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RESUMO

A presente tese teve dois objetivos: Estudo 1) descrever o proteoma do musculo Pectoralis Major,
testiculo, epididimo e glandula acesséria submetidos a diferentes niveis contendo anacédrdico de
célcio e dcido citrico, assim como, andlise histoldgica do testiculo de codornas europeias (Coturnix
coturnix coturnix) utilizando a espectrometria de massas. Estudo 2) descrever o proteoma do tecido
testicular de codornas europeias (Coturnix coturnix coturnix). Para isso, 63 codornas europeias, no
periodo de 21 semanas de idade, foram distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado
de nove tratamentos e sete repeti¢cdes. Os tratamentos consistiram em: T1- racdo sem adicdo do
anacardato de célcio (ANC); T2- ra¢do com adicao de 0,25 % de ANC; T3- racdo com adi¢do de
0,25 % de ANC e 0,25 % de acido citrico (AC); T4- ragdo com adi¢ao de 0,50 % de ANC; T5-
racdo com adi¢ao de 0,50 % de ANC e 0,25 % de AC; T6- racao com adi¢do de 0,50 % de ANC e
0,50 % de AC; T7- ragdo com adi¢do de 0,75 % de ANC; T8- racao com adicao de 0,75 % de ANC
e 0,25 % de AC; T9- racdo com adicdo de 0,75 % de ANC e 0,50 % de AC. Apés o abate dos
animais, foram pesadas e feitas mensuragdes, posteriormente, liofilizados, procedendo a realizacao
da extracdo de proteinas, seguidas de digestdo triptica, eletroforese 1 D e andlise dos peptideos por
LC-MS/MS. Foram identificadas 64 proteinas no gel do misculo, 44 proteinas testiculo, 60
proteinas epididimo e 66 proteinas glandula acesséria. Os tratamentos contendo a partir 0,50%
anacardato de cdlcio e 0,25% de 4cido citrico apresentaram maior intensidade na expressao de
proteinas no tecido testicular, tendo como proteinas: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,
Tudor domain-containing protein 7, Myosin-binding protein C, fast-type, Ubiquitin-40S ribosomal
protein S27a, Heat shock protein HSP 90-alpha, Superoxide dismutase [Cu-Zn], Ubiquitin-
conjugating enzyme E2 variant 2, Creatine kinase B-type, Peroxiredoxin-1, dentre outras. O
presente trabalho sugere que a inclusdo dos 4cidos na dieta de codornas deve ser utilizada de 0,25
% a 0,50% de anacardato de calcio associado a 0,25% de 4cido citrico. Para o estudo 2, apds o
abate dos animais, os tecidos do tratamento controle foram coletados, liofilizados, procedendo a
realizacdo da extracdo de proteinas, seguidas de digestdo triptica, dessanilizacdo e andlise dos
peptideos por LC-MS/MS. Nessa categoria foram identificadas 2.784 proteinas, no qual heat shock
proteins, tubulin, creatine kinase, actina, ATP synthase, transitional endoplasmic reticulum
ATPAse, pyruvate, endoplasmin e glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase foram confirmadas

como as mais abundantes. Os dados foram analisados com o auxilio de ferramentas de



bioinformética de acordo com a miRNAs através de selecio dos genes, ontologia génica,
agrupamento de proteinas, intera¢do proteina-proteina e vias metabdlicas. O upload de 2784
cddigos de acesso Uniprot através da plataforma DAVID correspondeu a 1.563 genes, que estavam
relacionados principalmente a ligacdo de ATP, constituinte estrutural de ribossomo, tradugao,
dentre outros. O trabalho fornece a primeira caracterizacdo do proteoma do tecido testicular de

codornas europeias.

Palavras-chave: tecido testicular; protedmica; antioxidante; reproducao.



ABSTRACT

The present thesis had two objectives: Study 1) describe the proteome of the Pectoralis Major
muscle, testis, epididymis and accessory gland subjected to different levels containing anacardic
calcium and citric acid, as well as, histological analysis of the testis of European quails (Coturnix
coturnix coturnix ) using mass spectrometry. Study 2) describe the proteome of the testicular tissue
of European quails (Coturnix coturnix coturnix). For this, 63 European quails, aged 21 weeks, were
distributed in a completely randomized design of nine treatments and seven replications. The
treatments consisted of: T1- food without the addition of calcium anacardate (ANC); T2- food with
addition of 0.25% ANC; T3- food with addition of 0.25% ANC and 0.25% citric acid (CA); T4-
food with addition of 0.50% ANC; T5- food with addition of 0.50% ANC and 0.25% AC; T6- food
with addition of 0.50% ANC and 0.50% AC; T7- food with addition of 0.75% ANC; T8- food with
addition of 0.75% ANC and 0.25% AC; T9- ration with addition of 0.75% ANC and 0.50% AC.
After slaughtering the animals, they were weighed and measurements were taken, subsequently
lyophilized, proceeding with protein extraction, followed by tryptic digestion, 1 D electrophoresis
and analysis of the peptides by LC-MS/MS. We identified 64 proteins in the muscle gel, 44 testis
proteins, 60 epididymis proteins and 66 accessory gland proteins. Treatments containing 0.50%
calcium anacardate and 0.25% citric acid showed greater intensity in the expression of proteins in
testicular tissue, with the following proteins: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, Tudor
domain-containing protein 7, Myosin -binding protein C, fast-type, Ubiquitin-40S ribosomal
protein S27a, Heat shock protein HSP 90-alpha, Superoxide dismutase [Cu-Zn], Ubiquitin-
conjugating enzyme E2 variant 2, Creatine kinase B-type, Peroxiredoxin-1, among others. The
present work suggests that the inclusion of acids in the quail diet should include 0.25% to 0.50%
of calcium anacardate associated with 0.25% of citric acid. For study 2, after the slaughter of the
animals, the tissues from the control treatment were collected, lyophilized, proceeding with protein
extraction, followed by tryptic digestion, desalination and analysis of the peptides by LC-MS/MS.
In this category, 2,784 proteins were identified, in which heat shock proteins, tubulin, creatine
kinase, actin, ATP synthase, transitional endoplasmic reticulum ATPAse, pyruvate, endoplasmin
and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase were confirmed as the most abundant. The data
was analyzed with the aid of bioinformatics tools according to miRNAs through gene selection,

gene ontology, protein grouping, protein-protein interaction and metabolic pathways. The upload



of 2784 Uniprot access codes through the DAVID platform corresponded to 1,563 genes, which
were mainly related to ATP binding, structural constituent of the ribosome, translation, among
others. The work provides the first characterization of the proteome of European quail testicular

tissue.

Keywords: testicular tissue; proteomics; antioxidant; reproduction.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

Os extratos vegetais tém se tornado uma realidade como aditivo nas dietas de aves, podendo
exercer diferentes func¢des, sendo uma delas antioxidante. A propriedade antioxidante dos produtos
de origem vegetal se deve, sobretudo a seus compostos fendlicos (SILVA et al., 2010). Os
compostos fendlicos sdo metabdlitos secunddrios sintetizados pelos vegetais tanto durante seu
desenvolvimento normal, quando em resposta a condicoes de estresse (HAMAD & MUBOFU,
2015). Nesse cendrio, um composto fenélico amplamente estudado devido a sua atividade
antioxidante € o dcido anacérdico, encontrado nas diferentes partes do cajueiro (Anacardium
occidentale L.) e em maior propor¢do na castanha do caju (TREVISAN et al., 2006). Muitos
estudos destacaram o efeito sinérgico de diferentes antioxidantes quando administrados em
combinacao (POSTAIRE et al., 1997; MARRAZZO et al., 2019; ANGELONI et al., 2020), assim,
outro antioxidante utilizado na avicultura para melhorar o desempenho das aves é o 4cido citrico.
A principal a¢do do dcido citrico € a reducao do pH gastrico, fazendo com que as enzimas possam
atuar em um ambiente adequado, também € metabolizado através do ciclo do édcido citrico como
fonte de energia (PARTANEN & MROZ, 1999).

Alimentos com propriedade antioxidante sdo essenciais na remog¢do de radicais livres e
atuam em sinergia com as enzimas antioxidantes: superéxido dismutase, glutationa peroxidase e
catalase (SURAI, 2020), diminuindo assim a formacgdo de radicais lipidicos, melhorando a
qualidade da carne (ESTEVEZ & PETRACCI, 2019), o desempenho produtivo e reprodutivo
(SURAI et al., 2019). Nesse cenario, estudos utilizando espectrometria de massa geraram mapas
proteomicos detalhados de tecidos muscular e testicular de animais de produgdo. Apesar do notdvel
conhecimento disponivel sobre os perfis proteicos do tecido muscular e testicular de alguns
animais, ha informacdes limitadas sobre o proteoma em resposta ao uso de antioxidantes. A
hipétese do trabalho que o anacardato de célcio associado ao dcido citrico na alimentacdo de
codornas (Coturnix coturnix coturnix), possa induzir alteragdes nas proteinas tecidual no testiculo,
epididimo, glandula acesséria e musculo (Pectoralis major), morfolégicas e histoldgicas no

testiculo de codornas.
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2. CAPITULO I: ABORDAGEM PROTEOMICA DO MUSCULO PECTORALIS
MAJOR E TESTICULO, EPIDIDIMO E GLANDULA ACESSORIA DE
CODORNAS EUROPEIAS (COTURNIX COTURNIX COTURNIX) ALIMENTADAS
COM ANACARDATO DE CALCIO E ACIDO CITRICO
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Abordagem protedmica do misculo Pectoralis Major, testiculo, epididimo e glandula
acessoria de codornas europeias (Cofurnix coturnix coturnix) alimentadas com anacardato

de calcio e acido citrico

RESUMO

O trabalho teve dois objetivos: 1) descrever o proteoma do tecido muscular Pectoralis Major,
testiculo, epididimo e glandula acesséria de codornas europeias (Coturnix coturnix coturnix)
submetidos a diferentes niveis de anacardato de cdlcio e 4cido citrico. 2) andlise histoldgica do
tecido testicular de codornas europeias submetidos a diferentes niveis de anacardato de célcio
associado ou ndo ao 4cido citrico. Foram abatidas 63 codornas europeias machos com 21 semanas
de idade, ofertado racao com diferentes tratamentos contendo 0,25 a 0,75 % de anacardato de cdlcio
e 0,25 a 0,50 % de acido citrico. Posteriormente, os animais foram abatidos, apds a extracdao das
proteinas dos tecidos foram separadas por eletroforese unidimensional e identificadas por
espectrometria de massa. Em média, um total de 26 bandas no gel do musculo, 24 bandas no gel
testiculo, 25 bandas no gel epididimo e 27 bandas no gel glandula acessoria foram identificados
por espectrometria de massa. Identificando um total de 64 proteinas no gel do musculo, 44
proteinas testiculo, 60 proteinas epididimo e 66 proteinas glandula acessoria, a dieta ndo apresentou
efeito sobre a intensidade bandas de proteinas no musculo Pectoralis Major, epididimo e glandula
acessoria de codornas (Coturnix coturnix coturnix). Os tratamentos contendo a partir de 0,50%
anacardato de cdlcio e 0,25% de 4cido citrico apresentaram maior intensidade na expressao de
proteinas. As proteinas em destaque foram Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, Tudor
domain-containing protein 7, Myosin-binding protein C, fast-type, Ubiquitin-40S ribosomal
protein S27a, Heat shock protein HSP 90-alpha, Superoxide dismutase [Cu-Zn], Ubiquitin-
conjugating enzyme E2 variant 2, Creatine kinase B-type, Peroxiredoxin-1, Triosephosphate
isomerase, Apolipoprotein A-I, L-lactate dehydrogenase A chain, Actin, cytoplasmic 1 e
Endoplasmin. Concluindo que a inclusdo dos dcidos na dieta de codornas deve ser utilizada de 0,25
% a 0,50% de anacardato de calcio associado a 0,25% de acido citrico.

Palavras-chaves: Espectrometria de massa; dieta; antioxidante, proteoma; sistema reprodutor.
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Proteomic approach of the Pectoralis Major muscle and testis, epididymis and accessory
gland of European quails (Coturnix coturnix coturnix) fed with calcium anacardate and

citric acid

ABSTRACT

The study was two objectives: 1) to describe the proteome of the Pectoralis Major muscle tissue,
testis, epididymis and accessory gland of European quail (Coturnix coturnix coturnix) subjected to
different levels of calcium anacardate and citric acid. 2) histological analysis of testicular tissue
from European quails subjected to different levels of calcium anacardate associated or not with
citric acid. 63 21-week-old male European quails were slaughtered and offered feed with different
treatments containing 0.25 to 0.75% calcium anacardate and 0.25 to 0.50% citric acid.
Subsequently, the animals were slaughtered, after extraction of proteins from the tissues, they were
separated by one-dimensional electrophoresis and identified by mass spectrometry. On average, a
total of 26 bands in the muscle gel, 24 bands in the testis gel, 25 bands in the epididymis gel, and
27 bands in the accessory gland gel were identified by mass spectrometry. Identifying a total of 64
proteins in the muscle gel, 44 testis proteins, 60 epididymis proteins and 66 accessory gland
proteins, the diet showed no effect on the intensity of protein bands in the Pectoralis Major muscle,
epididymis and accessory gland of quail (Coturnix coturnix coturnix). Treatments containing from
0.50% calcium anacardate and 0.25% citric acid showed greater intensity in protein expression.
The highlighted proteins were Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, Tudor domain-
containing protein 7, Myosin-binding protein C, fast-type, Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a,
Heat shock protein HSP 90-alpha, Superoxide dismutase [Cu-Zn], Ubiquitin-conjugating enzyme
E2 variant 2, Creatine kinase B-type, Peroxiredoxin-1, Triosephosphate isomerase, Apolipoprotein
A-I, L-lactate dehydrogenase A chain, Actin, cytoplasmic 1 and Endoplasmin. Concluding that the
inclusion of acids in the quail diet should include 0.25% to 0.50% of calcium anacardate associated

with 0.25% of citric acid.

Keywords: Mass spectrometry; diet; antioxidant, proteome; reproductive system.
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2.1 Introducao

Os compostos de extratos vegetais exercem efeitos favordveis para saide e desempenho
animal (BATIHA et al., 2020), o 4cido anacdrdico é um extrato vegetal amplamente estudado
devido a sua atividade antioxidante. Podendo ser encontrado em diferentes partes do cajueiro
(Anacardium occidentale L.) principalmente na castanha de caju (TREVISAN et al., 2006;
HAMAD & MUBOFU, 2015). Na alimentacao de aves o dcido anacardico € utilizado na forma de
anacardato de célcio (ANC) (HOLLANDS et al., 2016), podendo ser adicionado a racdo até 1%,
considerando um periodo de 21 semanas de idade para codornas (SANTOS, 2014) e 42 dias para
frango de corte (CRUZ, 2015). A utilizacdo desse dcido apresenta efeito positivo na prevencao de
lesdes provocadas por coccidiose (TOYOMIZU et al., 2003), capacidade antioxidante relacionada
a inibi¢do da formacdo de superdxidos e xantina oxidase, no entanto, se consumido em excesso,
pode levar a problemas de toxidade (TREVISAN et al., 2006; ACHANATH et al., 2010).

As aves possuem grande quantidade de dcidos graxos poli-insaturados (PUFAs),
susceptiveis ao ataque de radicais livres que degradam lipidios, proteinas e nucleos de DNA. Os
PUFAs sao degradados causando reacdo em cadeia, podendo prejudicar o desempenho produtivo
e reprodutivo (SURAI, 2016). Sendo assim, a inclus@o de antioxidantes naturais pode ser uma
alternativa vidvel na nutri¢ao de aves, podendo atuar em sinergia com enzimas antioxidantes como
dismutase de superéxido, glutationa peroxidase e catalase (SURAI, 2020). O 4cido citrico também
€ utilizado na avicultura, substituindo os antibidticos tendo como o principal efeito a redugdo do
pH gastrico, proporcionando um ambiente adequado a enzimas, sendo metabolizado através do
ciclo do 4cido citrico (PARTANEN & MROZ, 1999). O efeito sinérgico de diferentes compostos
naturais tem a¢do positiva no desempenho animal (ANGELONI et al., 2020).

Considerando que as informacdes genOmica permanecem constantes durante a vida do
animal, os produtos génicos como proteinas alteram seus niveis de expressao regulada por uma
infinidade de fatores fisioldgicos e ambientais (ZAMPIGA et al., 2018). Com os avancos das
tecnologias, a espectrometria de massa € aplicada rotineiramente para identificar e quantificar o
proteoma de diferentes tecidos, melhoraram assim, a compreensao sobre os processos biolégicos
(PAN et al., 2012). Dentro desse contexto, objetivou-se analisar os proteomas dos tecidos musculo

(Pectoralis Major), testiculo, epididimo, glandula acesséria e andlise histolégica do tecido
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testicular de codornas europeias (Coturnix coturnix coturnix) submetidas a diferentes niveis de

anacardato de célcio associado ou ndo ao 4cido citrico na ragdo.

2.2 Material e Métodos

2.2.1. Animais e delineamento experimental

Todos os procedimentos foram revisados e aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Ceard (CEUA/UFC/2552250718/ 2018). O
experimento foi conduzido no Setor de Avicultura (DZ/CCA/UFC), utilizando 63 codornas
europeias machos de 21 semanas de idade, alojadas em um galpdo convencional de producdo,
provido de gaiolas de arame galvanizado medindo (35 x 25 x 20 cm) com capacidade de cinco
codornas por gaiola, dispostas em sistema piramidal e equipadas com comedouro linear tipo calha
e bebedouro tipo nipple. As aves foram selecionadas com base no peso corporal, distribuidos
uniformemente nas gaiolas, utilizando um delineamento inteiramente casualizado com nove
tratamentos e sete repeticdes, unidade experimental constituida de quatro fémeas e um macho.

