seus mesticos. A razdo para
tal diferenca esta provavelmente relacionada com a técnica empregada. Jobim et al.
(2005) utilizaram NEPHGE, Coomassie R-250 e 100 pg de proteina para a
preparacdo dos géis, enquanto que Cardozo et al. (2006), apesar de utilizarem
revelagdo por fluorescéncia (Sypro Ruby), trabalharam com tiras mais curtas (7 cm) e
faixa de pH mais ampla (3-10; 1 unidade de pH/cm), em comparagdo com a técnica
utilizada neste trabalho (13 cm; pl 4-7; 0,2 unidades de pH/cm). Provavelmente, a
combinacdo de tiras mais longas (13 cm) associadas a faixa de pH mais curto (4-7)
resultou em uma melhor separacdo das proteinas, o que favoreceu uma detecgdo mais

eficiente dos spots.
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Foram detectados consistentemente em todos os geis, 143 spots. Estes
representam 65 % da intensidade total dos spots validos. Trinta e nove spots foram
identificados por MALDI-ToF/ToF, correspondendo a 26 diferentes proteinas. Dessa
forma, uma discussdo sobre as relacdes entre a funcdo das proteinas do plasma

seminal e a fisiologia espermatica sera dividida por grupo funcional.

5.1. Proteinas envolvidas na protecdo espermatica

O plasma seminal contém proteinas que intervém de forma direta ou indireta
na protecdo dos espermatozoides, uma vez que essa complexa secrecdo é formada por
fluidos dos testiculos, epididimos e glandulas sexuais acessérias. As proteinas
transferrina, lactoferrina, albumina e peroxirredoxina 5, identificadas no plasma
seminal dos carneiros, estdo associadas com a protecdo da funcdo e integridade
espermatica.

A lactoferrina e a transferrina possuem a propriedade de se ligarem ao ferro, e
participam como agentes antimicrobianos e na regulacdo da expressdo génica
(GATTI et al., 2004; DACHEUX et al., 2005). Estas proteinas estdo associadas com
a protecdo contra o estresse oxidativo, que é uma fonte potencial de danos aos
espermatozdides (HINTON et al., 1995). E provavel que estes efeitos estejam
relacionados a sua capacidade de sequestrar ferro i6nico, prevenindo a formagdo de
peréxidos lipidicos, danosos a membrana espermatica (WAKABAYASHI et al.,
1999). Por outro lado, a albumina liga-se aos peroxidos de lipideos reduzindo os
efeitos danosos destes compostos na membrana espermatica; ALVAREZ; STOREY,
1995).

A peroxirredoxina pertence a uma moderna familia de peroxidases. Essa

proteina foi isolada da regido apical de espermatozdides suinos sendo identificada
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como uma proteina que se liga a zona pelucida nessa espécie (GESTEL et al., 2007).
A funcdo biologica dessa proteina ainda ndo esta totalmente clara. No entanto,
acredita-se que algumas isoformas, como a detectada no presente estudo, estdo
envolvidas na defesa contra o estresse oxidativo, principalmente no que se refere ao
controle da concentragdo de H,0O, (RHEE et al., 2001; WOOD al de et., 2003).

Um grupo de proteinas classificadas como chaperoninas foram detectadas nos
mapas 2D do plasma seminal dos carneiros Santa Inés, correspondendo a heat-shock
protein, TCP1pB, TCPla e TCPle. As chaperoninas contendo o complexo T, séo
constituidas por oito diferentes subunidades (a, B, v, 9, €, {, n, 6) (ROMMELAERE
et al. 1993) e a expressdo dessas subunidades é co-regulada, para manter uma
constante proporcdo entre elas (KUBOTA et al. 1999). As subunidades da TCP 1 (a,
B e ¢) fazem parte do grupo Il das chaperoninas citosdlicas, chamado de CCT -
Chaperonin-Containing TCP-1 (SARAH et al., 2009). Apesar de ser uma proteina
intracelular, a CCTle tem sido relatada como componente de espermatozoides
ejaculados em humanos e touros (DE MATEO et al., 2007, D" AMOURS et al., 2010).
As chaperoninas estdo envolvidas no dobramento de proteinas, sem alterar sua
conformacgdo final, tendo, dentre outros, como principais substratos a actina e a
tubulina (STERNLICHT et al., 1993). Acredita-se que a CCT pode ser produto
descartado do processo de espermiacdo. Além disso, altos niveis de subunidade da
CCT em amostras de sémen de touros de baixa fertilidade podem refletir processos
incompletos que envolvem essas proteinas durante a espermatogénese (D"AMOURS
et al., 2010).

As Heat Shock Proteins (HSPs), ou proteinas do choque térmico, séo
expressas frente ao estresse, principalmente pelo calor. As HSPs constituem uma
familia de proteinas altamente conservada, sendo um indicio de seu grande valor

evolutivo (PEETERMANS, 1995). As HSP podem ser agrupadas em HSP-27, HSP-
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47, HSP-60, HSP-70, HSP-90 e HSP-110 (JAATTELA; WISSING, 1992), de acordo
com suas sequéncias de aminoacidos e massas moleculares. Um spot protéico
identificado no plasma seminal dos carneiros, de aproximadamente 70 kDa,
apresentou identidade com a HSP-70 de Bos taurus. Algumas isoformas da HSP-70
estdo envolvidas nos processos espermatogénicos (HUSZAR et al., 2000, BOHRING
et al., 2001) e na maturacao espermatica, influenciando na fertilidade do macho (DIX
et al., 1996). A identificacdo da HSP-70 no plasma seminal de carneiros deslanados
ainda ndo havia sido relatado na literatura, sendo assim, o presente estudo permite a
utilizacdo de novas abordagens para o estudo da expressdo de proteinas no plasma
seminal de ovinos deslanados e suas consequéncias na fisiologia reprodutiva destes
animais quando submetidos ao estresse térmico.

