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RESUMO

A gonadotrofina coridnica humana (hCG) melhora a desova em peixes vermelhos,
especialmente se considerado a producédo e qualidade de ovos e a taxa de eclosdo. O objetivo
deste trabalho foi avaliar os pardmetros seminais e o proteoma do sémen de ariacd submetidos
a terapia hormonal com hCG. As proteinas foram analisadas por eletroforese unidimentisonal
em gel de poliacrilamida SDS-PAGE combinada com identificacdo por espectrometria de
massas ESI-Q-TOF. Esta é a primeira analise do proteoma do sémen de ariaco, e detectou 32
tipos de banda, com um total de 71 proteinas identificadas. Creatine kinase, tubulina, heat
shock cognate 71, heat shock protein 60, peroxiredoxin 1 e 3 estiveram entrea as proteinas de
maior abundancia no semen de ariacd. PSP-1, HSP90AAL, ubiquitin carboxi-terminal
hydrolase 5 e transferrin foram diferencialmente expressas no semen de peixes tratados com
hCG. O hCG aumentou a concentracdo espermética, 0 numero de espermatozoides
morfologicamente normais, a concentracdo de proteinas sollveis e cinco diferentes bandas no
sémen de ariacd. A maioria das proteinas do sémen de ariacé apresenta atividade ligante e
catalisadora (hidrolases e catalases). As proteinas seminais que foram diferencialmente
expressas apos o tratamento com hCG estdo envolvidas potencialmente com estocagem de
ATP, na composicdo celular e na protecdo espermatica contra oxidacdo. Esta é a primeira
descricdo dos parametros seminais e proteoma do sémen de ariacé ap0s o tratamento com
hCG. Estas descobertas abrem novas oportunidades para pesquisas que aprimorem

tecnologias para a reproducéo de peixes e preservacao de espermatozoides.

Palavras-chave: proteoma, eletroforese, morfologia espermaética, peixe, plasma seminal,
hCG



ABSTRACT

Human Chorionic Gonadotropine (hCG) enhances spawning in snappers, especially based on
the production and quality of eggs and hatching success rates. The objective of the present
study was to evaluate sperm parameters and semen proteome from lane snapper males
subjected to hormonal therapy with hCG. Proteins were analyzed by SDS-PAGE
prefractionation combined with indentification by ESI-Q-TOF mass spectrometry. Using this
approach, we detected 30 band types with a total of 71 identified proteins in lane snapper
semen. Creatine kinase, tubulin, heat shock cognate 71, heat shock protein 60, peroxiredoxin
land 3 were present in high abundance in semen of lane snapper. PSP-I, HSP90OAAL,
ubiquitin carboxi-terminal hydrolase 5 and transferrin were differentially expressed in semen
from hCH-treated fish. hCG increased sperm concentration, morphologically normal sperm,
soluble protein concentration and five different bands in lane snapper semen. Most of lane
snapper semen proteins present binding and catalytic activity (hydrolases and transferases).
Semen proteins that were over expressed after hCG treatment are potentially involved in ATP
storage, cellular composition and sperm protection. This is the first description of semen
parameters and proteome of lane snapper semen after hCG treatment. Such discoveries open

new opportunities for research to improve technologies for fish reproduction and preservation.

Key-words: proteome, electrophoresis, sperm morphology, fish, seminal plasma, hCG
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PARAMETROS SEMINAIS E PROTEOMA DO SEMEN DE ARIACO (Lutjanus
synagris, Perciformes) TRATADOS COM GONADOTROPINA CORIONICA
HUMANA (hCG)

MAYRA BEZERRA VETTORAZZI

1- APRESENTACAO

A presente Tese de Doutorado apresenta um estudo sobre as condigcbes
fisiologicas do sémen e espermatozoides de ariacd, Lutjanus synagris (Linnaeus, 1758)
quando submetido a terapia hormonal de inducéo a desova com hCG (gonadotrofina cori6nica
humana).

Este estudo foi motivado pela escassez de informacGes sobre aspectos da biologia
reprodutiva de ariacé e pelo interesse do Instituto de Ciéncias do Mar-LABOMAR da
Universidade Federal do Ceara-UFC, em desenvolver pacotes tecnoldgicos que alavanquem o
mercado de piscicultura marinha brasileira.

A Tese esta dividida em dois capitulos. O primeiro capitulo relata o estado da arte
do cultivo de lutjanideos em todas as regides do globo. Nele sdo abordadas as condicGes
fisicas dos estabelecimentos, sistema de cultivo, aspectos nutricionais e principais
problematicas estudadas nas diferentes espécies desta familia. Este capitulo também descreve
as técnicas utilizadas para viabilizar a reproducdo em cativeiro, com énfase em biotécnicas.

O segundo capitulo apresenta descricdes e resultados obtidos nos experimentos de
inducdo a desova com injecdo de hCG. Foram comparadas caracteristicas morfoldgicas e de
motilidade dos espermatozoides, bem como de integridade de DNA entre individuos que
receberam a dose hormonal e individuos controle. Também neste capitulo, a expressdo
proteica dos espermatozoides de ariaco esta descrita em detalhe, sendo apresentado o mapa de
presenca e intensidade das proteinas. Além disso, a classificacdo das proteinas do sémen
quanto a funcdo molecular € descrita, processos celulares nos quais estdo envolvidas e a quais
componentes celulares pertencem. E discutido ainda quais grupos proteicos estdo presentes
em funcédo da terapia hormonal e a viabilidade da utilizagcdo de hCG para a indugéo da desova
de ariacd em cativeiro.

Finalmente, consta uma abordagem geral dos assuntos apresentados na tese, uma

andlise das perspectivas das técnicas de reproducgdo assistida de ariacdé no Estado do Ceard,
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consideracdes e recomendagdes para a difusdo do cultivo desta espécie e sugestdes para a

continuidade e o aprofundamento de temas correlatos.
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2- CAPITULO 1 -0 ESTADO DA ARTE NO CULTIVO DE LUTIJANIDEOS

2.1 Descricdo da familia Lutjanidae

Os peixes vermelhos (snappers, em inglés) estdo incluidos na familia Lutjanidae
(ordem Perciformes; subclasse Actinopterygii; infra filo Vertebrata), de acordo com a
classificacdo taxonémica (NELSON, 2006). S&o peixes em sua maioria marinhos, porém
ocorrem também em ambiente estuarino e dulcicola, em areas tropicais e subtropicais dos
oceanos Atlantico, Indico e Pacifico. A familia Lutjanidae é formada por dezessete géneros e
cento e dez especies de peixes vermelhos. Animais desta familia tém as seguintes
caracteristicas morfoldgicas: boca terminal moderada a grande; dentes caninos bastante
frequentes nas mandibulas, e pequenos dentes no palato; maxilar que desliza abaixo da
cavidade pré-orbital quando fechada; supra maxila ausente; sete rastros branquiais; nadadeira
dorsal continua ou com um entalhe raso, com 9 a 12 espinhos e 9 a 18 raios; nadadeira anal
com trés espinhos e 7 a 11 raios; nadadeiras pélvicas com insercdo logo ao final da base
peitoral; nadadeira caudal truncada a marcadamente furcada; 24 vertebras (10+14);

comprimento maximo médio de um metro (NELSON, 2006) (Figura 1).
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Figura 1 — llustracéo representativa de exemplares da familia Lutjanidae. Adaptado de FAO
(2002).

Lutjanus campechanus Lutjanus purpureus

2.2  Lutjanus synagris (ariaco)

O ariaco, L. synagris, (Figura 2), foi descrito por Carolus Linnaeus, no ano de
1758. Apresenta corpo moderadamente alto, focinho pontudo, caninos moderadamente
desenvolvidos em ambas as mandibulas. Nadadeira dorsal com 10 espinhos e 12 (raramente
13) raios, nadadeira anal arredondada com trés espinhos e oito ou nove raios, sendo as
nadadeiras peitorais relativamente curtas, ndo atingindo o nivel do anus, apresentando 15 ou
16 raios. Acima da linha lateral apresenta listras amarelas obliquas e o abdémen é coberto de
listras amarelas horizontais, geralmente de oito a 10. Tem dorso rosado ou avermelhado e a
porcdo inferior das laterais e ventre prateada amarelada, com nadadeiras amareladas a
avermelhadas. Proximo ao pedunculo caudal, acima da linha lateral e abaixo dos raios da
nadadeira dorsal, vé-se uma mancha preta difusa, maior que o olho, eventualmente ndo mais
que 1/3 desta mancha pode se localizar abaixo da linha lateral (ALLEN, 1985).
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Figura 2 — Lutjanus synagris, o ariaco. Exemplar utilizado no presente estudo.

Na lingua inglesa, L. synagris recebeu denominacéo de lane snapper, em francés
vivaneau gazou e em espanhol pargo biajaiba. No nordeste brasileiro € conhecido como
ariacd. O ariac possui habitos demersais e vive em aguas quentes, estando frequentemente
associados a fundos coralinos e rochosos, entre a zona costeira e a profundidade de 400 m.
Ocorre desde a Carolina do Norte, Estados Unidos, até o sudeste brasileiro, incluindo todo o
mar do Caribe e o Golfo do México (Figura 3). Destaca-se por sua carne saborosa e pele
avermelhada, que o valoriza economicamente (MENEZES e FIGUEIREDO, 1980; ALLEN,
1985).

O ariaco é encontrado associado a diversos tipos de substratos, porém destaca-se
proximos a regides recifais. Alimenta-se durante a noite de pequenos peixes, camardes,
gastropodes e cefalopodes (ALLEN, 1985). No Golfo do México o ariacd aparece como uma
espécie comercialmente importante, e ja foram estudadas sua biologia pesqueira (TORRES et
al., 1990), ecologia e dinamica populacional (RIVERA-ARRIAGA et al., 1996). Em Cuba,
sua ecologia, ciclo de vida, reproducéo e biologia pesqueira sdo conhecidos (CLARO 1981a/b
e 1982).
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Figura 3 — Area de ocorréncia do ariaco (L. synagris) no Atlantico indicada em vermelho.

Fonte: Aquamaps (Computer generated distribution maps for Lutjanus synagris (Lane
snapper), with modelled year 2100 native range map based on IPCC A2 emissions scenario.

www.agquamaps.org, version of Aug. 2016. Web. Accessed 11 Dec. 2018).

Com grande aceitacdo de mercado nacional e internacional, caracteristicas
sensoriais bastante apreciadas e relativa rusticidade, o ariac6 pode ser considerado como uma
espécie com grande potencial para a aquicultura marinha. Nos Estados Unidos, em 2010, o
desembarque doméstico de vermelhos alcancou a marca de 190.538 toneladas e movimentou
12,903 bilhdes de dolares, sendo 188,810 toneladas desembarcadas em Porto Rico. O ariacd
participou desta cota com 30.592Kg, movimentando 157,745 mil délares (NATIONAL
MARINE FISHERIES SERVICE OFFICE OF SCIENCE AND TECHNOLOGY, 2010). De
acordo com dados da FAO, o preco de peixes lutjanideos (Lutjanus spp.) nas importaces
americanas aumentou, entre 2005 e 2008, em média 9,37% (peixes congelados) e 6,5%
(peixes frescos) ao ano (FAO, 2012).

No Brasil, o desembarque de ariac6 somou, em 2009, 2.046 toneladas de um total
de 510.523 toneladas de pescado (MPA, 2010). No Ceara, onde se destaca com a quinta
posicdo dentre as especies de peixes mais capturadas, alcancou uma producéo estimada de
804,5 toneladas no ano de 2006, movimentando cerca de R$ 4,102 milhdes de reais (IBAMA,
2008). A producdo da pesca do ariacd (Lutjanus synagris) do Estado do Ceard foi 2,4 vezes
maior que a do pargo (L. purpureus) e cerca de 6 vezes superior a da cioba (L. analis) no ano
de 2007, ultimo ano de coleta de dados do EstatPesca (IBAMA, 2008).
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No Brasil, as primeiras investigacdes sobre o ariaco foram realizadas no estado do
Ceard na década de 70, sendo abordados aspectos de idade e crescimento (ALEGRIA e
MENEZES, 1970) e fecundidade (GESTEIRA e ROCHA, 1976). Recentemente foi
determinado por Sousa-Junior et al. (2008) que, na cosata do Ceard, esta espécie se reproduz
ao longo de todo 0 ano com picos entre janeiro e abril. Os mesmo autores determinaram o
comprimento médio de primeira maturacéo de 23,4 cm (comprimento total).

Lima (2004) realizou estudos em idade e crescimento em estoques de L. synagris
capturados na costa norte da Babhia, justificando a importancia comercial da espécie que,
segundo Klippel e Peréz (2002), esta entre as dez principais espécies capturadas na pesca de
linha da costa central do Brasil.

2.3  Estoques naturais

Os principais estoques globais de recursos pesqueiros estdo em declinio em
decorréncia da sobrepesca e da degradacdo dos habitats (MYERS E WORM, 2003;
LORENZEN et al., 2010). Os impactos da perda da biodiversidade em ecossistemas
oceanicos foram estudados por Worm et al. (2006), que reportaram uma séria preocupacao
com um colapso global de todas as grandes pescarias comerciais no meio do século 21, por
volta do ano de 2048. Mais recentemente, Worm et al. (2016) e Kroodsma et al. (2018)
também relataram declinios em grandes estoques de recursos pesqueiros.

De acordo com a Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO, 2018), a produgdo mundial de pescado atingiu em 2016, a marca de 170,9 milhdes de
toneladas, sendo que a pesca extrativista contribuiu com 90,9 milhdes de toneladas. Deste
total, a pesca em aguas marinhas e em aguas interiores forneceu 87,2 e 12,8% do total global,
respectivamente. As capturas marinhas totais mundiais foram de 79,3 milhGes de toneladas
em 2016, representando uma diminui¢éo de quase 2 milhdes de toneladas dos 81,2 milhdes de
toneladas de 2015. A pesca mundial em aguas interiores produziu 11,6 milhdes de toneladas
em 2016, um aumento de 2,0% em relagcdo ao ano anterior e de 10,5% em comparagdo com a
média dos ultimos dez anos (FAO, 2018).

Em todo o globo sdo percebidas mudancas na biomassa capturada de importantes
espécies marinhas, e juntamente com a percep¢do da acdo das mudancas climaticas nas
populacbes de peixes, uma consciéncia generalizada, de que uma simples abordagem para o
manejo das pescarias ndo é suficiente, vem se instalando aos poucos. Steele e Schumacher

(2000) investigando teorias ecologicas de como teriam sido as populacdes selvagens antes da
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instalacdo das pescarias industriais, sugeriram que, caso a comunidade cientifica estivesse
interessada nas consequéncias destas pescarias em estoques recém-descobertos, ou mesmo na
recuperacdo daqueles em deplecdo, seria imperativo considerar os efeitos ndo sO sobre as
populacgdes sob estresse, mas em todos 0os componentes do sistema.

Stein et al. (2018) apresentaram recentemente um estudo que apontou as prioridades
globais para conservagdes de varios estoques pesqueiros globais. Para Simpfendorfer e Dulvy
(2017), a solucdo para diminuir a pesca é simplesmente parar de retirar 0S recursos pesqueiros
dos oceanos, ou entéo proibir o transporte, a venda ou o comércio destes.

Os estoques de peixes vermelhos da familia Lutjanidae também tem apresentado
declinio em decorréncia da exploracdo pesqueira (SALLES et al., 2006). O esforgo realizado
pela pesca industrial e artesanal sobre os principais estoques pesqueiros exploradas no
Nordeste Brasileiro tem levado as populagdes dos principais recursos pesqueiros da regiao,
incluindo os peixes vermelhos da familia Lutjanidae, a estarem em sobrepesca ou em vias de
colapso (FONTELES-FILHO, 2011).

2.4  Mercado global de pescado

De acordo com as informacdes estatisticas mais recentes da producdo mundial
para o ano de 2016, constantes no documento intitulado “Estado Mundial da Aquicultura”,
publicacdo da Organizacdo das Nagfes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO, 2018),
entre os anos de 1961 e 2016, o aumento no consumo médio mundial anual de peixe (3,2%)
foi maior que o crescimento populacional (1,6 %) no mesmo periodo, e excedeu 0 consumo
de todas as carnes de origem de animais terrestres juntas (2,8%).

Neste contexto, os dados da FAO constantes no documento citado (FAO, 2018),
mostraram que a producdo mundial de pescado atingiu, em 2016, a marca de 170,9 milhdes de
toneladas. A pesca extrativista contribuiu com 90,9 milhdes de toneladas, sendo que 19,7
milhGes de toneladas ndo foram utilizados para fins alimenticios. Apesar do ligeiro aumento,
comparado aos dois anos anteriores, a atividade pesqueira extrativista segue praticamente
estavel desde o final da década de 1980, devido a sobre exploragdo. Desta forma, da producéo
total de 90,9 milhdes de toneladas da pesca, apenas 71,2 milhdes de toneladas foram
destinadas ao consumo humano. Do total de pescado capturado pela pesca globalmente em
2016, a pesca marinha contribui com 87,24%. A porg¢éo de recursos marinhos pescados dentro
dos niveis biologicamente sustentaveis passou de 90% em 1974 para 66,6% em 2015. Estes

dados, juntamente com outros concernentes aos niveis de sobrepesca levaram as Nacoes
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Unidas a incluirem mais um alvo nos objetivos de desenvolvimento sustentavel: acabar com a
sobrepesca ate 2020.

A producdo aquicola mundial no ano de 2016 foi de 80,0 milhdes de toneladas
(FAO, 2018), sendo que a aquicultura marinha contribuiu apenas com 35,88%. Por outro lado,
a aquicultura marinha tem crescido paulatinamente ao longo dos anos, tendo a produgdo em
2016 chegado a 28,7 milhdes de toneladas (FAO, 2018). Os principais produtores sio Asia
(56,9%), seguida de Europa (27,8%), América (13,8%), Oceania (1,2%) e Africa (0,2%).

Desde o estabelecimento da Unido Europeia, este tem sido o maior mercado
importador de pescado e derivados, seguidos dos Estados Unidos e do Jap&o. Nos anos de
2016 e 2017, as importacdes de pescado e derivados cresceram nestes trés mercados como
resultado do crescimento econémico e da valorizagdo do dolar americano. Paises em
desenvolvimento, especialmente Brasil, india e Indonésia, ganharam importancia no mercado
das exportacOes devido ao aumento da sua producdo e ao melhoramento dos sistemas de
distribuicdo (FAO, 2018).

O Brasil aparece como o oitavo maior produtor de pescado por aquicultura
continental, com 507,1 mil toneladas no ultimo levantamento da FAO (2018). O grande
mercado dos Estados Unidos, juntamente com o mercado interno do Brasil, pode oferecer
uma boa oportunidade de escoamento da producdo brasileira se estiver em consonancia com
as espécies produzidas no nosso pais. Os desembarques norte-americanos (4832 ton3) néo
suprem a demanda de pescado daquele pais, e a importacdo de peixes vermelhos
(Lutjanideos) aumentou de 1,1 ton® (equivalente a $4 289) em 1989 para 11374 ton3
(equivalente a $38,7 milhdes) em 1998 (Watanabe et al. 2001; NMFS 2002). Outro grande
mercado aberto a este recurso seria 0 México. Neste pais, as capturas de Lutjanideos em 2013
chegaram a 5851 ton3, o equivalente a $194,396 milhGes de pesos mexicanos (CONAPESCA
2013).

O interesse no cultivo de peixes vermelhos da familia Lutjanidae (snappers) tem
crescido em todo o mundo principalmente pelo declinio dos estoques naturais e pela alta
demanda e valor de mercado. Iniciativas ligadas as universidades federais brasileiras surgiram
ao longo dos ultimos dez anos para suprir lacunas ainda ndo respondidas sobre o0s
requerimentos fisioldgicos reprodutivos de Lutjanus synagris (VETTORAZZI, et al., 2010;
SANCHES E CERQUEIRA, 2010; SANCHES, et al., 2015; SOUZA et al., 2016).
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2.5  Cultivo de peixes Lutjanideos

Nos ultimos vinte anos varios grupos de pesquisa dedicaram esforcos de
diferentes magnitudes para o desenvolvimento de procedimentos padrGes de cultivo de
Lutjanideos. Abordagens diferentes para desempenho zootécnico segundo os meios de
cultivo, nutrigdo, reproducéo e larvicultura sdo os principais aspectos citados na literatura
(EMATA et al., 2003; EMATA e BORLONGAN, 2003; LE e HOA, 2017; CASTILLO-
VARGASMACHUCA et al., 2018;).

Os sistemas de cultivo mais utilizados sdo gaiolas flutuantes e tanques circulares
(VETTORAZZI et al., 2010; CASTILLO-VARGASMACHUCA et al., 2012; HERNANDEZ
et al.,, 2015; SOUZA et al., 2015; 2016; CASTILLO-VARGASMACHUCA et al., 2018;).
Entretanto, Vettorazzi (2012) sugeriu que alguns parametros seminais importantes para a
fertilizacdo podem ser beneficiados quando os individuos se encontram em gaiolas flutuantes
(condicdo mais proxima do ambiente natural), em detrimento de tanques indoors. Outras
vantagens do cultivo em gaiolas flutuantes sdo mais elementares, como a renovacédo de agua e
aeracdo sem o custo de energia elétrica (CASTILLO-VARGASMACHUCA et al., 2018),
porém para escolher esta modalidade deve-se obrigatoriamente instalar o cultivo em areas
abrigadas de ventos, ondas, correntes e tempestades, bem como predadores. Ja em cultivos em
tanques com recirculagdo de agua o grau de controle das condi¢fes fisico-quimicas pode
maximizar a producdo, elevar os lucros e livra-la de agentes naturais indesejados
(HERNANDEZ et al.,2015).