O 4cido anacérdico foi adicionado as dietas na forma de anacardato de célcio, um produto
intermedidrio do processo de obten¢do do dcido puro, oriundo do liquido extraido da castanha de
caju (LCC). Foi adicionado 550 ml do LCC em um Becker de 4 L com 150 ml de 4gua destilada
e 2850 ml de etanol a 99,5 °C, aquecida e agitado até 50 °C, permanecendo nessa condi¢ao por 4
horas e mantendo essa temperatura constante (TREVISAN et al. 2006). Em intervalo de 10 minutos
foram incorporados a mistura 250 g de hidréxido de célcio. O acido anacéardico presente no LCC
reage com o hidroxido de calcio formando o anacardato de célcio, que se precipita no fundo do
recipiente separando-se dos demais componentes da mistura, ficando posteriormente, em
decantacdo por 1 hora em temperatura ambiente, logo em seguida, o sobrenadante foi retirado e
adicionado 800 ml de etanol, a mistura foi submetida as mesmas condi¢des de agitacdo e
aquecimento por 1 hora. Procedeu-se a decantacdo por 1 hora e retirada do sobrenadante,
procedimento realizado outra vez para obter uma lavagem mais eficaz (PARAMASHIVAPPA et
al., 2001). Posteriormente, realizou-se a secagem em estufa de ventilacdo forcada a 55°C por 72

horas, moido e peneirado, procedimentos realizados no Laboratério de Extracdo (LAEX) da UFC.
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Os tratamentos aplicados foram: 0,0% sem adicdo de aditivo (tratamento 1 controle); 0,25
% de anacardato de calcio (tratamento 2); 0,25 % de anacardato de célcio e 0,25 % de 4cido citrico
(tratamento 3); 0,50 % de anacardato de calcio (tratamento 4); 0,50 % de anacardato de célcio e
0,25 % de acido citrico (tratamento 5); 0,50 % de anacardato de calcio e 0,50 % de acido citrico
(tratamento 6); 0,75 % de anacardato de calcio (tratamento 7); 0,75 % de anacardato de célcio e
0,25 % de acido citrico (tratamento 8); 0,75 % de anacardato de calcio e 0,50 % de acido citrico
(tratamento 9). As dietas experimentais foram formuladas para serem isonutrientes e isoenergéticas
(Tabela 2) (COSTA & SILVA, 2009), para o célculo das dietas foi considerado valores
nutricionais dos ingredientes proposto por Rostagno et al. (2011).

Duragdo do experimento foi de 210 dias, durante todo o periodo experimental foram
oferecidas ragdo e dgua a vontade. Utilizou-se o programa de luz de 16 horas (natural e artificial).
Ao final os animais foram pesados e um macho de cada parcela foi selecionado para avaliacdo dos
tecidos. Os 63 animais foram abatidos por deslocamento cervical, procedendo posteriormente, a
dissecacdo e retirada dos tecidos miusculo Pectoralis Major, testiculos, epididimo e glandula
acessoria. Um dos testiculos foi separado para a histologia, pesados e medidos (comprimento e
diametro) (Tabela 1). As demais amostras foram congeladas em nitrogénio liquido, liofilizadas

(aproximadamente 24 horas), maceradas e armazenadas a -20°C.

2.2.2 Extracao de proteinas

Utilizou-se 10 mg das amostras liofilizada do musculo (Pectoralis Major), testiculo,
epididimo e glandula acessdria, foram ressuspendidas em 500 ul de solugdo de lise Triton X-100
de 0,1%, homogeneizados no “vortex” e mantidos a 4° C por 1 hora sobre leve agitacdo a cada 10
minutos. Em seguida adicionado 400 pl tampao de amostra (7 M ureia, 2 M tioureia, 40 mM
ditiotreitol, 4% 3-[(3-colamidopropil) dimetilamonio]-1-propanossulfonato) sonicadas por 1
minuto. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 4° C a 12.000 g, o

sobrenadante reservado para quantifica¢do, pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

2.2.3 Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE)
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Para eletroforese utilizou-se amostras de 50 pug de proteinas do misculo, 20 pug do testiculo,
60 pg do epididimo e 60 pg da glandula acesséria, respectivamente, realizadas separadamente, no
entanto, seguindo o mesmo procedimento descrito abaixo.

As amostras foram ressuspendidas (1:1) com o tampao de amostra (0,125 M Tris-HCI, pH
6,8, 4% SDS, 20% (v/v) glicerol, 1, 0,2 M de DTT, 0,02% de azul de bromofenol), aquecidas em
dgua por 90 segundos e aplicadas nos pocos do gel de poliacrilamida a 12,5%, utilizando o sistema
SE 600 RubyTM (GE Life Sciences, EUA), sobre correntes de 25 mA/ gel, 500 V e 90 W. Em
seguida, os géis foram corados com soluc¢do azul brilhante de Coomassie (GE Healthcare®, EUA)
por 12 horas, seguido de descolora¢do com solucdo contendo metanol (40%) e 4dcido acético (7%),
escaneado a 300 dpi (Scanner Imagem, GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA) e analisados
utilizando Software Quantity One®, versio 4.6.3 (Bio-Rad, Rockville, MD, EUA). As bandas
foram identificadas, combinadas para determinar peso molecular e intensidade utilizando marcador

molecular Amersham™ ECL™ Rainbow ™ Marker — Full Range.

2.2.4 Espectrometria de massa (ESI-Q-TOF) e busca de dados

As bandas proteicas separadas por eletroforese foram recortadas do gel (~1 mm) e
submetidas a digestdo por tripsina (FERNANDES et al., 2018). Resumidamente, as bandas foram
descoradas com 25 mM de bicarbonato de amodnio (pH 8,0) em solucdo de acetonitrila 50 %,
desidratada por acetonitrila por 5 minutos e desnaturada sob solu¢do DTT (10 mM). Os peptideos
foram alquilados com iodoacetamida (50 mM) por 30 minutos e digeridos com tripsina (Promega,
Madison, WI, EUA) a 37 °C, por 20 horas. Ressuspendido em 4cido féormico a 5% e acetonitrila
50 % concentrado em microtubos usando um concentrador de vacuo de velocidade (Eppendorf,
Hauppauge, NY, EUA). Em seguida, foram injetados em um sistema nanoAcquityTM (Waters
Corp., Milford, MA, EUA), usando uma coluna BEH300 C18 (100 um x100 mm) e eluidos a 600
pL/minuto com um gradiente de acetonitrila (5 - 85%) contendo 0,1% de acido férmico. O sistema
de cromatografia liquida foi conectado a uma fonte de ioniza¢ao de massa de nanospray (SYNAPT
HDMS system, Waters Corp., USA).

O espectrometro de massa foi operado em modo positivo usando capilar 90°C e voltagem
capilar de 3,5 kV, calibrado com fragmentos de [Glul] -fibrinopeptideo B duplamente protonado

(m/z 785.84), o Lock-mass usado foi o ion intacto. O procedimento de LC-MS/MS foi realizado de
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acordo com o método de aquisi¢do dependente de dados (DDA), selecionando os ions precursores
MS/MS dupla ou tripla carga. Os {ons foram fragmentados por dissocia¢do de colisdo induzida
usando argdnio como gés de colis@o e energia de colisdo em rampa que variava de acordo com o
estado de carga do fon precursor selecionado. A aquisi¢dao de dados feita em um intervalo m/z de
300 - 1200 para os dados de pesquisa do MS e um intervalo m/z de 50 - 2500 para MS/MS. Os
dados foram coletados com o Software MassLynx 4.1 e processados usando o Protein Lynx Global
Server 2.4 (Global Server), sendo convertidos para arquivos de lista de picos (.pkl) e enviados para
o servidor MASCOT (Matrix Science, Londres, Reino Unido, v.2.6) para buscas no banco de dados

NCBIprot e SwissProt.

2.2.5 Ontologia génica, Interaciao entre proteinas

As proteinas identificadas em amostras do musculo Pectoralis Major, testiculo, epididimo
e glandula acessoria foram avaliadas de acordo com os termos da ontologia génica associadas a
processo bioldgico, funcdo molecular, componente celular e classe proteica, utilizando a
plataforma Panther (http://www.pantherdb.org/), obtidos da base de dados do UniProtKB
(BHATIA et al., 2009). As interagdes entre proteinas foram recuperadas do banco de dados

STRING, versdo 11.0, proteinas de busca e FDR 1%.

2.2.6 Histologia

Os testiculos foram fixados em solugdo de formaldeido a 4%, posteriormente, clivados para
a obtencdo de tamanhos proximos a 5 mm. Seguidos de etapas: lavagem (dlcool etilico a 50%),
desidratacao (alcool etilico a 50%, 70%, 90%, 100%), infiltracdo (historresina) e emblocamento
(historresina e hardener por 24 horas). Foram realizados cortes de 0,6 um seguido de coloragao
com solucdo azul de toluidina 1%. Para andlise das imagens utilizou-se software ZEN lite 2.1 e

ImagelJ 1.8.0. Foram analisados a quantidade de células, comprimento e didmetro testicular.

2.2.7 Analise estatistica
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Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e teste de Duncan (P<0,05),

todas as andlises foram realizadas utilizando o programa R (versdo 3.4.4), a 5% de probabilidade.

2.3 Resultados

2.3.1 Dados morfométricos

A anidlise estatistica ndo houve diferenga significativa dos tratamentos sobre as varidveis
analisadas, como peso do testiculo, comprimento, didmetro, indice gonadossomético do testiculo

(IGS) e peso da codorna europeia submetida aos diferentes tratamentos (Tabela 1).

2.3.2 Analise histologica dos testiculos

A dieta com adicdo de anacardato de cdlcio e/ou associagdo com &cido citrico provocou
alteracdes nas células germinativas nos testiculos de codornas (Coturnix coturnix coturnix). O
grupo experimental contendo a partir de 0,50 % ANC associado ao AC apresentou alargamento
dos tibulos seminiferos, no entanto, a quantidade de células germinativas houve uma diminuigao.
O diametro dos tibulos seminiferos das codornas nao foi influenciado pelos tratamentos (p < 0,005)
(Tabela 1). Na Tabela 5 apresenta a quantidade de células presente no tibulo seminifero dos
testiculos de codornas europeias, niveis crescentes de ANC afetaram (p < 0,05%) o numero de
espermatogonias.

O tratamento contendo a partir de 0,75 % ANC associado com AC inibiu o citoesqueleto
normal da espermatogénese, podendo assim, diminuir a capacitacdo de colesterol pelas células de
Leydig e consequentemente diminui a sintese de testosterona. Muitas células germinativas
degeneradas e apoptéticas foram observadas, a membrana basal estava espessada e irregular.
Nesses tratamentos observou-se grande espaco no epitélio seminifero, onde alguns tdbulos
apresentaram ldmens contraidos, enquanto em outros tibulos a parede tubular apresentava
vactolos e espagos (Fig. 6. b, c,d e e).

A adicdo de 0,25 a 0,50 % de ANC e/ ou associado a 0,25 % de AC evidenciou estrutura e
organizacao celular normal nos tibulos seminiferos, com distribuicdao, maturagado e diferenciacdo
celular durante a produgdo de espermatozoides (Fig. 1. a). Os tratamentos ndo apresentaram

alteracdes morfoldgicas, desorganizagdo celular ou alteragdes na espermatogénese. Ao todo, o uso
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de niveis elevados de anacardato de calcio associado ou nido ao acido citrico leva a danos

histol6gicos no tecido testicular de codornas europeia.

2.2.3 Perfil protedmico do musculo Pectoralis Major

As proteinas identificadas nas amostras do musculo Pectoralis Major de codornas
(Coturnix coturnix coturnix) alimentadas com anacardato de calcio associado ao nido ao acido
citrico encontra-se na Tabela 3. A anilise de eletroforese SDS-PAGE, mostrou 26 bandas em
comum entre os tratamentos, respectivamente. Um total de 64 proteinas no gel foram identificadas
por espectrometria de massa, com peso molecular teérico que variam 10 a 225 kDa, ilustrada na
Fig. 1. A dieta ndo apresentou efeito sobre a intensidade das bandas de proteinas no musculo de
codornas (Coturnix coturnix coturnix).

As categorias e termos da ontologia génica para processo bioldgico, classes proteicas,
func@o molecular e componentes celulares de proteinas do musculo Pectoralis Major de codornas
(Coturnix coturnix coturnix) sdo mostrados na Fig. 2 a. Os principais processos bioldgicos foram
caracterizados como processos celulares, metabdlicos e resposta ao estimulo. Quanto as classes de
proteinas avaliadas pela plataforma Panther (http://www.pantherdb.org), as proteinas foram
identificadas como enzima de interconversdo de metabdlitos, chaperone e proteina do
citoesqueleto. As funcdes moleculares mais importantes relacionadas as proteinas identificadas sao
atividade catalitica e ligacdo; o componente celular definido principalmente como entidade
anatomica celular e complexos de proteinas. A andlise in silico utilizando a plataforma String

detectou multiplas interacdes envolvendo proteinas do musculo (Fig. 3 a).

2.2.4 Perfil protedomico do tecido testicular, epididimo e glindula acessoria

As proteinas identificadas no tecido testicular de codornas europeias (Coturnix coturnix
coturnix) alimentadas com diferentes niveis de anacardato de calcio e acido citrico, estdo
representadas na Tabela 4. O perfil eletroforético das proteinas no tecido testicular mostrou 24
bandas em comum entre todos os animais testados (Fig. 4).

Na comparacio entre os tratamentos para a intensidade de banda, 17 bandas de proteinas (1

ao 16, e 18) tiveram expressao afetada pela dieta. Observou-se baixa intensidade das bandas com
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tratamentos contendo adicao de 0,25 a 0,50% de anacardato de célcio associado ou ndo a 0,25 %
de 4cido citrico. Apresentaram maior intensidade os tratamentos contendo adicdo de 0,50 a 0,75%
de anacardato de calcio associado com 0,25 ou 0,50% ao acido citrico. O tratamento contendo
0,75% de anacardato de calcio associado a 0,50% de 4acido citrico, diferiu do tratamento controle
em todas as bandas. Seguido do tratamento com 0,75% de anacardato de cdlcio associado a 0,25%
de acido citrico (14 bandas diferentes) e o tratamento com 0,50% de anacardato de calcio associado
a 0,50% de acido citrico (7 bandas diferentes) (Fig. 5). Os tratamentos T6 (0,50% anacardato de
célcio (ACA) e 0,50% de 4cido citrico (A.C)), T8 (0,75% ACA e 0,25% A.C) e T9 (0,75% ACae
0,50% A.C) apresentaram uma maior intensidade na expressao de proteinas foram Glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase, Tudor domain-containing protein 7, Myosin-binding protein C, fast-
type, Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a, Heat shock protein HSP 90-alpha, Superoxide
dismutase [Cu-Zn], Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 2, Creatine kinase B-type,
Peroxiredoxin-1, Triosephosphate isomerase, Apolipoprotein A-I, L-lactate dehydrogenase A
chain, Actin, cytoplasmic 1 e Endoplasmin.

A identifica¢do do ESIQ-ToF das bandas foi de 44 proteinas, com peso molecular tedrico
que varia de 11 a 225 KDa. Entre as proteinas identificadas, 24 proteinas estdo localizadas no
citosol e funcdes relacionadas: atividade antioxidante (Banda 7, 8, 8, 10, 11, 12 e 13), ligacdo ligase
proteina ubiquitina (Banda 13 e 14), ligacdo de ion de zinco (Banda 14), vinculacdo ATP (Banda
9,12, 14, 15, 16), processo glicolitico (Banda 1, 4, 5, 14, 15), vinculagdo de actina (Banda 3),
processo metabolico piruvato (Banda 13) e processo catabdlico xenobiotico (Banda 12 e 13). As
demais fungdes das proteinas estdo relacionadas: vinculacdo de fons metabdlicos (Banda 6),
espermatogénese (Banda 2), processo biossintético do colesterol (Banda 13 e 14), dobramento de
proteinas (Banda 16), ubiquitina ligada a proteina K63 (Banda 8) e atividade D-threo-aldose 1
desidrogenase (Banda 18).

As proteinas foram agrupadas de acordo com ontologia génica para processo bioldgico,
classes proteicas, fungdo molecular e componentes celulares. Os principais processos bioldgicos
foram caracterizados como processos celulares, metabdlicos, resposta ao estimulo, reproducao e
localizagdo. As classes de proteinas identificadas foram enzima de interconversido de metabdlitos,
chaperone e proteina adaptadora. As funcdes moleculares sdo atividade catalitica e ligacdo; para o

componente celular entidade anatdmica celular e complexos de proteinas (Fig. 2 b). A andlise da
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rede proteica considerando o padrdo de expressdo entre grupos, indicou que as proteinas
interagiram entre-se estando relacionados com a estrutura do tecido testicular (Fig. 3 b).

O perfil protedmico do epididimo apresentou 25 bandas em comum, e identificou 60
proteinas, com peso molecular teérico que variou de 10 a 225 KDa. O perfil protedmico da glandula
acessoria mostrou 27 bandas e foram identificadas 66 proteinas, com peso molecular teérico de 12
a 225 KDa (Tabela suplementar). As amostras do epididimo e glandula acesséria nao
apresentaram diferenga significativa na intensidade das bandas em codornas (Coturnix coturnix
coturnix) submetidas as dietas contendo diferentes niveis de anacardato de calcio associado ou ndo
ao 4cido citrico.