Foram identificados dois spots referentes a proteina clusterina. Essas
isoformas da clusterina podem ser geradas principalmente através de glicosilacdes
(SYLVESTER et al., 1991). A clusterina pode ser expressa constitutivamente nos
testiculos, epididimos e préstata (SYLVESTER et al., 1991; SENSIBAR et al, 1993).
A expressdao da clusterina, nos testiculos e epididimos, € um indicativo de que
ocorreu uma completa diferenciacdo das células germinativas (GRIMA et al, 1992,
HERMO et al, 1992), sugerindo que essa proteina possa estar envolvida com o
processo de maturacdo espermatica (HERMO et al, 1991), protecdo dos
espermatozoides (MERI et al., 2001), reabsorcdo de espermatozdides defeituosos na
cauda do epididimo e modulacdo da lise celular (AKERLOF et al.,, 1989,
MATSUOKA et al., 2006). A clusterina age como uma chaperona, protegendo o0s
gametas masculinos dos efeitos toxicos da precipitacdo de proteinas (WILSON;
EASTERBROOK-SMITH, 2000). Essa proteina é um constituinte multifuncional do
plasma seminal de bovinos, podendo atuar na prevencdo contra danos causados por

processos oxidativos no espermatozéide (REYES-MORENO et al., 2002), se liga e
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aglutina espermatozoides defeituosos (IBRAHIM et al., 1999), além de possuir a
capacidade de inibir a inducdo da lise por complemento no espermatozdide

(IBRAHIM et al., 1999).

Outra proteina detectada no plasma seminal dos carneiros Santa Inés foi a
palate, lung and nasal epithelium-associated clone (PLUNC). Esta proteina foi
identificada, na cavidade oral e no trato respiratorio de ratos (WESTON et al., 1999),
sendo expressa, também, em humanos (BINGLE; BINGLE, 2000) e bovinos
(WHEELER et al., 2002). A PLUNC exibe uma grande similaridade estrutural com
familias de proteinas importantes na defesa contra infeccdes bacterianas,
denomimadas de  bactericidal/permeability-increasing  protein  (BPIl) e
lipopolysaccharide-binding protein (LBP) (BINGLE; CRAVEN, 2002,). A
similaridade estrutural entre a PLUNC e as BPI/LBP, sugere sua participacdo na
defesa antibacteriana no trato respiratério (WHEELER et al., 2002, DI et al., 2003).
Dessa forma, é possivel que a isoforma de PLUNC detectada no plasma seminal
ovino esteja associada com a protecdo do epitélio do trato reprodutivo, uma vez que a

sua expressdo é induzida pela exposicdo a patégenos (BINGLE; CRAVEN, 2003).

5.2. Proteinas associadas com a motilidade esperméatica

Proteinas pertencentes a familia das espermadesinas foram detectadas no
presente estudo, e fazem parte do grupo de proteinas mais abundantes do plasma
seminal dos carneiros Santa Inés. Estas proteinas apresentaram identidade com as
espermadesinas descritas recentemente na espécie caprina, Bdh-1 e Bdh-2 (MELO et
al., 2008). Inicialmente, apenas uma destas espermadesinas foi caracterizada no
plasma seminal caprino e denominada de Proteina do Fluido Seminal de Caprinos

(Buck Seminal Fluid Protein; BSFP; TEIXEIRA et al., 2002; 2006). Posteriormente,
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foram identificados 4 genes codificando espermadesinas no trato reprodutivo de
caprinos, denominadas Bdh-1 a Bdh-4, sendo que a BSFP passou a ser identificada
como Bdh-2 (MELO et al., 2008). A Bdh-2, apresenta também sequéncia homdloga a
outras espermadesinas expressas em diferentes espécies, como as AQN-1 e AWN em
suinos (SANZ et al., 1992) e SSP-7 em equinos (REINERT et al., 1997).

As Bdh-1 e Bdh-2 detectadas no presente estudo correspondem,
respectivamente, a 1,01 e 10,1% da intensidade total dos spots validos. Portanto, a
proteina Bdh-2 constitui-se, isoladamente, na mais abundante proteina do plasma
seminal dos carneiros Santa Inés adultos. As Bdhs 1 e 2 apresentaram massa
molecular com variacdo de 14,7 a 24,4 e pl de 5,2 a 6,3, semelhantes aos valores das
espermadesinas detectadas no fluido das glandulas sexuais acessorias (MOURA et
al., 2006a) e plasma seminal (TEDESCHI et al., 2000) de touros Bos taurus adultos.
Nos resultados obtidos através de MALDI — ToF/ToF e Mascot Search, identificou-se
fragmentos de peptideos correspondentes a 9% de cobertura da proteina Bdh-1 (spot
#38), para a proteina Bdh-2 os peptideos obtidos cobriram 18% (spots #30, #31, #36)
e 27% (spot #35). Os fragmentos associados a todos estes spots corresponderam a
regides do dominio CUB das bodesinas (Figura 2A). Especificamente, fragmentos
dos spots identificados como Bdh2 incluiram similaridades com seqiiéncia do “C-
terminal”, as quais sdo distintivas entre as proteinas dessa familia. As
espermadesinas do plasma seminal de caprinos (Bdh-1 e Bdh-2) possuem 105
residuos de aminodacidos, dos quais 100 constituem o dominio CUB C1r, Uegf, Bmpl
(complement, uEGF and bone morphogene) (MELO et al., 2008). Este dominio é
estabilizado por duas pontes dissulfeto (BORK; BECKMAN, 1993) e confere as
espermadesinas a habilidade de reconhecer e ligar-se a diversos carboidratos (SOLIS
et al., 1998), inibidores de proteases, fosfolipideos (DOSTALOVA et al., 1995) e

glicoproteinas presentes na zona pelicida (TOPFER-PETERSEN, 1999) através de
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ligantes especificos. Proteinas que possuem dominios do tipo CUB, como as
espermadesinas, formam heterodimeros, alem de sofrerem véarias modificacdes pos
traducionais como glicosilacéo e fosforilacédo, fato este que provavelmente pode estar
relacionado com a variacdo de peso molecular e ponto isoelétrico dos spots

detectados nos géis do plasma seminal dos animais Santa Inés.
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Figura 2A. Representacdo grafica da seqliéncia de peptideos identificados através da ferramenta Mascot

(www.matrixscience.com) mostrando a distribuicdo dos dominios para as proteinas Bdh-1 e Bdh-1I através do

aplicativo Caititu. Os nameros dos spots referem-se aqueles descritos na Figura 1A e na Tabela 1.