Diversas espécies de lutjanideos tém sido cultivadas com sucesso, tais como L.
argentimaculatus na Asia (EMATA et al., 1994; CHOU et al., 1995; LIAO et al., 1995), L.
johni (LIM et al., 1985), L. synagris (SANCHES et al., 2015; SOUZA et al., 2015; 2016), L.
griseus (RICHARDS e SAKSENA, 1980); L. analis (WATANABE et al., 1998; 2001), e L.
chysurus (TURANO et al., 2000).

A dependéncia de alevinos € um dos gargalos para a produgdo aquicola, e 0
completo dominio sobre a larvicultura é decisivo na implantacdo de cultivos comerciais. Nao
raramente pesquisas no cultivo de lutjanideos tém reportado baixas taxas de sobrevivéncia
larval, comumente observadas no momento da primeira alimentacdo ou imediatamente apos,

ou entre a transicao entre diferentes tipos de presas.
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2.5.1 Reproducdo em cativeiro

Para o desenvolvimento da aquicultura industrial sustentavel precisa controlar o
processo reprodutivo em cativeiro (MYLONAS et al., 2010). Porém muitas espécies de
peixes de alto valor comercial que poderiam estar sendo cultivadas ainda dependem da
disponibilidade de juvenis selvagens (OTTOLENGHI et al., 2004).

A reproducgéo de peixes em cativeiro necessita que haja uma sincronizagao das
matrizes reprodutoras e destas com o meio no qual estdo inseridos. Esta sincronizacdo permite
que ocorra uma cascata de eventos hormonais internos que irdo desencadear a maturacdo dos
tecidos reprodutores. Varias espécies conseguem atingir a maturidade em cativeiro
normalmente (HONG e ZHANG, 2002), porém a desova em condicOes laboratoriais pode ser
muito dificil para outras tantas. Dentre estas dificuldades, se destacam falhas na maturacédo
final dos ovdcitos em fémeas (ZOHAR, 1989; PETER et al., 1993), e pequena producéo e/ou
baixa qualidade de sémen em machos (BILLARD, 1986, 1989).

Tais problemas podem, em alguns casos, serem mitigados com a manipulacéo de
fatores abidticos como temperatura, fotoperiodo, salinidade, volume de agua (profundidade),
substrato, etc. (ZOHAR, 1989; MUNRO et al., 1990; YARON, 1995). Porém, em algumas
espécies de peixes, para vencer a auséncia dos estimulos naturais a reproducdo, somente a
manipulacdo hormonal exdgena pode ser confidvel no controle da reproducdo. A inducdo
hormonal também pode ser vantajosa em peixes de desova parcelada, por haver dificuldade na

coleta simultanea de material gamético de machos e fémeas (KIME et al., 2001).

2.5.1.1 Fisiologia da reproducéo

A reproducdo € uma funcdo organica regulada por fatores ambientais externos que
funcionam como gatilhos para o desencadeamento de liberacbes hormonais internas
(ROTTMANN et al., 1991). O ciclo reprodutivo de peixes teledsteos é similar ao de outros
vertebrados e ocorre em duas fases (Figura 4). A primeira fase consiste da proliferagéo,
crescimento e diferenciacdo dos gametas (chamada de vitelogénese e espermatogénese, em
fémeas e machos, respectivamente), enquanto que a segunda fase abrange a liberacdo dos
ovocitos e espermatozoides (maturacdo dos ovocitos e espermiogénese, em fémeas e machos,

respectivamente).
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Figura 4 — Esquema ilustrativo da sequencia de estimulos hormonais que precede a formacéo
dos gametas em teledsteos (GnRH: Horménio liberador de Gonadotrofina; GTh:
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Em vertebrados, o processo interno regulatério do processo reprodutivo responde
ao eixo cérebro-hipotalamo-hipo6fise-gbnada. O estimulo ambiental indicador do periodo
reprodutivo (maior luminosidade, temperatura, nutrientes dissolvidos, etc.) é recebido pelo
cérebro e encaminhado para sua por¢do chamada hipotalamo. O hipotdlamo produz o
hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) que estimula a glandula hipéfise. Uma vez
estando a hipdfise estimulada, esta produz e libera hormdnios gonadotrépicos (GtH), ou
gonadotrofinas (hormonio luteinizante, LH e horménio foliculo estimulante, FSH) , que caem
na corrente sanguinea e se dirigem as gbnadas (ovarios e testiculos). Os hormdnios
gonadotropicos induzem a producdo e liberacdo de esterdides que, por sua vez, induzem a
maturacdo final e liberacdo de ovocitos e sémen. Em machos, a primeira fase
(espermatogénese) inclui a proliferacdo das espermatogonias, celulas primitivas que dardo
origem a células diferenciadas, as espermatides. O processo é completado com a producdo do
espermatozoide flagelado, isto é, a espermiogénese (BILLARD, 1986; SCHULZ e MIURA,
2002), um importante passo para a diferenciacdo das espermatides haploides em
espermatozoides flagelados e durante o qual a morfologia do espermatozoide espécie-
especifico é determinada (BILLARD et al., 1986; PUDNEY, 1995; SCHULZ e MIURA,
2002).
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Em peixes, a espermiacgdo corresponde & liberacdo dos espermatozoides nos dutos
espermaticos. Ao mesmo tempo a producdo de fluido seminal também ¢é observada
(LAFLEUR e THOMAS, 1991). Pelo menos em algumas espeécies, este processo pode ser
associado com a aquisicdo da capacidade de fertilizacdo do espermatozoide (SCHULZ e
MIURA, 2002). O espermatozoide € liberado em dutos espermaticos durante a segunda fase
do ciclo reprodutivo masculino, ou seja, a espermiacdo, que ocorre durante a estacdo
reprodutiva. O sémen é ejaculado espontaneamente pelo peixe ou pode ser, em caso de
animais em cativeiro, extraido com aplicacédo de pressao abdominal (extrusao). A espermiacéo
e ejaculacdo parecem ser sincronizadas com a desova das fémeas via comunicagédo feromonial
(STACEY, 2003).

A espermatogénese e a espermiacdo podem ser temporariamente separadas e
durante a estacdo reprodutiva os testiculos podem conter exclusivamente espermatozoides
(BILLARD, 1986; MALISON et al., 1994). Na maioria das espécies de peixes, entretanto,
existe uma sobreposicdo significante entre os dois processos, com ambos espermatogénese e
espermiacdo ocorrendo durante a estacdo reprodutiva (JACKSON e SULLIVAN, 1995;
MYLONAS et al., 2003; RAINIS et al., 2003).

Em peixes, normalmente, os machos apresentam um periodo mais longo de
espermiacdo, o qual engloba a estacdo de desova das fémeas, e podem fertilizar ovécitos de
varias fémeas na natureza. Adicionalmente, uma fémea pode desovar com mais de um macho,
seja em apenas uma ocasido ou em diferentes e sucessivas ocasides (PETERSSON e JARVI,
2001). Esse comportamento masculino e feminino garante o sucesso reprodutivo do individuo
e favorece a manutencédo da variabilidade genética dentro de uma populacdo selvagem, o que
nédo ocorre necessariamente em populagdes confinadas.

O estimulo da espermiacdo no inicio do periodo reprodutivo parece ser bastante
atil, guando machos e fémeas pertencem a diferentes plantéis e estdo submetidos a diferentes
regimes de manejo (BILLARD, 1986). Por esta razdo o uso de recursos tecnoldgicos de
preservacdo de sémen tambeém é bastante indicado para o armazenamento e também para o
transporte (KIME et al., 2001).

2.5.1.2 Indugcéo Hormonal

Em se tratando de peixes machos, a maioria dos métodos de inducéo a reproducéo

empregados em aquicultura ndo sdo destinados a inducdo da espermatogénese, que € um
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longo processo durando muitos dias ou semanas, mas sim a indugdo da espermiogénese e a
producdo do fluido seminal que por sua vez permite um maior nimero de espermatozoides
serem expelidos dos testiculos (MYLONAS et al., 1997, 1998). Neste caso, é aplicada a

técnica que atuara diretamente na génada, as gonadotrofinas.

A principal vantagem do uso de hormonios gonadotréficos, como a Gonadotrofina
Coridnica Humana (hCG), é que eles agem diretamente sobre as gbnadas ndo sendo
necessaria a ativacao da hipdfise. A desvantagem é que estes horménios podem desencadear
uma resposta imune nos peixes apds longos periodos de tratamento sendo, em alguns casos,
imuno neutralizados. O resultado € que sdo necessarias doses cada vez maiores, ou entdo o
tratamento deixa ser efetivo (ZOHAR e MYLONAS, 2001).

Os meétodos utilizados para induzir a espermiacdo sdo requeridos em algumas
situagcBes nas quais este processo € bloqueado completamente. Por exemplo, em casos de
domesticacgdo fraca ou quando as condi¢des de cultivo nédo estdo de acordo com a ecobiologia
da espécie. O controle da espermiacdo pode também ser necessario para sincronizar a
producdo de sémen com a ovulacdo das fémeas, para um bom manejo das matrizes.
Finalmente, o sémen necessita ser avaliado no exato momento e com a quantidade e qualidade
requeridas quando planos de reproducdo estdo sendo executados para propoésitos de selecdo
genética, ou para criopreservacao, para preservar recursos genéticos de interesse (HOLT,
2000).

Vaérias espécies de lutjanideos ja foram alvos de experimentos com inducao
hormonal: L. griseus, L. erythropterus, L. russelli, L. argentimaculatus, L. peru, L. guttatus,
L. campechanus e L. synagris (CABRERA et al., 1998; HONG e ZHANG, 2002, EMATA,
2002 e 2003; DUMAS et al.,, 2004; IBARRA-CASTRO e DUNCAN, 2007; BOZA-
ABARCA et al., 2008; IBARRA-CASTRO e LAJONCHERE, 2009; PHELPS et al., 2009;
PASSOS-NETO, 2010).
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2.5.2 Anélise de sémen

2.5.2.1 Parametros espermaticos

Os espermatozoides séo células de natureza Unica nos organismos. Em espécies de
fertilizacdo externa, eles séo liberados em meio hostil aonde tém que lidar com condicdes
extremamente agressivas, seja em agua doce, salgada ou salobra, a procura de ovécitos ainda
néo fecundados (COSSON, 2004).

Os espermatozoides de peixes variam em estrutura (JAMIESON, 1991), refletindo
sua historia evolutiva de mais de 550 milhGes de anos, variacdo genética e adaptacao espacial
ao ambiente (SUQUET et al., 2000).

Em relacdo a aquicultura, o conhecimento da biologia da espécie é importante
basicamente por dois aspectos. Primeiramente, para concluir o processo de fertilizacdo sob
condicdes de cativeiro (levando-se em consideracdo que 0s parametros espermaticos variam
bastante entre os espécimes e dentro do periodo reprodutivo). Em segundo lugar, para o
desenvolvimento de técnicas de estocagem de sémen a curto e longo prazos, incluindo
criopreservacao (GROISON et al., 2010, b).

2.5.2.2 Metabolismo espermatico

Os espermatozoides sdo imoveis no plasma seminal dentro do testiculo, Na
maioria das espécies de peixes (TAKAI e MORISAWA, 1995; STOSS, 1983; BILLARD,
1986), em contraste do que ocorre em répteis e mamiferos (KRASZNAI et al., 2003). Assim,
a motilidade somente é adquirida logo apés a liberacdo do sémen no meio aquoso. Existem
relagdes entre a composic¢do do fluido seminal e as do meio aquoso em que a reproducédo se
da. A motilidade e afetada por muitos fatores, sendo os principais a concentracdo de
componentes osmoticamente ativos (osmolaridade), pH e temperatura.

A mudanga na osmolaridade e concentragdo idnica do ambiente externo sdo 0s
gatilhos para o inicio da motilidade espermatica em peixes (TAKAI e MORISAWA, 1995). O
plasma seminal de peixes marinhos apresenta concentragdo de fons K™ e Na* similar as do
plasma sanguineo (MORISAWA, 1985; COSSON, 2010). Alem disto, a concentracdo de

células no trato genital normalmente é muito alta, o que contribui para a imotilidade pela



30

exaustdo de O, e a grande liberagdo de CO; no plasma seminal, como no caso de peixes
achatados (INABA et al., 2003). As células epiteliais do ducto espermético parecem ter papel
importante na secrecdo dos ions responsaveis pela osmolaridade.

Os espermatozoides permanecem imoveis no plasma seminal, isosmotico ao
sangue, até que sejam diluidos (expelidos) em solugdo hiperosmatica (dgua do mar), enquanto
que nos peixes de &gua doce ocorre 0 oposto, ou seja, a imotilidade é superada pela

hiposmolaridade da 4gua doce (Figura 5).

Figura 5 — Esquema ilustrativo das condicdes gerais de osmolaridade requeridas para a

ativacdo da motilidade espermatica em peixes marinhos ou dulcicolas.

Peixes Marinhos Peixes Dulcicolas

Osmolaridade seminal Osmolaridade seminal
300mOsm 300mOsm

Choque Osmético Choque Osmético

Osmolaridade Agua do Mar Osmolaridade Agua Doce
1100mQOsm 50mQOsm

O inicio da motilidade é seguido imediatamente de uma resposta natatoria veloz, e
alto consumo de energia pelo espermatozoide, levando, consequentemente, a um periodo
movel bastante breve (COSSON et al., 1999).

A anélise de motilidade contabiliza a percentagem de espermatozoides moveis
presentes numa amostra de sémen. A progressividade desta motilidade consiste na capacidade
que o espermatozoide tem em “percorrer um caminho”, enquanto que a motilidade apenas diz
respeito a aptiddo do espermatozoide para se movimentar, ainda que seja no mesmo sitio
(motilidade in situ). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2010) a motilidade
espermatica pode ser classificada de trés maneiras: (I) Motilidade Progressiva, que inclui
espermatozoides em movimentos ativos, seja em linha reta ou em circulos; (I11) Motilidade
Né&o-Progressiva, inclui espermatozoides com movimentos de vibragdo flagelar sem
necessariamente se deslocar; (I11) Imotilidade, auséncia completa de atividade motora. Para
que o espermatozoide consiga alcancar o ovocito, € mais importante uma boa progressividade

do que uma boa motilidade.
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A energia para a motilidade e o metabolismo basico dos espermatozoides é
derivada da quebra de nutrientes exdgenos e enddgenos, na presenca ou auséncia de oxigénio
(STOSS, 1983), processo que ocorre nas mitocondrias, localizadas na peca intermediaria
(ALAVI et at., 2009).

Durante o periodo no qual a célula espermatica estd mével, pode ser observado
um decréscimo dos pardmetros que descrevem a motilidade. O batimento flagelar apresenta
padrbes caracteristicos em cada periodo da fase movel. Na primeira fase da motilidade, a
cauda apresenta padrdo ondulatério pleno, ou seja, em toda a sua extensdo; em um segundo
momento, a cauda assume um padrao intermediario, com movimento ondulatério observado
somente em sua parte proximal; no final do periodo mével ocorre a restricdo do movimento
ondulatério a terceira ou quarta parte do comprimento da cauda, levando a uma restri¢do do
batimento ondulatério até o completo repouso da cauda. Toda a evolugdo do movimento
flagelar € marcada pelo batimento flagelar, que inicialmente é maximo e pode chegar a 100
Hz, mas normalmente permanece entre 50 e 70 Hz, variando com a espécie (COSSON et al.,
1997). Este pardmetro é essencial ao analisarmos a qualidade espermatica, pois se trata
justamente do aparato mecéanico que impulsionara o espermatozoide em dire¢do ao 6vulo e

dele depende o sucesso da potencial fecundacéo.

2.5.2.3 Morfologia espermatica

Segundo Billard (1970, apud ALAVI et al., 2007), os espermatozoides podem ser
morfologicamente subdivididos em cabeca, peca intermediaria e cauda (Figura 6). Na maioria
dos grupos de peixes falta o acrossoma (AFZELIUS, 1978), que ocorre na ordem dos
Acipenseriformes (LINHART e KUDO, 1997) e em todos 0s outros grupos de vertebrados. A
morfologia dos espermatozoides parece refletir no seu modo de fertilizacdo. A caréncia do
acrossoma é compensada pela presenca da micrépila, um orificio no cérion do o6vulo para a
penetracdo do espermatozoide (GISNBURG, 1972 apud ALAVI et al., 2007). Ginzburg
(1972) (apud ALAVI et al., 2007) descreveu os espermatozoides de algumas espécies de
peixes como sendo estruturas constituidas, além da peca intermediaria e cauda, por cabeca
com acrossoma. Todavia, 0 mesmo autor constatou, por métodos citologicos, que 0s

espermatozoides da maioria dos teleGsteos ndo possuem acrossoma.
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Figura 6 — Desenho esquematico de um espermatozoide de peixe
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A cauda dos espermatozoides esta disposta em arranjos de microtibulos do tipo
““0+2”’, significando nove microtubulos periféricos ao redor de dois centrais. Estes
microtUbulos deslizam simultaneamente um ap6s o outro promovendo a oscilacédo do flagelo e
o0 deslizamento da célula espermatica. Cosson (2007 b) descreveu este movimento em todos
0S Seus pormenores.

A cabeca contém o nucleo e, portanto, 0 material genético. A energia requerida
para a motilidade espermaética € originada nas mitocondrias, localizadas na peca intermediaria
(ALAVI et at., 2009).

Linhart et al. (1991) (apud ALAVI et al., 2007) revisou extensamente a literatura
e compilou dados de dimensdes espermaticas de mais de 30 espécies de peixes: a cabeca
mede de dois a quatro um, com excec¢do de esturjées e paddle fishes (LINHART e KUDO,
1997; PSENICKA et al., 2007), que sdo alongados e medem 9 um de comprimento e dois pm
de largura, o flagelo atinge de 20 a 100 um e cada espermatozoide contém de um a nove
mitocondrias.

O estudo morfoldgico das células espermaticas e sua relacdo com a infertilidade
dos machos alcancaram maior importancia com o advento da inseminacdo artificial em
mamiferos, especialmente na espécie bovina. Assim, foram realizados estudos a fim de se
evitar a expansao de doengas decorrentes de anormalidades espermaticas, responsaveis pelo
baixo indice de fertilidade (BLOM, 1973; BARTH e OKO, 1989; COSSON et al., 1999).

Para a verificagdo de alteracfes morfoldgicas de espermatozoides de mamiferos,
inimeros corantes sao utilizados a fim de evidenciar as células espermaticas, como: Williams
modificado (VALE FILHO, 1980), coloracdo de Karras (CBRA, 1998), eosina-nigrosina
(CASSINELLO et al., 1998), eosina-anelina azul e corante Giemsa (BARTH & OKO, 1989;
CASSINELLO et al., 1998), tinta da China e coloragéo supravital (HAFEZ & HAFEZ, 2000),
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Vermelho Congo (AGUIAR et al, 1994; AGUIAR et al, 1996), Rosa Bengala
(RODRIGUES & RODRIGUES, 1998; GALVANI et al., 2000), uranil acetato e citrato
chumbo (TADDEI et al., 2001), além de muitos outros.

2.5.2.4 Concentracdo espermatica

A concentracdo dos espermatozoides no sémen é frequentemente usada para
caracterizar o sémen. Este pardmetro é facilmente acessado por diferentes técnicas como
contagem microscopica, espectrofotometria, e espermatocrito. Segundo Billard et al. (1993) a
concentracdo espermatica é um dos principais parametros para avaliar a qualidade seminal de
peixes. No entanto, Maria et al. (2005) afirmaram que a concentracdo dos espermatozoides no
sémen ndo é considerada uma medida especifica da capacidade de fertilizacdo e pode variar
interespecificamente e ao longo da vida do individuo, a época de coleta e o tamanho do peixe,
qguando séo realizadas coletas sucessivas no mesmo individuo, se sdo utilizadas técnicas de
inducdo hormonal e entre diferentes horménios (GODINHO, 2007; BASTADO et al., 2004;
KAVAMOTO et al., 1997; STREIT et al., 2004; BORGES et al., 2005; BILLARD, 1993).

2.5.2.5 Proteinas seminais

Em mamiferos, o sémen é principalmente composto de espermatozoides e plasma
seminal. Este Gltimo é uma secrecdo fisioldgica originada de varias glandulas do aparelho
reprodutivo masculino (glandulas vesiculares, prostata, glandulas bulbouretrais, além do
epididimo) e apresenta importante funcdo na maturacdo final dos espermatozoides, além de
atuar como veiculo dos mesmos no ejaculado (MANN, 1978).

A composicdo do sémen varia entre espécies (STRZEZEK et al. 2005;
VILLEMURE et al. 2003) e entre individuos de uma mesma espécie (STRZEZEK et al.
2005), sendo seus constituintes essenciais para a manutencdo do metabolismo espermaético,
pH e osmolaridade. O aparelho reprodutivo de peixes teledsteos ndo apresenta glandulas
acessorias, ao contrario do que acontece nos mamiferos, e por isso a composi¢do do plasma

seminal reflete somente a atividade do ducto espermatico e testiculo. Além disso, o plasma
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seminal em peixes, em contraste com vertebrados superiores, é caracterizado como de
baixissima concentracdo proteica de 1a 2 mg por mL (CIERESZKO et al., 2015).