As proteinas também foram agrupadas de acordo com ontologia génica, os principais
processos biologicos do epididimo foram processos celulares e localizacdo. As classes das
proteinas mais importante identificadas foram proteina do citoesqueleto, transferéncia/ transporte
e enzima de interconversdao de metabdlitos. Para a glandula acesséria os processos bioldgicos
foram: processo celular, resposta ao estimulo, regulacdo bioldgica e processo de organizacdo
multicelular. As classes das proteinas foram proteina do citoesqueleto, chaperone, proteina da
matriz extracelular e enzima de interconversio de metabdlitos. As fung¢des moleculares e
componente celular para ambas sdo atividade catalitica, ligacdo; e entidade anatdomica celular e
complexos de proteinas (Fig. 2 ¢ e d). A andlise da rede proteica do epididimo e glandula acesséria

indicou que as proteinas interagiram entre-se (Fig. 3 c ed).

2.4 Discussao

No presente trabalho, os tratamentos nao tiveram diferenca significativa (p < 0,005%) em
relacdo ao ganho de peso corporal (SANTOS, 2014; CRUZ, 2015; SILVA, 2019; FERREIRA et
al., 2023) e as medidas morfoldgicas do testiculo de codornas europeias, corroboram com os relatos
na literatura utilizando o ANC (FERREIRA et al., 2023). A estabilizagdo no peso testicular em
codornas acontece aos 60 dias de idade, 3,59 g respectivamente (SANTOS et al., 2012), podendo
ser por esse motivo que a dieta ndo afetou as medidas morfolégicas do testiculo. Os tubulos
seminiferos sofrem uma regressdo leve a extremo com um declinio no ndmero de espermatogonias
e espermdtides em galos senescentes, como resultado de maior estresse oxidativo (NASIRIKHAH

et al., 2019).
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Rocha (2022) avaliou os efeitos da adicdo do ANC associado com o AC em ragdes para
aves entre a 1* e 8% semanas de idade criadas sobre piso e concluiu que essa associagcdo pode reduzir
a concentracdo de 4cido drico no sangue, porém, sem problemas ao desempenho nas diferentes
fases de crescimento e maturidade sexual. A utilizacao a partir de 0,50% de ambos os dcidos pode
reduzir o desempenho no inicio do ciclo de postura, sugerindo a utilizagao de apenas 0,25% desses
acidos associados, podendo ser utilizado com segurancga, proporcionando assim, melhores indices
no desempenho na fase de desenvolvimento e inicio do ciclo de postura. A adicio do ANC
associado ao AC naracdo de matrizes de codornas europeia (Coturnix coturnix coturnix) e poedeira
linhagem Hy-Line W-36, afeta a oxidacgao lipidica da gema (SILVA, 2019; WATANABE, 2021),
o nivel de 0,75% de ANC apresentou melhor atividade antioxidante no sistema reprodutivo de
poedeiras (WATANABE, 2021).

As alteracdes morfoldgicas nos tratamentos contendo a adi¢@o a partir de 0,50 % de ANA
associado ou ndo ao AC nos tibulos seminiferos como comprometimento da disposi¢do celular no
epitélio seminifero e espago entre as células germinativas, € sugestivo de possivel efeito deletério
dos tratamentos ao interromper a barreira hemato-testicular. Em aves a fertilizacdo depende da
liberacdo dos espermatozoides, do movimento ciliar ativo e da integridade estrutural das células
germinativas (KIMARO, 2016). Alguns tratamentos apresentaram formacdo de vacuolo entre as
células germinativas, sugerindo que esses podem indicar a perda de conexao celular ou a reducéo,
podendo ser considerado como um dos sinais de apoptose (MOHAMADGHASEMI et al., 2010).
A dieta pode afetar a morfologia testicular, podendo atuar negativamente na reproducdo,
corroborando com a literatura (MIGLIACCIO et al., 2019; RASHIDI et al., 2023).

A andlise histologia dos testiculos mostrou que a utilizacdo de ANC associado ou ndo ao
AC teve efeito negativo no desenvolvimento testicular a partir da adi¢do de 0,50% de ambos os
acidos. Uma das propriedades desejaveis para a selecdo de antioxidantes utilizadas na rac¢do sao:
eficidcia em baixas concentragdes (0,001 a 0,01%); fécil aplicagdo e compatibilidade com o
alimento; estavel nas condi¢des de processo e armazenamento; os produtos de oxidacdo nao podem
ser toxicos, mesmo em doses maiores das que normalmente seriam ingeridas no alimento
(BARREIROS et al., 2006; RAMALHO & JORGE, 2006).

As proteinas constituem cerca de 20% da carne e servem de ligag@o entre o perfil genético
e a qualidade da carne (NAIR & ZHAI, 2020), sendo divididas em trés categorias com base em sua

solubilidade: sarcoplasmdtica, miofibrilar e estromais (tecido conjuntivo). As proteinas
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sarcoplasmaticas constituem aproximadamente 25 a 30% das proteinas musculares totais e estio
localizadas no sarcoplasma (citoplasma) das células musculares (YAMASHITA & YOSHIOKA,
1992). As proteinas miofibrilares constituem cerca de 50 a 60% das proteinas totais da carne, sdo
em grande parte responsdveis pelas propriedades texturais e estruturais da carne (NAIR & ZHAI,
2020), representadas pela miosina, actina, proteina C, proteina M, tropomiosina, alfa actina e beta
actina (SGARBIERI, 1996).

A utilizacdo de polifendis como a folha de eucalipto pode intensificar o teor de atividade
da glutationa peroxidase (GSH-Px) e glutationa (GSH) no musculo (Pectoralis Major), na andlise
protedmica o metabolismo dessas proteinas foram as duas vias metabdlicas cruciais responsaveis
pelo aumento da capacidade antioxidante no miusculo (WEI et al., 2020). As proteinas
superabundantes (p< 0,05) em amostras do musculo (Pectoralis Major) de aves sdo creatina
quinase tipo M (DESALI et al., 2016; CAI et al., 2018), triosefosfato isomerase (SOGLIA et al.,
2016; ZAMBONELLI et al., 2016; CAI et al., 2018), fosfoglycerato mutase-1, alfa- enolase
(DESALI et al., 2016) e alfa tropomiosina (NASIRIFAR et al., 2021), proteinas encontradas no
trabalho.

A creatina quinase € uma enzima que catalisa uma reacdo reversivel na qual o ATP pode
ser gerado a partir de difosfato de adenosina (ADP) utilizando fosfato de creatina (YAMASHITA
& YOSHIOKA, 1992), que € um composto quimico servindo de armazenamento para o fosfato de
alta energia necessario para regenerar ATP a partir de ADP. O triosefosefato isomerase € uma
enzima essencial em todas as células vivas, associada a via glicéltica. Durante a glicdlise, o
triosefosefato isomerase catalisa a conversao de fosfato de dihidroxilato ao gliceraldeido-3-fosfato.
Glicealdeido-3-fosfato e NAD+ sdo catalisados por gliceraldeidedo-3-fosfato desidrogenase a
conversdo reversivel de NADH e 1,3-bisfosfoglicetra, o que por sua vez favorece a geracao de
fosfoglicato e ATP (KIM & DANG, 2005). A abundancia de triosefosfato isomerase no gel foi
correlacionada com o envelhecimento prolongado em galinha indigena tailandesa (TELTATHUM
& MEKCHAY, 2009). A fosfoglycerato mutase-1 € uma enzima que converte 3-fosfogliclicoato
em 2-fosfoglycerate usando 2,3 bifosfoglycetracomo cofator no ciclo glicolitico. No ciclo
glicolitico, a enzima 6-fosfofructokinase dependente de ATP, sendo uma enzima limitante da taxa
que converte em frutose-1,6-bifosfato. A frutose 1,6-bisfosfatoe catalisa a hidrélise da frutose 1,6-

bisfosfato a frutose 6-fosfato (ENGLAND et al., 2014).
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A alfa-enolase atua como uma proteina de choque térmico, na manutencdo da homeostase
celular, na resposta a doencas musculares, regeneracao, contragdo, organizar e protecao a estrutura
miofribilar no esqueleto muscular (XUE et al.,, 2009), estd proteina estd envolvida no
desenvolvimento e crescimento do musculo de aves e interfere no dobramento de proteinas
desnaturadas (NASIRIFAR et al., 2021). Pesquisas indicam que extratos vegetais sdo boas fontes
de antioxidantes naturais na carne (SHAH et al., 2014; WEI et al., 2020; FERREIRA et al., 2023).

As proteinas de choque térmico estdo correlacionadas a diminui¢do de danos ao estresse
oxidativo, influenciando assim, positivamente a fertilidade nas aves (FERREIRA, 2019). No
testiculo uma das proteinas mais abundantes reguladas pelo desenvolvimento ¢ a HSP70-2,
necessdria para a atividade da quinase CDC2 para meiose I (ZHU et al., 1997) e durante préfase
meidtica em espermatdcitos, qualquer declinio prejudica a meiose e os espermatdcitos, e assim,
aumenta significativamente a apoptose (ZHU et al., 1997). A expressdao de HSP esta presente no
desenvolvimento pds-natal de células espermatogenéticas e € crucial para a espermatogénese
(SARGE et al.,, 2000), sendo altamente expressa no citoplasma de todas as células
espermatogenicas, tendo alta expressao nas espermatogonias e espermatocitos primdrios (Wang et
al., 2014).

A proteina peroxiredoxin-1 apresenta um sinal fraco na espermatogonia do testiculo durante
a primeira semana e posteriormente difundido em dire¢do as células espermatogénicas em outras
etapas. Durante o desenvolvimento testicular essa proteina localiza-se nas células de Leydig
(HUANG et al., 2008). A proteina Ubiquitin esta presente no desenvolvimento de espermatides
(NAKAMURA, 2013).

A Apolipoproteina A-I desempenha um papel no metabolismo da lipoproteina de alta
densidade (HDL) (PAZ et al., 2006), as células de Sertoli absorvem o colesterol para o metabolismo
celular principalmente pela via da apolipoproteina E (APO E) (FOFANA et al., 2000). Na auséncia
de APO E, as células podem usar HDL para regular a esteroidogénese via apolipoproteina A-I
(TRAVERT et al., 2000). Os niveis mais altos do APOA1 é durante os estdgios iniciais do
desenvolvimento testicular, quando o propor¢ao de células de Leydig € maior do que no adulto,
diminuindo em vias metabdlicas nos testiculos a medida da fase reprodutiva (PAZ et al., 2006).
Além disso, a apolipoproteina A-I € altamente expressa na espermatogonia (HUANG et al., 2008;
HUANG & SHA, 2011) e estd envolvida na resposta ao estresse oxidativo e homeostase lipidica

(JARVTI et al., 2020).
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2.5 Conclusao
Conclui-se, que a inclusao de 0,50 a 0,75% de anacardato de célcio associado ou ndo a 0,25
e 0,50% de 4cido citrico na dieta influéncia nas proteinas do tecido testicular em codornas, de forma
negativa a reproducdo, sugerindo a utilizacao de apenas 0,25 % a 0,50% de anacardato de calcio
associado a 0,25% de acido citrico.

Conflitos de interesse

Os autores declaram nao haver conflitos de interesse.
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610  Figura 1. Gel de poliacrilamida do musculo Pectoralis Major de codornas (Coturnix coturnix
611  coturnix), alimentadas com diferentes niveis de anacardato de calcio e acido citrico. M- marcador;
612  TI - ragdo controle; T2 - 0,25% ANC; T3 - 0,25% ANC e 0,25% AC; T4 - 0,50% ANC; T5 - 0,50%
613 ANC e 0,25% AC; T6 - 0,50% ANC e 0,50% AC; T7 - 0,75% ANC; T8 - 0,75% ANC e 0,25%
614 AC; T9-0,75% ANC e 0,50% AC; respectiva quantidade de anacardato de cédlcio (ANC) e acido
615  citrico (AC). SDS-PAGE de 12,5% corado com comassie R-250.
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617



33

'xaydwoa Fururejuoa-urajolg
Anua [eatwojeue ey

Kanae Joje[nal uone[surl |
Ruanoe ondere)

Bupuig

| Aanoe juapuadap-4 Ly

Cellular component

g
2
D
g
&
k:
=
p
g
z

urojord [euone|suel |
(uraj01d JarLea/ajsuel |

HOJRINPOW ANALIOE SUIPUIG-UIa)01 ]
| AWAZUD UOISIDAUODIIUT JP[ORII

_Euua._m_ﬁu_uu_moemu
snynuis 0 asuodsay

ssa004d [ewsiueSio Je[njjaonnjy
550004d wasAs aunwuw

|ssaoo1d [epuatudopasag

puotadey)

|ssa001d orj0qEIaly
l_mmuoﬁa N[R)

‘uonenai [eaidojorg

m_mn__m&_m
-Eosﬁ:mwﬁ
n o

9 848
oW auan) K1o03are)

a)

618

Protein class

Biological process

619

b)

620

621

I_E_QES Bumrmuoa-uiajoly
/G2 [pamuoeue w20y

Cellular component

| Kianae sojendan uone|suel |
[Aanae anA[me)

Buipurg

Al uapuadap- LY

;
:
3

doidaoal [euBls aupiquatsuR |
w04 [pUONE|SURI|

uidjoid Jatumd dajsuel |

| majord jrannag

| mayoud 1ogdepe;proyye
“up_wwﬁ du _m_u__uﬁ__mm_mmi

\awAzua norsisiuoaiaiu ajijoge)a
“Eﬂaa [ERIETETS T —
auoladey)

Auneudly ——

e i T
S _
uonanpoiday

| ssaoad [rwsiueio sepnfjaon|njy
|ssa001d 21joqeIR 7
OO0

| uonezijeD

| 85300, Ew_‘mhm AU MD
g
)
&

| ssaz01d pruawdopaag]
| ssa00ad Je[][aD)
| uoneynial paidojoig

0 o T

f103218)

o n o n o
M ~ ™ =i ™

auan)

Protein clags

622



34

623 )
18
16
14
12
10
E 8
6
a
2
o 5o o.E o =
28 Ez= ; ’ 2
sz SER 5E
SEES 285 =8
F==82 2= o B2
== 835 SES =3 =
52 28 g2 SE
2o = 2z (687 BE
= o ] ’“5 = S g
S = 3 “E & g =
E & £ E zE
S 22 z S
52 p—
= | Molecular function Cellular component
624 Biological process m
625 d)
25
20 s
15
2 B
o
© |10
)
5
0 gszgss = |2 2z e
5 E’g 7} o8
% EE E = |w g
ol & = 2R =] ki
& E==5533 g EZ
3 2552 g Sz
= 22T E ZE
& = é' = ‘ §§
=2 2 = 5%
o o ER=
8 S 153
2g
P& ]
| £ Molecular function Cellular component
Biglagical Protein class
626

627  Figura 2. Termos de ontologia génica de proteinas do musculo Pectoralis Major (a), testiculo (b),
628 epididimo (c) e glandula acesséria (d) de codornas (Coturnix coturnix coturnix) submetidas a
629  diferentes niveis de dieta com anacardato de célcio associado ao 4cido citrico, associados ao
630  processo bioldgico, classe proteica, funcdo molecular e componente celular. Os dados e a
631 identificacdo das proteinas foram analisados pelo sistema de classificacdo Panther

632  (http://geneontology.org/) e com base no banco de dados UniprotKB.
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Figura 3. Andlise in silico das interag¢des proteicas do muisculo Pectoralis Major (A), testiculo (B),
epididimo (C) e glandula acesséria (D) em codornas europeias (Coturnix coturnix coturnix)
determinadas por STRING software version 11.0. A anélise inclui todas as proteinas incluidas na

tabela suplementar, mas com excecdo das que nao tiveram interacao.
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Figura 4. Gel de poliacrilamida do tecido testicular de codornas (Coturnix coturnix coturnix),
alimentadas com diferentes niveis de anacardato de cdlcio e 4cido citrico. M- marcador; T1 - racao
controle; T2 - 0,25% ANC; T3 - 0,25% ANC e 0,25% AC; T4 - 0,50% ANC; T5 - 0,50% ANC e
0,25% AC; T6 - 0,50% ANC e 0,50% AC; T7 - 0,75% ANC; T8 - 0,75% ANC e 0,25% AC; T9 -
0,75% ANC e 0,50% AC; representam a respectiva quantidade de anacardato de célcio (ANC) e
dcido citrico (AC) fornecido nas dietas dos animais durante o periodo experimental. SDS-PAGE

de 12,5% corado com comassie R-250.
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A-I; Actin, cytoplasmic 1; 14-3-3 protein
épsilon; Phosphoglycerate mutase 1
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13) Triosephosphate isomerase;

Apolipoprotein A-I; Glutathione S-transferase
2; L-lactate dehydrogenase A chain; Heat
shock protein HSP 90-alpha;
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15) Actin, cytoplasmic 1;
Phosphoglycerate mutase 1;
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719 16) Actin, cytoplasmic 1; Endoplasmin; 18) Rho crystallin;
720

721 Figura 5. Comparagdo entre bandas de proteinas identificadas do tecido testicular de codornas
722  (Coturnix coturnix coturnix) alimentadas com diferentes niveis de anacardato de cdlcio e 4cido
723  citrico. As letras diferentes diferem (P < 0,05).

724
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Figura 6- Imagens de microscopia Optica do tibulo seminifero de codornas europeias alimentadas
com diferentes niveis de anacardato de calcio (ANC) associado ou ndo ao 4cido citrico (AC) 40X.
Tratamento controle (A) apresentaram organizagdo celular normal no epitélio seminifero, com
correta distribui¢do, maturacdo e diferenciacdo celular durante a produgdo de espermatozoides
(mostrado pela seta preta); Formacdo de vactolos entre células germinativas nos tratamentos
0,50% ANC e 0,50% AC (B); 0,75% ANC (C), 0,75% ANC e 0,25% AC (D) e 0,75% ACN e

0,50% AC (E) respectivamente (mostrados pela seta amarela).