Em ovinos Suffolk, os trabalhos conduzidos por Bergeron et al. (2005)
mostraram a existéncia de espermadesina de 15.5 kDa, a ram seminal protein (RSP-
15.5), com sequéncia de aminoacidos homoélogos em 70% a espermadesina suina
AQN-1. O presente estudo é, portanto, o primeiro a descrever a expressdo de
espermadesinas no plasma seminal de ovinos deslanados. Nos caprinos, as
espermadesinas sdo expressas de forma mais intensa nas vesiculas seminais e com
menos expressdo em outros 6rgdos como testiculos, epididimo e glandulas

bulbouretrais, com exce¢do da Bdh-2 ndo expressa no epididimo (MELO et al.,
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2008). Apds a ejaculacdo, estas proteinas ligam-se a componentes da membrana dos
espermatozoides através do dominio CUB (TOPFER-PETERSEN et al 2005) e,
portanto, sugere-se que as espermadesinas sdo capazes de influenciar diversas
funcdes reprodutivas, incluindo capacitacdo espermatica, estabilizacdo do acrossoma
e fusdo espermatozdide — oocito durante o processo de fertilizacdo (TOPFER-
PETERSEN et al.,1998).

Estudos conduzidos recentemente em carneiros Santa Inés mostraram que um
grupo de spots foram expressas no plasma seminal de carneiros Santa Inés ja as 15
semanas de idade, ainda na fase pré-pubere, e a intensidade das mesmas apresentou
evolucdo coincidente com as variacBes dos parametros de motilidade espermatica
(SOUZA et al., 2010). Com base nos valores de massa molecular e pl, sugere-se que
tais spots possam ser, de fato, os mesmos spots identificados no presente estudo
como Bdhl e Bdh2. Baseado nesta informacdo, sugere-se que as Bdhs 1 e 2 sejam 0s
primeiros componentes a serem secretados no plasma seminal de carneiros Santa Inés
pré-paberes.

Outra proteina detectada nos mapas 2D e que pode influenciar a funcgéo
espermatica foi a zinc-alpha-2-glycoprotein (ZAG-2). Altas concentracBes dessa
proteina no sémen humano foram associadas com a capacidade fertilizante desses
individuos (GARCIA-RAMIREZ et al., 2007). A motilidade espermatica é um fator
chave que determina a qualidade esperméatica e capacidade fecundante do
espermatozoide (PETRUNKINA et al.,, 2005). A ZAG atua no metabolismo dos
lipidios, influenciando na composicdo de fosfolipideos e a relagdo
colesterol/fosfolipideo durante a maturacdo espermatica no epididimo (JONES,
1998), além de modular a iniciacdo da motilidade progressiva a través do sistema

adenilato ciclase — AMPc (SCHUH et al., 2006).
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A proteina 14-3-3, zeta chain possui uma sequéncia de aminoacidos altamente
conservada entre espécies (TZIVION; AVRUCH, 2002). E expressa nos testiculos
(MUSLIN et al., 1996), tendo sido detectada em espermatdcitos em desenvolvimento,
e em espermatozoides maduros no epididimo (CHAPIN et al., 2001). A acdo
regulatéria da proteina 14-3-3 inclui a habilidade induzir alteracbes no
compartimento citoplasmatico/nuclear através de mudancas na localizacdo do nucleo
celular, além de atuar na inibicdo ou ativacdo da atividade catalitica de enzimas
através da protecdo contra a proteodlise ou desfosforilacdo (TZIVION; AVRUCH,
2002). A 14-3-3 possui um papel fundamental no controle da PP1y2, uma enzima
chave para o desenvolvimento da motilidade espermatica (SMITH et al., 1999). A
alta atividade catalitica dessa enzima espermatica inclui o controle da motilidade no
espermatozoide imaturo da cabeca do epididimo, uma vez que inibidores de
fosfatases iniciam a motilidade espermatica nessa regido e estimulam a motilidade
espermatica na cauda deste 6rgdo (SMITH et al., 1999). Uma possibilidade é que a
14-3-3 atue no espermatozoide como uma ponte ou um adaptador entre a PPly e
outras proteinas envolvidas na regulacdo da maturacdo e motilidade espermatica
evitando a degradacdo ou desfosforilacdo da enzima PP1y2. A 14-3-3 esté localizada
na regido posterior da cabeca do espermatozoéide, atuando na protecdo e manutengao
da PP1y2 fosforilada (HUANG et al., 2004). Dessa forma, a 14-3-3 mantém em
baixos niveis a atividade catalitica desta enzima, passo importante requerido para a
maturacdo e inicializacdo da motilidade espermética durante o transito epididimario

(HUANG et al., 2004).
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5.3. Proteinas envolvidas no processo de capacitacao espermatica