Baseado em investigacdes conduzidas com mamiferos, proteinas do plasma
modulam diversos aspectos funcionais do sémen, incluindo capacitacdo, reacdo acrossdmica,
protecdo, remodelamento da membrana, motilidade e fertilizagdo. Os trabalhos também tém
foco no proteoma dos espermatozoides, com a identificagdo de moléculas que sdo potencias
marcadores de fertilidade em humanos (MARTINEZ-HEREDIA et al., 2006), touros
(MOURA et al., 2006; PEDDINTI et al., 2008; REGO et al., 2014), carneiro (VAN
TILBURG et al., 2013), dentre outras espéecies (BAKER et al., 2008; AQUINO-CORTEZ et
al., 2016).

Em contraste com o amplo conhecimento disponivel nas espécies de mamiferos,
em peixes estas informacdes sdo limitadas, sobretudo devido a prépria riqueza de espécies de
peixes teledsteos (Actinopterygii), que apresentam mais de 30 mil espécies, 0 que representa
cerca da metade de toda a riqueza de espécies de vertebrados (NEAR et al., 2012).

Estudos pioneiros em peixes realizados por Nynca et al. (2014 a,b) e Dietrich et
al. (2014 a,b) descreveram o proteoma de espermatozoides e o plasma seminal de truta arco-
iris e carpa, respectivamente. Em ambas as investigacdes, os autores determinaram quais
grupos de proteinas estdo presentes e a existéncia de grande identidade na composicéo destes
proteomas em ambas as espécies, como Transferrina, Apolipoproteina, Tubulina e Creatina
quinase.

A anélise da composicdo e funcdo das proteinas do sémen em peixes cultivados
pela aquicultura cria, desta forma, novas possibilidades para a reproducdo assistida e
tecnologia de criopreservagdo de germoplasma (LI et al., 2009; CABRITA et al., 2014).

2.6 Larvicultura de peixes Lutjanideos

Watanabe et al. (1998), em experimento com cioba (L. analis) povoaram tanques
de larvicultura no dia da desova dos reprodutores com a microalga Nannochloropsis oculuta
(150 x 103 celulas/mL), e cinco dias depois com rotiferos Brachionus plicatilis (1,0
individuo/ml), juntamente com os ovos fecundados. A alimentagdo seguiu esta dieta até o
décimo dia ap0s a ecloséo (DAE), quando foram adicionados nauplios de artemia e no 24° dia
a racdo comercial foi introduzida no cultivo. As taxas de sobrevivéncia variaram de 29,3% no
2° dia apos a eclosdo para 14,3% no 38° dia apds a eclosdo e o experimento foi considerado

bem sucedido na época, com taxas consideradas razoaveis para a familia Lutjanidae. Este
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modelo de alimentag&o foi seguido por Turano et al. (2000), em experimento com guaitba (L.
chrysurus) e a taxa de sobrevivéncia foi de 2,8% do estagio de ovos fecundados até juvenis.

Souza (2012) realizou a inducdo da desova de ariacd, L. synagris, mediante
tratamento com horménio hCG, e realizou descricdo detalhada do desenvolvimento
embrionario e larval da espécie. A alimentagcdo durante o periodo larval neste trabalho foi
constituida de rotiferos (até o 16° DAE), e artémias (do 17° DAE ao 48° DAE). Estes
alimentos sdo muito utilizados em larvicultura de lutjanideos, e além deles também s&o
utilizados como alimento vivo, copépodos e larvas de ostras (WATANABE et al., 1998;
TURANO et al., 2000; ABDO-DE LA PARRA et al., 2010). Naquela larvicultura de L.
synagris, a quantidade alimento vivo ofertado nos vinte primeiros dias, foram similares ao
utilizados por Watanabe et al. (1998) para L. analis, com a mesma fracdo de tempo, mas nédo
apresentaram resultados semelhantes, visto que a mortalidade atingiu mais de 90% ao fim do
30° DAE, permanecendo neste patamar até o final do 90 DAE. O que ndo aconteceu com
Watanabe et al. (1998), que obtiveram uma taxa de sobrevivéncia de 14,3% ao final do 38°
DAE.

2.7 Desova de peixes Lutjanideos

As primeiras tentativas de reproducdo de lutjanideos foram feitas por Arnold et al.
(1978), que obtiveram uma desova espontdnea de L. campechanus apenas manipulando
fatores fisico-quimicos como luz e temperatura da dgua. Dentro da faixa de temperatura que a
espécie suporta, € de largo conhecimento que quanto mais quente a agua, mais acelerados sao
os processos fisiologicos. Salinidade é outro parametro ambiental que pode influenciar na
funcdo reprodutiva. Espécies anddromas, como os salmonideos, que normalmente desovam
em agua doce, precisam ser transferidas da agua salgada onde se desenvolvem, o que pode ser
bastante custoso no caso de grandes plantéis (MYLONAS et al., 2010). O tamanho e forma do
tanque, o volume ou profundidade da coluna d’4gua, assim como a densidade de estocagem
podem também influenciar no comportamento de desova.

Para reproducdo de peixes marinhos em cativeiro, certas medidas apropriadas
devem ser tomadas pelos produtores para permitir que um grupo de peixes cativos se submeta
a maturacao reprodutiva e desova, e produzam ovos fertilizados (MYLONAS; FOSTIER;
ZANUY, 2010).

O sucesso reprodutivo em cativeiro € bastante variavel e imprevisivel, com

alguns reprodutores ndo desovando durante todo o periodo reprodutivo, ou quando desovam,
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a taxa de fertilizacdo é baixa (WATANABE et al. 2005). Por essas razdes a producao de ovos
fecundados depende, em grande parte, na maturacdo de gametas mediante tratamento
hormonal e/ou técnicas de reproducéo assistida.

As disfuncgdes reprodutivas mais frequentes que afetam a eficiéncia na producao
de ovos fertilizados acometem as fémeas. Estas disfungGes podem variar de falhas na
maturacdo dos ovacitos, na ovulagdo e/ou desova (MYLONAS et al., 2010). Nos machos a
principal preocupacdo, uma vez que os individuos foram capazes de concluir a maturacéo

espermatica e o periodo de espermiacao, € a qualidade e a quantidade deste sémen.

2.7.1 Terapias Hormonais

As terapias hormonais comumente utilizadas em peixes cultivados previnem
disfungdes fisioldgicas tais que impecam os individuos de entrarem no processo de
espermiacdo e maturacdo de ovocitos. Desta forma, sdo usadas preparaces de LH (horménio
luteinizante), que atuara diretamente na génada do individuo, e mais recentemente GnRH
(hormonio liberador de gonadotrofinas), que estimula a producdo enddgena de LH no préprio
individuo (MYLONAS et al., 2010). As preparacdes de LH podem ser extraidas de extrato
purificado de hipdfise de peixes maduros durante a estacdo reprodutiva (comumente carpa e
salmonideos), ou purificadas de placentas humanas, ricas em hCG (gonadotrofina cori6nica
humana), que, pela grande homologia com a molécula de LH, ativa os mesmaos sitios celulares
qgue o horménio luteinizante (ZOHAR e MYLONAS, 2001; CHOI e SMIRTZ, 2014 ). Os
extratos de hipofise foram os primeiros tratamentos utilizados para a inducdo a maturacdo de
gametas e desova (ZOHAR e MYLONAS, 2001). O hCG também tem sido bastante utilizado
na manipulacdo hormonal da reproducdo, principalmente pela disponibilidade e pela
padronizacdo da bioatividade (MYLONAS et al., 2010).

Diversas espécies de lutjanideos apresentaram resultados positivos no uso de hCG
para a inducdo da desova, tais como L. campechanus, L. argentimaculatus, L. synagris, L.
guttatus, L. analis, L. peru (MINTON et al., 1983; WATANABE et al., 1998; ESTUDILLO
et al., 2000; EMATA, 2003; PAPANIKOS et al., 2003; DUMAS et al., 2004; BOURQUE e
PHELPS, 2007; PHELPS et al., 2009; VUTHIPHANDCHAI et al., 2009; HASTEY et al.,
2010; SOUZA et al., 2015).

Os GnRH e agonistas também séo utilizados na indugdo da maturacdo de gametas
e desova. As principais vantagens sobre os extratos de hipofise seriam a ndo transmissao de

doencgas, uma vez que estes preparos sao sintéticos, e a atuacdo fisioloégica mais alta no eixo
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hipotalamo-hipofise-gbnada. Dessa maneira, 0 GnRH e agonistas induzem a expressdo e
liberagdo de gonadotrofinas enddgenas além de outros horménios que podem atuar
positivamente sobre a maturacéo dos gametas e desova (MYLONAS et al., 2010).

Ibarra-Castro e Duncan (2007) obtiveram bons resultados com uso de GnRHa na
inducdo da desova de L. guttatus. Neste estudo os autores destacam a dose de 75pg, com
maior porcentagem de ovos eclodidos (cerca de 86%). Ja Ibarra-Castro e Lajonchere (2009)
utilizando GnRHa para a inducdo hormonal desta mesma espécie obtiveram resultados
negativos quanto a maturacdo de ovdcitos em fémeas selvagens e cativas imaturas, e em
fémeas maduras observaram uma relacéo inversa entre didmetro do ovoécito e dose hormonal.
O motivo para tal resultado pode estar baseado na dose infligida ser maior que a suportada e
no fato de haver feedback negativo no controle hormonal.

Souza (2012) obteve bons resultados com uso de hCG na inducdo da desova de L.
synagris distribuidos em trés tratamentos com oito repeti¢des cada. Em cada tratamento, as
fémeas receberam doses hormonais distintas de: 1.000, 1.250 e 1.500 Ul de HCG por kg de
peso corpdreo. A aplicacdo do hCG nas fémeas foi dividida em duas doses de 30 e 70% do
valor total da dose, intercaladas por 24 horas. Os machos de todos os tratamentos receberam
dose Unica de 500 Ul, aplicada na ocasido da segunda dose da fémea. As fémeas comecaram a
desovar entre oito e doze horas apds a segunda dose. As fémeas que receberam a dose
hormonal de 1250 Ul/kg de HCG foram as que apresentaram o maior nimero médio de ovos
liberados durante a desova. Os ovos fertilizados apresentaram como caracteristicas: forma
esférica, transparéncia, espaco perivitelinico estreito, cérion claro, vitelo homogéneo e nédo

segmentado, sem pigmentacdo, flutuantes com gota de 6leo visivel.

2.8 Conservacao de sémen

Muitas vantagens no uso de técnicas de conservacdo de sémen de peixes sao
relatadas. O cultivo intensivo e a propagacdo artificial de peixes requerem tecnologias
proprias de manipulacdo dos gametas, as quais incluem o armazenamento em curto prazo para
facilitar a reproducdo artificial ou mesmo para melhorar sua eficacia (KOVACS, 1990).
Dentre os diversos beneficios da preservacdo do sémen, pode-se destacar a exclusdo da
assincronia de desova entre machos e fémeas, conservacdo da variabilidade genética em
populagcdes domesticadas e a facilidade no estabelecimento de programas de melhoramento
genético (SUQUET et al., 2000; CAROLSFELD et al., 2003; RIBEIRO e GODINHO, 2003).
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A preservacdo de gametas pode ser realizada em curto prazo, que consiste em
manter a viabilidade espermatica por um periodo de horas ou dias sob temperatura de
refrigeracdo (OLIVEIRA et al., 2007) e em longo prazo, que envolve procedimentos de
armazenamento de espermatozoides em nitrogénio liquido, mantendo-se a viabilidade dos
gametas por tempo indefinido (MURGAS et al., 2007). Sob refrigeracdo, os espermatozoides
de peixes podem ser armazenados por algumas horas ou dias, dependendo da espécie,
facilitando os trabalhos de rotina dentro de um laboratério de reproducdo induzida e
favorecendo a concentracdo dos esforcos para o trabalho com as fémeas (BILLARD et al.,
2004). A técnica de refrigeracdo possibilita ainda a reducdo nos custos de manutencdo do
plantel de matrizes e trocas de material genético entre laboratérios (CARNEIRO et al., 2006).

De acordo com Franciscatto et al. (2002), a conservacdo seminal em curto periodo
de tempo permite que o sémen esteja apto para a fecundacdo de ovécitos sem a presenca do
macho, melhorando a eficiéncia das reprodugdes em cativeiro. Ja a conservacao por longos
periodos tem a finalidade de abastecer a necessidade de genes para aumentar a variabilidade
genética de uma determinada populacdo. O armazenamento de sémen de peixes por longos
periodos de tempo é uma ferramenta importante que possibilita a manutencdo da variabilidade
genética de uma populagéo para uso futuro (CARNEIRO, 2007).

O ariaco (L. synagris) tem sido alvo de investigacdo acerca de protocolos para a
preservacdo de sémen por ser um candidato ao desenvolvimento da piscicultura marinha no
Brasil (VETTORAZZI et al., 2010; SANCHES et al., 2015)
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CAPITULO 2 - PARAMETROS SEMINAIS E PROTEOMA DO SEMEN DE ARIACO
(Lutjanus  synagris, Perciformes)  TRATADOS COM GONADOTROPINA
CORIONICA HUMANA (hCG)

3.1. Introducéo

O homem ao longo da histéria tem se preocupado em manter sustentaveis as
atividades agricolas e de extracdo (FAO, 2011), incluindo a pesca extrativista responsavel
pela retirada do meio ambiente de milhGes de toneladas de animais aquaticos todos 0s anos.
As pescarias de recursos globais tém apresentado declinios em grandes estoques pesqueiros
costeiros e oceanicos, pelagicos e de fundo (WORM et al., 2016; KROODSMA et al., 2018).
Em contrapartida, as comunidades cientificas alertam para a importancia da aplicacdo de
técnicas sustentaveis, mas no caso de algumas espécies, € possivel dizer que ndo ha mais
chance de crescimento da exploracdo (WORM E TITTENSOR, 2018).

Alimentos de origem marinha sdo excelentes fontes de proteina animal, e tem sido
cada vez mais consumidos, pois séo ricos em micronutrientes essenciais, incluindo vitaminas,
mineiras, e Oleos essenciais da familia émega trés, que apresentam propriedades anti-
inflamatdrias, antitrombdéticas, antiarritmicos e reduzem os lipideos do sangue. Desta forma,
tem havido um esforco cada vez mais intenso em se produzir conhecimento da biologia e
fisiologia de espécies de organismos marinhos que sdo apreciadas como alimento, de modo a
proporcionar um contexto propicio para retomarmos o controle da producédo de alimento de
qualidade (KIME et al., 2001).

A aquicultura marinha vem ganhando espaco cada vez maior no segmento
econdmico de producdo de alimento. Sendo a aquicultura, 0 agronegdcio que produz animais
aquaticos em ambientes confinados, é elementar que esta atividade domine as técnicas de
reproducdo mais adequadas fisiolégica e economicamente as espécies exploradas
(OSTRENKSY et al., 2008).

O estabelecimento do cultivo de uma nova espécie de peixe marinho pela
aquicultura deve disponibilizar ovos de qualidade e fornecer um suprimento continuo de
juvenis para a engorda. Com a alta demanda por especies de peixes vermelhos (da familia

Lutjanidae), e a constante pressao dos setores de pesca tanto comercial quanto esportiva, uma
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fonte alternativa para producdo de peixes desta familia é a aquicultura (TURANO et. al.,
2000).

Diversos arranjos foram planejados para as diversas exigéncias das espécies
cultivadas pela aquicultura. Foram melhorados os meios de cultivos (gaiolas circulares,
“raceways”, sistemas de alimenta¢d0 automatizados), otimizados os protocolos de manejo
(controle da luminosidade, aplicacdo de anestésicos, identificacdo eletrdnica individualizada),
e foi realizado melhoramento genético (reversdo sexual, producdo de hibridos), porém ainda
restam muitas lacunas a serem preenchidas (SENFF, et al., 2018).

A conservacao de gametas tem se apresentado como uma ferramenta bastante Gtil
para eliminar assincronias de maturacdo gonadal entre machos e fémeas, para a transferéncia
de gametas entre laboratorios, e pode contribuir para a variabilidade genética, que em
populacdes confinadas representa um gargalo a ser contornado (SUQUET et al., 2000;
CAROLSFELD et al., 2003; RIBEIRO e GODINHO, 2003).

Para a conservagdo dos gametas, principalmente os gametas masculinos mais
comumente utilizados nesta técnica, € imperativa a adicdo de substancias diluidoras e
criopreservantes, que confiram um ambiente propicio ao estogue destas células (BILLARD e
COSSON, 1992; PADHI e MANDAL, 2000). Para a determinacdo das condi¢des 6timas que
um diluidor ou criopreservante tenha é necessario que se tenha definido os parametros
seminais. Tanto quanto também & necessario saber em quais condi¢des morfol6gicas
(qualitativas) e morfométricas (meristicas) se encontra 0 sémen antes e depois da submissao

aos conservantes para gerar um relatério de viabilidade da técnica de preservacdo empregada.

Desta forma, se torna importante para a aquicultura o estudo da conservacéo e
caracterizacdo de sémen de peixes que sdo usados em cultivo, incluindo os peixes vermelhos
da familia Lutjanidae, que apresentam um grande potencial para serem utilizados na

aquicultura marinha no Nordeste Brasileiro, segundo Souza et al. (2016).
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3.1.1. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi identificar possiveis marcadores moleculares
seminais que justifiquem a utilizacdo de hCG na reproducéo de ariacd (Lutjanus synagris) em

cativeiro.

3.1.1.1. Objetivos especificos

- Determinar a motilidade inicial do sémen fresco;

- Determinar a concentracdo espermatica do sémen fresco;

- Determinar o volume médio de sémen produzido por individuo;
- Determinar a morfologia dos espermatozoides;

- Determinar quantidade de proteina total no sémen fresco;

- Determinar a integridade do DNA dos espermatozoides do sémen fresco de

individuos induzidos e nédo induzidos com hCG

- Descrever o proteoma do sémen fresco utilizando eletroforese em gel de

poliacrilamida;

- Identificar as proteinas do sémen fresco em individuos induzidos e ndo induzidos
com hCG;
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3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Locais de realizacao do estudo

O presente trabalho foi executado em duas etapas. A primeira dela consistiu na
estocagem e maturacdo exemplares de L. synagris e na coleta de sémen, sendo realizada na
Unidade de Pesquisa e Producdo Marinha (UPPMAR), localizada no Centro de Estudos
Ambientais Costeiros (CEAC) (Figura 7) do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR) da
Universidade Federal do Ceard (UFC). O CEAC (03°49’ S; 038°25” W) esta localizado
proximo a Praia do Porto das Dunas (a 21 km de Fortaleza), situado as margens do estuario do

Rio Pacoti, abrangendo uma area de 4,4 ha.

A segunda etapa consistiu na analise do sémen coletado, tendo sido realizada em
sua totalidade no Laboratério de Fisiologia Animal (LFA), do Departamento de Zootecnia,
também da UFC.

Figura 7— Vista aérea do CEAC. (A) UPPMAR; (B) Estuério do rio Pacoti.
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3.2.2 Captura das matrizes, estocagem e manejo geral

Os exemplares de ariaco, L. synagris, foram capturados em varias incursoes
realizadas préoximo a Mucuripe, em Fortaleza, Ceard (03°43” S; 038°30° W). Os animais,
juvenis e adultos, foram obtidos por meio de pesca com linhas-de-méo e anzdis, entre margo
de 2010 e julho de 2011, em diferentes pontos de pesca, sendo as capturas realizadas até uma

distancia de 10 km da costa, em profundidades variando entre cinco e 35 m.

Ao chegar ao laboratorio os individuos foram cuidadosamente inspecionados e
selecionados segundo a auséncia de ectoparasitas e sinais de patologia (presenca de
ulceragdes, exoftalmia, nadadeiras danificadas, dentre outros). Os individuos foram em
seguida estocados em tanque circular de fibra de vidro com volume Gtil de 10m3, localizado
em um galpdo coberto (figura 8), submetidos a um regime de recirculagdo de agua com
filtragem mecénica e biologica. A iluminacdo provinha de um sistema individualizado,
constituido por refletores e duas lampadas de 160 W mantidos sob fotoperiodo controlado,
com 14 horas de claro (05h00min as 19h00min) e 10 horas de escuro.

Figura 8 — Sistema de cultivo coberto na UPPMAR. No detalhe (A) o tanque de estocagem

dos reprodutores utilizados neste estudo.
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O regime alimentar obedeceu a um trato diario com ragdo semi-Umida a base de
peixe, camardo e concentrado proteico. Para a finalizacdo do processo de maturacdo gonadal,
0s peixes foram alimentados uma vez ao dia ad libitum alternando-se entre sardinha

(Sardinela spp.), camardo (Penaeus spp.) e lula (Loligo sp.).

3.2.3 Obtencéao de sémen

3.2.3.1 Induc&o hormonal

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais, grupo A, com 12
machos (245,02 + 20,14 g) e sem tratamento hormonal (controle), e grupo B, com 11 machos

(264,75 £ 22,48 g) que receberam dose hormonal.