733  Tabela 1. Média e desvio padrao dos dados morfométricos do testiculo e peso das codornas

734  alimentadas com diferentes niveis de anacardato de calcio e acido citrico

43

europeias (Coturnix coturnix coturnix)

Tratamentos

T1 T2 T3 T4 TS T6

T7 T8 T9

Peso ave (g)  296,0+8,5" 327,3+14,7* 304,1+16,1%  312,1+14,8%° 294,1+18,5%¢ 313,2+14,4%¢¢

Peso testiculo (g) 4,19+0,9* 3,68+0,5% 4,4+0,6% 4,71+0,8% 4,23+0,9% 3,90,4%
Comprimento )
23,9+3,7* 24,629 25,943,1% 28,242 7bde 23,542,9%fe 24,5+0,9%fe
(mm)
Didmetro (mm) 16,9+2,0° 17,60,8%* 17,60,9%¢ 19,541 4bdfe 17,8+1,6%¢¢ 17,141, 38cehi
IGS 1,4+0,4 1,240,1 1,4+0,3 1,5+0,3 1,6+0,3 1,3+0,2

323,1£18,7%¢¢ 297,3+13,2ades 339,3+11,3bcMi

4,79+1,2% 4,58+1,0% 4,33+],1%

24,642 3%fe 24,042, 74cte 26,62 75

17,142, 42chi 18,8+1,20¢c8 18,8+1,8becei
1,4+0,5 1,4+0,2 1,3+0,3

735 Representam: indice gonadossomatico (IGS); T1 - racdo controle; T2 - 0,25% Anacardato de cdlcio; T3 - 0,25% Anacardato de célcio e 0,25% acido
736 citrico; T4 - 0,50% Anacardato de calcio; TS5 - 0,50% Anacardato de calcio e 0,25% acido citrico; T6 - 0,50% Anacardato de calcio e 0,50% acido
737 citrico; T7 - 0,75% Anacardato de Calcio; T8 - 0,75% Anacardato de Calcio; e 0,25% acido citrico; T9 - 0,75% Anacardato de Calcio e 0,50% acido

738 citrico. Letra mindsculas na mesma linha semelhantes ndo diferem estatisticamente.
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739  Tabela 2. Composi¢do percentual e nutricional calculada das racoes experimentais

INGREDIENTES QUANTIDADE (%)
Milho 41,05
Farelo de soja 40,79
Calcdrio calcitico 7,55
Oleo de soja 6,60
Fosfato bicalcico 1,67
DL- Metionina 0,27
L-Lisina 0,05
L- Treonina 0,07
Premix vitaminico' 0,10
Premix mineral® 0,05
Inerte 1,25
Sal 0,55
TOTAL 100,00
COMPOSICAO NUTRICIONAL CALCULADA
Energia metabolizdvel (kcal/kg) 2800
Proteina bruta (%) 21,00
Cdlcio (%) 3,00
Fésforo disponivel (%) 0,30
Lisina digestivel (%) 1,100
Met + cist digestivel (%) 0,700
Metionina digestivel (%) 0,419
Treonina digestivel (%) 0,810

740  'Composi¢do por kg do produto: Vit. A — 9.000.000,00 UI; Vit. D3 — 2.500.000,00 UI; Vit. E —
741 20.000,00 mg; Vit. K3 — 2.500,00 mg; Vit. B1 — 2.000,00 mg; Vit. B2 — 6.000,00 mg; Vit. B12 —
742 15,00 mg; Niacina — 35.000,00 mg; Acido pantoténico — 12.000,00 mg; Vit. B6 — 8.000,00 mg;
743 Acido félico — 1.500,00 mg; Selénio — 250,00 mg; Biotina — 100,00 mg; “Composicio por kg do
744 produto: Ferro — 100.000,00 mg; Cobre — 20,00 g; Manganés — 130.000,00 mg; Zinco — 130.000,10
745  mg; lodo —2.000,00
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Tabela 3- Proteinas do musculo Pectoralis Major de codornas (Coturnix coturnix coturnix) alimentadas com diferentes niveis de

anacardato de célcio e 4cido citrico. As proteinas foram separadas por SDS-PAGE unidimensional e identificadas por espectrometria de

massa tandem (ESI-Q-ToF)

Accession MS/MS Sequence lon
Band Protein name Gene protein covered Matched peptides m/z
number score
score (%)
Pyruvate kinase PKM PKM KPYM_CHICK 49 7 OTFIAIKPDGVQR(9 49 4489232
Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1 HS90A_CHICK 54 2 @YAGFAGDDAPR®? 54 4887269
Stress-70 protein, mitochondrial HSPA9 GRP75_CHICK 488 14 @)VEIANDQGNR®" 63 614.8145
GITTPSYVAFTDTER®? 71 744.3443
COTTPSYVAFTDTER®? 63 744.3503
(128)MKEIAEAYLGK(3® 48 626.8311
(128MKEIAEAYLGK'3®) 42 423.5498
(128MKEIAEAYLGK'3®) 82 634.8255
(BUDAGTITGLNVMR(172 74 624.3301
(BUDAGTITGLNVMR('72 42 632.3185
(73 INEPTAAAIAYGLDK (88 68 830.4514
(79[INEPTAAAIAYGLDKK(189) 85 596.6685
(73 INEPTAAAIAYGLDKK!'89) 85 596.9997
STAGDTHLGGEDFDNR®) 53 564.5747
B0 ARFEELNADLFR®'4 89 740.8808
Heat shock cognate 71 kDa HSPAS HSP7C_CHICK 96 3 “IAPIIAVTR®4 41 420.7654
protein “8IVNLGMNVGK©“97) 56 466.2552
“89\/NLG A7) 55 474.2574
Heat shock 70 kDa protein HSP70_CHICK 42 2 ETTPSVVAFTADGER(®) 42 7258617
Heat shock cognate 71 kDa HSPAS HSP7C_CHICK 105 4 (3NTFAPEEISAMVLTK(50 63 776.8956
protein (3NTFAPEEISAMVLTK(50 52 776.8957
(198 INEPTAAAIAYGLDK®™ 47 830.4481
Endoplasmic reticulum chaperone ~ HSPA5 BIP_CHICK 63 4 @VEIIANDQGNR®® 51 614.8209
BiP (72 INEPTAAAIAYGLDKK!'88) 43 596.6612
Heat shock 70 kDa protein HSP70_CHICK 41 10 (8| AGHAEEYGAEALDR®? 4 5345883
Elongation factor 2 EEF2 EF2_CHICK 56 1 “16\VFSGLVSTGLK®“29) 56 5543284



7

7

Hemoglobin subunit alpha-A

Histone H4

Nucleoside diphosphate kinase

Actin, aortic smooth muscle

Ras-related protein Rab-8A
Transgelin

Ras-related protein Rab-33B

HBAA

H4-|

ACTA2

RABSA
TAGLN

RAB33B

C8TTPSYVAFTDTER®
(73] INEPTAAAIAY GLDK(®
(09FEEL NADLFR@™

HBA_COTJA 118 6

VEIIANDQGNR®®
ETTPSYVAFTDTER“9
EITTPSYVAFTDTER®9

GINQVAMNPTNTVFDAK
SINQVAMNPTNTVFDAKR(
SINQVAMNPTNTVFDAKR(2

EHWPFTVVNDAGRPK %2

(M"ISFYPEEISSMVLTK(28)

(MISFYPEEISSMVLTK(28)
(12MKEIAEAYLGK(3
(12IMKEIAEAYLGK(3
(12MKEIAEAYLGK(®

(72]INEPTAAAIAYGLDK("8
(72]INEPTAAAIAYGLDKK'8®
(72]INEPTAAAIAYGLDKK'8®

@2)STAGDTHLGGEDFDNR®®)
(510 SKEDIER®™

H4_CHICK 509 18

NDK_CHICK 65 9 “NISGLIYEETR®®

E5)ALLFVPRE4
489GV VDSEDLPLNISR®%®)
USOHVYYITGETK )

ACTA_CHICK 178 4

RAB8A_CHICK 73 6 (180 VL AYEPVWAIGTGK"™

TAGL_CHICK 50 2 @YAGFAGDDAPR®

RB33B_CHICK 62 5 I QIWDTAGQER®®

84
47
52

63
71
63
57
55

50
49
49

42
82
68
85
85
53
44

65

51
86
41

73
50

62

744.3486
830.4481
627.3065

614.8145
744.3443
744.3503
833.3928
607.9647
608.2928
541.9455
815.9050
815.9081
626.8311
423.5498
634.8255
830.4514
596.6685
596.9997
564.5747
330.5116

5908156

408.2578
757.3955
605.8098

8019425
4887250

6588323
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9

10
10

Ras-related protein Rab-6A

Heat shock protein beta-1

Triosephosphate isomerase

Apolipoprotein A-|

Hemoglobin subunit beta

Glutathione S-transferase 2
Actin, alpha skeletal muscle
Actin, aortic smooth muscle
Gamma-enolase
Elongation factor 1-alpha 1

Beta-enolase

RABG6A

HSPB1
TP

APOA1
HBB

GSTM2
ACTAI1
ACTA2
ENO2
EEF1A

ENO3

RAB6A_CHICK

HSPB1_CHICK

TPIS_CHICK

APOA1_COTJA
HBB_COTJA

GSTM2_CHICK
ACTS_CHICK

ACTA_CHICK

ENOG_CHICK
EF1A_CHICK

ENOB_CHICK

437

44

207

52
55

62
62
48
48
57

61

“NASGKDAISQFESSAVGK®®

G DAISQFESSAVGK®
9 ADNLDTLSAAAAK®
€9 ADNLDTLSAAAAK®

) REDMTPYYR®2
(120|RPFLDQFSAK!130)
(142 APVAQELKDLTK('54
(89 TPVAEEVR(72
(19 SQKLEEIR®%)

CBGIPQASEYQAK®™®

EOMTPLVQEFKER®0

EOMTPLVQEFKER®0

(252 IDLLDEVQK®8"

EOLLIVYPWTQR®

79PDSPPTMVFK(®)
79|PDSPPTMVFK(©
(OQMEQIAQFLK®)
(7ANIIGLQMGTNK(18)
(7INIIGLQMGTNK(&
(189GASQAGMSYGRPR(®
(189GASQAGMSYGRPR(®

(O TQSNAILR®

(1OGYSFVTTAER?®
(9¥GYSFVTTAER®®

®QLWDTAGQER®?

9 QLWDTAGQER™
(1BKYTLPPGVEATAVR'%?)
OFVEGLPINDFSR®®
@9 AQSHGWGVMVSHR®™
(®2)QLVEEELDR"

49
78
103
72

65
89
46
55
41
67
74
50

44

50
45
47

49
96
53

52

48
48

62
62
48
48
57

61

561.2798
669.8262
687.3554
687.3588
672.3217
661.3596
713.4125
507.2823
372.5477
596.2991
459.9072
465.2398
593.3366

6448706

616.3259
624.3158
618.3259
594.8210
602.8220
446.5476
451.8820

5082919

565.7761
566.2786

6588323
6588323
5012803
6973668
5275913

6223277
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13  Actin, aortic smooth muscle

13  Creatine kinase M-type

14 Phosphoglycerate kinase

14 Creatine kinase M-type

15  Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

15  Beta-enolase

ACTA2

CKM

PGK
CKM

GAPDH

ENO3

ACTA_CHICK

KCRM_CHICK

PGK_CHICK
KCRM_CHICK

G3P_COTJA

ENOB_CHICK

223

120

44

178

383

106

18

11

29

180\ IHDNFGIVEGLMTTVHAITA
TQK(8
180V IHDNFGIVEGLMTTVHAITA
TQK(8
(199GAAQNIIPASTGAAK?'
(199GAAQNIIPASTGAAK?')
229 TGMAFR®2
@339y PTPNVSVVDLTCR®®

(160V|HDNFGIVEGLMTTVHAITA
TQK(1e
(160V|HDNFGIVEGLMTTVHAITA
TQK(8
(199GAAQNIIPASTGAAKE!3)

(57 GDVYVNDAFGTAHR(7!

®)DLFDPVIQDR®®

@ AGHPFMWTEHLGYILTCPSN
LGTGLR®%®

@ AGHPFMWTEHLGYILTCPSN
LGTGLR®%?

@ AGHPFMWTEHLGYILTCPSN
LGTGLR®2

@) AGHPFMWTEHLGYILTCPSN
LGTGLR®2

2L GFSEVEQVQMVVDGVK®58)

K| EQNQPIDDMIPAQK®8"

(17IVIISAPSADAPMFVMGVNHE
KYDK!40)
(8DVIHDNFGIVEGLMTTVHAITA
TQK(184)
(18DVIHDNFGIVEGLMTTVHAITA
TQK(184)
(99GAAQNIIPASTGAAKE)
(1I99GAAQNIIPASTGAAKE™)
@) TGMAFR@32)

@26 TGMAFRVPTPNVSVVDLTC
R(246)
@3VPTPNVSVVDLTCR®4)
%) VSWYDNEFGYSNR®2)

(184 GAEVYHSLK ™93
(229AAIAQAGYTDK 239
(413)| EEALGDK#20)

84
66
71
46
50
76

50

62

44

70

44
63
64
49
42

51
106
77
53
58
47
69
104
88

47
69
59

653.5873
871.1198
685.3674
685.8610
398.2107
778.9101

653.5881
653.5907
685.3722

5456004

609.3079
732.8551
732.8554
736.8530
736.8567
940.4761
628.6484

659.5708
649.5911
871.1202
685.3687
685.8613
398.2109
778.3774
778.9002
875.3943

551.7988
554.7834
437.7262

48



16 Tropomyosin alpha-1 chain TPM1 TPM1_COTJA 39 6 (133)H|ADLAGNSDLILPVPAFNVINGGSH 39 7536428

AGNK(162)
16  Glyceraldehyde-3-phosphate GAPDH G3P_COTJA 84 8 (2UAGFAGDDAPRE? 53 488.7299
dehydl’ogenase (199)GYSEVTTAER(298) 62 565.7764
GI9EITALAPSTMK®2 41 581.3131
17 Malate dehydrogenase, MDH1 MDHC_CHICK 56 2 @OIGGIGTVPVGRE®) 56 5133106
cytoplasmic
17  Beta-enolase ENO3 ENOB_CHICK 53 2 ®DLFDPVIQDR®® 53 6093076
17 Glyceraldehyde-3-phosphate GAPDH G3P_COTJA 391 17
dehydrogenase
(82)]SVVEQEKIDK(®?) 53 429.9110
(82)]SVVEQEKIDK(®? 53 430.2375
(229 AAIAQAGYTDK39) 83 554.2958
(229 AAIAQAGYTDK239) 62 554.7760
(229 AAIAQAGYTDK239) 83 554.7847
(229 AAIAQAGYTDK239) 62 555.2781
(240/\V|GMDVAASEFCR(?53) 64 785.3741
(34)/NQIGSVTESIQACK®358) 101 817.4103
(359 AQSHGWGVMVSHRE72) 60 527.5947
(413) EEALGDK20) 42 437.7254
(413) EEALGDKAK“22) 55 537.2977
17  Tropomyosin alpha-1 chain TPM1 TPM1_COTJA 284 21 " ATDAESEVASLNR® 77 681.8201
"®ATDAESEVASLNRR®" 56 506.9171
©2|QLVEEELDR) 66 622.3292
®2|QLVEEELDRAQER(1%) 48 576.6379
(4OMEIQEIQLK (49 43 574.3013
(189KLVIIEGDLER("® 80 642.8825
(189 VIIEGDLER("® 68 578.8373
(@52S|DDLEDELYAQK @5 91 769.8691
18 L-lactate dehydrogenase A chain LDHA LDHA_CHICK 51 2 CAAIAQAGYTDK?E® 51 5547842
18  Pyruvate kinase PKM PKM KPYM_CHICK 81 13 (18DVIHDNFGIVEGLMTTVHAITA 40 653.5912
TQK!8 48 685.3720
(19)GAAQNIIPASTGAAK®® 47 406.2092

229 TGMAFR®2



18
19
19

19
20
20

21
22

23

23

24

24

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

Beta-enolase

Creatine kinase M-type
Beta-enolase

L-lactate dehydrogenase A chain

Pyruvate kinase PKM
Pyruvate kinase PKM

Beta-enolase

Beta-enolase

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

Triosephosphate isomerase

Phosphoglycerate mutase 1

Triosephosphate isomerase

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

GAPDH

ENO3

CKM
ENO3
LDHA

PKM
PKM
ENO3

ENO3
GAPDH

TP

PGAM1

TP
GAPDH

G3P_COTJA

ENOB_CHICK

KCRM_CHICK
ENOB_CHICK
LDHA_CHICK

KPYM_CHICK
KPYM_CHICK
ENOB_CHICK

ENOB_CHICK
G3P_COTJA

TPIS_CHICK

PGAM1_CHICK

TPIS_CHICK
G3P_COTJA

74

182

42
45

120

57
52

117

43
110

55

46

63

10

18

13

10

(10 AYEPVWAIGTGK'™
(1SHVSDAVAQSTR@®

(MHGESAWNLENR®"
CUHYGALTGLNK00)
OUHYGALTGLNK!00)

(1BIALPFWNEEIVPQIK('7®)

(1BOVLIAAHGNSLR!9"

@YGDLGIEIPAEK®04
C2AAIAQAGYTDK @)

COLVIVTAGAR(9Y
CYLVIVTAGAR®)
(158\/|IGSGCNLDSAR!9)

C2AAIAQAGYTDK @)
ONLVIVTAGAR®)

(@8)EAEAAMFHR(
@7 APIIAVTR54
@7 APIIAVTR54
@7 APIIAVTR(54

(#89)\NLGMNVGK“"

@49GDLGIEIPAEKE™

180V IHDNFGIVEGLMTTVHAITA
TQK('8
(199G AAQNIIPASTGAAK?™
226 TGMAFR®®)

C29AAIAQAGYTDK @)

C2ATFLVWVNEEDHLR®3)
@ AGHPFMWTEHLGYILTCPSN
LGTGLR®%®

(1EOVVLAYEPVWAIGTGK!