O estudo protedmico do plasma seminal de carneiros adultos da raga Santa
Inés mostrou a expressao de duas proteinas, conhecidas como Ram Seminal Vesicles
Protein (RSVP) 14 e 22 kDa. As RSVPs sdo proteinas pertencentes a familia das
BSPs (Binder of Sperm Proteins) (BERGERON et al., 2005; CARDOZO et al., 2006;
MANJUNATH et al., 2009). As BSPs e seus homologos constituem um grupo de
proteinas conservadas e estruturalmente similares que possuem dois dominios de
fibronectina tipo Il (MANJUNATH et al., 2009). Estas proteinas possuem uma
estrutura secundaria comum composta de um N-terminal variavel seguido dos
dominios (FN 11) de aproximadamente 40 aminoacidos que sdo separados por uma
sequéncia de sete aminoacidos e por um C-terminal também variavel (MANJUNATH
et al.,, 2009). As proteinas que apresentam este dominio ligam-se aos
espermatozoides através da interacdo com a fosforilcolina presente na membrana
espermatica (DESNOYERS; MANJUNATH, 1992, 1993). Altas concentracfes dessas
proteinas induzem a permeabilizacdo da membrana espermatica (GASSET et al.,
2000), o que estimula o efluxo de colesterol (THERIEN et al., 1998, MOREAU,;
MANJUNATH 1999).

As RSVPs estdo entre as proteinas mais abundantes no plasma seminal dos
carneiros representando, respectivamente, 6,6 e 5,0% da intensidade total dos spots
detectados. A sequéncia peptidica coberta pela espectrometria de massas apresentou-
se inserida nos dominios de Fibronectina Il (RSVP14) ou pelo menos em um dos
dominios (RSVP22) (Figura 2B). A RSVP 14 é secretada exclusivamente pelas
vesiculas seminais do carneiro (FERNANDEZ-JUAN et al., 2006) e foi inicialmente
descrita no plasma seminal de carneiros Rasa Aragonesa por Cardozo et al. (2006).
Esta proteina tem valor de pl, massa molecular e sequéncia de aminoacidos quase

idéntica a uma proteina de 15-kDa descrita por Bergeron et al. (2005) no plasma
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seminal de carneiros da raca Suffolk. Sabendo que a proteina RSVP 14 é fosforilada
(BARRIOS et al., 2005), diferencas no ponto isoelétrico dos spots #33 e #34 podem
ser causados por diferentes niveis de fosforilagdo. Estudo prévio realizado com o
plasma seminal de carneiros Santa Inés mostrou que um grupo de “spots” de
aproximadamente de 14 kDa e pl variando entre 5 a 6 ja era expresso as 15 semanas
de idade, 13 semanas antes dos animais atingirem a puberdade e quando o nimero de
espermatozoides moveis ainda minimo no ejaculado (SOUZA et al., 2010). Assim,
acredita-se que a RSVP 14 faca parte dos primeiros componentes secretados no
plasma seminal de carneiros Santa Inés pré-puberes.

A RSVP-22, outro membro da superfamilia das BSPs, é também secretada
pelas vesiculas seminais (CARDOZO, J.A., resultados ndo publicados; NCBI

0i|219521812; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/219521812), foi identificada em

cinco spots no mapa 2-D do plasma seminal dos carneiros. Spots correspondentes a
RSVP 22 apresentaram uma distribuicdo heterogénea no mapa protéico do plasma
seminal dos carneiros, com massa molecular de 16,6 e 61,3 kDa e pls de 4,2 a 6,1.
Esta distribuicdo heterogénea pode estar relacionada com modificagdes pos-
traducionais, incluindo fosforilacdo (BARRIOS et al., 2005) ou glicosilacdo
(MANJUNATH; THERIEN, 2002). No entanto, variacdes amplas de massa molecular
provavelmente estdo mais associadas a clivagem proteolitica ou interacdo com outras
proteinas (SEO; LEE, 2004), embora ndo haja estudos sobre tais processos em
proteinas BSP secretadas no plasma seminal de ruminantes. Em caprinos, homdélogos
as BSPs também tem sido identificados, com variacBes expressivas com relacdo a
distribuicdo nos mapas eletroforéticos. La Falci et al. (2002) relataram proteinas com
afinidade a heparina de 73 a 104 kDa e de 119 a 178 kDa. Portanto, o fato do

presente estudo relatar proteinas do tipo RSVP 22 com massas variando entre 61,3 a
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16,6 kDa esta de acordo com estudos prévios realizados com o plasma seminal de

caprinos adultos.
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Figura 2B. Representacdo grafica da seqiiéncia de peptideos identificados através da ferramenta Mascot

(www.matrixscience.com) mostrando a distribuicdo dos dominios para as proteinas RSVP 14 e 22 através do

aplicativo Caititu. Os nimeros dos spots referem-se aqueles descritos na Figura 1A e na Tabela 1

As RSVPs atuam na funcdo de protecdo dos espermatozoides, prevenindo
(PEREZ-PE et al., 2001) e reparando (BARRIOS et al., 2000) danos na membrana
espermatica sofridos durante a criopreservacdo. Homologos destas proteinas
(MANJUNATH et al., 2009) tem sido identificados nos fluidos do trato reprodutivo
de touros (MANJUNATH et al.,, 1987; MOURA et al., 2007a), equinos, suinos
(CALVETE et al., 1997) e caprinos (VILLEMURE et al.,, 2003). As BSPs
influenciam a capacitacdo espermatica por se ligarem aos espermatozdides no
momento da ejaculacdo, interagindo com fosfolipidios contendo residuos de colina,
abundantes na membrana espermatica (DESNOYERS; MANJUNATH, 1992),

promovendo a remocdo de fosfolipidios (THERIEN et al., 1999) e colesterol
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(MOREAU; MANJUNATH, 2000), o que resulta numa reducdo na proporcdo entre
colesterol/fosfolipideos, compreendendo um dos passos iniciais da capacitacdo
espermatica. Em funcdo da similaridade estrutural e funcional existente com as BSPs
das especies descritas acima, as RSVPs podem também ter papel importante durante
0 processo de capacitacdo. De fato, ha evidéncias de que a topografia da ligacdo
destas proteinas com os espermtazdides modifica-se conforme alteracdes funcionais
pos-ejaculacdo e estado de capacitacdo, sugerindo tal funcdo (CARDOZO et al.,
2006). No entanto, estudos mais detalhados sdo necessarios para confirmar que as
RSVPs promovem capacitacdo espermatica em carneiros e em outras espécies.