A primeira etapa para a obtencdo de sémen foi a de verificacdo da condicdo de
maturacdo gonadal dos peixes. Para tal, a coluna de 4gua do tanque de estocagem era drenada
para cerca de 30 cm. Os individuos eram capturados com o auxilio de um pucd, e seguiam
para a anestesia, que era realizada com banho em agua contendo solu¢do estoque de Eugenol
a 4%. A solucdo estoque de anestésico era preparada diluindo-se 100 mL de Eugenol
concentrado (Vetec®) em 900 mL de 4lcool etilico 98° (1:9). Os peixes eram mantidos
imersos em tanque circular com capacidade de 100L até atingirem o estagio de completa

anestesia conforme descrito por Souza et al. (2015).

Ap0s a anestesia, 0s animais eram medidos com o auxilio de um ictibmetro,
pesados em uma balanca digital (Bel Instrumentos LTDA.), com precisdo de 0,5 cme 0,1 g,
respectivamente (Figura 9), e inspecionados quanto a liberacdo de sémen sob leve presséo

abdominal (Figura 10).

As inducdes hormonais foram conduzidas utilizando-se inje¢es de gonadotrofina
coriénica humana (hCG) (Chorulon, Intervet®) na base da nadadeira peitoral (figura 11), em
dose Unica. A dosagem utilizada foi de 500UI/Kg de peso corporeo em cada animal, 24 horas

antes da coleta de sémen.
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Figura 9 — (A) Captura dos animais com o auxilio de pucas; (B) Imersdo em solucdo
anestésica (Eugenol 4%); (C) e (D) Biometria dos animais, medi¢cdo e pesagem

respectivamente.

Figura 10 — Aplicacdo de pressdo abdominal para a verificacdo da presenca de sémen como

indicador de maturacdo gonadal nos machos de L. synagris.
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Figura 11 — Aplicacdo de Gonadotrofina Coridnica Humana (HCG — Chorulon Intervet®) em
ariacé (L. synagris) para inducdo a espermiacao.

3.2.3.2 Coleta de sémen

ApoOs 24 horas da aplicacdo da dose hormonal indutora da espermiagdo, oS
animais foram acessados para a coleta de sémen. A coleta foi realizada apds a anestesia dos
reprodutores, como forma de minimizar o estresse dos animais e possibilitar uma maior
precisao da técnica de coleta.

A anestesia foi feita como descrita anteriormente, com eugenol a 4%. Os peixes
anestesiados eram colocados sobre base acolchoada e envoltos em toalha molhada para evitar
qualquer injuria. Aplicava-se a massagem abdominal no sentido antero-posterior para a
extrusdo do liquido seminal. Toda a regido urogenital era limpa e seca com papel toalha
evitando a contaminacdo do sémen com fezes, urina ou muco. A coleta foi realizada com a
utilizacdo de micropipetas de 200 pL de volume maximo (Figura 12).

As amostras coletadas eram verificadas quanto a auséncia de motilidade
espermatica por meio de visualizacdo em microscopio 6tico (aumento 40x) de uma aliquota
da mesma. A amostra s foi estocada para as analises subsequentes quando ndo havia sinais
de ativacdo espermatica e, portanto, de contaminacao.
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Figura 12 — Coleta de sémen de ariacé (L. synagris) utilizando micropipeta.

& N\
Em seguida o contetdo seminal era transferido para Eppendorfs de 2pL,

individualizados e armazenados em refrigerador, em temperaturas de aproximadamente 4°C.
Ao fim da coleta, as amostras eram acondicionadas em caixas térmicas de isopor

contendo gelo em escama e, sem contato direto com o gelo, imediatamente transportadas até o

LFA - UFC aonde foram feitas as analises.

3.2.4 Andlise de sémen
2.2.4.1 Concentracdo espermatica

A concentracdo espermaética foi acessada em camara de Neubauer a partir do sémen
fixado em solugé@o de formol salino (0,1%) na proporcéo de 1:4000 (sémen: formol salino).
Uma aliquota de 10uL de sémen fixado foi colocada sobre cada grade da camara e levado ao
microscopio éptico Nicon®, na objetiva de 40X. As células foram contadas em duplicata por
um unico observador nos campos 1, 2, 3, 4 e 5 de cada grade de acordo com a Figura 13.
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Figura 13 — Esquema de contagem de células espermaticas na cdmara de Neubauer. Foram

considerados para contagem os quadrantes marcados em vermelho.

0.05 mm. —

nm.

Os valores médios encontrados nas duas grades de contagem da camara de

Neubauer (n) foram multiplicados pelo fator de diluicdo: n x 200,05 x 10°

3.2.4.2 Volume de sémen ejaculado

O sémen foi coletado com pipetas de 200 uL de volume méximo. de em seringas
plasticas descartaveis de 3 mL e o volume aferido com precisdo de 0,1 mL. Este parametro foi

determinado individualmente de cada espécime.

3.2.4.3 Morfologia

Para a andlise de morfologia dos espermatozoides foi necessaria a formulacéo de
solucdo de sémen fixado em formol salino (0,1%), na proporcdo de 1:10 (sémen: formol
salino). Para a confecgdo do esfregaco foi pipetado uma aliquota de 1uL de sémen fixado, o
qual foi submetido a coloragdo com eosina-nigrosina (BJOERNDAHL et al., 2003), as
laminas foram submetidas a varredura microscopica para a contagem e caracterizacdo da

morfologia e patologias espermaticas. A varredura foi realizada por um Unico observador.
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A classificagdo das patologias espermaticas foi adaptada da técnica aplicada por
Miliorini et al. (2011) para Prochilodus lineatus e considerou como patologias primarias os
defeitos decorrentes do processo de espermatogénese, e secundarias os defeitos decorrentes da
técnica de fixacao e/ou esfregaco. A descricao das patologias esta apresentada no Quadro 1.

Quando apresentada ambos os defeitos primarios e secundarios, a célula
espermatica foi classificada como portador de defeito primario. Quando apresentado mais de
um defeito de uma mesma natureza na mesma célula, a classificacéo foi feita de acordo com o
defeito que mais afeta a fertilizacdo (CD> CF>CFE>MC/MIC ou CNL>CSD) (adaptada de
Miliorini et al., 2011).

A contagem foi feita utilizando-se um contador manual (Digitimer) que registra
até oito categorias. A varredura era interrompida sempre que a contagem total das células

atingia média de 200 espermatozoides.

3.2.4.4 Teste de dispersdo da cromatina (SCD)

As amostras de espermatozoide foram avaliadas quanto a integridade da
cromatina, usando o teste SCD segundo o método descrito por Ferndndez et al. (2003).
Aliquotas (0.1 pL) de sémen in natura foram diluidas em 1,5 mL de PBS e misturadas com
agarose aquosa low-melting1% (para obter concentracédo final de 07%) a 37°C. Aliquotas (50
pL) desta mistura foram pipetadas em uma lamina com 0,65% de agarose padrdo e secas a 80
°C, cobertas com laminula (24 x 60 mm), e entdo secas a 48 °C por 4 minutos. As laminulas
foram cuidadosamente removidas e as laminas imediatamente imergidas horizontalmente em
uma bandeja com solucéo desnaturante (0,08 M HCI) por 7 minutos a 25 °C no escuro para
gerar os motivos de fitas simples de DNA (ssDNA) derivados da desnaturacdo. A
desnaturacdo foi parada e as proteinas removidas transferindo-se as laminas para uma bandeja
com solugdo neutralizadora e de lise (0,2 M Tris-HCI, 2 M B-Mercaptoethanol, 0,5% SDS,
0,02M EDTA, 2 M NaCl, 0.1% Triton X-100, pH 7,0) por 25 minutos em temperatura
ambiente. As laminas foram lavadas em agua destilada for cinco minutos, desidratadas em
anhos sequenciais de etanol (70%, 90% e 100%; 2 minutos cada) e secas ao ar. As células
foram coradas com o kit Instant Prov (New Prov©) para microscopia de campo claro. Foram
avaliados 500 espermatozoides por lamina por um Unico observador. A presenca de halo
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circundando o0 espermatozoide foi considerada indicador de integridade de DNA
(FERNANDEZ et al., 2003).

3.2.4.5 Extracdo de proteina das amostras de sémen

Apos a retirada de aliquotas para a anélise dos pardmetros seminais, o restante das
amostras de sémen foram adicionadas de inibidor de protease (Sigma-Aldrich, USA) como
descrita por Martins et al. (2013) e depois congeladas a -20°C. As proteinas do sémen de
ariacoO foram extraidas usando Triton X-100 (1:10, detergente: PBS) e manualmente
maceradas com pistilo para a lise celular (1:1, detergente: amostra), adaptando o protocolo

originalmente descrito por van Tilburg et al. (2013) (Figura 14).

Figura 14 — Pistilo utilizado na maceracdo do sémen de ariaco.

As amostras foram sonicadas por 10 minutos e entéo centrifugadas a 8000 x g (45
min, 4°C). As proteinas foram precipitadas em acetona gelado (9:1, acetona: amostra)
overnight e entdo centrifugadas (5000 x g, 15 min, 4°C) e o sobrenadante descartado. As
proteinas foram ressuspendidas em tampdo de amostra (0,125M Tris-HCI, 4% SDS, 20%

(v/v) glicerol, 0,2 M DTT) e as amostras foram mensuradas em triplicata, apos a dilui¢cdo na
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proporcdo de 1:5 (v/v) em agua milli-Q (Millipore,USA). A concentracdo de proteinas
soluveis foi medida de acordo com Bradford (1976) (VAN TILBURG et al., 2013; Figura 15).

3.2.4.6 Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) das proteinas do sémen

Aliquotas de 15 pg de proteina, obtidas do sémen de ariacd, foram adicionadas de
tampé&o de corrida (0,125M Tris—HCI, 20% (v/v) glicerol, 4% (w/v) SDS, 0,02% azul de
bromo fenol, pH 6,8), aquecidas (95°C, 90 s) e aplicadas em gel de poliacrilamida 12.5%
(RODRIGUEZ-VILLAMIL et al., 2016). Logo em seguida o gel foi posicionado em cuba
Ruby Standard Vertical Unit (GE Healthcare Lifesciences, USA; Figura 16) e submetido a
corrente elétrica a 500 V, 90 W, 25 mA/gel. Ap6s o término da eletroforese, as proteinas
presentes no gel foram coradas com azul de Coomassie coloidal e descoradas em metanol e

acido acético, como descrito em detalhes por Rodriguez-Villamil et al. (2016).

Figura 15 — Amostras de sémen de ariacd coradas com reagente de Bradford (1976) para

dosagens das proteinas totais.
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Quadro 1 - Descrigdo das patologias analisadas em espermatozoides de ariaco (L. synagris)
(adaptada de Miliorini et al., 2011).

Natureza da ) ) .
] Tipo de Patologia Descricao
Patologia
) Espermatozoides apresentando
Macrocefalia (MC)
cabeca grande
_ ) Espermatozoides apresentando
Microcefalia (MIC)
o cabeca pequena
Primaria )
Cabeca degenerada | Cabeca, livre ou néo,
(CD) apresentando contorno irregular
Cauda defeituosa | Cauda com fratura e auséncia da
(CF) porcdo final
Cabeca normal livre | Cabeca sem  cauda, sem
(CNL) alteracdo da forma
Secundaria ) Todas as dobras da cauda,
Cauda com simples )
exceto as enroladas em si
dobra (CSD)
mesmas ou ao redor da cabeca

Figura 16 — Cuba vertical de eletroforese Ruby (GE Healthcare Lifesciences, USA) no

Laboratorio de Fisiologia Animal, UFC.
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3.2.4.7 Anélise das imagens dos géis 1D

Os géis foram escaneados em imagens com 300 dpi (Image Scanner Il; GE
Lifesciences,USA), salvos em formato de imagem (.tif) e analisados usando o software
Quantity One v.4.6.3 (BioRad, USA) de acordo com o protocolo descrito por Martins et al.
(2013) e Rodriguez-Villamil et al. (2016). O namero e intensidade das bandas proteicas no gel

foram determinados com as especificagdes do software.

3.2.4.8 Digestao das proteinas

As bandas proteicas identificadas pelo software Quantity One foram cortadas dos
géis 1-D, em pedacos ctbicos de 1-mm? e submetidos a digestdo com tripsina (van Tilburg et
al., 2013; Rodriguez-Villamil et al., 2016; Figura 17). As fracGes de gel foram transferidos
para tubos de 1,5-ml e descorados por incubacdo em acetonitrila (ACN) 50% em 25 mM de
bicarbonato de aménio, pH 8,0 por 45 minutos, a 37°C. Ap0s o descoramento, as fracbes de
gel foram equilibrados com 10 mM DTT e 100mM de bicarbonato de amdnio por 30 minutos
para a reducdo dos residuos de cisteina. Para a alcalinizagdo das proteinas, as amostras foram
incubadas em solugdo de 50 mM de iodoacetamida em 100 mM de bicarbonato de aménio,
em temperatura ambiente por 30 minutos. As fragdes de gel foram desidratadas em ACN
100% e secas. As fracdes de gel desidratadas foram tratadas com tripsina (Promega, Madison,
WI, USA) diluida em 50mM de bicarbonato de aménio (20 ng/pL) e encubados overnight a
37°C. O sobrenadante foi coletado e preservado. A solucdo de peptideos e tripsina foi extraida
do gel com 30 ul de &cido férmico 5%, ACN 50% e as fragdes combinadas e secas usando um

concentrador SpeedVac (Concentrator Plus, Eppendorf, USA).
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3.2.4.9 ldentificacdo das proteinas usando espectrometria de massa (ESI-Q-ToF) e pesquisa
de dados

Os peptideos foram separados em coluna C18 BEH300 (100 um x 100 mm)
usando o sistema nanoAcquity™ (Waters Corp., USA) e eluidos a 600 pL/min com gradiente
de acetronitrila (5-85%) contendo 0,1% de acido férmico. O sistema de cromatografia liquida
foi conectado a uma fonte de espectrometria de massa nanospray (SYNAPT HDMS system,
Waters Corp., USA). O espectrometro de massa foi operado em modo positivo usando capilar
a 90°C e voltagem de 3,5 kV.

Figura 17 — Excisdo das bandas de proteinas do sémen de ariac6 dos géis de poliacrilamida.

A calibragdo do instrumento foi realizada utilizando fragmentos de [Glul]-
fibrinopeptideo B duplamente protonado (m/z 785,84), e o Lock-mass usado durante
aquisicdo foi o ion intacto. O procedimento LC-MS/MS foi feito de acordo com o método de
aquisicdo de dados-dependente (DDA), selecionando MS/MS de ions precursores de dupla ou
tripla carga. Os ions foram fragmentados por dissociagdo de colisdo induzida usando argon

como gas de colisdo e rampa de energia de colisdo que variou de acordo com o estado de



55

carga do ion precursor selecionado. A coleta dos dados foi feita num alcance de m/z de 300—
2100 para a amostragem de MS (lescaneamento/s), identificando ions com m/z variando entre
50-2500 for MS/MS. Os dados foram coletados com o software MassLynx 4.1, processados
utilizando o servidor Protein Lynx Global Server 2.4 (Waters Corp.) e foram convertidos em
arquivo de texto de lista de picos ou procura de banco de dados. Os dados foram submetidos
ao servidor Mascot (Matrix Science, London, UK, v.2.6) e associados aos bancos de dados
NCBIprot e SwissProt para Actinopiterygii. As buscas foram feitas de acordo com o critério
seguinte: perda de no maximo uma clivagem triptica, peptideos monoisotopicos com carga de
+1, +2 e +3, com oxidacdo de residuos de metionina variavel e variagdo fixa de residuos de
cisteina carbamidometilados usando modo de busca ion espectro MS/MS. A toleréncia
utilizada para massa de peptideo e fragmento de massa foi +1,2 Da e #0,6 Da,

respectivamente.

3.2.4.10 Ontologia génica

Depois da identificacdo no servidor Mascot, as proteinas do sémen de ariaco
foram listadas sob seu nome de acesso no banco de dados UniProtKB e analisado usando o
software STRAP, v.1.5.0.0. As informacBes sobre processos biolédgicos, funcdo molecular e
componente celular foram obtidas do banco de dados UniProtKB (BHATIA et al., 2009;
REGO et al., 2014).

3.2.4.11 Analise de interacdo das proteinas

A rede de interacdo proteina-proteina foi obtida do banco de dados STRING
(http://string-db.org), versdo 10.0 (SNEL et al., 2000). Este banco de dados consiste de
interacbes conhecidas e preditas coletadas de associacBes diretas (fisicas) e indiretas
(funcionais). As andlises de interagdes foram feitas para creatina quinase, tubulina, principal
proteina do plasma seminal (PSP-1), ubiquitina carboxi-terminal hidrolase-5, proteina de
choque térmico 90 (HSP90) e transferrina. Foi aplicado STRING em até dez interagdes e

confianca media, usando homem e peixe como espécies.
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3.2.5 Analise estatistica

Os dados de volume de sémen, motilidade e concentracdo espermatica,
integridade de cromatina, concentracdo de proteinas do sémen, nimero de bandas por trilha e
intensidade de bandas dos géis 1-D foram testados quanto a normalidade usando o teste
Shapiro-Wilk com o software GraphPad Prism, 7.02. Foram feitas transformacdes
logaritmicas (Log(x+1)) ou angulares (Arcsine(N(x/100))) quando necessarias. Os dados
foram submetidos a anélise de variancia e as medias das varidveis foram comparadas entre 0s
grupos pelos testes t de Student ou Tukey usando o software Statview statistics Software,
versdo 5.0 (SAS Institute Inc. 2000).
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3. 3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Obtencéo de sémen

3.3.1.1 Inducéo hormonal

A gonadotrofina coriénica humana (hCG) se mostrou eficaz na inducdo da
espermiacdo do ariaco, L. synagris. O hormonio hGC tem sido amplamente utilizado para
induzir o término da maturacdo de peixes teledsteos de agua doce (LEONARDO et al., 2004,
LEVAVI-SIVAN et al., 2004) e de &4gua salgada (MATSUYAMA et al., 1998, WATANABE
et al., 1995, CAYLORA et al,, 1994, LEU & CHOU, 1996; SCHIAVONE et al., 2006).
Previamente, exemplares de L. synagris ja haviam sido alvo de testes com este horménio,
tendo tido sucesso na obtencdo de ovos fertilizados (PASSOS NETO, 2010; SOUZA, 2012;
SOUZA et al., 2015; 2016).

3.3.1.2 Coleta de sémen

As coletas de sémen realizadas no presente estudo, apds 24 horas da aplicacédo da
dose hormonal indutora da espermiacdo, foram bem sucedidas. As massagens abdominais
como forma de extrusdo de sémen, ndo removem todo o liquido seminal dos testiculos e ducto
espermatico, porém é o método mais utilizado em peixes cultivados (CAMPBELL et al.,
1992; SANSONE et al. 2002; GAGE et al., 2002; DEGRAAF & BERLINSKY, 2004;
SCHIAVONE et al., 2006; TUSET et al., 2008; GROISON et al., 2010a). A remocdo dos
testiculos (YANG et al., 2006; TIERSCH et al., 2004; RILEY et al., 2004) também ¢ utilizada

para analises, porém implica, obviamente, na morte dos espécimes.
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3.3.2 AnAlise de sémen

3.3.2.1 Concentracédo espermatica e volume de sémen e teste de dispersdo de cromatina

As concentracdes espermaticas medias do sémen de ariacO entre animais que
receberam doses de hGC e os que nédo receberam (grupo controle) apresentaram diferencas
significativas (p<0,05). Os valores obtidos foram de 0,52 + 1,38 x10' espermatozoides/mL
no grupo controle e 2,56 + 0,12 x10" espermatozoides/mL nos animais tratados com hCG
(Tabela 1).

Tabela 1 — Pardmetros seminais (valores médios + S.E.M.) em ariacés adultos do grupo
controle e tratado com hCG. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica
por one-way ANOVA (p<0,05) e Mann Whitney (p<0,05).

Parametros seminais Controle Tratados com hCG
Concentracéao de proteina (pg/uL) 1,61+0,24° 2,87 +0,37°
Volume (uL) 232,72 + 44,42 270,91 £59,11
Motilidade (%) 69,11 £ 9,19 78,19 £6,72
Concentracdo espermatica (x10"%/ mL) 0,52+1,38% 2,56 +0,12°
Morfologia normal (%) 40,3+1,65° 57,6 £3,13°
_ ) halo 81,8 £6,25 91,3+4,03

Integridade de cromatina

sem halo 18,85+ 6,21 8,7+4,03
(%)

degradacdo 0,05+ 0,05 00

A concentracdo encontrada por Sanches e Cerqueira (2010) para a mesma espécie
foi menor: 2,2 + 0,2 x 109 espermatozoides/mL. Os espécimes utilizados neste trabalho foram
mantidos em sistema de recirculagdo coberto, enquanto que os analisados por Sanches e
Cerqueira (2010) estiveram submetidos as condigdes marinhas da costa de Ubatuba-SP, o que
pode ter influenciado na maior hidratacdo do sémen e, consequentemente, em uma menor
concentracdo espermatica. O tratamento com gonadotrofina coriénica humana pode ter
influenciado ndo s6 a concentracdo espermatica, mas também a porcentagem de

espermatozoides normais no sémen de ariacd. A mesma espécie foi estudada previamente por
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Gaitan-Espitita et al. (2013), que reportaram uma concentracdo espermatica mais baixa (0,13
+ 0,04x1010 por mL) do que a encontrada no presente estudo para o grupo controle, que nao
recebeu tratamento hormonal (0,52 + 1,38x1010 por mL). Diferencas no ambiente, nutri¢ao,
idade e peso podem afetar os aspectos fisioldgicos em peixes.

