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RESUMO

LOPEZ, Camilo José Ramirell.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, novembro de 2018.
Analise prote6mica e bioquimica do plasma seminal de touros da rac&INre classificados
como aptos e inaptos a reproducadrientador: José Domingos Guimaraes.

Este estudo foi realizado com o objetivo de determinar o perfil protedmico e bioquimico do
plasma seminal de touros jovens da raca Nelore essig@io com as caracteristicas fisicas e
morfolégicas do sémen. Foram usados 20 touros com idades compreendidas entre 19,8 e 22,7
meses. Todos os touros foram submetidos a avaliagdo androlégicas e classificados segundo suas
caracteristicas reprodutivas em touros aptos e inaptos a reproducéo. Foi coletada uma amostra
de sémen de cada touro pelo método de eletroejaculacdo e foram avaliados os aspectos fisicos
e morfologicos dos ejaculado por meio de microscopia éptica convencional e de contraste de
fase. Depois das analises, os ejaculados foram centrifugads sobrenadantes (plasma
seminal) foram usados para determinar as concentragcdes de glicose, albumina, proteinas totais,
triglicerideos, colesterol, HDL, LDL, ureia, célcio, fésforo, cloreto, ferro, sédio e potassio por
meio de um analisador bioquimiefotometria de chama. Depois da centrifugacéo, as proteinas

do plasma seminal foram quantificadas pelo método de Bradford e analisadas por meio de
eletroforeses monodimensional e bidimenensianaspectrometria de massas (MALDI
TOF/TOF e LC-MS/MS). As proteinas foram identificadas pelo MASCOT e validadas
estatisticamente usando o software SCAFFOLD &s proteinas foram caracterizadas de
acordo a suas classeprocessos biologicos pelo PANTHER usando os termos de ontologia
génica depositados no banco de dados UniprotKB. As proteinas diferencialmente abundantes
foram quantificadas pelo método emPAIl considerando unicamente aquelas proteinas com
foldchange superior a 1,5 vezes. As redes de interacdo entre as proteinas identificadas no plasme
seminal foram obtidas por meio do STRING. Os dados foram analisados pelo software
estatistico SAEG - UFV, e foram usadas as correlacdes de Pearson para esitetaciio

entre as caracteristicas estudadas. Nao foram obsevadas diferencas (ps0a0&)asanedios

das caracteristicas do aspecto fisico do sémen e perimetrolesuretas grupos de animais.

A porcentagem de defeitos espermaticos apresentou diferenca (p<0,05) entre os dois grupos de
touros sendo maior no grupo de reprodutores classificados como inaptos a reproducda. També
foram observadas diferencas nas concentracdes de colesterol, triglicerideos e ferro (p<0,05),
sendo maiores para 0os animais classificados como aptos a reprdéoigio observadas
correlagbes médias, positivas e negativas, entre os componentes do perfil bioquimico do plasma
seminal. Usando LC-MS/MS foram identificadas 298 proteinas com pelo menos dois peptideos

X



validados A Spermahesin 1 foi a proteina mais abundante representandi 80,6otal das
proteinas identificadas no plasma seminal, seguida pela BSP PDC-109 (4,6 %) e Serine
protease inhibitor clade E member 2 (4,0 %). De acordo com a classificacdo dos processos
bioldgicos, 94 proteinas apresentaram atividade realacionadas com processos celulares, 85 com
processos metabdlicos e 39 com resposta a estimulos, sendo as categorias com maior numerc
de proteinas classificadas. As proteinas do plasma seminal foram categorizadas em 21 classes
de proteinas diferentes, em que a classe das hidriolases (49) e modulares enzimaticos (29) foram
0S grupos com maior nimero de proteinas enquadradas. Das 298 proteinas identificadas, 34
foram diferencialmente abundantesgelas 26 apresentaram mais abundantes no grupo de
touros classificados como aptos a reproducao e 8 no grupo de touros classificados inaptos a
reproducdo.
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ABSTRACT

LOPEZ, Camilo José Ramirez, M.Stlniversidade Federal de Vigosa, November, 2018
Proteomic and biochemical analysis of seminal plasma of Nellore bulls classified as fit and
unfit for breeding. Adviser: José Domingos Guimaréaes.