Outra proteina detectada no plasma seminal dos carneiros Santa Inés foi a
actina, uma proteina predominantemente intracitoplasméatica. A presenca de dois
spots protéicos no plasma seminal dos carneiros com homologia a actina ndo era
esperada, Porém € possivel que a actina presente no plasma seminal tenha sido
resultado do extravasamento citoplasméatico de células espermaticas defeituosas
(apoptose). No entanto, a actina estd envolvida com a iniciacdo da motilidade
espermatica  (HOWES et al.,, 2001; BREITBART et al.,2005), mudancas na
topografia espermatica durante o transito epididimario no processo de maturacdo
(BREITBART et al., 2005), capacitacdo e reagdo acrossémica (YIN; STOSSEL 1979;
CABELLO-AGUEROS et al., 2003; BREITBART et al.,2005). A actina pode, ainda,
constituir uma barreira preventiva contra a reagdo acrossémica prematura dos
espermatozoides durante a fase de armazenamento na cauda do epididimo

(BREITBART et al., 2005).

5.4. Enzimas glicoliticas
As enzimas glicoliticas detectadas no plasma seminal dos carneiros Santa Inés

incluem alfa-enolase, e B-galactosidase. Estas enzimas podem hidrolisar residuos de
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carboidratos presente na membrana fosfolipidica do espermatozoide durante a
maturacdo epididimaria (TULSIANI et al., 1995 e 1998) e podem mediar a interacao
espermatozoide/oocito (MIRANDA et al., 1997). Essas enzimas glicoliticas, podem
atuar na producdo de substratos energeticos para o metabolismo espermatico
(BROOKS, 1976), disponibilizando frutose e sorbitol (MURDOCH; WHITE, 1968).
Recentemente, novas funcbes tém sido atribuidas a essas proteinas, tanto na
modificacdo de glicoproteinas ligadas a membrana espermatica no processo de
maturacdo epididimal (SKUDLAREK et al., 1992; TULSIANI et al., 1995, 1998),
guanto na mediacdo das interacdes entre espermatozdide e zona pellcida/oocito (DE
CEREZO et al., 1996; ABASCAL et al., 1998).

A enolase € uma enzima que participa na degradacdo de glicose em piruvato,
catalisando a conversdo de 2-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato. Foram descritas
duas isoformas da enzima, uma delas, a enolase-aa (ENO-aa) é amplamente
distribuida em diversos tecidos (TAKASHIMA et al., 2005; KANEMOTO et al.,
2006). Outra, a enolase-S (ENO-S) é especificamente ligada ao espermatozéide
(EDWARDS; GROOTEGOED, 1983). A atividade destas enzimas no espermatozdide
parece estar relacionada a qualidade seminal. Em humanos, uma maior atividade de
ENO-ao estd associado a espermatozdides com anormalidades morfologicas,
enquanto a atividade da ENO-S estava correlacionada com células morfologicamente
normais (FORCE et al., 2002). A enolase espermatica parece ser sintetizada durante a
espermatogénese, localizando-se no flagelo, préxima ao sistema motor (GITLITS et
al., 2000), regido de alto consumo de ATP, o que sugere a participacdo desta proteina
na manutencdo do metabolismo espermatico.

A B-galactosidase é uma glicosidase que cliva residuos galactosil de diversos
tipos de substrato (CONZELMANN; SANDHOFF, 1987). No pH predominante no

epididimo (6,6 a 6,8), essa enzima atua principalmente sobre residuos galactosil de
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glicoproteinas (SKUDLAREK et al., 1992). Duas formas diferentes de J-
galactosidase foram observadas no epididimo. Em ratos, uma isoforma, de cerca de
80 kDa ¢ encontrada no interior do acrossomo (SKUDLAREK et al., 1993), e que,
provavelmente, esta envolvida na clivagem de carboidratos da zona pelucida, apos a
reacdo acrossémica. Outra forma, de 84 kDa é encontrada no fluido da cauda do
epididimo (TULSIANI et al., 1995). Esta Gltima, secretada pelo proprio epididimo,
parece estar envolvida, como outras glicosidases (TULSIANI et al., 1993), na
clivagem de glicoproteinas da membrana espermatica, como parte do processo de
maturacdo epididimaria (SRIVASTAVA; OLSON, 1991).

O espermatozoide de mamiferos para adquirir capacidade fecundante,
necessita passar por diversas modificacdes estruturais e funcionais incluindo a
capacitacdo espermatica, hiperativacdo ou exocitose, reacdo acrossémica e outras
modificacdes bioquimicas afins de que haja a penetracdo no o00cito
(YANAGIMACHI,1994). Espermatozoides pré-incubados com substancias oxidativas
exogenas se torna incapaz de fertilizar o oocito (FRASER; QUINN,1976). Em
espermatozoides de ratos, a reacdo acrossémica propriamente dita é fisiologicamente
dependente do metabolismo oxidativo (BEDFORD, 1970). O ciclo do acido citrico é
um caminho metabdlico oxidativo regulado por enzimas, entre elas a citrato sintase,
isocitrato desidrogenase e a alfacetoglutarato desidrogenase (CLARENBURG, 1992).
A malato desidrogenase (MDH) €é outra enzima do ciclo, apesar de ndo participar da
regulacdo, possui um papel chave no transporte de redutores equivalentes através da
membrana mitocondrial interna (CLARENBURG, 1992). A MDH esta localizada no
citoplasma e através da rota das pentoses fosfato, € a principal fonte de redutor
celular NADP (CLARENBURG, 1992) e tem sido detectada no fluido da rede testes
em suinos e carneiros (SUOMINEN & SETCHELL, 1972), no fluido do epididimo

em humanos (DACHEUX et al., 2006) e na peca intermediaria de espermatozoides de



61

caprinos, suinos e bufalos (KOHSAKAT et al., 1992). A transferéncia de
equivalentes redutores do citoplasma para a mitocéndria ocorre principalmente pela
lancadeira malato-aspartato, uma vez que ha uma auséncia de atividade da enzima
glicerol-3-fosfato desidrogenase em espermatozoides epididimarios e uma reduzida

atividade em espermatozdides imaturos de ratos (BROOKS, 1978).