(16)VIHDNFGIVEGLMTTVHAITA
TQK (89

50
51

88
43

46
83

42
45

52
54
89

57
52

51
55
45
55
49

43
59
62
46
55
55
46
46

63

801.9511
629.3120

656.8048
537.2840
537.7849
842.4616
575.8377

5713055
5547866

450.2802
450.2842
624.7997

5547864
4502849

539.2448
420.7574
420.7611
421.2612
474.2497

5713153
653.5870
685.3695
406.2079
5547833
553.2827
736.8592
8019463

6535879
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24  L-lactate dehydrogenase A chain

25  Triosephosphate isomerase

25  Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

25  Adenylate kinase isoenzyme 1

26 Myosin light chain 1, skeletal
muscle isoform

26  Triosephosphate isomerase

26  Peroxiredoxin-1

27  Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

LDHA

TP

GAPDH

AK1

TP

PRDX1

GAPDH

MIFVVGGPGSGK®
MIFVVGGPGSGK®)
®IYGYTHLSTGDLLR®®
®)YGYTHLSTGDLLR®®
(S ATEPVIAFYK!166)

LDHA_CHICK 181 18

TPIS_CHICK 78 5 9 TLSQVGDIVR"®

G3P_COTJA 38 2 228 TGMAFR®22)

KAD1_CHICK 40 5 AGAFTGEISPAMIK®4

(4NQITINDLPVGR(S)
(4DQITINDLPVGR(®)

MLE1_CHICK 64 5

OKFFVGGNWK(™
AGAFTGEISPAMIK®4
(100HVFGESDELIGQK2
(MY AHALAEGLGVIACIGEK0)
("9IVAHALAEGLGVIACIGEK20)
(149 AJADNVKDWSK159)

(149 AJADNVKDWSK159)
(180VVL AYEPVWAIGTGK"™
(1ISHVSDAVAQSTR@®
(1SHVSDAVAQSTR®®
(1ISHVSDAVAQSTR®®
(1ISHVSDAVAQSTR@®
208)]lYGGSVTGGNCK®'®)
C19ELASQHDVDGFLVGGASLKP
EFVDIINAK®@4

TPIS_CHICK 449 53

(15)VIHDNFGIVEGLMTTVHAITA
TQK(8
(18)VIHDNFGIVEGLMTTVHAITA
TQK(8
(19GAAQNIIPASTGAAK®'
229 TGMAFR®2
@3PTPNVSVVDLTCR®®)

PRDX1_CHICK 157 18

CYLVIVTAGAR®
@33QVVDSAYEVIK®

G3P_COTJA 51 6

70
58
77
58

78
38

40

47
47

43
44
53
52
69
56
60
77
71
64
59
64
93

80
49
51

63

43

48

565.8309
565.8314
499.2473
748.3787
569.8001

6008565

4062078

6693403

613.3489
613.3492

541.7874
661.3502
729.8593
603.3216
603.3235
416.2140
623.8226
801.9403
419.8797
629.3177
629.3201
629.8067
663.3297
768.1477

653.5955
653.5955
685.3761
406.2116
778.9170

450.2934
625.8308

749

51



52

750 Tabela 4- Proteinas do tecido testicular de codornas (Coturnix coturnix coturnix) alimentadas com diferentes niveis de anacardato de

751  cdlcio e 4cido citrico. As proteinas foram separadas por SDS-PAGE unidimensional e identificadas por espectrometria de massa tandem

752  (ESI-Q-ToF)
Accession AL ey lon
Band Protein name Gene protein covered Matched peptides m/z
number score
score (%)
Glyceraldehyde-3-phosphate (19GAAQNIIPASTGAAK?E™ 58 685.3765
1 dehydrogenase GAPDH G3P_COTJA 65 6 (228)] TGMAFR@32) 40 405.6972
2 Tudor domai”'cgnta'”'”g protein 4447 TDRD7_XENLA 42 0 (NGVPLHK™ 42 3822374
Myosin-binding protein C, fast- (296) (305
3 type MYBPC2 MYPC2_CHICK 45 0 YVFENVGLKR®%® 45 4088935
Glyceraldehyde-3-phosphate (19GAAQNIIPASTGAAKE™ 41 685.3772
4 dehydrogenase GAPDH G3P_COTJA 56 6 (226 TGMAFR22 46 406.2094
5 Glyceraldehyde-3-phosphate GAPDH G3P_COTJA 46 4 (199GAAQNIIPASTGAAK '3 46 6853850
dehydrogenase
Ubiquitin-40S ribosomal protein GYESTLHLVLR 68 534.3129
6 s27a RPS27A  RS27A_CHICK 68 5 G9ESTLHLVLR? 65 534.3153
7 Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1 HS90A_CHICK 59 1 (10OADLVNNLGTIAK 59 6148440
8 Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1 HS90A CHICK 48 1 ENTLTIVDTGIGMTK®®) 48 6833644
8 Superoxide dismutase [Cu-Zn] SOD1 SODC_CHICK 49 7 BUHVGDLGNVTAKEY 49 555.7976
8 Ub'q“'“”'°°:‘£r?;:t”g enzyme B2 provo  UB2V2 CHICK 42 6 (72YPEAPPTVR® 42 5152767
9 Creatine kinase B-type CKB KCRB_CHICK 50 1 (BO8)FGEVLKRE) 50 4247534
. . (4DQITINDLPVGR('5) 47 613.3441
10 Peroxiredoxin-1 PRDX1 PRDX1_CHICK 61 10 (159 VQAFQFTDK(168) 42 598.8142
11 Peroxiredoxin-1 PRDX1 PRDX1_CHICK 59 5 (4DQITINDLPVGR(SY 59 6133485
12 Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1 HS90A CHICK 61 1 (10OADLVNNLGTIAK 61 6148448
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Gilutathione S-transferase 3

Glutathione S-transferase 2

Triosephosphate isomerase

Apolipoprotein A-I

Glutathione S-transferase 2

L-lactate dehydrogenase A chain

Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1

Carbonic anhydrase 2
Apolipoprotein A-I
Actin, cytoplasmic 1
14-3-3 protein epsilon
Phosphoglycerate mutase 1
Actin, cytoplasmic 1
Phosphoglycerate mutase 1
Actin, cytoplasmic 1
Endoplasmin

Endoplasmin

GSTM3

GSTM2

TP

APOAT1

GSTM2

LDHA

CA2
APOA1
ACTB
YWHAE
PGAM1
ACTB
PGAM1
ACTB
HSP90B1

HSP90B1

GSTA3_CHICK

GSTM2_CHICK

TPIS_CHICK

APOA1_COTJA

GSTM2_CHICK

LDHA_CHICK
HS90A_CHICK
CAH2_CHICK
APOA1_COTJA
ACTB_CHICK
1433E_CHICK
PGAM1_CHICK
ACTB_CHICK
PGAM1_CHICK
ACTB_CHICK
ENPL_CHICK
ENPL_CHICK

142

84

301

123

84

42
59
71
42
51
48
54
49
45
56
58

76

28

(139y| KDHGQDFLVGNR(%?
(12 DHGQDFLVGNR('®?
(19| SSIPTIKK(1%)
@95KPISDDKYVETVRE"™

79 TQSNAILR™®

AGAFTGEISPAMIK®4

2GAFTGEISPAMIK®4

2 GAFTGEISPAMIK®4
(1"9VAHALAEGLGVIACIGEK!

130)

(1"9VAHALAEGLGVIACIGEK!
130)

180V VLAYEPVWAIGTGK!7
(1 SHVSDAVAQSTR?®
(208)]]YGGSVTGGNCK®'®

69 ADNLDTLSAAAAK®?)
(BINLAPYSSELR(%
(BINLAPYSSELR(%

@19VVEQLSNLR®

(7 TQSNAILR™®
TOLTQSNAILR"®

@¥QVVDSAYEVIKE*
(1POADLVNNLGTIAK
7SVLQGGALDGVYR®)
(18NLAPYSSELR(9
(NGYSFTTTAER®®
(49EAAENSLVAYK(159)
(8OVLIAAHGNSLR("
(GYSFTTTAER®®
(18DVLIAAHGNSLR(9"
(IGYSFTTTAER®%®)
CISILFVPNSAPRG™

CISILFVPNSAPRE™

82
46
53
50

84

49
50

59
72
77
79
82

62
46
56
71

62
62

42
59
71
42
51
48
54
49
45
56
58

76

533.2814
629.2996
493.8114
517.2750

5082954

661.3652
669.3369
669.3391
603.3291
603.3304
801.9437
629.3198
663.3266

687.8587
575.2961
575.7911
529.3013

507.7900
508.2952

6258337
6148472
6678566
5757936
5667668
5978044
3842249
5667631
3842219
5667652
6008431

6008393

53
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17
17
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19

19
19
20

21

22
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23
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Actin, cytoplasmic 1 ACTB
Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1
Rho crystallin RHO-I

Fructose-bisphosphate aldolase

C (Fragment) ALDOG

Creatine kinase B-type CKB

Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1

Creatine kinase B-type CKB
Heat shock cog_nate 71 kDa HSPAS
protein
Elongation factor 2 EEF2

Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1
Tubulin beta-1 chain

Glutamate dehydrogenase 1,

mitochondrial (Fragment) GLUD1

Protein disulfide-isomerase A3 PDIAS3

ACTB_CHICK
HS90A_CHICK

CRO_LITCT

ALDOC_CHICK

KCRB_CHICK
HS90A_CHICK
KCRB_CHICK

HSP7C_CHICK

EF2_CHICK
HS90A_CHICK

TBB1_CHICK

DHE3_CHICK

PDIA3_CHICK

55
68
45

48

47
76
59

48

43
41
42

53

64

(19)GYSFTTTAER?®
(8)GVVDSEDLPLNISR®®
(77| LNKPGLK (8

®ALQASALSAWR®E®

(@08 FGEVLKR®
“9DQVANSAFVER®®
(08 FGEVLKR®'

(72]INEPTAAAIAYGLDKK!'8®8)
(72]INEPTAAAIAYGLDKK 188

(499FSVSPV VR
EOHV Y YITGETK! )
269 HFFMPGFAPLTSR®®

#20HGGTIPVVPTAEFQDR

1)

EOLAPEYEAAATR)

55
68
45

48

47
76
59

39
39

43
41
42

53

64

5667672
7573943

4417914

5873262

4247540
6183016
4247486

596.3160
596.6669

4457595
6058105
5462791

5752846

5963029

54
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Tabela 5. Quantidade de células presente no tibulo seminifero de testiculos de codornas europeias suplementadas com diferentes niveis

de anacardato de célcio e 4cido citrico.

Tratamentos
Células T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8 T9
ESPG 157 140 137 154 153 84 90 106 84
ESPD 183 177 170 169 166 103 114 111 123
ESPTC 257 247 218 220 246 103 133 166 144

ESPG: Espermatogdnia; ESPD: Espermatdcitos; ESPTC: Espermatides; T1 - racdo controle; T2 - 0,25% Anacardato de cdlcio; T3 - 0,25% Anacardato de célcio e
0,25% acido citrico; T4 - 0,50% Anacardato de calcio; TS - 0,50% Anacardato de célcio e 0,25% acido citrico; T6 - 0,50% Anacardato de calcio e 0,50% acido

citrico; T7 - 0,75% Anacardato de Calcio; T8 - 0,75% Anacardato de Calcio; € 0,25% acido citrico; T9 - 0,75% Anacardato de Calcio e 0,50% acido citrico.
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Tabela suplementar: Proteinas do musculo Pectoralis Major e do sistema reprodutor de codornas (Coturnix coturnix coturnix)

alimentadas com diferentes niveis de anacardato de cdlcio e 4cido citrico. As proteinas foram separadas por SDS-PAGE unidimensional

e identificadas por espectrometria de massa tandem (ESI-Q-ToF)

Reproductive tract region

Protein Accession number m/z muscle Accessory
Testis epididymis
gland
14-3-3 protein epsilon 1433E_CHICK 5978044 e
40S ribosomal protein SA RSSA_CHICK 602.3283 X
60 kDa heat shock protein, mitochondrial CH60_CHICK 4692627
Actin, ACTC_CHICK 895.9432
ACTC_CHICK
Actin, alpha cardiac muscle 1 1122.5310 X
Actin, alpha skeletal muscle ACTS_CHICK 6588323
Actin, aortic smooth muscle ACTA_CHICK 757.3955 X
Actin, cytoplasmic 1 ACTB_CHICK 5667668 X
ACTH_CHICK
Actin, gamma-enteric smooth muscle 895.9485 X
Adenylate kinase isoenzyme 1 KAD]_CHICK 6693403 X
ALBU_CHICK
Albumin 756.4123 X
ACTNI1_CHICK 7153834
Alpha-actinin-1 X X
Apolipoprotein A-I APOA1_COTIJA 687.8587 X X X X
ATPB_CHICK
ATP synthase subunit beta, mitochondrial 801.4056 X



Beta-enolase

Carbonic anhydrase 2

Cathepsin D

Clusterin

Collagen alpha-2(I) chain

Collagen alpha-2(VI) chain

Collectin-10
Creatine kinase B-type

Creatine kinase M-type

Desmin

Dihydropyrimidinase-related protein 2

Elongation factor 1-alpha 1

Elongation factor 2
Endoplasmic reticulum chaperone BiP

Endoplasmin

Fructose-bisphosphate aldolase C
(Fragment)

Gamma-enolase

ENOB_CHICK
CAH2_CHICK
CATD_CHICK

CLUS_COTJA

CO1A2_CHICK

CO1A2_CHICK

COL10_CHICK

KCRB_CHICK

KCRM_CHICK

DESM_CHICK

DPYL2_CHICK

EF1A_CHICK
EF2_CHICK

BIP_CHICK

ENPL_CHICK

ALDOC_CHICK

ENOG_CHICK

6223277
6678566

895.9485

687.3632

5858271

7408619

4887309

4247534

940.4761

622.3286

542.8226

5275913
4457595
614.8209

6008431

5873262

6973668
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Gelsolin

Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial

(Fragment)
Glutathione S-transferase 2

Glutathione S-transferase 3

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

Heat shock 70 kDa protein
Heat shock cognate 71 kDa protein
Heat shock protein beta-1
Heat shock protein HSP 90-alpha

Hemoglobin subunit alpha-A

Hemoglobin subunit beta
Histone H4
Integrin beta-1
L-lactate dehydrogenase A chain
Malate dehydrogenase, cytoplasmic

Mimecan

Myosin light chain 1, skeletal muscle
isoform

Myosin-11

GELS_CHICK
DHE3_CHICK

GSTM2_CHICK
GSTA3_CHICK
G3P_COTIJA

HSP70_CHICK

HSP7C_CHICK

HSPB1_CHICK

HS90A_CHICK

HBA_COTIJA

HBB_COTIJA

H4_CHICK

ITB1_CHICK

LDHA_CHICK

MDHC_CHICK

MIME_COTIJA

MLEI1_CHICK

MYH11_CHICK

6108272
5752846

5082954
629.2996

685.3765

7258617

596.3160

6448706

6833644

830.4481

566.2786

833.3928

4887273

6258337

5133106

711.3896

613.3492

687.3580



Myosin-binding protein C, fast-type

Nucleoside diphosphate kinase
Ovotransferrin

Peroxiredoxin-1
Phosphoglycerate kinase

Phosphoglycerate mutase 1

Protein disulfide-isomerase A3

Pyruvate kinase PKM

Ras-related protein Rab-14

Ras-related protein Rab-33B

Ras-related protein Rab-6A
Ras-related protein Rab-8A

Rho crystallin

Stress-70 protein, mitochondrial

Superoxide dismutase [Cu-Zn]
Transgelin
Triosephosphate isomerase

Tropomyosin alpha-1 chain

MYPC2_CHICK
NDK_CHICK
TRFE_CHICK

PRDX1_CHICK
PGK_CHICK
PGAMI1_CHICK

PDIA3_CHICK

KPYM_CHICK

RAB14_CHICK

RB33B_CHICK

RAB6A_CHICK

RABSA_CHICK

CRO_LITCT

GRP75_CHICK

SODC_CHICK
TAGL_CHICK
TPIS_CHICK
TPM1_COTIJA

4088935
5908156

457.2428

613.3441
5456004
3842249
5963029

4489232

685.3758

6588323

713.4125

8019425
4417914

830.4514

555.7976
4887250
801.9437
7536428
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TPM2_CHICK
Tropomyosin beta chain

TBB1_CHICK
Tubulin beta-1 chain

TBB3_CHICK
Tubulin beta-3 chain

TBB4_XENLA
Tubulin beta-4 chain

TBB7_CHICK

Tubulin beta-7 chain

Tudor domain-containing protein 7 TDRD7_XENLA

Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a RS27A_CHICK

UB2V2_CHICK
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 2

VIME_CHICK
Vimentin

728.3461

5462791

788.4381

933.4505

933.4505

3822374
534.3129
5152767

793.9381
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3 CAPITULO II: PERFIL PROTEOMICO DO TECIDO TESTICULAR DE CODORNAS
(COTURNIX COTURNIX COTURN
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Perfil proteomico do tecido testicular de codornas (Coturnix coturnix coturnix)
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Resumo

Objetivou-se avaliar o proteoma do tecido testicular de codornas (Coturnix coturnix coturnix).
Foram coletadas quatro amostras do tecido testicular de codornas, liofilizadas, as proteinas
extraidas foram digeridas com tripsina, dessalinizadas e analisadas por LC-MS/MS. Para pesquisa
de espectro de peptideo utilizou a plataforma PatternLab V. Foram identificadas 2784 proteinas
das amostras, dessas proteinas as mais abundantes foram: heat shock proteins, tubulin, creatine
kinase, actina, ATP synthase, transitional endoplasmic reticulum ATPAse, pyruvate, endoplasmin
e glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. Posteriormente foram selecionadas quatro
proteinas, para modulag@o potencial por miRNAs através da selecdo dos genes, e submetidos as
andlises de enriquecimento funcional, essas relacionavam-se a expressdao de genes envolvidos na

via de sinalizacdo mediada por hormonio, proliferacdo celular, envelhecimento, ciclo celular e
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morte celular. Os principais processos biolégicos ligados as proteinas do tecido testicular foram
tradugdo, transporte intracelular de proteinas e dobramento proteico. As fungdes moleculares das
proteinas estavam relacionadas a ligagdes de ATP, RNA, GTP, entre outras, o componente celular
as proteinas foram localizadas no citoplasma, citosol, microtibulo, entre outros. O upload de 2784
cddigos de acesso Uniprot através da plataforma DAVID correspondeu a 1.563 genes, que estavam
relacionados a ligacdo de ATP, constituinte estrutural de ribossomo, traducdo, entre outros. As
andlises com STRING resultaram em interacdes significativas (P<0,05) de enriquecimento PPI:
1,0 x 107'®, Analise obtida pelo DAVID foram estabelecidas as vias KEEG que indicaram genes
associados com a espermatogénese como ribossomo, apoptose e outros. O trabalho evidencia o
atlas mais abrangente de proteinas expressas no tecido testicular de codornas (Coturnix coturnix
coturnix).