Em outra espécie de lutjanideo, L. argentimaculatus (VUTHIPHANDCHAI et al.,
2009) o valor de concentracdo espermaética foi bastante similar ao encontrado neste estudo e
variou entre 1,3 x 10* e 2,8 x 10™ espermatozoides/mL. Em outras espécies do mesmo
género Lutjanus estes valores foram menores: L. peru (CAMPQS, 2006), quando foi aplicada
dose de LHRHa, 4,8 x 10° espermatozoides/mL; e L. campechanus (RILEY et al., 2004), 1,0
x 10° espermatozoides/mL. Estes dados demonstram que ha variagdo da concentracdo
espermatica entre espécies diferentes. Portanto, de acordo com Billard et al. (1995), ao se
trabalhar com reproducéo assistida de peixes, deve-se sempre avaliar este parametro, ja que
influencia de sobremaneira na fertilizacao.

Tiba et al. (2009), ao trabalharem com robalo, Centropomus parallelus,
obtiveram resultado de 2,5 x 10 espermatozoides/mL, enquanto Suquet et al. (2010)
trabalhando com atum do Atlantico, Thunnus tynnus, obtiveram 3,8 + 1,3 x 10%
espermatozoides/ml. J& as concentracfes espermaticas da garoupa verdadeira Epinephelus
marginatus (SANCHES et al., 2008) e de Merluccius merluccius (GROISON et al., 2010)
apresentaram valores de 2,9+0,4 x 10° e 6,6 + 3,2 x10° espermatozoides/mL, respectivamente.

Fauvel et al. (1999) atestaram que em peixes marinhos a concentracdo
espermatica decresce durante a estacdo reprodutiva. Ja Rouxel et al. (2008) relataram um
aumento nas concentracGes espermaticas em bacalhau da espécie Gadus mohrua L., seguido
de um decréscimo durante a estacdo reprodutiva. Estes autores sugeriram que a diferenca
encontrada dentro da estacdo reprodutiva poderia ser devido ao envelhecimento das células
espermaticas durante uma espermiacdo descontinua. Estudos que avaliem a concentracao
espermatica ao longo da estacdo reprodutiva sao de grande importancia para a obtencdo de
bons resultados quando da realizacdo de reproducdo assistida, indicando ndo somente quais
espécimes utilizar, mas a melhor época de acasalar.

O volume médio de sémen obtido das amostras de L. synagris no presente
trabalho foi de 0,39 = 0,2 mL. Sanches e Cerqueira (2010), em experimentos de resfriamento
de sémen de L. synagris, cultivados na costa de Ubatuba-SP, reportaram que o volume médio
de sémen ejaculado foi de 0,61 + 0,35 mL, sendo um pouco superior ao obtido nas presentes

analises, porém se ponderados os valores de desvio padrdo podem ser considerados similares.
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Em se tratando de parametros que se correlacionam, como volume e
concentracdo espermatica, ¢ esperado que quanto mais hidratado esteja 0 sémen (maior
volume) menos concentrado ele seja. E em se comparando individuos mantidos em cativeiro e
em ambiente natural, o esperado é que aqueles estocados na natureza apresentem melhores
indices seminais. Porém, quando utilizado tratamento hormonal (manipuladas as condi¢des
fisiologicas) a qualidade seminal dos animais estocados em tanques tende a ser semelhante a
daqueles estocados na natureza. O contraste dos valores médios de volume de sémen
ejaculado entre os especimes do presente trabalho (estocados em tanques cobertos) e os
utilizados por Sanches e Cerqueira (2010) (estocados em tanques-rede na costa paulista)
demonstram a superioridade do ambiente natural em relacdo a qualidade fisioldgica dos
peixes.

Segundo Vulthiphandchai et al. (2009), o volume expressivo coletado para L.
argentimaculatus variou entre 0,6 e 3,1 mL. Para L. peru (CAMPQS, 2006), o volume médio
coletado ap6s inducéo hormonal com LHRHa foi de 3,13 + 1,04 mL, valor bastante acima dos
encontrados para L. synagris no presente estudo.

O volume de sémen ejaculado em E. malabaricus, reportado por Chao et al.
(1992), foi menor que 0,5 mL, tendo sido similar ao valor médio apresentado para L. syangris
no presente estudo. Sanches et al. (2008), obtiveram valores de 12 mL para garoupas E.
marginatus, bastante superiores aos encontrados em por Chao et al. (1992) para E.
malabaricus e aos valores obtidos para L. synagris no presente estudo. O volume médio
encontrado para M. merluccius (GROISON et al., 2010b) foi de 3,9 e 2,6 mL para espécimes
da Noruega e Franca, respectivamente. O volume de sémen ejaculado pelo atum T. tynnus
(SUQUET et al., 2010) variou entre 0,1 - 5 mL, valores também superiores aos obtidos para
L. synagris no presente trabalho.

Neste estudo, o hCG ndo influenciou a integridade da cromatina. Ambos o0s
grupos tratados e controle apresentaram altas porcentagens de integridade de DNA (91,3 +
4,03%, e 81,8 * 6,25, respectivamente). Ainda assim, mesmo com algum nivel de
fragmentacdo de DNA, espermatozoides podem fertilizar 6vulos, em humanos, mas o0s
embrides ndo se desenvolvem (SPEYER et al., 2010). Os danos em cromatina Sd0 pouco
considerados na analise de qualidade de sémen (CABRITA et al.,, 2014). A descricao
realizada no presente estudo foi a primeira descricdo da integridade de DNA no sémen de

ariaco.
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3.3.2.2 Morfologia

Os resultados das analises morfoldgicas mostraram um percentual de 41,15% de
espermatozoides normais de L. synagris, que apresentavam cabeca circular, sem acrossoma e
um unico flagelo (Figura 18 (a)). As anormalidades e suas ocorréncias estdo mostradas na
Figura 18 (b —h).

O percentual de defeitos ou danos primarios observados neste estudo foi 34,6%, e
0 de danos secundarios foi de 24,25%. O percentual de deformidades presentes nos
espermatozoides de L. synagris ndo diferiram estatisticamente entre os grupos tratados com
hCG e controle (Figura 19). Segundo Rurangwa et al. (1998) as deformidades morfoldgicas
estdo associadas com deficiéncias funcionais e influenciam negativamente a motilidade
espermatica e consequentemente a habilidade de fertilizacéo.

Trabalhos explorando a morfologia dos espermatozoides e suas patologias para
peixes marinhos ainda séo raros. Streit Jr. et al. (2009), analisando os efeitos do congelamento
no sémen de pacu, Piaractus mesopotamicus, encontraram uma média de 59,87% de
espermatozoides in natura apresentando pelo menos uma patologia, sendo que destes, 46,73%
apresentaram pelo menos uma patologia priméaria e 13,14% pelo menos uma patologia
secundaria. Em relacdo ao ariac6, o percentual de patologias total encontra-se bastante
parecido ao percentual encontrado em pacu. Galo et al. (2011), em trabalho com piracanjuba,
Brycon obgnyanus, encontraram um percentual de 62,20 + 17,86 de espermatozoides normais,

no sémen in natura, valor acima do encontrado para L. synagris.
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Figura 18 — Morfologia dos espermatozoides de ariacO. Fotografias de microscopia éptica (x
60) de danos primérios (b-f) e secundéarios (f-g). (@) Espermatozoide normal. (b)
Macrocefalia; (c) microcefalia; (d) cabeca degenerada; (e) cauda degenerada; (f) cabeca livre

e (g) cauda com simples dobra.
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Figura 19 — Defeitos morfoldgicos encontrados em espermatozoides de ariacd, nos grupos
controle e tratados com hCG. Colunas em cinza escuro representam o grupo controle e em
cinza claro o grupo induzido. As barras indicam a media £ S.E.M. MAC, macrocefalia; MIC,
microcefalia; HD, cabeca degenerada; DT, cauda defeituosa; DH, cabeca livre; SBT, cauda

com simples dobra. Letras iguais representam que ndo houve diferenca estatistica.
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LesBes na cabeca do espermatozoide, como edemas, relatado por Cosson et al.
(1999), estdo relacionadas a um meio hiposmético, em que a osmolaridade do meio diluidor é
a principal responsavel pelas injurias provocadas nas caudas e na cabeca dos espermatozoides.
Entdo, pode-se supor que a macrocefalia observada no presente estudo tenha surgido devido a
um possivel choque osmético atribuido ao fixador utilizado neste trabalho, embora nao tenha
sido verificada sua osmolaridade.

Embora as técnicas de coloracdo possam produzir alteracdes morfoldgicas, ou
mascarar defeitos no nicleo espermatico, as anormalidades geralmente sdo melhores
detectadas com a aplicacdo destas técnicas (CHACON, 2001).

O formato e tamanho da cabega dos espermatozoides pode ser um dos pre-
requisitos para a penetragdo na micropila (GINZBURG, 1972). Diferentes formatos de cabeca
séo encontrados para teledsteos (ALAVI et al., 2009). De acordo com o Colégio Brasileiro de
Reprodugcdo Animal (CBRA, 1998) existem valores méaximos desejaveis para anomalias
morfolégicas ndo interferirem nas taxas de fertilizagdo para equinos e bovinos 30%; para

carneiros e para javalis 20%. Entretanto, ndo existem valores definidos para peixes.
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O tratamento com gonadotrofina coribnica humana também influenciou a
porcentagem de espermatozoides normais no sémen de ariacé aqui obtidas. Guzman et al.
(2011) observaram que em comparacdo com animais controle, a solha senegalesa tratada com
hCG apresentava testiculos com mais cistos contendo espermatdcitos, espermatides maduras e
espermatozoides na medula do duto seminal. Os resultados obtidos estudo citado
anteriormente indicaram que o hCG estimulou certas fases da espermatogénese em solha
senegalesa. E possivel que um mecanismo similar tenha ocorrido nos ariacés utilizados no
presente estudo, afetando a normalidade morfoldgica nas amostras de sémen.

Outras espécies endémicas do Brasil também foram estudadas quanto a
morfologia dos espermatozoides, tais como: Prochilodus lineatus (KAVAMOTO et al.,
1999), Piaractus mesopotamicus (STREIT Jr. et al., 2006), Leporinus macrocephalus
(MORAES et al., 2004), Rhamdia quelen (BOMBARDELLI et al., 2006), Salminus
maxillosus (STREIT Jret al., 2008a), Leporinus elongates (STREIT Jret al., 2008b) e
Colossoma macropomum (MARIA et al., 2012). Maria et al. (2012) observaram que, quando
induzidas com extrato de pituitaria de carpa (EPC), os espermatozoides de Colossoma
macropomum tinham significativamente menos anormalidades morfolégicas (15%) do que os
ndo tratados (25%).

O tratamento com hCG néo influenciou o volume de sémen, nem a motilidade
espermatica nos ariacdés do presente estudo, apesar dos efeitos positivos na concentracdo
espermatica e morfologia. Mesmo que o volume seminal ndo tenha sido estatisticamente
diferente no sémen de ariacos tratados com hCG, mesmo uma pequena hidratacdo do sémen
causada pelo efeito do hormdnio pode facilitar a extrusdo dos espermatozoides no momento
da coleta e reduzir danos, de acordo com Schulz e Miura (2002).

Apesar de serem compostos diferentes, ambos hCG e LH tém similaridades em
estrutura, funcdo e interagem com um receptor comum, e sdo, por isso, considerados
equivalentes quando utilizados em tratamento de fertilidade (CHOI & SMITZ, 2014). Ja foi
reportado que o tratamento com hCG ativa as celulas de Leydig e Sertoli, juntamente com a
proliferacdo de espermatogdnias, meiose e espermiogénese em enguias europeias e japonesas
(COLOMBO et al., 1987; MIURA et al., 1991). Neste estudo, hCG mostrou eficacia em gerar
espermatozoides normais, possivelmente por atuar nas vias metabdlicas pelas quais as células
de Sertoli e de Leydig mantétm um microambiente adequado para a ocorréncia da

espermatogénese e espermiogénese.
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3.3.2.3 Proteinas do sémen

As concentracdes de proteinas no sémen de ariacés tratados com hCG e néo
tratados foi significativamente diferente (p < 0,05) 2,87+0,37 e 1,61+0,24 pg/uL,
respectivamente. Trinta e dois tipos de bandas foram detectadas nos géis 1-D de proteinas do
sémen de ariac6 em ambos 0s grupos, controle e tratados com hCG, com a identificacdo de 71
proteinas diferentes (Figura 20, Tabela 2, Tabela Suplementar 1). As proteinas identificadas
nas bandas com maiores intensidades incluem Creatina quinase, Tubulina, Proteinas de
choque cognato 71, Proteina de choque térmico 60, Peroxirredoxina 1 e 3, dentre outras
(Tabela 2). A lista completa das proteinas identificadas, seu peso molecular, nimero e
sequéncia de peptideos esta contida na Tabela suplementar 1. O sémen dos peixes tratados
com hCG apresentou mais bandas do que o do grupo controle (p < 0.05). Além disso, cinco
bandas diferentes tiveram maior intensidade nos animais induzidos com hCG do que nos do
grupo controle (p < 0,05; Fig. 21).

Cada amostra de sémen apresentou até 32 bandas nos géis 1-D de proteinas do
sémen de ariacd. A aparéncia das bandas foi diferente entre os animais. A frequéncia de
presenca de cada banda variou de 16,7%, em um peixe ndo tratado, para 100% em nove
peixes tratados com hCG.

A abordagem protedmica do presente estudo, combinando SDS-PAGE 1-D e
espectrometria de massa, permitiu a identificacdo das principais proteinas presentes no sémen
de Lutjanus synagris. Além disso, existem diferencas significativas no proteoma do sémen de
ariaco como resultado do tratamento com hCG. Estudos anteriores investigaram aspectos da
qualidade do sémen de ariacé (GAITAN-ESPITIA et al., 2013; SANCHES et al., 2015), mas
0 presente trabalho foi o primeiro a relatar o perfil protedmico do sémen de exemplares de L.

syangris.
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Figura 20 — Sémen de ariacO separado por SDS-PAGE unidimensional (12,5% acrilamida).
Pontos pretos indicam os tipos de bandas individualmente submetidas a ESI-QUAD-TOF.
MW:- peso molecular (220-14 KDa). As proteinas foram coradas com azul de Coomassie R-

250. Cada trilha representa uma amostra de um unico animal.
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Tabela 2 — Bandas mais intensas e identificacdo das proteinas do sémen de ariac6 (grupo controle e tratado com hCG), seus pesos moleculares,

funcdo molecular segundo Ontologia génica e abundéncia relativa baseada na intensidade do pico do géis 1D SDS-PAGE, como mostrado na

figura 20.
Pico de
) Peso )
Tipo de Intensidade _
Molecular Proteina Funcéo Molecular
Banda Media
(KDa) :
(pix)

Grupo Controle

40S ribosomal protein S4

DNA helicase MCM9
24 44,20 10 684 556

Brain creatine kinase b
Creatine kinase B-type isoform X2
Creatine kinase, testis isozyme

isoform X1

Composto ligante heterociclico; componente estrutural do

ribossomo.
Ligante derivado de carboidrato; composto ligante

heterociclico; atividade catalitica; atividade hidrolase.

Ligante derivado de carboidrato; atividade catalitica,
atividade transferase; ligante protéico.

Heat shock cognate 71 kDa protein

12 80,21 4231 000
(6)

Ligante derivado de carboidrato

15 69,20 3548 800 Collagen alpha2(l) chain

Atividade molecular estrutural, constituinte da matriz
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Tubulin alpha chain
Tubulin alpha chain, testis specific

Tubulin beta-1 chain

extracelular; ligante ionico.

Ligante, ligante derivado de carboidrato; atividade catalitica,
atividade hidrolase; atividade estrutural molecular,
constituinte estrutural do citoesqueleto.

Tubulin beta-1 chain

Tubulin alpha chain , testis-specific

Ligante, ligante derivado de carboidrato; atividade catalitica,
atividade hidrolase; atividade estrutural molecular,
constituinte estrutural do citoesqueleto.

16 64,53 3165 667
Glutamate dehydrogenase, Ligante derivado de carboidrato; atividade oxidoredutase;
mitochondrial ligante proteico; ligante ionico; ligante cofator
Stress induced phosphoprotein-1 Atividade reguladora enzimatica; ligante proteico
Wap65-2 precursor
Wap65-2 Transportador, atividade transportadora de cofactor, ligante
14 72,10 2056 167  Warm temperature acclimation iénico.

related-like 65kDa protein

Heat shock protein 60

Ligante derivado de carboidrato; ligante proteico; ligante

composto heterociclico; atividade de hidrolase.

Grupo induzido hCG
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24

44,52

26 162 909

Creatine kinase B-type isoform X1
Creatine kinase B-type isoform X2
Creatine kinase, testis isozyme
isoform X1

Creatine kinase M-type-like

Ligante derivado de carboidrato; atividade catalitica,

atividade transferase; ligante proteico.

12

80,21

7234182

Protein disulfide-isomerase A4

Atividade catalitica, atividade isomerase.

38

26,43

7317 333

Proteasome subunit beta type-6-like

Peroxiredoxin 1

Peroxiredoxin 3

Novel protein similar to human
member of RAS oncogene family
(RAB35)

Ras-related protein Rab-1B
Ras-related protein Rab-15, isoform
X1

Ras-relatedprotein Rab-35 isoform
X1

ATP synthase F(0) complex subunit

Atividade catalitica, atividade de hidrolase.

Atividade antioxidante, atividade peroxiredoxina.

Ligante, ligante derivaado de carboidrato.

Transportador, atividade transportadora substrato-especifica;




B1, mitochondrial

70

atividade transportadora transmembrana.

16

64,53

6275625

Tubulin alpha-1B chain-like isoform
X1

Tubulin alpha-1C chain-like
Tubulin alpha-1D chain-like
Tubulin beta chain-like isoform X1
Tubulin beta chain-like, isoform X2
Tubulin beta-2A chain-like

Tubulin beta-4A chain

Tubulin beta-4B chain-like

Ligante, ligante derivado de carboidrato; atividade catalitica,
atividade hidrolase; atividade molecular estrutural,

comoponente estrutural do citoesqueleto.

20

53,55

5271600

Flotillin-1 isoform X1

Reggie protein 2b

Sperm-associated antigen 6

DNA helicase MCM9

Ligante proteico.

Ligante proteico.

Citoesqueleto; cromossomo; citoplasma; nucleo.

Ligante derivado de carboidrato;ligante heterociclico;

atividade catalitica, atividade de hidrolase.
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A creatina quinase (CK) foi a proteina mais abundante no sémen de ariac6. CK é
uma proteina essencial na manutencdo da homeostase da energia celular, usando creatina (Cr)
para a transferéncia reversivel de fosforil entre ATP e fosfocreatina (PCr) na reacdo MgATP
+ Cr <> MgADP + PCr (SCHLATTNER et al., 2016). A motilidade em espermatozoides de
peixes dura curtos periodos, provavelmente devido a quantidade de ATP, que € consumido
muito mais rapidamente do que a mitocondria pode produzi-lo (COSSON, 2007a). Por isso, a
quantidade de ATP estocado parece ser importante para cobrir a alta demanda energética,
assim como as enzimas que modulam este metabolismo (LI, et al., 2009). A gonadotrofina
coribnica humana aumentou a expressao desta proteina no sémen de ariacd, juntamente com
solute carrier protein family 25 (SLC25). Em trutas, o inicio da motilidade espermatica é
possivelmente modulada pelo potencial de membrana, que esta diretamente ligado a regulacédo
ibnica (GATTI et al. 1990; BOITANO & OMOTO 1991).

No presente estudo, 0 hCG induziu a expressdo da proteina SLC25, que pertence a
uma familia de proteinas que transportam metabdlitos, nucleotideos e cofatores pela
membrana mitocondrial (FIERMONTE et al., 2009). Baseado na analise in silico de interacéo
proteina-proteina, a “creatine kinase” interage com outras proteinas, uma delas também
presente no sémen de ariacd, a SLC25 membro 5 (Fig. 22a), bem como com outros
constituintes da membrana celular, como proteinas G, que por sua vez estdo envolvidas a

transducdo de vérios sistemas de sinalizagdo celular.

A tubulina também esta entre as proteinas mais abundantes no sémen de ariaco.
Dietrich et al. (2014 a) e Nynca et al. (2014 a) relataram a tubulina como sendo o componente
mais abundante no proteoma dos espermatozoides de carpa e truta arco-iris, respectivamente.
A tubulina é o maior constituinte dos micro-tabulos (FRANCOU et al., 2014).
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Figura 21 - Intensidades (médiaterro padrdo) das proteinas do sémen de ariacd, L. synagris,

diferencialmente expressas nos grupos controle e tratado com hCG. Barras com superescritos

diferentes sdo diferentes pelos testes t de Student ou Tukey (p < 0,05).