5.1.5. Proteases e inibidores

As proteases encontradas nos mapas 2D dos carneiros incluem plasma
glutamato carboxipeptidase e leucina aminopeptidase. Durante 0 transito
epididimario, o espermatozdide absorve novas proteinas modificando a sua
membrana (SULLIVAN, et al., 2005). Estas proteinases possuem atividade no plasma
seminal e tem sido associada com diferentes pardmetros seminais (TOGO;
MORISAWA, 2004). Estas enzimas podem modificar residuos de peptideos presentes
na membrana espermatica e, dessa forma, contribuir com a maturacdo espermatica
durante o transito epididimario, além de estarem também presentes na regido
acrossdmica do espermatozdide e podem estar envolvidas na reacdo acrossémica
(AGRAWAL; VANHA-PERTTULA, 1986).

A interacdo e a remodelacdo da matriz extracelular sdo atributos de algumas
proteinas identificadas no plasma seminal dos carneiros, sendo elas a tissue inhibitor
of metalloproteinases — 2 (TIMP-2), matrix metalloproteinase - 2 (MMP-2) e a
clusterina. Esse grupo de proteinas secretadas nas glandulas sexuais acessorias
(MOURA et al., 2006a) sdo importantes durante a fertilizacdo em mamiferos quando
0 espermatozdide interage com as células do cumulus, zona peltcida e membrana do
obcito. As MMPs liberadas durante a reagdo acrossdmica facilita a fusdo entre o
espermatozdide e o o6cito em hamsters (DIAZ-PEREZ; MEIZEL, 1992). A TIMP-2

estd associada com a membrana espermatica de bovinos e humanos (McCAULEY et
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al., 2001; BECHMAN-SHAKED et al., 2002) podendo interferir na fusdo entre
gametas em ratos (CORREA et al., 2000).

O complexo protéico Proteassoma — 6, foi detectado nos mapas 2D dos
carneiros Santa Inés. Este complexo protéico faz parte de um grupo de proteases
multi-cataliticas pertencente ao proteassoma que degrada proteinas poliubiquitinadas
em aminoacidos e pequenos peptideos (GLICKMAN; CIECHANOVER, 2002).
Proteassoma-6 foi detectada em espermatozoides de touros de baixa fertilidade
(D'AMOURS et al 2010). A atividade do proteassoma tem sido detectada em
espermatozoides de mamiferos, incluindo bovinos e humanos (PIZARRO et al.,
2004), sua localizacdo foi determinada, atraveés de ensaios de imunofluorescéncia, na
regido acrossémica de todas as espécies estudadas (RAWE et al. 2008). Dessa forma,
varios estudos reportam a participacdo do proteassoma nos eventos relacionados com
a reacao acrossdémica (MORALES et al. 2003, SUTOVSKY et al. 2004, RAWE et al.
2008). Proteassomas também tem sido detectado na peca intermediaria entre a cabeca
e a cauda de espermatozoides bovinos e humanos (WOJCIK et al. 2000, RAWE et al.
2008). Dessa forma, foi sugerido que o proteassoma pode desempenhar diferentes
papeis pos fertilizacdo separando parte da cauda do espermatozdide, formacdo da
haste espermatica, e desenvolvimento e justaposi¢do pronuclear (RAWE et al. 2008).
Analises protedmica de espermatozoides em humanos utilizando gel de eletroforese
2D, revelou vérias subunidades de proteassoma, incluindo o PSMA-6 (DE MATEO et
al. 2007). Este mesmo estudo, associou altos niveis de expressdo do PSMA-6 com
fragmentacdo do DNA, observado pelo método Terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP Nick End-Labeling (TUNEL). Para explicar esta
observacdo posterior , uma alta correlacdo entre defeitos no DNA e ubiquitinacéo
espermatica em touros (SUTOVSKY et al. 2002), o que estar de acordo com a

atividade catalitica do proteassomo em relagdo com proteinas ubiquitinadas e poderia
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explicar a correlacdo negativa entre a porcentagem de espermatozdides viaveis e alta
expressdo da PSMA-6. Com relagdo aos carneiros Santa Inés, este € o primeiro
estudo a relatar a presenca da PSMA-6 no plasma seminal. Apesar de estar presente
em todos os membros do gel master, a PSMA-6 representou apenas 0,14% do total

das intensidades dos spots identificados.

5.6. Outras proteinas

Outra proteina encontrada nos mapas protéicos do plasma seminal foi a
galactoquinase. Esta enzima utiliza a galactose como substrato, produzindo
galactose-1-fosfato (DAVIT-SPRAUL et al., 1994). Apesar de sua funcdo especifica
nos fluidos do trato reprodutivo ndo ser conhecida, outras enzimas que utilizam a
galactose como fonte ou produto de fosforilacdo ja foram descritas no fluido da
cauda do epididimo de diversas espécies (TANG, 1998). Suas funcdes ainda ndo
estdo bem esclarecidas, mas é possivel que elas estejam envolvidas na modificacdo
de glicoproteinas da membrana espermatica, como parte do processo de maturacdo

epididimaria (JONES, 1989; TANG, 1998).
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6. CONCLUSOES

Utilizando uma abordagem protedmica foi possivel a identificacdo de diversas
proteinas presentes no plasma seminal de carneiros da raca Santa Inés. A identidade
destas proteinas sugere que as mesmas desempenham diversas funcdes, incluindo a
modulacdo do metabolismo espermatico, alteracBes nas propriedades bioquimicas e
estruturais da membrana, protecdo dos espermatozoides e interacdo entre gametas.