Keywords: Espectrometria de massa; espermatogénese; proteina de choque térmico.

3.1 Introducio

A coturnicultura é considerado um seguimento da avicultura bastante promissor, além de
possibilitar a produgdo de alimento, apresenta rapido retorno econdmico. O Brasil € o quinto maior
produtor mundial de carne de codornas (Grieser et al., 2015). A producio efetivo de codornas no
Brasil em 2021, somou 15,3 milhdes de aves e a producao de ovos atingiu 273,7 milhdes de duzias,
ambos em queda, comparado ao ano de 2019 (IBGE, 2022), provavelmente devido ao surto de
Covid-19 causado pelo Sars-CoV-2. O estado do Ceara € responsédvel por uma produgdo de 40,65%
de codornas no pais (Grieser et al., 2015). Sendo os machos selecionados pela industria avicola
para producdo de carne (Krautwald-Junghanns et al., 2018) e como reprodutores. Devido a essa
importancia socioecondmica estudos vém sendo desenvolvidos sobre aspectos reprodutivos em

aves (Wang et al., 2014; Estermann et al., 2021).
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Na reproducdo, as gdnadas sdo partes fundamentais, de modo que nas aves os testiculos
estdo localizados na cavidade abdominal, dorsalmente ao trato gastrintestinal e ventralmente aos
rins, assim, a espermatogénese progride a temperatura igual ou acima de 37°C (Leska e Dusza,
2007). A espermatogénese ¢ um processo complexo de vdrias etapas que envolve interagcdes
intrinsecas entre diferentes tipos de células presente no testiculo. O processo inicia em células
localizadas na regido basal do tdbulo seminifero, ocorrendo proliferacdo e diferenciacdo das
espermatogoOnias em espermatdcitos via mitose, seguido de meiose formando espermdtides, e
finalizando, na regido luminal do tdbulo seminifero ocorre a diferenciacdo das espermatides em
espermatozoides (Guo et al., 2008; Griswold, 2016).

As células de Sertoli estdo presentes ao redor das células germinativas e tem como fungdo
suporte estrutural, metabdlico, regulacio do meio interno dos tibulos seminiferos e secretam
proteinas que sao transportadoras de nutrientes (Griswold, 1998). As células de Leydig, que estao
localizadas fora dos ductos seminiferos na parte intersticial, t€ém funcdo de producdo de
andrégenos, como a testosterona (Zhou et al., 2019).

O proteoma € o conjunto de proteinas expressas por uma célula, tecido ou organismo em
um determinado momento. A espectrometria de massa é uma ferramenta indispensavel para a
biologia molecular, celular e de sistemas (Aebersold e Mann, 2003). O desenvolvimento de
abordagens protedmicas melhoram consideravelmente a compreensao e identificacao de proteinas
do tecido do sistema reprodutivo (Huang et al., 2002). A andlise protedmica baseada em LC-
MS/MS € uma ferramenta que permite a caracterizagdo de peptideos e proteinas, auxiliando assim,
a compreensao do proteoma do tecido testicular em aves.

Protocolos baseados em espectrometria de massa geraram mapas protedmicos detalhados
de tecidos testicular em humanos (Li et al., 2011; Kim et al., 2014; Wilhelm et al., 2014), macacos

(Zhou et al., 2015), camundongos (Zhu et al., 2010; Stanton et al., 2016; Green et al., 2018), suinos



65

(Huang et al., 2005 (a); Huang et al., 2011) e bode (Wang et al., 2022). Os recentes avangos
tecnoldgicos em protedmica melhoraram consideravelmente a compreensdo como a variagio de
proteinas tem impacto no organismo vivo. Objetivou-se avaliar por meio de espectrometria de

massa, o proteoma do tecido testicular de codornas (Coturnix coturnix coturnix).

3.2 Materiais e métodos
2.1. Animais e coleta de amostras

Os procedimentos foram revisados e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da Universidade Federal do Cearda (CEUA/UFC/2552250718/ 2018). O experimento foi
conduzido no Setor de Avicultura (altitude de 15,5 m; -3°43°02”; 38°32°35”"), utilizando codornas
europeias (Coturnix coturnix coturnix) de 21 semanas de idade, alojadas em um galpao
convencional de producdo, provido de gaiolas de arame galvanizado medindo (35 x 25 x 20 cm)
alojando cinco codornas por gaiola, dispostas em sistema piramidal e equipadas com comedouro
linear tipo calha e bebedouro tipo nipple. As aves foram selecionadas com base no peso corporal
(296,0 + 8.5), distribuidas uniformemente nas gaiolas, adotando um delineamento inteiramente
casualizado, composto por quatro fémeas e um macho por unidade experimental, totalizando assim
40 animais.

A dieta experimental foi formulada para atender as exigéncias nutricionais propostas por
Costa e Silva (2009), foram considerados os valores de composi¢ao nutricional e energética dos
ingredientes segundo Rostagno et al. (2000). Durante todo o periodo experimental foi oferecida as
racOes e dgua a vontade, também utilizou o programa de luz de 16 horas (natural e artificial), sendo

12 horas de luz natural e 4 horas de luz artificial, o experimento teve duracio de 21 dias.
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Os animais foram abatidos por deslocamento cervical, procedeu-se entdo a dissecacdo e
retirada dos testiculos. Estes foram congelados em nitrogénio liquido e posteriormente liofilizadas
por aproximadamente 24 horas, sendo entdo maceradas e armazenadas a -20 °C.

2.2. Extragdo de proteinas

Quatro amostras do tecido testicular liofilizado foram ressuspendidas em 700 ul de tampao
de lise (8 M de ureia, 75 mM NaCl, 50 mM Tris, 0,2 M ortovanadato de sédio, 0,2 M beta-
glicerofosfato e inibidores de protease (Sigma, EUA), com pH 8,2), seguido de agitacdo em gelo
por 15 minutos (min). Posteriormente as amostras foram sonicadas trés vezes por 1 min (com
intervalo de 2 min entre cada sonicagdo em gelo), centrifugadas (4°C, 14.000 rpm, 15 min), e o
sobrenadante aliquotado e armazenado a -80 °C. A quantifica¢io e concentracao total de proteinas
foi determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

2.3. Digestao de proteinas

As proteinas extraidas do tecido testicular (60 ul) foram reduzidas com solucao ditiotreitol
(DTT) com concentracdo final de 5 mM, mantidos durante 25 min a 56 °C em banho maria. Em
seguida, alquiladas com iodoacetamida (IAA) para obter uma concentragdo final 14 mM (protegido
da luz, em temperatura ambiente, por 30 min). Foi adicionado posteriormente DTT concentracao
final 5 mM (protegido da luz, em temperatura ambiente, 15 min). As amostras foram diluidas em
bicarbonato de amonio, reduzindo a concentragdo de uréia de 8 M para 1,6 M, seguido da adi¢ao
de cloreto de calcio (CaClz) para concentragdo final de 1mM. As proteinas foram digeridas com
tripsina durante 16 horas a 37 °C. Para interromper a atividade triptica foi adicionado uma
concentracdo final de 0,4% de acido trifluoroacético (TFA) (Viana et al., 2018; com adaptacdes).
2.4. Dessalinizacao de peptideos

Foram montadas colunas SepPak tC18 50 mg lcc (Waters, EUA) no Manifold Visiprep

SPE (Sigma Aldrich, EUA), para dessalinizacdo dos peptideos. As colunas C18 foram ativadas
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com 3 ml de acetonitrila (ACN) 100% (Sigma Aldrich, EUA), seguido de 1ml de 4cido férmico a
0,1% para equilibrar. Posteriormente adicionado 3 ml TFA a 0,1% para equilibrar a coluna. As
amostras digeridas foram carregadas na coluna, lavadas com 3 ml de TFA a 0,1% e equilibradas
com 1ml de 4cido férmico a 0,1%, seguido de eluicao com 2 ml de uma solucdo contendo 50% de
ACN e 50% de acido formico a 0,1%. As amostras foram eluidas novamente com 80% ACN e 20%
de 4cido férmico a 0,1%, seguido de liofilizacdo e armazenadas a -80 °C. Antes da espectrometria
de massa foi realizado a concentracdo peptidica (fluorimetro QubitTM; Thermo Fisher, EUA).
2.5. Espectrometria de massa Label-free

Peptideos tripticos 1 pg foram analisados em sistema cromatografico com colunas capilares
(nano-UHPLC Dionex Ultimante 3000) acoplado a um espectrometro de massa hibrido
quadrupolo-orbitrap, (Orbitrap Q Exactive™ Plus, Thermo Scientific, Germany). Foram utilizados
os seguintes solventes para as corridas: solvente A (0.1% dacido férmico em 4gua) e solvente B
(acetonitrila/0.1% de éacido férmico 80/20). O sistema cromatografico consistiu em duas colunas.
Primeiro, uma pré-coluna, Acclaim™ PepMap™ 100 C18 (300 um x 5 mm) contendo particulas
esféricas de silica de 5 um- diametro com tamanho de poro de 100 A (Thermo Fisher, USA), onde
as amostras foram injetadas a uma taxa de fluxo de 5 pL/min, com 98% de solvente A e 2% de
solvente B. Em seguida, os peptideos foram separados em uma coluna analitica PicoCHIP® (75um
x 25 cm, 15 um tip), embalado com particulas de Reprosil-PUR C18 de 1.9 um, tamanho de 120
A (New Objective, USA), através de um gradiente de elui¢do com solvente B (2-40% durante 170
min.; 40-85% durante 15 min.; isocratico de 85% durante 5 min.), seguido de uma etapa isocratico
de 2% do solvente B durante 19 min. e 30 seg. para reequilibrar a coluna. A interface entre o
nanoLC e o espectrometro de massas hibrido seguiu o controle automético do equipamento,

utilizando o software Xcalibur 4.1.31.9 (Thermo Scientific, USA). A ioniza¢do do peptideo foi
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realizada em uma fonte de ions PicoCHIP nanoelectrospray (New Objective, USA), com voltagem
de pulverizacdo ajustada em 2.5 kV e temperatura capilar de transferéncia em 250 °C.

Os espectros de MS foram adquiridos no modo positivo, com aquisi¢do dependente de
dados (DDA). O ciclo DDA consistiu em uma varredura de pesquisa compreendendo faixa de 200-
2000 m/z com resolugdo de 140,000 FWHM (Full Width at Half-Maximum) a m/z 400 e com um
valor alvo de controle de ganho automético (AGC) de 3 x 10° fons para todas as varreduras FTMS
e tempo miximo de preenchimento de 45 ms. A varredura de pesquisa foi seguida por fragmentacio
MS/MS por dissociacdo de colisdo de alta energia (HCD) dos 20 fons precursores mais abundantes
em cada momento, sob 30% de energia de colisdao, com 17,500 FWHM em m/z 400, um valor alvo
de AGC de 1 x 10° fons e um valor minimo de 8 x 10° fons para todas as varreduras FTMS e um
tempo de preenchimento maximo de 60 ms. fons precursores previamente fragmentados foram
excluidos dinamicamente por 10 s.
2.6. Pesquisa de banco de dados e identificacdo de proteinas

A pesquisa e a filtragem de correspondéncia de espectro de peptideos foram realizadas
usando o mecanismo de pesquisa Comet (version 2019.01) incorporado no PatternLab para
Proteomics (version V, http://patternlabforproteomics.org; Carvalho et al., 2016; Santos et al.,
2022). Sequéncias ndo revisadas de Gallus gallus (Chicken) foram obtidas do banco de dados do
UniProtKB (60,570 entries; September 02th, 2022, http://www.uniprot.org/). A pesquisa final de
banco de dados usando a ferramenta Search Database Generator do PatternLab incluiu um
chamariz reverso para cada sequéncia alvo mais sequencias de 15 contaminantes comuns, como
queratina e ubiquitina. Os parametros de pesquisa incluiram: candidatos a peptideos totalmente
especificos com massas entre 500 e 6000 Da, até duas clivagens perdidas, 40 ppm para massa
precursora e bins de 1,0005 m/z para MS/MS. Modificacdes fixas e variaveis foram definidas como

carbamidometilacdo de cisteina (C) e oxida¢do de metionina (M).


http://patternlabforproteomics.org/
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Os parametros de pesquisa pré-configurados do PatternLab foram selecionados como
“High-High” (e.g., Q-Exactive / using orbitrap for MS1 and MS2); “Pesquisa e Filtrar” para o
modo de operacdo; “Processamento de diretério recursivo” como opgdes de processamento. Os
pardmetros avancados do mecanismo de pesquisa Comet incluiam “Trypsin” como enzima
selecionada e “Totalmente especifico” para especificidade da enzima, todos os outros mantidos no
modo padrdo. A validagdo de correspondéncias de espectro de peptideos (PSMs) foi avaliada
usando o Search Engine Processor (SEPro). Para cada resultado, XCorr, DeltaCN, DeltaMass,
SpecCount Score e os valores de pontuacdo secundaria do Comet foram usados para gerar um
discriminador Bayesian e uma pontuacdo de corte que foi estabelecida para aceitar 1% de taxa de
falsa descoberta (FDR). Foi necessdrio um comprimento minimo de sequéncia de 6 residuos de
aminodcidos e os resultados foram filtrados para aceitar apenas PSMs com erro de massa de
precursor inferior a 6 ppm. O filtro de pés-processamento resultou em um FDR global, no nivel de
proteina, inferior a 1% e foi independente do estado triptico, sendo necessarios pelo menos 2
peptideos/proteina para identificacao.

2.77. Analise bioinformética

Os dados das proteinas identificadas foram analisados com o software para ferramenta de
andlise de enriquecimento funcional (FunRich version 3.1.4), usando o banco de dados UniProtKB
(Pathan et al., 2015). Agrupamentos funcionais associados as proteinas do tecido testicular foram
analisados por meio da plataforma DAVID (Functional Annotation Bioinformatics Analysis), de
acordo com os escores de enriquecimento e os P-values (Huang et al., 2009), sendo também
empregada para realizar as vias KEEG.

O STRING (http://string-db.org) versdo 11.0 foi usado para andlise in-silico com base em
previsdes coletadas de associagOes diretas (fisicas) ou indiretas (funcionais) das proteinas

identificadas, integrando evidencias do contexto gendmico, co-expressdao e dados da literatura
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(Viana et al., 2018). Os clusters foram manuseados manualmente para melhor visualizacdo das
interacOes proteina-proteina.

Os genes foram selecionados para modulacdo potencial por miRNAs, usando o conjunto de
dados Homo sapiens miRBAse (http://www.mirba se.org) (Kozomara and Griffiths-Jones, 2011) e
servidor miRNet 2.0 (https://www.mirnet.ca/) (Chang et al., 2020).

3.3 Resultados

Foram identificadas 2784 proteinas no tecido testicular de codornas (Coturnix coturnix
coturnix), para garantir uma identificacdo confidvel, foram realizadas sequencias peptidicas com
FDR <1%. De todas as proteinas listadas, foram caracterizadas de acordo com o Uniprot Database
2174 proteinas, as demais proteinas ndo eram caraterizadas em Chicken. Os detalhes de todas as
proteinas identificadas com precisdo sdo demonstrados na tabela suplementar 1. Realizou-se uma
selecdo das proteinas com base na pontuacdo de enriquecimento e contagem de espectro, deste
modo, as proteinas mais abundantes no tecido testicular foram heat shock protein, tubulin, creatine
kinase, actin, ATP synthase, transitional endoplasmic reticulum ATPAse, pyruvate kinase,
endoplasmin e glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. Na tabela 1 encontra-se as 15 proteinas
mais abundantes do tecido testicular de codornas.