Densidade otica da banda (pixels)

Densidade otica da banda (pixels)

206

Tes6

Sees

Sev6

4ee8

Jest

2048

1e+6

Banda 3 Banda 5
. doed
[%2]
©
X
2
Jee6
a L a
I E I
T 28
b S o
I 3 I
g Tee6
©
=
"
=
- . 8 0 - -
Controle hCG Controle hCG
Banda 8 s Wl Banda 9
)
=
© Ges
: ?
a ®
[ F
= )
b S 5
I 5 [
I 2
©
=]
172
c
Q
- Ao
Controle hCG Controle hCG
o Banda 10

Ces8

dee6

2046

Densidade otica da banda (pixels)

bt

Controle

hCG



73

O presente estudo do proteoma de ariacd identificou um grande nimero de
proteinas com fungdo molecular de ligacéo, assim como as descritas por Nynca et al. (2014 a)
em espermatozoides de truta arco-iris, a maioria delas ligantes de carboidratos. O tratamento
hormonal com hCG aumentou a expressdo de proteinas importantes no sémen de ariaco, como
PSP-1 e Il, HSP 90, Ubiquitina carboxi-terminal hidrolase L1, Transferrina, dentre outras. A
principal glicoproteina seminal (PSP) é uma espermadesina encontrada em porcos, cavalos e
touros (TOPFER-PETERSEN et al., 1998). As PSPs se ligam a carboidratos e potencialmente
a glicoproteinas da zona peltcida. Nao héa relatos sobre a presenca de espermadesinas no
sémen de ariaco.

O presente estudo ainda identificou um peptideo, com escore aceitavel, similar a
PSP. Yanagimachi et al. (2013) analisaram a fertilizacdo em sete espécies de peixe e
concluiram que, quando préximo a micropila, os espermatozoides parecem mudar de rota e
aproximarem-se mais ainda. Além disso, 0s mesmos autores sugeriram que esta atracdo era
mediada por uma glicoproteina. De acordo com estudos prévios (JAFFE, 1990; EVANS &
KOPF, 1998; SWANN & PARRINGTON, 1999), deve haver algumas proteinas na superficie
do espermatozoide que se ligam a micrdpila, mesmo havendo um poro para a entrada no
ovacito. As interacBes ovocito-espermatozoide ainda ndo estdo claramente elucidadas. AS
PSP-I e Il podem ter um papel na atracdo do espermatozoide pela micrépila, mas novas
investigagBes devem ser conduzidas para confirmar esta hipdtese em ariacos.

Enolase o também foi encontrada em sémen de individuos do grupo controle,
enguanto nenhuma isoforma desta proteina foi identificada nos individuos tratados. Force et
al. (2004) sugeriram que a presenca de enolase a caracteriza espermatozoides anormais e
imaturos em humanos, porém a presenca de enolase-S caracteriza espermatozoides normais e
desenvolvidos. Quando estimuladas com gonadotrofina, as espermatogbnias comecam uma
rapida proliferacdo para a meiose em enguia japonesa (OHTA et al., 2007). No presente
estudo, outras proteinas expressas em individuos ndo induzidos, como borealin e MAGUK
p55, reforcam a teoria de que 0s espermatozoides estavam ainda nas fases iniciais de
desenvolvimento. A borealin € um componente do complexo cromossémico passageiro, um
regulador importante da mitose (LIU, et al., 2014) e MAGUK p55 esté envolvida na formacéo
das tight junctions (BIT-AVRAGIM et al., 2008), conexdes entre as células de Sertoli e as
espermatogonias. A nutri¢cdo da espermatogonias pelas células de Sertoli deve ocorrer em um
microambiente isolado do sistema imunologico (SCHULZ et al. 2010) e nos tubos
seminiferos essa comunicacao ocorre através das tight junctions, que aumentam em ndmero

apos a segunda divisdo meidtica (BATLOUNI et al., 2009). Em peixes, 0s erpermatozoides
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amadurecem em cistos, 0 que pode sugerir que no momento da coleta, sejam extrusados
células nas fases iniciais da espermatogénese, isto €, espermatogbnias B, espermatocitos
primarios e secundarios. Dziewulska e Domagata (2003), analisando o desenvolvimento
gonadal em salmonideos, observaram que quanto mais avancados em maturacdo 0s cistos
estivessem, maior 0 nimero de espermatozoides. No presente estudo, nem borealin nem
MAGUK p55 foram identificados nos animais submetidos ao tratamento hormonal,
provavelmente porque o desenvolvimento dos cistos foi acelerado pela acdo do hCG. A
porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais também corrobora essa hipotese
57,6 £ 3,3 % e 40,3 £ 1,65 %, no grupo tradado com hCG e grupo controle, respectivamente.

Muitas proteinas identificadas no sémen de ariacé possivelmente contribuem para
a protecdo dos espermatozoides, incluindo Gluationa S-transferase Mu 3, Proteina de choque
térmico 90 (HSP90AAL), HSP70 kDa e HSP60 kDa, Proteina cognato choque térmico 71kDa
(HSC71) e transferrina. As altas taxas de consume de oxigénio pelas mitocondrias decorrente
do processo de espermatogénese produzem espécies reativas de oxigénio (ROS) e exple 0s
epsermatozoides a estresse oxidativo (AITKEN & ROMAN, 2008), além de causarem
distarbios na homeostase dos espermatozoides pela peroxidacdo dos lipideos, reducdo das
enzimas que regulam o influxo de célcio e perda de ATP (AITKEN et al., 1993) e leva a
danos no DNA (AGARWAL et al. 2006; ABBASIHORMOZI et al. 2012).

Os exemplares de ariacO deste estudo tratados com hCG expressaram Glutationa
S-transferase Mu 3, enquanto os ndo tratados (grupo controle) ndo apresentaram esta proteina.
Glutationa S-transferase € uma enzima antioxidante que catalisa a conjugacdo de glutationa
reduzida com elementos enddgenos ou exdgenos tornando-os menos toxicos, e assim
protegendo a célula (CARLETTI et al., 2008). Ja foi reportado que a concentracdo diminuida
de testosterona em ratos pode inibir a expressdo testicular de enzimas antioxidantes, como
glutationa peroxidase, superoxido desmutase e catalase (ZINI & SCHLEGEL, 2003; GHOSH
et al. 2002). Este efeito pode ser revertido com a administracdo de gonadotropina exdgena
para elevar os niveis de testosterona intratesticular (GHOSH et al. 2002; PELTOLA et al.
1996).

A terapia hormonal com hCG aumentou a expressdo de HSP90AAL no sémen de
ariaco. As proteinas de choque térmico (HSPs) desempenham papel fundamental tanto

durante a sintese, montagem, dobramento e degradacdo de proteinas, quanto na preservacao.
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Figura 22 — Andlises In silico da interacdo proteina-proteina do sémen de ariacé tratados com
hCG. (a) e (b) mais abundantes, (c), (d), (e) e (f) diferencialmente expressas. (a) creatina
quinase; (b) tubulina (c) PSP-I; (d) HSP9OAAL; (e) ubiquitina carboxi-terminal hidrolase 5 e
(f) transferrina. As proteinas foram analisadas com STRING software. A busca foi realizada
com confianga média. As cores diferentes das linhas representam os tipos de associagées: (-)
co-expressao; (-) experimentos; (-) co-ocorréncia; (-) mineracdo textual; (-) banco de dados e
(-) homologia.
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da sobrevivéncia celular sob condi¢cbes ambientais adversas (WU 1995; GEORGOPOULOS
& WELCH 1993; NEUER ET AL. 2000; SREEDHAR & CSERMELY 2004). As HSPs séo
principalmente expressas como resultado de estresse ambiental. Dietrich et al. (2014 b)
também identificaram HSP 90 alphal no plasma seminal de carpa. As HSP90 foram
identificadas principalmente em espermatogdnias e espermétides alongadas nos testiculos de
coelhos (WU et al. 2011) e no presente estudo interagem com um numero de cofatores
incluindo HSC 70kDa (Fig. 22d). Pei et al. (2012) demonstraram que a expressdo de HSP90
aumenta nos testiculos de coelhos quando submetidos a estresse térmico, além de serem
especificamente encontrados nas espermatides alongadas e espermatogbnias. Portanto, uma
expressao elevada de HSP90 pode ter um papel de protecdo na espermatogénese quando em
estresse térmico.

A Ubiquitina carboxi-terminal hidrolase L1 também foi mais expressa no sémen
de ariacos tratados com hCG. Esta enzima atua degradando e reciclando proteinas, removendo
cadeias peptidicas pequenas ou flexiveis do C-terminal da ubiquitina (YI, et al., 2007),
mantendo niveis equilibrados de monoubiquitina e assim facilitando assim sua regeneracao,
reciclando a ubiquitina e editando as cadeias de poliubiquitina (CHUNG & BAEK, 1999;
D’ANDREA & PELLMAN, 1998). Neste estudo, a analise da rede de interagdo mostrou a
ubiquitina carboxi-terminal hidrolase L1 interagindo com proteassoma 26S subunidades 2, 3,
6, 7 e 8 (Figura 22¢). Proteassoma 26S esta implicada no processo de fertilizacdo (MYKLES,
1998). As subunidades 6 e 7 também foram identificadas no sémen de ariacé induzido
hormonalmente, enquanto o grupo controle apresentou somente a unidade 7. A utilizacdo do
hormdnio potencializou a expresséo dessas subunidades, tornando o microambiente seminal
mais completo.

A transferrina € uma das proteinas mais expressas no plasma seminal de carpa
(WOJTCZAK et al., 2005, 2007) e protege as células contra dados oxidativos pois se liga a
ferro e outros metais (DIETRICH et al., 2011). Neste estudo, as analises de interacdo mostram
que a transferrina interage com familia carreadora de soluto 40 membro 1, apolipoproteina,

albumina e receptores de transferrina (Figura 22f), também presentes no sémen de ariacé.
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3.3.2.4 Ontologia génica

As proteinas identificadas no sémen de ariaco foram categorizadas de acordo com
0s processos bioldgicos do qual participam, sua fungdo molecular e do componente celular do
qual fazem parte (Fig. 23). A maioria das proteinas apresentaram caracteristicas de ligadoras e
atividade catalitica (40 e 35% respectivamente), seguidas de atividade molecular estrutural
(15%), dentre outras. As proteinas ligadoras foram principalmente ligadoras de carboidratos
(40,6%), seguidas de ligadoras de proteinas (23,4%), ligadoras de compostos heterociclicos
(12,5%), e ligadoras de ions (6,3%). Dentre as proteinas cataliticas, 48,3% foram hidrolases,
27,6% transferases, 6,9% as ligases, 6,9% as oxidoredutases, 6,9% peroxiredoxinas e 3,4%
isomerases. Baseado nos processos bioldgicos, as proteinas do sémen de ariacO estdo
envolvidas em processos celulares (35%) e processos de regulacdo (17%), dentre outros.
Quanto ao componente celular do qual fazem parte, a maioria das proteinas pertencem ao

citoplasma (18%), seguidas da regido extracelular (13%), citosqueleto (12%) e nucleo (12%).
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Figura 23 — Gréficos de pizza mostrando a ontologia génica das proteinas do sémen de ariaco
baseado nos processos bioldgicos, funcdo molecular e componente celular relativo a elas. Os
dados de proteinas foram analisados usando o software STRAP (BHATIA et al., 2009). Os
termos da Ontologia génica foram obtidos dos bancos de dados UniProtKB e EBI GOA.
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3.4. Conclusbes

A terapia hormonal com hCG em ariacos (L. syangris) realizada neste estudo
aumentou a porcentagem de espermatozoides com morfologia normal, bem como a
concentracdo espermatica e a quantidade de proteina total do sémen destes animais. Contudo,
ndo foram observadas diferencas na motilidade espermatica inicial, volume médio de sémen
ou integridade de DNA. O hCG influenciou positivamente a expressdo de importantes
proteinas no sémen, aumentando a expressdo de proteinas potencialmente envolvidas na
composicao celular , na estocagem de ATP e na protecdo dos espermatozoides. Desta forma,
os individuos tratados com hormonio apresentaram melhores condi¢bes para manter a
quiescéncia dos espermatozoides, preservar a capacidade de obtencdo de energia, a

integridade de morfologia e consequentemente aumentar o potencial de fertilizacéo.

A presente descri¢do dos parametros seminais e do proteoma do sémen de ariaco
permitiu o melhor entendimento dos processos fisiol6gicos aos quais estdo submetidos os
espermatozoides e 0 que muda, a nivel molecular, quando os animais recebem um aporte
hormonal. Desta maneira, € indicado o uso de hCG em ariacds cultivados como parte do

pacote tecnoldgico que engloba os manejos desta espécie.

Este estudo foi pioneiro na deteccdo de proteinas seminais em ariacés, e até a
publicacdo desta tese, a primeira em peixes marinhos nativos da costa brasileira. A
disponibilidade de um catalogo de proteinas abre novas oportunidades para pesquisas que
contemplem fertilizacdo e estocagem de sémen desta espécie que apresenta grande potencial

para aquicultura.
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CAPITULO 3 - CONSIDERACOES FINAIS

A investigacdo das caracteristicas fisioldgicas reprodutivas, bem como a
determinacdo das proteinas do sémen de ariaco possibilitam o desenvolvimento de pacotes
tecnoldgicos voltados a producdo desta espécie.

Os estudos produzidos por esta tese revelam que o uso de gonadotrofina coridnica
humana melhora as condicGes fisiologicas do sémen de ariacO produzidos em cativeiro,
aumentando a qualidade dos espermatozoides e a chance de fecundacéo. Os resultados obtidos
aqui podem ser largamente utilizados para efeito de comparacao entre estudos correlatos, pois
a dose hormonal utilizada segue um padrdo ja estabelecido por outros autores e assim
contribui grandemente para a padronizacdo dos métodos de avaliagdo da qualidade
reprodutiva em peixes. Este trabalho favorece a compreensdo do funcionamento do
metabolismo seminal e abre caminho para novos insights na pesquisa de reprodugdo animal.
Contudo, é necessario ainda que sejam desenvolvidas pesquisas subsequentes para a
determinacdo dos proteoma da membrana plasmatica dos espermatozoides e proteinas do
plasma seminal, bem como determinar o mapa proteico em duas dimensdes. Também é

relevante a conducdo de testes de doses inseminantes e taxas de fertilizagéo.

E também oportuno pontuar que o estabelecimento do mercado de piscicultura
marinha depende de recursos humanos especializados e treinados para atuar na area. Deve-se
ainda assegurar meios financeiros, celebrando parcerias entre a iniciativa privada, o0 governo
federal, as Secretarias Estaduais de Pesca e Aquicultura (SPA), as Universidades Estaduais e
Federais e demais instituicdes de forma continuada, visando, sobretudo, a massificacdo da

producdo ariaco.
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Tabela 1 Suplementar — Tipos de bandas, proteinas, suas massas moleculares, nUmero de acesso, sequéncia coberta, nimero de peptideos unicos,

sequéncia de peptideos, ion escore, relagdo m/z e cargas das proteinas do sémen de ariac tratados com hCG e controle.

Band

Accession

MS/MS  Sequence

lon

Protein protein  covered Matched peptides m/z z
type number score (%) score

1 MAGUK p55 subfamily member 7 MPP7_DANRE 28 4 IS KDEHTGAILVAR®) 4  436.8837 3

@) AGLIPSKHFQER®®) 28 691.3321 2

Ubiquitin-like modifier-activating 974072266 120 2 CONVILGGVR®) 32 4142593 2

enzyme 1 isoform X1 CONVILGGVRE? 32 4147495 2

(798)\/pVFTPR®E®? 48  408.2359 2

(0 DLPMTEIVTK®) 42 638.3431 2

2 Borealin BORE1_CHICK 30 3 C¥GGASIVTPREY 30 4287642 2

C®)GGASIVTPREY 24 428.7647 2

Endoplasmin ENPL_BOVIN 40 1 G851 FVPTSAPRE®) 40 594.3367 2

Extracellular matrix protein 2 ECM2_MOUSE 40 1 @K TMIILR“®) 27 4942988 2

GUKITMIILRYE®) 40 5022918 2

Glutamine-rich protein 2 QRIC2_HUMAN 42 1 (927)DREQFLELVSR(937) 13  696.3578 2

12O AL ATKVSR(3 41  466.7441 2

1205 AL ATKVSR(3 30 466.7472 2

132895 A1 ATKVSRIS 41  467.2400 2

Major seminal plasma glycoprotein PSP1_PIG 47 21 (MEYVEILEGAPGSK®? 45 696.3578 2

PSP-| DSGHPASPYEIFLR®?) 38 567.9550 3
Spermatogenesis associated protein  SPASL_XENTR 36 1 @) @78)

5-like protein 1 QSIEWPMK 36 517.2700 2

Ubiquitin carboxyl-terminal 410905785 82 2 “SGDQIGIAPR™Y) 29  463.7526 2

hydrolase 5 “SDSGTNPSEAFR“ 53  533.2524 2
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3 Protein disulfide-isomerase A4 597782620 103 3 WEEVSGYPTIK®4Y 33  570.7943 2
@¥\/DATVENDLASR?®) 71 6453169 2
Transferin 954330816 54 2 (253)VPAHAVVSR(261) 15 468.2631 2
@¥\pAHAVVSR?EEY 22 3125136 3
@¥\pAHAVVSR?EY 21  468.2697 2
CONLLEQQTK® 32  486.7855 2
4 Heat shock cognate 71 kDa protein HSP7C_ICTPU 445 20
@\EIIANDQGNR®® 76  614.8158 2
GO 1IGDAAK®® 11 3442021 2
129E|AEAYLGK 13 27  496.7710 2
129E|AEAYLGK 13 27  497.2566 2
WO AGTISGLNVLRE™ 72 608.3358 2
WO AGTISGLNVLRE™ 78  608.3360 2
A2 INEPTAAAIAYGLDK 8" 50 830.4514 2
A2 INEPTAAAIAYGLDK 8" 2  596.6598 3
@DSTAGDTHLGGEDFDNR®® 39 5645738 3
COIFEEL NADLFR®M 68 627.3071 2
CAGTLDPVEKE®) 33 429.7275 2
CAGTLDPVEKE® 33 430.2313 2
@499 |LODFFNGK®? 5 541.2808 2
@9 LQDFFNGK®" 5  541.7747 2
GONTTIPTK“® 13 387.7164 2
USOFE TGIPPAPR®S) 44  599.3315 2
USOFE TGIPPAPR®S) 63 599.3325 2
USOFE TGIPPAPR®S) 48 599.3325 2
D TITNDK " 4  402.7222 2
D TITNDK " 32 402.7229 2
62y K AEDDVQR®* 26 375.1791 3
G2 AEDDVQR®® 1 416.7468 2
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5

Heat shock cognate 71

Heat shock protein 70

Heat shock cognate 70

301666348

308390281

1007731344

308390281

525 20
@\VEIIANDQGNR®®

CDTTPSYVAFTDSER“)
GO IGDAAK®®
GINQVAMNPTNTVFDAKY
GINQVAMNPTNTVFDAK
WD AGTISGLNVLRE™
@)STAGDTHLGGEDFDNR®®
@DMVNHFIGEFK 49
COAFEEL NADLFR®MW
CAGTLDPVEKE®)
GSOEELTGIPPAPR“Y
GODITITNDK
CONGLESYAFNMK 0
GONGLESYAFNMK %9

200 5 ®\/EIIANDQGNR®
G 1IGDAAK®®
“YEELTGIPPAPR™
CODNKITITNDK®®)
GO TITNDK %)

226 7 @9\V/EIIANDQGNR®
CTTPSYVAFTDTER®
WODAGTISGLNVLR™

(*2FEELNADLFR®Y

151 5 A\VEILANDQGNR®
CITTPSYVAFTDTER®)
COUNKITITNDK®®

63
81
21
13
13
75
30
22
61
27
47
47
41
41

63
21
47
22
47

64
69
47
46

64
69
18

614.8144
737.3447
344.2021
833.3994
833.8961
608.3336
564.5737
619.3046
627.3058
429.7272
599.3300
402.7219
645.2970
645.7853

614.8144
344.2021
599.3300
523.2820
402.7219

614.8168
744.3522
608.3469
627.3095

614.8168
744.3522
523.2845

NN NPNPNPNDNODNONDNDNDNDNDN

NPNDN DN NNDNNDDN
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6  Alpha-tubulin

NADP-dependent malic enzyme,
mitochondrial

Tubulin alpha-1B chain-like isoform
X1

Tubulin alpha-1C chain-like

2599500

410896574

1007738250

551498429

375 24
) AVFVDLEPTVIDEVR

©AVFVDLEPTVIDEVR"
®IQLFHPEQLITGK®®
9F) IDLVLDR®?
57 SVDYGK 18
W SVDYGKK 164
@ONLDIERPTYTNLNR®?®
@S HEPLATYAPVISAEK %0
@) HEPLATYAPVISAEK®0
GOTIQFVDWCPTGFK®?
®3\GINYQPPTVVPGGDLAKE™
®3\VGINYQPPTVVPGGDLAKE™
COEDLMYAK D
109 5 A IVVTDGER®?
@) GLGDLGSYGMGIPVGK @
40 YpPLSTIR®

231 14 QL FHPEQLITGK®

WSENMVDLVLDR®
5D svDYGK 1
5D SVDYGKK 164
@ONLDIERPTYTNLNR®??
@) HFPLATYAPVISAEK 0
@) HFPLATYAPVISAEK #9
COEDLMYAK D
164 12 W8I DIVLDR®
(162)) SvDYGK1®
(182 S\VDYGKK 169
GS)TIQFVDWCPTGFK®
®8\/GINYQPPTVVPGGDLAKE™
®%8\GINYQPPTVVPGGDLAKE™
GOEDLMYAK“®