Este € o primeiro estudo a identificar proteinas do plasma seminal em
carneiros da raca Santa Inés, ou em qualquer outra raca de ovinos deslanados,
animais estes caracterizados pela capacidade de adaptacdo ao clima tropical. As
proteinas mais abundantes no plasma seminal pertencem as familias das BSPs e
espermadesinas. Em funcdo dos atributos biogquimicos destes componentes, sugere-se
que, em ovinos, estes dois grupos de proteinas exercam papéis importantes na
fisiologia reprodutiva, participando da capacitacdo espermatica, formacdo do

reservatdrio espermatico no oviduto e interacdo espermatozoide-odcito.
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Tabela 1. Proteinas do plasma seminal de carneiros Santa Inés adultos identificadas por eletroforese bidimensional SDS-PAGE e espectrometria

de massa (MALDI-ToF/ToF).

Proteina e spot # kDa/pl Proteina ID (gi) MS/MS Sequéncia Expect Matched peptides lon
Teor.t Exper.? score®  coberta’ score

01. Matrix metalloproteinase 2
Spot 01 73.7/5.4 73.0/5.2 27807447 115 8% 47 1291GYTPDLDPQTVDDAFAR; " 26
013 @®FQGTSYDSCTTEGR;®Y 53
1e+03  ®*IDAVYEDPQEEK;®®? 14
1.6e+03  CEUTYIPAGDK®® 23
Spot 02 73.7/54 72.7/5.3 27807447 57 21% 22 ®IGYTPDLDPQTVDDAFAR;®® 29
37 “IIHDGEADIMINFGR®® 28

02. Albumina

Spot 03 69.1/5.8 71.3/6.0 57164373 259 9% 33  YYLYEVAR;®) 40
0.38  “IHLVDEPQNLIK;®? 49
0.004 “YHGEYGFQNALIVR;“*® 69
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0.0026 “*KAPQVSTPTLVEISR;* 67
6.6  C9TVMENFVAFVDKG® 37
Spot 04 69.1/5.8 71.6/5.9 57164373 268 11% 1.2 USHYLYEVAR;® 44
1.3e+02 CORHPEYAVSVLLR;®™ 19
5 402 VDEPQNLIK;“? 36
0.0014 “YHGEYGFQNALIVR;“*® 72
0.00029 “*KAPQVSTPTLVEISR;“*Y 75
1.2e+02 COITVMENFVAFVDRE® 24
Spot 05 69.1/5.8 71.6/5.8 57164373 133 5% 27  UDYLYEVAR;®) 30
17 %24 VDEPQNLIK;“? 31
0.00065 “*KAPQVSTPTLVEISR“Y 72
03. Heat shock protein 1 (70 kDa)
Spot 06 70.4/5.9 70.7/6.2 119915459 327 11% 0.00022 “ITTPSYVAFTDTER;®" 80
0.00054 “®ATAGDTHLGGEDFDNR;®® 77
24  “¥)LVSHFVEEFKR;??) 27
0.00015 ©¥FHDIVLVGGSTR;®* 78
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4.8e-02 YLLODYFNGR;® 17

05  ®NALESYAFNMK®®? 48

04. Beta-galactosidase

Spot 07 73.4/70 76.1/65 BGAL BOVIN 48 4% 1.1E+02 COTFQIDYR®® 14
80  “YYISGSIHYFR®® 16
53  G9VPEGPIPPSTPKE™ 18

05. Transferrina

Spot 08 69.1/8.2 73.8/6.7 114053269 58 3% 7.4 PBISAEFQLFYSPHGK.D;®™ 35
72 CGYYVVAVVK.KE™ 23

06. Lactoferrina

Spot 09 78/85 73.2/6.8 164525 62 1% 0.0037  “¥\/pSHAVVARE™ 62

07. Ram Seminal vesicles 22 kDa protein

Spot 10 17.0/8.4 61.3/4.2 219521812 146 20% 0,044 9 EWCSLDEDYVGR®" 57
49  OICHFPFIYR(® 38
38 ®BYEYAWQYCDR®4? 28
9% Y EYAWQYCDRY") 23
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Spot 15 17.0/8.4 52.0/4.2 219521812 67 15% 2.7e+02 ® EWCSLDEDYVGR®" 19
6.3e+02 BYEYAWQYCDR™? 14
7.8 BYEYAWQYCDRY®® 34
Spot 29 17.0/8.4 25.6/4.5 219521812 144 14% 2.4e-06 CIEWCSLDEDYVGR;®® 100
066 EYAWQYCDRY®? 45
Spot 35 17.0/8.4 16.6/6.1 219521812 93 20% 0.84 " EWCSLDEDYVGR®" 44
88  “ICHFPFIYR(®® 25
61 3 EYAWQYCDRY®® 25
Spot 31 17.0/8.4 24.7/5.1 219521812 52 12% 58  CICHFPFIYR®® 20
24  BYEYAWQYCDRY 32
08. Ram Seminal vesicles 14 kDa protein
Spot 33 14.7/5.0  16.0/5.0 219521810 215 48% 0.28  ®YSSEESHEDEECVFPFTYK;®V 51
0.06  ®YHFDCTFHGSIFPWCSLDADYVGR;? 107
5.8e-07 991GSIFGAWCSLSPNYDQDGAWK 2 58
Spot 34 14.7/50 15.3/5.1 219521810 179 34% 2.9e-09 ®YHFDCTFHGSIFPWCSLDADYVGR;"” 130
045  IGSIFGAMCSLSPNYDQDGAWK ) 49
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09. Plasma glutamato carboxipeptidase