This study was carried out as the objective of determining the proteomic and biochemical
profile of the seminal plasma of young bulls of the Nelore breed and its relation with the
physical and morphological characteristics of the semen. Twenty bulls were used between 19.8
and 22.7 months. All bulls were submitted to andrological evaluation and classified according
to their reproductive characteristics in bulls fit and unfit for breeding. A semen sample was
collected from each bull by the electroejaculation method and the physical and morphological
aspects of the ejaculate were evaluated by means of conventional optical and phase contrast
microscopy. After the analyzes, the ejaculates were centrifuged and the supernatants (seminal
plasma) were used to determine the concentrations of glucose, albumin, total proteins,
triglycerides, cholesterol, HLD, LDL, urea, calcium, phosphorus, chloride, iron, sodium and
potassium by means of a biochemical analyzer and flame photometry. After centrifugation,
seminal plasma proteins were quantified by the Bradford method and analyzed by
electrophoresis (SDS-PAGE and 2-D SDS-PAGE) and mass spectrometry (MALDI TOF / TOF
and LC-MS / MS). The proteins were identified by MASCOT and statistically validated using
SCAFFOLD Q + software. Proteins were classified according to their classes and biological
processes by the PANTHER using the terms of gene ontology deposited in the database
UniprotKB. Differentially abundant proteins were quantified by the ipPA method considering
only those proteins with foldchange greater than 1.5 times. The interaction networks between
the proteins identified in the seminal plasma were obtained through STRING (version 10.5).
The data were analyzed by the statistical software SAEG - UFV, and the Pearson correlations
were used to study the correlation between the characteristics studied. No differences (p> 0.05)
were observed in the mean values of the physical appearance characteristics of the semen and
scrotal circumference among the groups of animals. The percentage of sperm defects presented
a difference (p <0.05) between the two groups of bulls being higher in the group of reproducers
classified as unfit for reproduction. Differences in cholesterol, triglyceride and iron
concentrations (p <0.05) were also observed, being higher for the animals classified as suitable
for reproduction. Mean, positive and negative correlations were observed between the
components of the biochemical profile of the seminal plasma. Using LC-MS / MS, 298 proteins

with at least two validated peptides were identified. Spermahesin 1 was the most abundant
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protein representing 39.6% of the total proteins identified in seminal plasma, followed by BSP
PDC-109 (4.6%) and Serine protease inhibitor clade E member 2 (4.0%). According to the
classification of the biological processes, 94 proteins showed activity with cellular processes,
85 with metabolic processes and 39 with response to stimuli, being the categories with the
highest number of proteins classified. Seminal plasma proteins were categorized into 21 classes
of different proteins, where class hydroxylase (49) and enzymatic modulators (29) were the
groups with the highest number of framed proteins. Of the 298 proteins identified, 34 were
differentially abundant, of which 26 were more abundant in the group of bulls classified as fit

for breeding and 8 in the group of bulls classified as being unfit for breeding.
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1. INTRODUCAO

O exame andrologico é um procedimento fundamental para avaliacdo dos fatores que
influenciam a funcéo reprodutiva dos touros ao relacionar aspectos clinicos gerais com o exame
dos érgdos genitais, aspectos fisicos do sémen e morfologia espermatica (Karumakaran
Devanethan, 2017). Porém, parametros como a motilidade espermatica progressivaeretilinea
morfologia espermatica apresentam limitada correlagcdo com os indices de fertilidade in vivo,
provavelmente por existir alteracfes espermaticas moleculares ndo perceptiveis pelas analises
convencionais (Camargo et al., 2018

A capacidade fecundante da célula espermética depende de fatores intrinsecos como a
integridade da cromatina, a qualidade do genoma, a estrutura e a composicdo da membrana,
além da presenca de certos componentes bioquimicos do plasma seminal, como proteinas,
acucares e minerais, que contribuem para que os espermatozoides exercam com eficiéncia sua:s
funcdes (De Assumpcao et al., 2013).