69
65
23
43
14
29
77
42
21
31
23
28
19

54
20
34

23
29
14
29
77
42
21
19

43
14
29
31
23
28
19

851.3590
851.3679
470.8698
543.2475
391.1535
455.2027
573.5450
586.2497
878.8748
799.8024
912.8950
912.8973
452.1697

480.1978
881.8748
530.2592

470.8698
545.2474
391.1535
455.2027
573.5450
586.2497
878.8748
452.1697

543.2475
391.1535
455.2027
799.8024
912.8950
912.8973
452.1697

NN NWWNDNNWNDN

NN WWNNNW NN N

NNPNPNDNDNDDN
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Tubulin alpha-1D chain-like

Tubulin beta chain-like isoform X1

Tubulin beta chain-like isoform X2

Tubulin beta-1

1025292011

617423779

583998872

14195231

246 19 CIQLFHPEQLITGK®

3D svDYGK 1
D) SVDYGKK 164
CONLNIERPTYTNLNR®??
@) HFPLATYAPVISAEK 0
@) HFPLATYAPVISAEK %0
®4OTIQFVDWCPTGFK®?
GVGINYQPPTVVPGGDLAK®™
53\V/GINYQPPTVVPGGDLAK™
COEDLMYAK 0D
361 13 (245)FPGQLNADLR(254)
@O AVNMVPFPR
20 HFFMPGFAPLTSR®™
20 HFFMPGFAPLTSR®?™
CRYLTVAAIFRE?
9T AVCDIPPR®?)
®8)_SEQFTAMFRE®

440 14 46 MNTFSVVPSPK ™)

@2EPGQLNADLR®Y
@3 AVNMVPFPR 2
@3 AVNMVPFPR?™®
@3 AVNMVPFPR?™®
DT AVCDIPPRE
(8D1SEQFTAMFR®®
468 20 EIAVLVDLEPGTMDSVR?
SMNTFSVVPSPK ™
@2EPGQLNADLR®Y
@I AVNMVPFPR?62)
@53 HFFMPGFAPLTSR®?™®
@53 HFFMPGFAPLTSR®?™®
GOy TVAAIFRE®
DT AVCDIPPRE
(8D1SEQFTAMFR®*®)

23
14
29
60
42
21
31
23
28
19

84
83
39
49
26
53
65

70
84
83
52
39
53
65

37
70
84
83
39
49
26
53
65

470.8698
391.1535
455.2027
573.5450
586.2497
878.8748
799.8024
912.8950
912.8973
452.1697

565.7313
580.2613
546.2090
546.2188
527.2429
514.6961
623.2220

668.2569
565.7313
580.2613
546.2188
546.2090
514.6961
623.2220

809.3209
668.2569
565.7313
580.2613
546.2090
546.2188
527.2429
514.6961
623.2220

NN WWNDNDN NNNWWNDN NNPNPNNWWNDDNW

NN WWNNNDN
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Tubulin beta-2A chain-like

Tubulin beta-4A chain

Tubulin beta-4B chain-like

26S proteasome non-ATPase
regulatory subunit 3

Alpha-tubulin

Beta-2 tubulin

Heat shock protein 60

938082569

992172806

928081090

617432022

2599500

5923889

748762281

330

440

155

69

156

142

124

14

17

13

14

@9FPGQLNADLR®®
@D AVNMVPFPR®®
@4 HFFMPGFSPLTSR®?
@Y TVAAIFRE®
GSTAVCDIPPRE®
G| SEQFTAMFRE™

CHIMNTESVVPSPK 102
OEpGQLNADLRE™
8D AVNMVPFPR®)

9 HEFMMPGFAPLTSR?™
9 HFMMPGFAPLTSR?™
@97 AVCDIPPR®
G SEQFTAMFR®®

EIAVLVDLEPGTMDSVR?
EIMNTFSVVPSPK
*2FPGQPNDSLR®

@OAIQLEYSEAR®®
ENQALEQFGEK®™

) AVFVDLEPTVIDEVR™
N DIERPTYTNLNR®®
@S HEPLATYAPVISAEK®0
®53VGINYQPPTVVPGGDLAKE™

@2EPGQLNADLR®Y
289 HFFMPGFAPLTSR?™®

CIATYQEGLR™™
DAY INPELALEEK %
“S9)A] ELDSSSK“6Y)

84
83
18
26
53
65

70
84
83
52
39
53
65

37
70
48

26
45

64
41
35
16

83
58

52
40
38

565.7313
580.2613
546.2188
527.2429
514.6961
623.2220

668.2569
565.7313
580.2613
546.2188
546.2090
514.6961
623.2220

809.3209
668.2569
565.7313

590.3087
655.8176

851.4500
573.6273
586.3154
912.9972

565.8006
546.2777

469.2313
751.9080
475.2433

[y
NN gwh N

NN WON NDNWWN DN DN NN WWNNDN
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NADP-dependent malic enzyme-
like

Stress induced phosphoprotein-1

Tubulin alpha-1B chain-like

Tubulin alpha-1D chain-likeT

Tubulin beta-1 chain
Tubulin beta-2A chain-like

Tubulin, alpha 8 like 4

Wap65-2
Wap65-2 precursor

961896357

551498548

1041092531

1025292011

549053

938082569

41055710

658307163
728894940

292

154

140

112

104

66
133

10

10

10

14

OGMAFTLEER®
2DV LLMTLQDR®®?
18 A1\ \VTDGER®™
%) A1\ \VTDGER®™
@) GLGDLGSYGMGIPVGK???
GINGIFASGSPFDK“")
48 yPPLSTIR®®

AL SAGNIDEAVR®
GO AYINPELALEEK©%?
“SDALELDSSSK 69

EHAVFEVDLEPTVIDEVR™
@DLDIERPTYTNLNR®®
)IHFPLATYAPVISAEK#™®)

@ONLNIERPTYTNLNR®?®
@) HEPLATYAPVISAEK 0
®3\VGINYQPPTVVPGGDLAKE™

@2EPGQLNADLR®Y
@ILAVNMVPFPR?®)

#9FPGQLNADLR?®
#DLHFFMPGFSPLTSR?

) AVFVDLEPTVINEVR™
CONLDIERPTYTNLNR®®
@) HFPLATYAPVISAEK®0
®\VGINYQPPTVVPGGDLAKE™

@3 DAITTDDAGK %%

@9 DAITTDDAGK®?)
CISGPVYTLIEGYPKG®)

49
59
59
59
22
72
31

76
40
38

64
41
35

30
35
16

27
39

83
23

12
41
35
16

66

66
67

535.2523
641.3454
480.2616
480.7598
881.9736
563.2806
530.7863

608.3146
751.9080
475.2433

851.4500
573.6273
586.3154

573.6273
586.3154
912.9972

565.7997
580.3177

565.8006
546.2777

851.4500
573.6273
586.3154
912.9972

560.2784

560.2784
712.8742

NN N DNDWWRN WN DN NDNWW WwwhNhh DN NPNDNNDNNDDN
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8

Tubulin alpha-1C chain

1020468675

576 28
) AVFVDLEPTVIDEVR
) AVFVDLEPTVIDEVR
E)QLFHPEQLITGK®®
EQLFHPEQLITGK®®
E)QLFHPEQLITGK®®
CDEDAANNYAR®
g DLVLDR®
WILSVDYGK 16
WILSVDYGKK
C“)EDGALNVDLTEFQTNLVPYPR®
@S HEPLATYAPVISAEK®0
@) HFPLATYAPVISAEK®0
®3\VGINYQPPTVVPGGDLAKE™
®3\VGINYQPPTVVPGGDLAKE™
@) NHKFDLMYAK D
ESEpLMYAK 0D
“2EDMAALEK*0

102
98
20
48
49
56
53
39
41
56
53
71
22
23
49
21
17

851.3950
851.3953
470.8825
705.8318
706.3313
512.1728
543.2654
391.1652
455.2101
803.6590
586.2655
878.9133
912.9194
912.9249
466.1844
452.1771
461.6622

NN WNNNWWNDNDNNNNWNODN
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Tubulin beta chain-like isoform X1

941768480

691 28
9 REEYPDRA™
AIMNTFSVVPSPK 8

@YEPGQLNADLR?®)
@YFPGQLNADLR?®®)
@YFPGQLNADLR?®)
@YFPGQLNADLR?®®)
¥ AVNMVPFPR?

@™ HFFMPGFAPLTSR®?Y

@™ HFFMPGFAPLTSR®?Y

@™ HFFMPGFAPLTSR®?Y
CINMMAACDPRE?Y

EMSMKEVDEQMLNVQNK Y

GOEVDEQMLNVQNK®
B2INSSYFVEWIPNNVK )
@97 AVCDIPPRE™
)T AVCDIPPRE™
CMSSTFIGNSTAIQELFK®*
()| SEQFTAMFR“®

42
83
93
98
98
47
64
50
45
49
54
32
47
23
33
62
28
61

539.2079
668.2817
565.7436
565.7462
566.2403
420.1823
580.2562
546.2229
546.2332
818.8586
549.1313
657.8968
731.7773
848.8543
514.7111
514.7120
937.3863
623.2344

NN NPNNPNNNONNWWOWNWNDNDDNDDNDDN
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Tubulin beta-2A chain-like isoform
X2

617423782

723 28
1GHYTEGAELVDSVLDVVR® Y 86 653.5965 3
(S REEYPDR*%? 42  539.2079 2
@2FPGQLNADLR®Y 93  565.7436 2
@2FpPGQLNADLR®Y 98  565.7462 2
@2FPGQLNADLR®Y 98  566.2403 2
@2FpPGQLNADLR®Y 47 4201823 3

@3 AVNMVPFPR??) 64 580.2562 2
289 HEFMPGFAPLTSR?™® 50 546.2229 3
289 HEFMPGFAPLTSR?™® 45 546.2332 3
289 HFFMPGFAPLTSR?™® 49 818.8586 2
BNMMAACDPRE® 54 5491313 2

GOy TVAAIFREE) 58 527.2686 2
G2DMSMKEVDEQMLNVQNK #39) 32 657.8968 3
C2)EVDEQMLNVQNK ) 47 7317773 2
GINSSYFVEWIPNNVK %0 23 848.8543 2
DT AVCDIPPRE 33 5147111 2

DT AVCDIPPRE 62 514.7120 2

(8D _SEQFTAMFRG® 61 6232344 2
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Tubulin beta-4B chain

734615370

984 41
E)AVLVDLEPGTMDSVR 54  809.3478 2
GHYTEGAELVDSVLDVVR®? 86 653.5965 3
S| REEYPDR®6? 42 5392079 2
IMNTFSVVPSPK®™ 83 668.2817 2
@2FPGQLNADLR®Y 93  565.7436 2
@2FPGQLNADLR®Y 98  565.7462 2
@2FpPGQLNADLR®Y 98  566.2403 2
@2FpPGQLNADLR®Y 47 4201823 3

@59 AVNMVPFPR? 64 580.2562 2
289 HFFMPGFAPLTSR®® 50 546.2229 3
289 HFFMPGFAPLTSR®™® 45 546.2332 3
283 HFFMPGFAPLTSR®® 49 818.8586 2
@835 TVPELTQQMFDSK®? 27 862.3571 2
@835 TVPELTQQMFDSK®? 34  862.3621 2
@EANMMAACDPRE® 54 5491313 2

GOy TVAAIFREE) 58 527.2686 2
G2DMSMKEVDEQMLNVQNK #29) 32 657.8968 3
C2)EVDEQMLNVQNK ) 47 7317773 2
GINSSYFVEWIPNNVK %0 45 848.8543 2
GSUTAVCDIPPRE® 33 5147111 2
GSUTAVCDIPPRE® 63 514.7120 2
CIMAATFIGNSTAIQELFK®™ 84  929.3438 2
CIMAATFIGNSTAIQELFK®™ 90 929.3758 2
CSMAATFIGNSTAIQELFK®™ 84  929.8376 2
(8D1SEQFTAMFR®® 61 623.2344 2
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Tubulin beta-4B chain-like isoform
X2

551498305

944 38
6IAVLVDLEPGTMDSVR" 54  809.3478 2
YGHYTEGAELVDSVLDVVR® 86 653.5965 3
S| REEYPDR®6? 42 5392079 2
IMNTFSVVPSPK®™ 83 668.2817 2
@2EPGQLNADLR®Y 93  565.7436 2
@2EPGQLNADLR®Y 98  565.7462 2
@2EPGQLNADLR®Y 98  566.2403 2
@2EPGQLNADLR®Y 47 4201823 3

@59 AVNMVPFPRZ? 64 580.2562 2
23] HFFMPGFAPLTSR?™® 50 546.2229 3
@83 HFFMPGFAPLTSR®™® 45 5462332 3
%)) HFFMPGFAPLTSR®™® 49 818.8586 2
®NMMAACDPR®® 54 549.1313 2

GOy TVAAIFREE) 58 527.2686 2
F2DMSMKEVDEQMLNVQNK #®) 32  657.8968 3
C2)EVDEQMLNVQNK®®) 47 7317773 2
EINSSYFVEWIPNNVK 50 23  848.8543 2
GSUTAVCDIPPRE® 33 5147111 2
GSUTAVCDIPPRE® 62 5147120 2
CSIMSATFIGNSTAIQELFKE™ 77 929.3438 2
CNMSATFIGNSTAIQELFK®™ 84 929.3758 2
GSMSATFIGNSTAIQELFKE™ 77 929.8376 2
GSIMSATFIGNSTAIQELFKE™ 29 937.3863 2
(8D1SEQFTAMFR®*®) 61 6232344 2
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Tubulin beta-4B chain-like isoform
X3

Tubulin beta-5 chain isoform X1

551490636

973132562

743 36
EIAVLVDLEPGTMDSVR 54  809.3478 2
GHYTEGAELVDSVLDVVR® Y 86 653.5965 3
()| REEYPDR(6? 42  539.2079 2
S MNTESVVPSPK ™ 85 668.2817 3
@3 AVNMVPFPR?62) 64 580.2562 2
289 HFFMPGFAPLTSR®™® 50 546.2229 3
289 HFFMPGFAPLTSR®™® 45 5462332 3
289 HFFMPGFAPLTSR®® 49 818.8586 2
®NMMAACDPRE® 54 5491313 2
GOy TVAAIFRE® 58 527.2686 2
F2DMSMKEVDEQMLNVQNK #39) 32 657.8968 3
C2)EVDEQMLNVQNK®®) 47 7317773 2
EINSSYEVEWIPNNVK G0 23 848.8543 2
GSHTAVCDIPPR®®) 33 5147111 2
GSDTAVCDIPPR®®) 62 5147120 2
IMSSTFIGNSTAIQELFK®™ 28 937.3863 2
(8D1SEQFTAMFR®®) 61 623.2344 2

565 26
EIAVLVDLEPGTMDSVR 54  809.3478 2
GHYTEGAELVDSVLDVVR®Y 86 653.5965 3
()| REEYPDR(6? 42 539.2079 2
@2FPGQLNADLR®Y 93  565.7436 2
@2FpPGQLNADLR®Y 98  565.7462 2
@2FpPGQLNADLR®Y 98  566.2403 2
@2FpPGQLNADLR®Y 47 4201823 3
@3 AVNMVPFPR 2 64 580.2562 2
@) ALTVPELTQQMFDAK®" 17  854.3698 2
Z®NMMAACDPRE®) 54  549.1313 2
GINSSYFVEWIPNNVK 50 23  848.8543 2
SN ASTFIGNSTAIQELFK®™ 73 929.3438 2
SN ASTFIGNSTAIQELFK®™ 81 929.3758 2
CSIMASTFIGNSTAIQELFKE™ 73 929.8376 2
CSIMASTFIGNSTAIQELFKE™ 28 937.3863 2
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9  Alpha-tubulin

Beta-3 tubulin

Collagen alpha2(l) chain

Tubulin alpha chain

Tubulin alpha chain, testisspecific

Tubulin alpha-1B chain-like

2599500

5923887

CO1A2_ONCMY
TBA_ONCKE

TBAT_ONCMY

1041092531

364

393

25
70

52

256

20 ) AVEVDLEPTVIDEVR

e IDLVLDR®?Y
WILSVDYGK 169
CONLDIERPTYTNLNR®®
@) HFPLATYAPVISAEK®0
@) HFPLATYAPVISAEK®0
GOTIQFVDWCPTGFK®?
53\V/GINYQPPTVVPGGDLAKE™
16 EIAVLVDLEPGTMDSVR
IS REEYPDR1%?
@2EPGQLNADLR®Y
@I AVNMVPFPR?2)
C2)EVDEQMLNVQNKE®)
C2)EVDEQMLNVQNK®®)
CMSATFIGNSTAIQEIFKE™
CMSATFIGNSTAIQEIFKE™
CMSATFIGNSTAIQEIFKE™

0 4B AGESGLTGAR

14 WGHYTIGKD
A9EDIVLDR®?Y
@) HEPLATYAPVISAEK®0
®3VGINYQPPTVVPGGDLAKE™
COEDLMYAK 0D
“PEDMAALEK*?

10 AOGHYTIGK?
N DIERPTYTNLNR®?
®3VGINYQPPTVVPGGDLAKE™
COEDLMYAK 0D

13 ) AVFVDLEPTVIDEVR™®
@S DIERPTYTNLNR®®
@29 |ISQVVSSITASLR®*?)
@ HFPLATYAPVISAEK®
@ HFPLATYAPVISAEK®

92
44
13
81
54
52
58
22

62
43
93
61
47
47
59
89
59

25

54
35
16

20

52
16

92
81
30
54
52

851.4541
543.3091
391.2007
573.6260
586.3194
878.9862
799.8878
912.9950

809.4080
539.2656
565.7946
580.3131
731.8421
732.3356
929.4695
929.4700
929.9620

459.2456

388.2049
543.3117
586.3159
912.9966
452.2156
461.7106

388.2049
573.6252
912.9966
452.2156

851.4541
573.6260
737.4346
586.3194
8789862

NNPNWWNDNDN

NN NDNDNDDNDDN

N WN WN NN WN NNDNWDNDN N
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Tubulin alpha-1C chain-like

Tubulin alpha-1D chain-like

Tubulin beta chain-like isoform X1

Tubulin beta-1 chain

551498429
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Tubulin beta-1 chain-like

Tubulin beta-2A chain-like

736192163

938082569
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Tubulin beta-4B chain-like

Tubulin beta-5 chain isoform X1

432940581

973132562
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Alpha-tubulin

Alpha-tubulin

Aspartyl aminopeptidase

Aspartyl aminopeptidase
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2599500

213512925
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ATP synthase subunit beta,
mitochondrial

ATP synthase subunit beta,
mitochondrial

938081194

831326419
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Beta-3 tubulin 5923887
Glutamate dehydrogenase, DHE3 CHAAC
mitochondrial

Tubulin alpha chain, testis-specific ~ TBAT_ONCMY
Tubulin alpha-1B chain-like 1041092531
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Tubulin alpha-1B chain-like

Tubulin alpha-1C chain-like

Tubulin alpha-1D chain-like

Tubulin alpha-1D chain-like
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Tubulin beta chain-like isoform X1

Tubulin beta-1 chain

617423779

TBB1_GADMO
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Tubulin beta-2 chain

Tubulin beta-4B chain

Tubulin beta-4B chain-like

318037303

734615370

928081090
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Tubulin beta-4B chain-like isoform
X2

Tubulin beta-5 chain

Alpha-tubulin

ATP synthase subunit beta,
mitochondrial

ATP synthase subunit beta,
mitochondrial

551498305

929316567
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ATPB_CYPCA

TBB_PSEAM
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DNA helicase MCM9

Flotillin-1

Flotillin-1 isoform X1

Reggie protein 2b

Sperm-associated antigen 6
Tubulin alpha chain

Alpha-enolase isoform X1
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Alpha-tubulin

Beta-2 tubulin

Elastase

Enolase A
Enolase A
Flotillin-1

Flotillin-1
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Flotillin-2

Flotillin-2 isoform X1

GDP dissociation inhibitor 2

HSC70-interacting protein isoform
X1

Reggie protein 1-a

Reggie protein 2a
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48 NPCLGILYAK®®
1OASVYIQMQKPNAAIRY™
1O ASVYIQMQKPNAAIRY™
(199)) | GHWEEAAR®®
199)) | GHWEEAAR®®

WDAVVLQTLEGHLR™?
WS GTLTVEQIYQDR®?"
OEVAAPDVGRM
ODADIGVAEAER
@29 ASFNQEVNTK®?
GSOTALVLEALPK®®

C2SEGEIAQIALETLEGHQR"®

@93 KLIMEAEAEAESIRGY

63
26
41
57
38
19
20
45
69

57
38
19
20
45
63

29
25

23
24
28
35
26
26
37
33

50
26
41
57
38
45

22
59

665.8710
868.4670
457.2368
573.2704
569.2763
517.7648
517.7649
527.8253
687.8641

573.2704
569.2763
517.7648
517.7649
527.8253
687.8641

545.8144
469.7484

560.3236
560.8116
560.8135
631.3500
563.9707
564.2998
394.5329
591.3062

445.9223
868.4670
457.2368
573.2704
569.2763
527.8253

660.9959
859.9326

NPNDNDNPNDNDNDPNDNDDNDDN

NWWWNhNDNDN NN NDNPNDNDNDDN
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13

Sperm-associated antigen 6

Argininosuccinate synthase

Elongation factor 1-gamma

Flotillin-2

Flotillin-2 isoform X1

Flotillin-2-like

GDP dissociation inhibitor 2

HSC70-interacting protein

Neuronal-specific septin-3

317419828
807197111

658871285

FLOT2_CARAU

734614543

584030019

37362224

499050047

734621879

97
112

95

116

55

70

138

13

) AASTLSDISKE™

DIPEFYNR®S
CIHGIPVPVTPRM™®
IHGIPVPVTPRM™®

@G YETPGGTILLK®?
GOGQVYILGRE®

OAQIAAQYSGAR®®
GDVASNPPAFTFGQTNR“
WOTELVGER®®

WYAVVLQTLEGHLR™?
1OE\ AAPDVGR
8D DYLSSLGK 69
(ZBRPAEAEAYK @
(ZBORPAEAEAYK®@®

@ AEAESMRG#)

@29 ASFNQEVNTK®?
GDTALVLEALPK %)
CTDEIVILSGEGSR®

o8\ IAQAEAEK®
EOTALVLEALPKE®
CTNEIVILSGEGSR®)

COMLLITQVTR®
@] YSESLAR®®

B ALDLFTEAIK)
B8 ALDLFTEAIK)
1O ASVYIQMQKPNAAIRY™
1O ASVYIQMQKPNAAIRY™
99)) | GHWEEAAR®®

A49STLVNTLFK®?
@) SHSVNIIPVLAK®™
CADTMTIEER®®

97

33
25
25
18
36

17
50
26

46
40
30

32

31
37
30

40
37
40

26
29

16
23
15
15
32

51
36
51

553.3096

469.7432
536.3013
536.8102
681.3868
453.2539

568.2906
803.9019
411.2236

445.9244
457.2374
498.2711
517.7637
517.7647
404.6917

569.2755
527.8270
687.8643

536.3052
527.8270
687.8643

545.8162
469.7488

560.8117
560.8124
563.9661
564.2959
591.3055

511.7937
464.2798
541.2428

NOWN NDNOWWNN DN DN NDNDN NPNDNNDNW NN NDNDNDNODN N




149

14

15

Neuronal-specific septin-3
Neuronal-specific septin-3 isoform
X2

Septin-12

Argininosuccinate synthase

Elongation factor 1-gamma

Elongator complex protein 5

Citrate synthase, mitochondrial

Citrate synthase, mitochondrial
Creatine kinase, testis isozyme
Kinesin-like protein KIF22

SEPT3_DANRE
657523973
831301151

ASSY_DANRE

EF1G_CARAU

ELP5_DANRE
CISY_KATPE

CISY_KATPE
KCRT_ONCMY
KIF22_DANRE

35

88

74

80

58

28
93

34
28
29

11

ENSTLVNTLFK®

262 SHSVNIIPVIAK @™
COADTMTIEER®?®

GISTLVNTLFK®"
IHADTLTMEER®

GDKVFIEDLR®Y
G9VFIEDLR®
9 pEFYNR?D
@IDIVENR®™
CEGQVYILGRE?