Spot 11 51.6/5.5 62.5/5.4 115495837 116 11% 29  CILALLVDTVGPR;" 29
44  OGDGLENVHLEPVK;™™ 26
45e+02 MOGEESAVMLEPR;*% 18
11 ®ISYPDADSFNTVAEITGSK®™ 43
10. Leucina aminopeptidase
Spot 12 55.5/5.7 63.0/6.1 410689 183 12% 0.099 ")TFYGLHEDFPSVVVVGLGK® 54
0.0031 “®IGVLFASGQONLAR® 70
6.2e+02 **¥GSEEPPVFLEIHYK®Y 17
2.3e+02 “PMPLFEHYTR® 21
1.1e+02  COOTLIEFLFR®Y 23
11. Chaperonin containing TCP-1 §
Spot 13 57.4/5.9 60.5/6.6 468546 90 15% 1.7e+02 ““VODDEVGDGTTSVTVLAAELLR"Y 21
1.5e+02 @)HGINCFINR®?) 24
2.7e+03 ¥ ALVTGGEIASTFDHPELVK®*? 9
4.3e+03 ILIHFSGVALGEACTIVLRE™ 6
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15 CO2QVLLSAAEAAEVILR®® 30
12. Chaperonin containing TCP-1 a
Spot 17 60.2/5.7 67.6/5.9 57032236 122 5% 1.5e+02 MIIHPTSVISGYR;!#? 23
0.017 “YEQLAIAEFAR;“? 61
4.4  CSOAFHNEAQVNPER®EV 38
13. Chaperonin containing TCP-1 ¢
Spot 18 33.2/54 67.7/6.0 74353962 66 8% 31 I ADGYEQAAR;) 39
47  @YGVIVDKDFSHPQMPK®Y 26
14. Actina
Spot 15 41.7/5.3 51.2/54  ACTB SHEEP 45 4% 005 “ISYELPDGQVITIGNER®?Y 45
Spot 16 24.9/48 51.1/5.4 61676573 94 15% 1le+02  “VAPESHPVLLTEAPLNPK®) 23
0.0014 YISYELPDGQVITIGNER®E®) 73
15. a-Enolase
Spot 19 47.216.4 42.2/6.4 4927286 184 12% 0.055 “UGNPTVEVDLFTAK;®) 56
0.67  CIAAVPSGASTGIYEALELR;® 43
0.3  UIGAEVYHNLK;!% 48
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46  “OIVvVIGMDVAASEFYR®?) 37
16. Clusterin
Spot 20 51.1/5.7 41.3/5.4 27806907 64 3% 0.0099 ®RPQODTQYYSPFSSFPR®® 64
Spot 23 51.1/5.7 46.5/6.1 27806907 67 6% 9.8e+02 1" ASSIMDELFQDR!#® 15
0,14 1% RPQODTQYYSPFSSFPR?® 52
17. Zinc-alpha-2-glycoprotein
Spot 21 33.8/5.1 47.8/55  ZA2G BOVIN 51 8% 0,012 “9EGSHTFQGAFGCELR"# 51
18. Galactokinase 1
Spot 22 42.3/5.3 41.3/5.7 95767475 78 4% 0.00036 “YALMEEFGAEPELAVSAPGR®" 78
19. Malato desidrogenase
Spot 24 36.4/6.2 40.0/6.4 77736203 86 6% 051  “GEFITTVQQR®¥Y 48
58  ®9VVEGLPINDFSRCY 38
20. Palate, lung and nasal epithelium associated
Spot 26 26.6/6.1 32.9/4.4 27806071 102 7% 5.6e-07 MOITNPQLLELGLVQSPDGHR"#® 102
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21. 14-3-3 protein zeta chain

Spot 27 27.714.7 29.3/14.7 253706 207 19% 0.00065 “YSVTEQGAELSNEER;"*! 76
1.1 "9 IPNASQAESK;!® 44
0.0013  *®YLAEVAAGDDKK;®¥) 73
9.7e+02 B9EMQPTHPIR!E 14

22. Proteasoma o 6

Spot 29 27.4/6.3 28.8/6.6 6755198 78 11% 48 UIHITIFSPEGR® 29
9.1e+02 “)|LTEAEIDAHLVALAER®® 14
6.3  “ILTEAEIDAHLVALAERD®*®) 36

23. Bodesina

Spot 38 11.6/6.3 16.3/6.3 77864607 73 9% 0.0038 "?ISSSFSWGPK“Y 73

24. Bodesina-2

Spot 30 11.7/6.7 19.2/5.2 121484235 87 18% 4.2e-05 ©ISSNQPVSPFDIFYYERPSA®® 87

Spot 31 11.7/6.7 24.4/5.7 121484235 90 18% 2.26-05 ®ISSNQPVSPFDIFYYERPSA!® 90

Spot 35 11.7/6.7 14.7/5.4 121484235 57 27% 5.2e+02 1?ISSSFSWGPK®@ 18
2.1 ®NSSNQPVSPFDIFYYERPSA®® 39
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Spot 36 11.7/6.7 15.1/5.5 121484235 127 18% 9.6e-09 ®’SSNQPVSPFDIFYYERPSA®® 127

25. Tissue inhibitor of metallopeptidase (TIMP-2)

Spot 32 24.3/7.4  25.4/6.6 75832065 190 13% 1.5  CYEVDSGNDIYGNPIK;®" 38
5.2e-07 ©YEVDSGNDIYGNPIKR;®® 102
0.066 “®GAAPPKQEFLDIEDP? 50

26. Peroxiredoxin 5

Spot 39 23.2/8.6 17.8/6.7 27807445 61 5% 0.001  ©®VGDAIPSVEVFEK™ 61
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