Destas foram selecionadas quatro genes (HSP9OAAI1, TUBB4B, CKB e ACTGI) para
andlise na plataforma visual de rede miRNET, no qual foram identificados 389 miRNAs
relacionados a estes genes, com uma rede de 509 interacdes. As fungdes dos miRNAs selecionadas
foram: Via de sinalizagdo mediada por hormonio (46 miRNAs), proliferacao celular (46 miRNAs),
envelhecimento(47 miRNAs), metabolismo da glicose (23 miRNAs), ciclo célular (47 miRNAs)
e morte celular (56 miRNAs), e outros selecionados segundo o Pval < 0,05 (Figura 1). Na tabela

suplementar 2 encontra-se disponivel os genes selecionados de miRNAs.


https://www.mirnet.ca/
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Os principais processos bioldgicos ligados as proteinas do tecido testicular foram tradugdo,
transporte intracelular de proteinas e dobramento proteico (Figura 2a). As fun¢des moleculares das
proteinas estavam relacionadas a ligacdao de ATP, ligacao RNA, ligacdo GTP, atividade de GTPase,
constituinte estrutural do ribossomo, entre outros (Figura 2b), enquanto os principais componentes
celulares foram localizados no citoplasma, citosol, microtibulo e outros (Figura 2c).

Os resultados do banco de dados foram anotados e analisados na plataforma DAVID,
resultando em termos funcionalmente enriquecidos, um upload de 2784 cddigos de acesso Uniprot
através da plataforma DAVID equivalendo a 1.563 genes, estes foram associados a 192 clusters
funcionais enriquecidos (tabela suplementar 3). Dez clusters foram selecionados: ligacdo de
nucleotideos, ligagdo de ATP, constituinte estrutural de ribossomo, traducdo, dominio de
reconhecimento de RNA, ligacdo de GTP, dobramento, ligacdo de proteinas e Chaperona (tabela
2).

As proteinas englobadas nos dez clusters selecionados, foram analisadas com STRING
(Figura 3), resultando em interacdes significativas (valor P de enriquecimento PPI: 1,0 x 107!,
numero de nds 47 representando as proteinas, numero esperado de interacdes 57, numero
encontrados de interacOes 235 moleculares).

Com base da andlise DAVID foram também estabelecidas via KEEG relacionados a
espermatogénese, incluindo vias de spliceossoma (47 genes), ciclo celular (21 genes), metabolismo
da glutationa (22 genes), ribossomo (71 genes), apoptose (24 genes) (tabela 3). Foram identificadas
proteinas presentes nas células germinativas e somdticas, no proteoma do tecido testicular de

codornas (Coturnix coturnix coturnix) (tabela suplementar 1).
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3.4 Discussao

Neste estudo um total de 2784 proteinas foram identificadas no tecido testicular de codornas
(Coturnix coturnix coturnix). O testiculo € considerado o 6rgdo que expressa o maior nimero de
proteinas especificas do tecido (Chalmel et al., 2012; Uhlen et al., 2015), mostrando, divergéncia
entre espécies (macaco, suinos, camundongos, bode) tanto para sequéncia de gene quanto para
expressao de proteinas (Guillaumen et al., 2000; Huang et al., 2005 (a); Khaitovich et al., 2005;
Paz et al., 2006; Zhu et al., 2006; Voolstra et al., 2007; Huang et al., 2011; Djueinovic et al., 2014;
Wang et al., 2014; Zhou et al., 2015; Wang et al., 2022). Apesar do notdvel conhecimento
disponivel sobre o perfil proteico do tecido testicular dos animais citados, hd informagdes limitadas
sobre o proteoma testicular em aves. Em aves, os trabalhos protedmicos no tecido testicular
estavam relacionados ao estresse térmico (Wang et al., 2014; Wang et al., 2019; Zhuang et al.,
2018) e alimentacdo (Ferreira, 2019).

A expressdo de proteinas de choque térmico (HSPs) estd presente no tecido testicular de
diversas espécies, o que indica que essas proteinas sdo cruciais para o desenvolvimento das células
germinativas (Zakeri et al., 1988; Gruppi et al., 1991; Neuer et al., 2000; Ferreira, 2019), estao
presentes na espermatogonia, espermatocitos, espermdtides e espermétides alongadas (Huang et
al., 2005 (b)), desempenhando um papel fundamental na espermatogénese e na reprodugdo do
macho (Zhu et al., 1997; Eddy, 2015). A proteina HSP90 alfa € expressa no citoplasma de todas as
células espermatogénicas no tecido testicular de frangos (Wang et al., 2014). Os testiculos nas aves
estdo localizados dentro da cavidade abdominal, onde a espermatogéneses ocorre em uma
temperatura entre 37 e 41 °C (Beaupre et al., 1997; Leska e Dusza, 2007), consequentemente,
mecanismos compensatorios permitem a espermatogénese normal (Li et al., 2011).

A tubulina é uma proteina polimorfica, sendo o principal constituinte dos microtubulos,

estando envolvida na formacdo dos tibulos seminiferos testiculares (Chen et al., 2018). Esta,
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desenvolve um papel importante na motilidade do axonema (Audebert et al., 1999), tornando-se
essencial para a formacdo da cauda do esperma no testiculo (Huang et al., 2005 (b)), e envolvida
assim, na espermatogénese.

No proteoma do tecido testicular, a maioria das proteinas mais abundantes estdo localizadas
no citoesqueleto. A actina € essencial para a espermatogénese, essas proteinas sdo importantes para
suporte e transporte de espermatozoides em desenvolvimento através das células epiteliais (Li et
al., 2017) e influenciam na barreira hematotesticular (Xiao e Yang, 2007), porém, os mecanismos
moleculares permanecem desconhecido (Wang et al., 2020). A proteina actina musculo liso adrtico
sao marcadores para células de Sertoli e células peritubulares (Mayerhofer, 2013; Welter et al.,
2020).

A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase tem expressdo especifica no testiculo, participa da
regulacdo da glicdlise, na qual, a enzima codificada catalisa uma importante etapa da produgdo de
energia no metabolismo de carboidratos e, durante a espermatogénese, desempenhando papel
importante na regulacdo da troca de diferentes vias de produgdo de energia, necessarios para a
motilidade espermdtica (Welch et al., 2000). Em resumo as proteinas citadas no presente trabalho
podem desempenhar papel importante na espermatogénese de codornas.

De acordo com a andlise miRNAs especificos relacionados a genes equivalentes as
proteinas mais abundantes no tecido testicular de codornas (Coturnix coturnix coturnix) foram
relacionadas a proliferacdo celular, via de sinalizacdo mediada por hormonio, ciclo celular,
metabolismo da glicose e lipidios, morte celular e outras fungdes. Entre esses processos bioldgicos,
os processos hormonais e metabdlicos da glicose desempenham um papel importante na
espermatogénese (Liang et al., 2021). Proteinas glicoliticas podem indicar um esfor¢o das células
de Sertoli para secretar quantidades de lactato para as células germinativas em desenvolvimento,

na qual, pode diminuir a taxa apoptética (O’Flaherty, 2015).
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A andlise de clusters revelou 192 clusters funcionais enriquecidos, no qual, os principais
clusters foram ligacdo de nucleotideos, ligacio de ATP, constituinte estrutural de ribossomo,
tradugdo, ligacdo de GTP, Chaperona, entre outros. As andlises GO e clusters foram
correlacionadas, sugerindo assim, envolvimento no enriquecimento de proteinas expressas nos
processos celulares e na regulacdo da espermatogénese. Das 15 proteinas mais abundantes no
tecido testicular de codornas (Coturnix coturnix coturnix), mais da metade estdo representadas em
pelo menos um desses agrupamentos. Proteinas relacionadas a ligacio do ATP, GTP e proteina
desdobrada foram associadas a funcdo molecular (P-valor <0,005), enquanto predominantes nos
processos biologicos: tradugcdo e Chaperona (P-valor <0,005), representados nos componentes
celulares: ribossomos e nucleossomos (P-valor <0,005).

Virios genes identificados no proteoma do tecido testicular de codornas sdo especificos nas
células germinativas, como ATP-dependente RNA helicase DDX1 e Probable ATP-dependent
RNA helicase DDX6 (Eildermann et al., 2012; Langenstroth et al., 2014). O gene deleted in
azoospermia-like (DAZL) codifica uma proteina de ligacio do RNA, no testiculo, essa proteina
estd localizada no nucleo das espermatogonias, e posteriormente durante a meiose no citoplasma
dos espermatdcitos, sendo um gene essencial na gametogénese de machos e fémeas (Reijo et al.,
2000; Pineau et al., 2019).

A rede de interagOes proteina-proteina constituida com maior nimero de genes, foram os
constituintes estruturais: tradu¢do e constituintes da proliferacdo de ribossomos, devido a
quantidade das proteinas (ribossomo, actina e tubulina) (tabela 2), evidenciando que uma grande
rede de proteinas estava funcionalmente conectada. A interac@o de proteinas do ribossomo exerce
funcdes regulatorias na espermatogénese (Mageeney e Ware, 2019), incluindo componentes

ribossOmicos, bem como proteinas nio ribossomicas e small nuclear RNA, tendo papel
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fundamental na biogénese (Hassouni et al., 2019). A actina tem fun¢do na manuten¢do e motilidade
celular (Zhang et al., 2021).

Na andlise de KEGG os principais clusters foram ribossomo, apoptose, spliceossoma, ciclo
celular, metabolismo da glutationa, dentre outras. Os genes com maior expressdo no tecido
testicular estdo associados a fungdes de manutengcdo, como genes que codificam proteinas
mitocondriais e do ribossomo. As proteinas do ribossomo estdo envolvidas na sintese de proteinas,
enzimas essenciais para o metabolismo e expressdo génica, proteinas mitocondriais necessarias
para geracdo de energia e integridade celular (Djueinovic et al., 2014).

O spliceossoma € uma grande molécula complexa contendo cinco RNAs nucleares
(pequenos e comuns), e de subunidades proteicas que removem sequencias ndo- codificantes
(Nakanishi e Shiratsuchi, 2004), que regula e medeia o processamento do mRNA precursor (Eto et
al., 2010). Esses componentes estdo envolvidos na formagao de gametas masculinos, de modo que
defeitos nos spliceossoma poderiam causar infertilidade (Huang et al., 2020). Um trabalho
utilizando tecnologia iTRAQ e tecnologia LC-MS/MS para identificar proteinas expressas
diferencialmente nos perfis protedmicos do tecido testicular de homens com espermatogénese
prejudicada e normal, sugerem que: a via spliceossoma poderia estar envolvido na
espermatogonia, estando regulada negativamente, devido a defeitos (Liang et al., 2021). Os
principais defeitos do spliceossoma irdo afetar a diferenciacdo das espermatogonias testiculares,
estando relacionadas a azoospermia ndo obstrutiva, inibindo assim, o desenvolvimento e a
maturacdo dos espermatozoides (Wu et al., 2016).

As proteinas presentes nas células germinativas e sométicas encontradas no trabalho foram
vimentin e lamain. A proteina vimentin € comum no microtibulo, células de Sertoli,
espermatogonia e espermatide (Costigliola et al., 2017). A proteina vimentin estd relacionada a

manuteng¢do da integridade do contato entre as células germinativas e células de Sertoli, relacionado
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principalmente com o componente de filamento intermedidrio (Kossack et al., 2013; Giudice et al.,
2014), e envolvida na adesdo, migracdo e tradugdo. A proteina lamain estd presente nas células
Sertoli, Leydig, midide peritubular, espermatogdnias e células da parede capilar (Park et al., 2016;
Wang et al., 2022), essa proteina tem efeitos de ligacdo e mediacdo para controlar a formacao da
membrana basal (Binsila et al., 2018). Estudos in vitro em camundongos, mostraram que o aumento
da [Ca®*] nas células de Sertoli é mediado pela proteina lamain (Taranta et al., 2000). As proteinas
expressas no testiculo, que desempenham um papel importante na espermatogénese, incluem
lactate dehydrogenase, actin, vimentin, lamain, tubulin, citocromo c, proteina quinase, histona e
proteinas de choque térmico (Son et al.,1999). O lactate tem propriedades anti-apoptdticas no
desenvolvimento de células germinativas (Rato et al., 2014; Binsila et al., 2018; Sayed et al., 2019;

Wang et al., 2022).

3.5 Conclusao

O presente trabalho é o atlas mais amplo de proteinas expressas no tecido testicular de
codornas, identificando 2784 proteinas, dessas 610 ndo eram caraterizadas em Chicken, estando
estas envolvidas diretamente na espermatogénese. As principais fungdes moleculares destas
proteinas estdo relacionadas a ligacdo de ATP, ligacio de GTP e constituinte estrutural do
ribossomo no tecido testicular. A descri¢do do proteoma do tecido testicular de codornas pode

contribuir para biologia da reprodugdo, relacionados a aspectos reprodutivos em aves.
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Figura 1. Andlise de enriquecimento de rede e conjunto de genes de miRNAs associados a

regulacdo de HSP9OAA1, TUBB4B, CKB e ACTG]1 com base nos valores P mais elevados obtidos

do banco de dados miRNet.
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Figura 2. Diagrama de ontologia genética mostrando as proteinas de distribuicdo funcional no
tecido testicular de codornas (Coturrnix coturnix coturnix). A distribui¢do foi feita com base em
processos bioldgicos (Fig. 2 a), fun¢des moleculares (Fig. 2 b) e componentes celulares (Fig. 2 c).
Os dados proteicos foram analisados utilizando o software de pesquisa de anotacOes de proteinas
FunRich (Ferramenta de andlise de enriquecimento funcional, versdo 3.1.4). Os termos da

ontologia genética foram obtidos do banco de dados UniProtKB.
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Figura 3. Andlise in silico de interagdes e agrupamentos de proteinas identificadas no tecido
testicular de codornas (Coturrnix coturnix coturnix), conforme determinado pela plataforma String

(https://string-db.org/).



https://string-db.org/

Tabela 1. Lista das 15 proteinas mais abundantes identificadas no tecido testicular de codornas (Coturrnix coturnix coturnix).

acc&le)sz(i)(:flzo de Gene (UniProt) * P:C()(::in Spectrum Protein description
P11501 HSP90AA1 415.394 917 Heat shock protein HSP 90-alpha
FINYBI1 TUBB4B 318.823 827 Tubulin beta chain
P05122 CKB 198.483 540 Creatine Kinase B-type
Q5ZMQ2 ACTG1 284.529 532 Actin, cytoplasmic 2
FINWXO0 LOC425049 225.521 493 Tubulin alpha chain
AOA1DSPYKO  HSPAS 256.16 440 Heat shock cognate 71 KDa protein
P68034 ACTC1 245.996 390 Actin, alpha cardiac muscle 1
P68139 ACTAl 231.398 380 Actin, alpha skeletal muscle
F1P476 ACTA2 232.038 327 Actin, aortic smooth muscle
P63270 ACTG2 232.038 327 Actin, gamma-enteric smooth muscle
AOAILIRY04  ATP5B 252.028 316 ATP synthase subunit beta
Q5ZMU9 vep 318.76 315 Transitional endoplasmic reticulum ATPAse
FINW43 PKLR 194.408 261 Pyruvate Kinase
AOAIDSPPN9  HSP90B1 232.81 258 Endoplasmin
P00356 GAPDH 181.059 246 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

*In accordance with gene abbreviation in UniProt.

81



82

Tabela 2. Clusters selecionados associados a proteinas no tecido testicular de codornas (Coturnix coturnix coturnix), avaliados pelo Database for
Annotation, Visualization, and Integrated Discovery (DAVID).