OAQIAAQYSGAR®
SOTELVGER®®
CMAQFDAK®?

@\ ALPFVFSQEKK®?

)GLVYETSVLDPEEGIR®
G2DEMGGEVSDER®
G7H] PNDPMFK®™
@8)1\VPNVLLEQGK®?®
9 ALGFPLERPK(*

CZDEMGGEVSDER®)
@D | VEMEK )

35

36
51

51
23

19
35
38
46
34

51
29

28

53
50
16
44
14

34
28
29

511.7936
420.7265

464.2798
541.2428

511.7937
541.2428

510.2966
446.2472
469.7448
429.7342
453.2562

568.2932
411.2256
413.6877

696.3483

888.9536
562.7320
557.7697
605.3607
564.3320

562.7285
439.2367
453.7231

N NN NNDNNDN N DR N DN ND DN DWW DNDDN
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16

Creatine kinase B-type

Creatine kinase B-type isoform X1

765158572

734634781

662 28
EDELLDPVIEDR®®

EDELLDPVIEDR®®
WGGDDLDPNYVLSSR®?
ONMTDAEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR®®
ONMTDAEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR®®
ONMTDAEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR®®
@HTELVWVNEEDHLR®®
@HTELVWVNEEDHLR®®
C®GGNMKEVFNR®?
@ECTGLTK®®)
CORGTGGVDTAAVGGVFDISNADRG
CDETGGVDTAAVGGVFDISNADRGY
CGTGGVDTAAVGGVFDISNADR®Y

641 27
3L LDPVIEDR®

3L LDPVIEDR®
12GGDDLDPNYVLSSR®®
WINMTDAEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR®®
WINMTDAEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR®®
BINMTDAEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR®
@OTELVWVNEEDHLR®?
@OTELVWVNEEDHLR®?
COECTGLTK )
CORGTGGVDTAAVGGVFDISNADRG)
CNGTGGVDTAAVGGVFDISNADRG
CNGTGGVDTAAVGGVFDISNADR®
@S | VEMEKE™

64
65
78
46
126
109
53
80
50
29
99
106
136

64
65
78
46
126
109
53
80
29
99
106
136
28

599.8131
599.8145
754.3558
908.9413
908.9436
908.9444
553.2754
829.4221
389.8534
413.7015
712.3486
989.9751
989.9783

599.8131
599.8145
754.3558
908.9413
908.9436
908.9444
553.2754
829.4221
413.7015
712.3486
989.9751
989.9783
439.2239

NN WONWONWDEDDDDNDDNDDN

NN ONDNWOREBREBRRNDDNDDN
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Creatine kinase B-type isoform X1

Creatine kinase B-type isoform X2

Creatine kinase B-type isoform X2

734634781

831560435

831560435

627 27
g L DPVIEDR®?

g L DPVIEDR®?

g L DPVIEDR®?
12)GGDDLDPNYVLSSR®®
12GGDDLDPNYVLSSR®®

BEINMTDAEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR®Y
@OTEL VWVNEEDHLR®?
COECTGLTK )
CORGTGGVDTAAVGGVFDISNADRG)
CRGTGGVDTAAVGGVFDISNADRG)

@S | VEMEKE™

527 24
WNGGDDLDPDYVLSSR®?

ONMTDAEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR®
ONMTDAEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR®
ONMTDAEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR®®
@TFLVWVNEEDHLR®®
CHTFLVWVNEEDHLR®®
@FECTGLTK®?
C20RGTGGVDTAAVGGVFDISNADR®
C2DGTGGVDTAAVGGVFDISNADR®
C2DGTGGVDTAAVGGVFDISNADR®
@59 LVEMEK®®

545 24 (11)GGDDLDPDYVLSSR®?

WNGGDDLDPDYVLSSR®?
ONMTDAEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR®
@HTELVWVNEEDHLR®®)
BIECTGLTK®E?
CORGTGGVDTAAVGGVFDISNADR®
CGTGGVDTAAVGGVFDISNADR®Y
@9 | VEMEK G

57
64
57
78
69
126
82
20
96
126
35

28
46
126
109
53
80
29
99
106
136
28

59
36
126
82
20
96
126
35

599.2729
599.8024
599.8090
754.3499
754.3503
908.9439
829.4213
413.6956
712.3469
989.9750
439.2300

754.3558
908.9413
908.9436
908.9444
553.2754
829.4221
413.7015
712.3486
989.9751
989.9783
439.2239

754.3499
754.3503
908.9439
829.4213
413.6956
712.3469
989.9750
439.2300

NN OWONNWOWNDDNDNDNDDN
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Creatine kinase M-type-like

Creatine kinase M-type-like

Creatine kinase, testis isozyme

Creatine Kinase, testis isozyme
isoform X1

1025119948

1025119948

KCRT_ONCMY

1020410399

156

166

283

430

11 ¢)DMTDKEQEQLIADHFLFDKPVSPLLLSAGMAR @

(208)
¢DMTDKEQEQLIADHFLFDKPVSPLLLSAGMAR®%®)
¢)DMTDKEQEQLIADHFLFDKPVSPLLLSAGMAR®%®)
¢)DMTDKEQEQLIADHFLFDKPVSPLLLSAGMAR®®)
¢DMTDKEQEQLIADHFLFDKPVSPLLLSAGMAR®%®)
¢DMTDKEQEQLIADHFLFDKPVSPLLLSAGMAR®®)
C23)TELVWVNEEDHLR®®
CX3)TFLVWVNEEDHLR®®

11 WIDMTDKEQEQLIADHFLFDKPVSPLLLSAGMAR®®)
ADMTDKEQEQLIADHFLFDKPVSPLLLSAGMAR®®)
@ITFLVWVNEEDHLR®?

23 @INDKMAK®)

CIHGGYKPTDKN
9GGDDLDPNYVISSR®?
9GGDDLDPNYVISSR®?

BONMTDAEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMAR®Y
@OTE \VWVNEEDHLR®®
@OTELVWVNEEDHLR®®)

GOECTGLTK®@Y
@D | VEMEK )

16
@OTEL \VWVNEEDHLR®®

@2OTE \VWVNEEDHLR®®)
CPGGNMKEVFNR®?
CSECTGLTK®Y
C2RGTGGVDTAAVGGVFDISNADRG®
CBGTGGVDTAAVGGVFDISNADRG?
CBGTGGVDTAAVGGVFDISNADRG?
C2GQAVEDLMPAQK®®
C2GQAVEDLMPAQK®®
C2GQAVEDLMPAQK
C2GQAVEDLMPAQK

39
69
70
29
17
77
53
80

84
13
82

26
92
78
74
64
54
12
36

53
80
50
29
99
106
136
28
28
37
37

908.9413
908.9436
908.9444
912.9391
912.9439
912.9467
553.2754
829.4221

908.9439
912.9466
829.4213

417.7237
501.7526
754.3496
754.3510
908.9408
553.2747
829.4217
413.6961
439.2375

553.2754
829.4221
389.8534
413.7015
712.3486
989.9751
989.9783
651.2921
651.8182
651.8192
652.3103

NNNWWNDNNN N BB NWhArRAAAPAMADS

NNPNNNNWONWDNDW




153

17

18

Creatine kinase, testis isozyme
isoform X1

Ornithine carbamoyltransferase,
mitochondrial

40S ribosomal protein S4
brain creatine kinase b

creatine kinase B-type isoform X2

Creatine kinase, testis isozyme

creatine kinase, testis isozyme
isoform X1

1020410399

657533569

734631411

RS4_ICTPU
27545193

831560435

225704742

1020410399

360

60

79

27
256

169

119

196

14

17

14

13

@OTEL \VWVNEEDHLR®®
@SECTGLTK @Y

C2RGTGGVDTAAVGGVFDISNADRG®
CP¥GTGGVDTAAVGGVFDISNADRG?

C2GQAVEDLMPAQK &9
C2GQAVEDLMPAQK
C2GQAVEDLMPAQK

130/ SGLCDIVLAR™Y
@25 VFPEAENR®?

“IDFSSEEIKR®Y
@19g) VFPEAENRG?®)

@) AWVSIPR 40

EDELLDPVIEDR®®
EDELLDPVIEDR®®

UNGGDDLDPNYVLSSR®)

@HTELVWVNEEDHLR®®

CDETGGVDTAAVGGVFDISNADRGY

@9 | VEMEKC®

UNGGDDLDPDYVLSSR®)

@HTFLVWVNEEDHLR®?

CDETGGVDTAAVGGVFDISNADRG

@9 | VEMEKE®

UNGGDDLDPNYVISSR®)
@HTELVWVNEEDHLR®®)
@9 | VEMEK G

@9TE VWVNEEDHLR®®
@OTELVWVNEEDHLR®®)
@PECTGLTK @Y

CBGTGGVDTAAVGGVFDISNADRG?

C2GQAVEDLMPAQK
C2GQAVEDLMPAQK
C2GQAVEDLMPAQK

82
20
92
126
38
38
38

16
43

27
54

27

64
65
62
21
72
35

40
21
72
35

62
21
35

41
25
21
86
51
51
48

829.4213
413.6956
712.3469
989.9750
651.2983
651.8090
652.3023

658.3724
581.2946

555.7741
581.3003

414.2089

599.8167
599.8180
754.3560
553.2756
989.9817
439.2349

754.3560
553.2756
989.9817
439.2349

754.3560
553.2756
439.2349

553.2845
829.4258
413.7039
989.9764
651.3030
651.8196
652.3070
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19

20

DNA helicase MCM9

Major seminal plasma glycoprotein

Major seminal plasma glycoprotein
PSPII

Protein spire homolog 2

Extracellular matrix protein 2

Malate dehydrogenase

Malate dehydrogenase

Cleft lip and palate transmembrane
protein 1 homolog

Mitochondrial ATP synthase
subunit gamma

Phosphate carrier protein,
mitochondrial

Phosphate carrier protein,
mitochondrial isoform X1

Radial spoke head 1 homolog

MCM9_DANRE
PSP1_PIG

PSP2_PIG

SPIR2_DANRE

ECM2_MOUSE
343459137

197632449

CLPT1_DANRE
323650056

765159280

736156395

657581789

27
151

41
209

164

54

93

74

61

18

30

14

@9 svGSIPR???

CHLTDDYGTIFTYK®)
CHLTDDYGTIFTYK®)
(DEYVEILEGAPGSK®

CIDTSGSISNTDRY

4HCGSNAAK ™)

@K TMIILRYE®)

U2\/EGVTTLDIVR®
@IANAFVAELK®Y
QEAGTEVVK®

EAGAGSATLSMAYAGAR®®

8D VADAMDELK®™

N/FGVTTLDIVR®™®
D ANAFVAELK (18

@1EFPADQLSALTAR®
(219 EFPADQLSALTAR®
@2AGAGSATLSMAYAGAR®?

CNDIQFWNSR®)

@O\ YGTGALALYEK®®
(AHLLIGVTSDR®Y

CISIGNGFAVTVR!®
CISIGNGFAVTVR®
QTQPGYANTLR®®
@G\ \VPLWMRE®

8)QTKPGYANTLR®®
CUGVVPLWMR®

19 GEYEGGR®
E)YEGSWVEDLR®®

27

87
75
50

64

28

41

60
33
48
29
40

60
33
42
39
29

28

37
17

18
18
33
41

33
41

38
23

414.2089

718.8486
718.8489
696.3511

576.7556

423.2256

494.2974

610.3550
481.7668
537.2918
735.8556
560.7803

610.3550
481.7668
759.4015
759.4033
735.8556

590.3110

642.8458
555.8112

560.8096
561.3023
681.3561
487.2695

681.3561
487.2695

440.7106
627.2872

N NNDNNDN NNDNNDDN N N NN N
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21

22

23

14-3-3 protein beta/alpha-1

GTP-binding nuclear protein Ran

Proteasome subunit alpha type-7

Tubulin alpha chain

Tubulin beta chain

Protein ABHD14A-like isoform X2

Solute carrier family 25 alpha,
member 5

Solute carrier family 25 alpha,
member 5

14-3-3 C2 protein

143B1_ONCMY

RAN_CARAU
PSA7_CARAU

TBA_ONCKE

TBB_PSEAM

1020466340

81157907

81157907

185134281

130

44
59

34

58

109

120

22

14

16

YDDMAAAMK®?
“INLLSVAYK®)
DVISSIEQK®®
128y SEVASGDSK %
IPMQPTHPIR
C¥PSTLIMQLLR®?

2 VL VGDGGTGK?®

WBALLEVVQSGGK @)
@DNIELAVIR®Y

@) HEPLATYAPVISAEK 0
@) HEPLATYAPVISAEK 0
®3\VGINYQPPTVVPGGDLAKE™

@2EPGQLNADLR®Y
@2EPGQLNADLR®Y
@2EPGQLNADLR®Y
@I AVNMVPFPR®?)

OMMNFFRNR®
@4OHACYMDKPR®¥

DT AVAPIER®Y
WAAAYFGIYDTAK®®

UODFLAGGISAAISK®
DT AVAPIER®Y
WAAAYFGIYDTAK®?

9YDDMAASMK®?
OEVTEQGGELSNEER™Y
UINLLSVAYK“)
CBDSTLIMQLLR®?

28
29
30
70
44
57

44

56
28

34
17
16

24
24
26
58

28
29

63
15

20
64
27

16
27
27
49

524.2068
454.2616
452.2570
578.2785
370.8473
603.3297

508.2852

550.8148
464.2807

586.3179
878.9966
912.9977

565.2905
565.8040
566.2966
580.3220

574.2813
597.8021

428.7457
610.2990

625.3414
428.7460
610.3012

524.2104
788.8753
454.2617
603.3282

NN N DD DN DN DN DN DN DN NWNDPNDDNN
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YDDMAAAMK® 30 5242104 2

@)SVTEQGVELSNEER™ 71 788.8753 2

GANLLSVAYK 27 4542617 2

6\/1SSIEQK®® 24 4522557 2

128y SEVASGDAK®® 49 570.2801 2

CBDSTLIMQLLR®?? 49  603.3282 2

14-3-3 protein beta/alpha—A—Iike 831293865 135 16 (lg)YDDMAAAM K(27) 32 524.2058 2
yDDMAAAMK® 30 5242104 2

@) AVTEEGNELSNEER®Y 27 788.8753 2

GANLLSVAYK 27 4542617 2

CBDSTLIMQLLR®? 49 603.3282 2

14-3-3 protein beta/alpha—B 47085905 196 19 (lg)YDDMAAAM K(27) 32 524.2058 2
yppMAAAMKED 30 5242104 2

GANLLSVAYK®? 27  454.2617 2

6U\/ISSIEQK®® 24 452.2557 2

128y SEVASGDSK®®® 65 578.2776 2

CDSTLIMQLLR®? 49  603.3282 2

14-3-3 protein zeta-like 657528212 100 10 @ONLLSVAYK® 27  454.2617 2
®\v/LSSIEQK ™ 68  452.2557 2

CDSTLIMQLLR®® 49 603.3282 2

Adenylate kinase 1-2 222088001 117 12 WOIIFVVGGPGSGK Y 61 5658299 2
SOATEPVIAFYEGR®) 66 676.8440 2

Glutathione S-transferase Mu 3 229366462 124 13 T91vQSNAIMR™® 59 524.2824 2
CNVDLLENQSMDFR®® 22 7418434 2

BOOFSDFLGDR™¥ 43 5427521 2

BOQFSDFLGDR™¥ 43  543.3162 2

Parkin coregulated gene protein 734600447 115 22 GCIERPSKPTTER®Y 29 406.8839 3
42/ QHLVMSGDMVGESLVPYYR®? 25 803.7350 3

USQILPILNIFK®™ 16  599.8795 2

2%y GGEDAFINIK®® 44  613.8079 2

2%y GGEDAFINIK®® 44 6143128 2
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25

26

Proteasome subunit alpha type-7 A-
1

Tyrosine 3-
monooxygenase/tryptophan 5-
monooxygenase activation protein,
beta polypeptidelike

Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase isozyme L1
Adenylate kinase 1-2

Glutathione S-transferase Mu 3

Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase isozyme L1

Adenylate kinase isoenzyme 1

Adenylate kinase isoenzyme 1

Adenylate kinase isoenzyme 1

575523593

938059286

734638733

222088001

229366462

734638733

551517218

551517218

551517218

158

139

114

144

84

88

175

135

134

13

22

10

19

20

17

23

WBUALLEVVQSGGK*®™
AN IELAVIRY®
COEIETLVAEIEK®Y

)YDDMASAMK®?
C)EVTEQGGELSNEER®®
GONLLSVAYK®
©O\/1SSIEQK ™)
IDSTLIMQLLR®®

O\ AGDSEVYFLK®
O\ AGDSEVYFLK®
“YFLDETANMSADDR®™®

O IFVVGGPGSGK Y
CAyYGYTHLSSGDLLR!*Y
SOATEPVIAFYEGR®)

701vQSNAIMR™
N\V/DLLENQSMDFR®®
CVDLLENQSMDFR®®

“YFLDETANMSADDR®™®

“NIFVVGGPGSGK
®IGFLIDGYPR®?
LIRLDLY YK

OATEPVIAFYEGR®®

W IFVVGGPGSGK®
EGELIDGYPR®?
EGELIDGYPR®"

8 ATEPVIAFYEGR™ "

O FVVGGPGSGK Y
O IFVVGGPGSGK Y
Ay GYTHLSSGDLLR®*Y
CIGFLIDGYPR®"
ISOATEPVIAFYEGR®)

52
48
58

16
27
27
24
49

40
40
74

54
32
58

59
24
24

88

51
35
17
71

56
23
23
56

31
53
39
25
18

550.8175
464.2815
637.3466

524.2104
788.8753
454.2617
452.2557
603.3282

613.8079
614.3128
750.8205

565.8312
494.5790
676.8472

524.2806
741.3680
741.8435

750.8170

565.8306
519.2701
485.7685
676.8431

565.8291
518.7832
519.2711
676.8454

565.8321
565.8326
494.5800
519.2731
676.8439

NN NDWOWN NDRDDN DD DN
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28

30

DNA helicase MCM9

Parkin coregulated gene protein

Small fragment nuclease
Translin
DNA helicase MCM9

Nucleoside diphosphate kinase B-
like

657580865

734600447

37590357

551502979

657580865

734627720

56

81

59

62

56

79

14

10

19

199 TVGSIPRZ
GO AEAHCR®®

CIERPSKPTTFR™
N QPVIPQLIIPIK !
NQPVIPQLIIPIK !
Y GGEDAFINIK®®

OSGLTQAVR"
@32 DVSTIK®?
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