Functional . . :
. Protein accession . . Enrichment
annotation Gene Protein description P-value
number score
cluster
QIOWU3 DDX1 ATP-dependent RNA helicase DDX1
P68034 ACTC1 Actin, alpha cardiac muscle 1
Nucleotide- AOAILIRYLS PSMC6 AAA domain-containing protein 5.620899¢2" 2081
binding AOAIDSPH36 AOA1D5PH36 UBC core domain-containing protein
FINNVO ATP2A3 Calcium-transporting ATPase
FINIPS PRPS1L1 Ribose-phosphate diphosphokinase
Q04619 HSP90AB1 Heat shock cognate protein HSP 90-beta
Q5ZKB9 DDX6 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6
AOAIDSPPNY HSP90B1 Endoplasmin
6.26506¢1%
ATP binding P10587 MYHI11 Myosin-11 29.81
P11799 Mylk Myosin light chain kinase, smooth muscle
A0A3Q2U2D0O LARS Leucine--tRNA ligase
AOA3Q2UEJS PTGES3 Prostaglandin E synthase 3
P50890 RPSA 40S ribosomal protein AS
Structural 6.91191 (2
constituent of P32429 RPL7A 60S ribosomal protein L.7a 24.00
ribosome . .
FI1N9J4 RPL22 60S ribosomal protein L.22
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Q8UWG7 RPL6 60S ribosomal protein L6
Q08200 RPL10 60S ribosomal protein L10
P67883 RPL30 60S ribosomal protein L.30
A0A452]886 RPL7A 60S ribosomal protein L.7a
Q6ITC7 RPS13 40S ribosomal protein S13
Q90835 EEF1A Elongation factor 1-alpha 1
P50890 RPSA 40S ribosomal protein AS
P08636 RPS17 40S ribosomal protein S17
P47836 RPS4 408 ribosomal protein S4 24.00
p
Translation 1.877360®
QOITCY RPS13 40S ribosomal protein S13
P22451 RPLS 60S ribosomal protein L5
AOAILISOXS RPL34 60S ribosomal protein L34
FIN9J4 RPL22 60S ribosomal protein L.22
F1P368 DAZL Deleted in azoospermia-like
QOWNG8 HNRNPH2 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H1-like protein
AOAILISODS PTBPI Polypyrimidine tract-binding protein 1
RNA E1BWJ7
recognition PABPCIL Polyadenylate-binding protein 9.47392 0 22.13
tif domai
Mot domatn FIPSKO PTBP1 Polypyrimidine tract-binding protein 1
Q9DDUS
Q5ZLUS TRA2B Transformer-2 beta
RBM3 Cold-inducible RNA-binding protein

AOA3Q2UCFK3
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EIF3G Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit G
Q90835 EEF1A Elongation factor 1-alpha 1
AOAIDSPEIS TUBB3 Tubulin beta chain
AOA1DSNW27 TUBAITA Tubulin alpha chain
o AOA1IDSP5Z0 TUBASA Tubulin alpha chain 1
GTP binding . . 4.44814¢12 21.46
QS5F3X4 EFTUD?2 116 kDa US5 small nuclear ribonucleoprotein component
FINYI3 RTCB RNA-splicing ligase RtcB homolog
AOA3Q3BOLS FKBP4 Peptidylprolyl isomerase
ADA3Q2UID7 DNMI Dynamin GTPase
Q5F3X4 EFTUD2 116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein component
AOAILIRXY9 EFTUD2 116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein component
AOA3Q2TUW7T CDC42 Cell division control protein 42 homolog
Small GTP-
binding protein ~ AOA1D5PD33 CDC42 Cell division control protein 42 homolog 2.94485¢09 21.46
domain '
Q90705 EEF2 Elongation factor 2
EIBVTO RALB Small monomeric GTPase
AOA3Q3AMWS RALB Small monomeric GTPase
AOA1DSP5SRO HSP90AAI1 Heat shock protein HSP 90-alpha
AOA1DSPHCS HSP90AB1 Heat shock cognate protein HSP 90-beta
Protein folding 3.75462¢% 19.10
Q90955 PTGES3 Prostaglandin E synthase 3
FINEF2 CCT8 T-complex protein 1 subunit theta
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Q5ZMG9 TCP1 T-complex protein 1 subunit alpha
T-complex protein 1 subunit theta
AOA1D5PZJ4 CCT8
T-complex protein 1 subunit épsilon
Q5SF411 CCT5
Calreticulin
AOA1DSPOUS CALR
AOA1DS5SP5RO Heat shock protein HSP 90-alpha
HSP90AA1
073885 Heat shock cognate 71 kDa protein
HSPAS
AOA1DSPHCS Heat shock cognate protein HSP 90-beta
HSP90AB1
057476 Hsp90 co-chaperone Cdc37
U‘.lfoéfieg. CDC37 4.7832500 19.10
protein binding F1P593 Heat shock protein beta-1
HSPBI1
Q90955 Prostaglandin E synthase 3
PTGES3 HSPB1
Q5ZMG9 T-complex protein 1 subunit alpha
TCP1
FINEF2 T-complex protein 1 subunit theta
AOA1DS5SP5RO HSPOAAL Heat shock protein HSP 90-alpha
AOAILIRNDO HSPODAAL Heat shock protein HSP 90-alpha
AOA1DSPULG6 HSP9DAAL Heat shock protein HSP 90-alpha
HSPB1
Q00649 Heat shock protein beta-1
Chaperone HSPAS ' 0.000517722 19.10
073885 HSPAS Heat shock cognate 71 kDa protein
FINWP3 HSPAS Heat shock cognate 71 kDa protein
AOA1D5SPFJ6 HSP90AB] Heat shock cognate 71 kDa protein
AOA1DSPHCS Heat shock cognate protein HSP 90-beta

CDC37
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057476

Hsp90 co-chaperone Cdc37
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Tabela 3. Andlise de vias KEEG usando servidor DAVID para genes relacionados a espermatogénese e reproducao

Pathways Gene Percentage Fold P-value FDR  Enrichment
count (%) enrichment score
Ribosome 71 4.24 35.42 9.71845 <1V 11697 24.00
Apoptosis 24 14.34 1.15 0.337 0.73 8.79
Spliceosome 47 2.81 2.47 9869 1.680® 6.14
Cell cycle 21 12.54 10.65 0.507 0.80 3.32

Glutathione metabolism 22 13.14 26.65 1.48688"D  1.2612 2.64
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Tabela Suplementar 2. Principais fun¢des dos microRNAs envolvidos na regulacdo de HSP9OAA1, TUBB4B, CKB e ACTGI com

base nos maiores valores de P obtidos no banco de dados miRNet.

Hormone-mediated

Signaling Pathway

Cell Proliferation

Aging

Glucose

Metabolism

Cell Cycle

Cell Death

hsa-mir-16-5p
hsa-mir-17-5p
hsa-mir-17-3p
hsa-mir-23a-3p
hsa-mir-92a-3p
hsa-mir-101-3p
hsa-mir-34a-5p
hsa-mir-221-3p
hsa-mir-128-3p
hsa-mir-7-1-3p
hsa-mir-7-2-3p
hsa-mir-499b-5p
hsa-mir-101-5p
hsa-mir-133a-3p

hsa-let-7b-5p
hsa-let-7e-5p
hsa-mir-16-5p
hsa-mir-17-5p
hsa-mir-17-3p
hsa-mir-92a-3p
hsa-mir-34a-5p
hsa-mir-221-3p
hsa-mir-222-3p
hsa-mir-224-5p
hsa-mir-34c-5p
hsa-mir-378a-3p
hsa-mir-196b-5p
hsa-mir-200c-5p

hsa-let-7b-5p
hsa-let-7e-5p
hsa-mir-16-5p
hsa-mir-17-5p
hsa-mir-17-3p
hsa-mir-30a-5p
hsa-mir-92a-3p
hsa-mir-148a-3p
hsa-mir-10a-5p
hsa-mir-34a-5p
hsa-mir-204-5p
hsa-mir-221-3p
hsa-mir-222-3p

hsa-mir-30e-5p

hsa-let-7b-5p
hsa-let-7e-5p
hsa-mir-23a-3p
hsa-mir-34a-5p
hsa-mir-331-3p
hsa-mir-484
hsa-let-7d-5p
hsa-let-7g-3p
hsa-mir-129-5p
hsa-mir-195-5p
hsa-mir-20a-5p
hsa-mir-34a-3p
hsa-mir-23b-3p

hsa-let-7a-5p

hsa-let-7b-5p
hsa-mir-16-5p
hsa-mir-17-5p
hsa-mir-17-3p
hsa-mir-92a-3p
hsa-mir-34a-5p
hsa-mir-182-3p
hsa-mir-221-3p
hsa-mir-222-3p
hsa-mir-185-5p
hsa-mir-34c-5p
hsa-mir-141-5p
hsa-mir-200c-5p

hsa-mir-103a-2-5p

hsa-let-7b-5p
hsa-let-7e-5p
hsa-mir-16-5p
hsa-mir-17-5p
hsa-mir-17-3p
hsa-mir-23a-3p
hsa-mir-25-3p
hsa-mir-92a-3p
hsa-mir-30c-5p
hsa-mir-10b-5p
hsa-mir-34a-5p
hsa-mir-182-3p
hsa-mir-183-5p
hsa-mir-221-3p



hsa-mir-15a-3p
hsa-mir-15a-5p
hsa-mir-16-1-3p
hsa-mir-20a-5p
hsa-mir-21-3p
hsa-mir-22-5p
hsa-mir-24-3p
hsa-mir-27a-3p
hsa-mir-30d-5p
hsa-mir-34a-3p
hsa-mir-499a-3p
hsa-mir-23b-3p
hsa-let-7a-5p
hsa-mir-18a-3p
hsa-mir-21-5p
hsa-mir-29a-3p
hsa-mir-30d-3p
hsa-mir-7-5p
hsa-mir-1-3p
hsa-mir-124-3p

hsa-mir-146a-5p

hsa-let-7d-5p
hsa-let-7g-3p
hsa-mir-127-5p
hsa-mir-129-5p
hsa-mir-130a-3p
hsa-mir-15b-5p
hsa-mir-16-1-3p
hsa-mir-21-3p
hsa-mir-22-5p
hsa-mir-24-3p
hsa-mir-34a-3p
hsa-mir-374b-5p
hsa-let-7a-5p
hsa-let-7c-5p
hsa-mir-21-5p
hsa-mir-29b-3p
hsa-mir-29¢c-3p
hsa-mir-503-5p
hsa-mir-1-3p
hsa-mir-124-3p

hsa-mir-146a-5p

hsa-mir-7-1-3p
hsa-mir-7-2-3p
hsa-mir-141-5p
hsa-mir-200c-5p
hsa-let-7d-5p
hsa-let-7g-3p
hsa-mir-141-3p
hsa-mir-15a-3p
hsa-mir-15a-5p
hsa-mir-16-1-3p
hsa-mir-181a-5p
hsa-mir-195-5p
hsa-mir-21-3p
hsa-mir-22-5p
hsa-mir-30b-5p
hsa-mir-30d-5p
hsa-mir-34a-3p
hsa-mir-194-5p
hsa-let-7a-5p
hsa-let-7c-5p

hsa-mir-18a-3p

hsa-let-7c-5p
hsa-mir-124-3p
hsa-let-7g-5p
hsa-mir-125b-5p
hsa-mir-20a-3p
hsa-mir-625-5p
hsa-mir-1207-5p
hsa-mir-124-5p
hsa-mir-129-2-3p

hsa-mir-103a-3p
hsa-mir-107
hsa-mir-141-3p
hsa-mir-15b-5p
hsa-mir-16-1-3p
hsa-mir-195-5p
hsa-mir-196a-5p
hsa-mir-20a-5p
hsa-mir-21-3p
hsa-mir-24-3p
hsa-mir-34a-3p
hsa-mir-424-5p
hsa-let-7a-5p
hsa-mir-18a-3p
hsa-mir-191-3p
hsa-mir-21-5p
hsa-mir-29b-3p
hsa-mir-503-5p
hsa-mir-1-3p
hsa-mir-124-3p
hsa-mir-182-5p

hsa-mir-222-3p
hsa-mir-128-3p
hsa-mir-7-1-3p
hsa-mir-7-2-3p
hsa-mir-1226-3p
hsa-let-7d-5p
hsa-mir-129-5p
hsa-mir-130b-3p
hsa-mir-130b-5p
hsa-mir-134-5p
hsa-mir-16-1-3p
hsa-mir-181a-5p
hsa-mir-20a-5p
hsa-mir-21-3p
hsa-mir-24-3p
hsa-mir-30b-5p
hsa-mir-30d-5p
hsa-mir-34a-3p
hsa-mir-23b-3p
hsa-let-7a-5p
hsa-let-7c-5p
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hsa-mir-132-3p
hsa-mir-20a-3p
hsa-mir-212-3p
hsa-mir-22-3p
hsa-mir-9-5p
hsa-mir-98-5p
hsa-mir-124-5p
hsa-mir-212-5p
hsa-mir-27a-5p
hsa-mir-363-3p

hsa-mir-18a-5p

hsa-mir-200b-3p
hsa-mir-429
hsa-let-7g-5p
hsa-mir-125b-5p
hsa-mir-140-5p
hsa-mir-145-5p
hsa-mir-22-3p
hsa-mir-9-5p
hsa-mir-124-5p
hsa-mir-130a-5p
hsa-mir-203a-3p

hsa-mir-21-5p
hsa-mir-30a-3p
hsa-mir-30d-3p
hsa-mir-30e-3p
hsa-mir-7-5p
hsa-mir-146a-5p
hsa-let-7g-5p
hsa-mir-145-5p
hsa-mir-22-3p
hsa-mir-9-5p
hsa-mir-155-5p

hsa-mir-18a-5p

hsa-mir-191-5p
hsa-mir-200b-3p
hsa-mir-210-3p
hsa-mir-125b-5p
hsa-mir-140-5p
hsa-mir-145-5p
hsa-mir-20a-3p
hsa-mir-9-5p
hsa-mir-98-5p
hsa-mir-124-5p
hsa-mir-138-5p

hsa-mir-18a-5p

hsa-mir-18a-3p
hsa-mir-21-5p
hsa-mir-29b-3p
hsa-mir-29¢-3p
hsa-mir-30d-3p
hsa-mir-7-5p
hsa-mir-1-3p
hsa-mir-146a-5p
hsa-mir-182-5p
hsa-let-7f-5p
hsa-let-7i-5p
hsa-mir-125b-5p
hsa-mir-145-5p
hsa-mir-20a-3p
hsa-mir-212-3p
hsa-mir-98-5p
hsa-mir-212-5p
hsa-mir-885-3p

hsa-mir-129-2-3p

hsa-mir-203a-3p

hsa-mir-18a-5p
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CAPITULO I

Gel de poliacrilamida do musculo Pectoralis Major de codornas (Coturnix
coturnix coturnix), alimentadas com diferentes niveis de anacardato de
célcio e 4cido citrico. M- marcador; T1 - rag@o controle; T2 - 0,25% ANC;
T3-0,25% ANC e 0,25% AC; T4 - 0,50% ANC; T5 - 0,50% ANC e 0,25%
AC; T6 - 0,50% ANC e 0,50% AC; T7 - 0,75% ANC; T8 - 0,75% ANC e
0,25% AC; T9 - 0,75% ANC e 0,50% AC; respectiva quantidade de
anacardato de calcio (ANC) e acido citrico (AC).......oovvvveeeeeeeeiiieieieiieeeeeeen,
Termos de ontologia génica de proteinas do musculo Pectoralis Major (a),
testiculo (b), epididimo (c) e glandula acessoéria (d) de codornas (Coturnix
coturnix coturnix) submetidas a diferentes niveis de dieta com anacardato
de cdlcio associado ao &cido citrico, associados ao processo bioldgico,
classe proteica, funcdo molecular e componente celular. Os dados e a
identificacdo das proteinas foram analisados pelo sistema de classificacio
Panther (http://geneontology.org/) e com base no banco de dados ..............
Andlise in silico das interacdes proteicas do musculo Pectoralis Major (A),
testiculo (B), epididimo (C) e glandula acesséria (D) em codornas
europeias (Coturnix coturnix coturnix) determinadas por STRING software
version 11.0. A andlise inclui todas as proteinas incluidas na tabela
suplementar, mas com excecao das que nao tiveram interagao.....................
Gel de poliacrilamida do tecido testicular de codornas (Coturnix coturnix
coturnix), alimentadas com diferentes niveis de anacardato de cdlcio e
acido citrico. M- marcador; T1 - racdo controle; T2 - 0,25% ANC; T3 -
0,25% ANC e 0,25% AC; T4 - 0,50% ANC; T5 - 0,50% ANC e 0,25% AC;
T6 - 0,50% ANC e 0,50% AC; T7-0,75% ANC; T8 - 0,75% ANC e 0,25%
AC;T9-0,75% ANC e 0,50% AC; representam a respectiva quantidade de
anacardato de calcio (ANC) e 4acido citrico (AC) fornecido nas dietas dos
animais durante o periodo experimental. SDS-PAGE de 12,5% corado com

COMASSIE R2500. .o

32

34

36

98



Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Comparagdo entre bandas de proteinas identificadas do tecido testicular de
codornas (Coturnix coturnix coturnix) alimentadas com diferentes niveis

de anacardato de calcio e acido citrico. As letras diferentes diferem (P <

Imagens de microscopia 6ptica do tibulo seminifero de codornas europeias
alimentadas com diferentes niveis de anacardato de calcio (ANC) associado
ou ndo ao dcido citrico (AC) 40X. Tratamento controle (A) apresentaram
organizacdo celular normal no epitélio seminifero, com correta
distribuicdo, maturacdo e diferenciacdo celular durante a producdo de
espermatozoides (mostrado pela seta preta); Formagdo de vacuiolos entre
células germinativas nos tratamentos 0,50% ANC e 0,50% AC (B); 0,75%
ANC (C), 0,75% ANC e 0,25% AC (D) e 0,75% ACN e 0,50% AC (E)

respectivamente (mostrados pela seta amarela).........coccceevvveeriieeniieinieennne.

CAPITULO 11

Andlise de enriquecimento de rede e conjunto de genes de miRNAs
associados a regulagdao de HSP9OAA1, TUBB4B, CKB e ACTG1 com base
nos valores P mais elevados obtidos do banco de dados miRNet...................
Diagrama de ontologia genética mostrando as proteinas de distribui¢io
funcional no tecido testicular de codornas (Coturrnix coturnix coturnix). A
distribuicao foi feita com base em processos biologicos (Fig. 2 a), fungdes
moleculares (Fig. 2 b) e componentes celulares (Fig. 2 c). Os dados
proteicos foram analisados utilizando o software de pesquisa de anotacdes
de proteinas FunRich (Ferramenta de anélise de enriquecimento funcional,
versdo 3.1.4). Os termos da ontologia genética foram obtidos do banco de
dados UniProtKB...........cooiiiiiie e
Andlise in silico de intera¢des e agrupamentos de proteinas identificadas

no tecido testicular de codornas (Coturrnix coturnix coturnix), conforme

determinado pela plataforma String (https://string-db.org/)......ccccceevvuveennee.
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coturnix) alimentadas com diferentes niveis de anacardato de célcio e acido
citrico. As proteinas foram separadas por SDS-PAGE unidimensional e
identificadas por espectrometria de massa tandem (ESI-Q-ToF)...................
Proteinas do tecido testicular de codornas (Coturnix coturnix coturnix)
alimentadas com diferentes niveis de anacardato de cdlcio e 4cido citrico.
As proteinas foram separadas por SDS-PAGE unidimensional e
identificadas por espectrometria de massa tandem (ESI-Q-ToF).................
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