O plasma seminal € uma mistura complexa de secrecfes de origens testiculares,
epididimarias e das glandulas sexuais acessorias, rico em variedade de proteinas que
influenciam no metabolismo, motilidade e propriedades da membrana modulando a capacidade
fecundante dos gametas masculinos (Somashekar et al., 2017; Velho et al., 2018).

Diante disso, numerosos estudos tém sido desenvolvidos com a finalidade de identificar
marcadores moleculares dos processos reprodutivos em animais de producdo, como a
identificacdo de proteinas de membranas e da célula como um todo, além das proteinas
presentes nos fluidos reprodutivos (Kasvandik et al., 2015; Harayama et al., 2017).

Todas estas linhas de estudo pressupdem a hipotese de que componentes moleculares
dos espermatozoides, ou dos meios que os cercam, influenciam a capacidade fecundante desta:
células. As diferencas de fertilidade observadas entre os animais, ndo explicadas pelos testes
convencionais para avaliacdo da qualidade do sémen, se relacionam com tais componentes,
podendo assim ser identificados pelos testes complementares, tais como estudo protedmico,
bioquimico ou gendmico (Moura e Memili, 2016).

A identificacdo e quantificacdo abrangente de vérias proteinas encontradas no plasma
seminal oferecem informacdes importantes sobre a dinamica das funcdes e diferenciacdo
celular. Portanto o objetivo do presente estudo foi determinar o perfil protedmico do plasma
seminal de touros jovens da raga Nelore classificados como aptos e inaptos a reproducao e sua

correlacdo com as caracteristicas fisicas do séraenorfologia espermética.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

Determinar o perfil protedmico e bioquimico do plasma seminal de touros jovens da
raca Nelore classificados como aptos e inaptos a reproducdo e sua correlacdo com as
caracteristicas fisicas do sémen e morfologia espermatica.

2.2. Objetivos Especificos:

Determinar o perfil proteémico do plasma seminal bovino por meio de duas abordagens

protedbmica diferentes;

Identificar possiveis alvos moleculares associados com touros da raca Nelore

classificados como aptos e inaptos a reproducéo;

Determinar as concentra¢cdes dos componentes bioquimicos organicos e inorganicos do
plasma seminal de touros da raca Nelore aptos e inaptos a reproducédo e suaccooralasa
caracteristicas fisicas do ejaculado e morfologia espermética.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA.

3.1. Plasma seminal:

A reproducédo € o comeco da vida e uma necessidade para garantir a sobrevivéncia das
espécies. Nos mamiferos, a reproducdo sexuada implica a interacdo e fusdo de um gameta
masculino com um gameta feminino. Embora pareca simples, a reproducdo sexuada envolve
uma série complexa de passos de maturacdo bem organizados para ambos 0s gametas, qu
envolve muitos fatores externos (Plante et al., 2016). Depois da sua producdo nos testiculos,
sua maturacdo nos epididimos e a ejaculacdo, os espermatozoides entram em contato com urr
liquido chamado plasma seminal (Agarwal et al., 2016).

O plasma seminal (PS) é um fluido biolégico complexo de carater isotdnico composto
por multiplas secre¢des dos testiculos, epididimos e das glandulas sexuais acessérias do macho
gue se misturam com o0s espermatozoides durante o processo de ejaculagdo, aumentando ¢
volume do ejaculado e facilitando a passagem dos gametas masculinos pelos 6rgéos
reprodutivos(Figura 1) (Moura et al., 2006; Soleilhavoup et al., 2014; Westfalewicz et al.,
2017). Alem disso, o PS contém proteinas, enzimas, lipidios, acidos organicos, minerais e
outros componentes que desempenham papel importante na regulacéo das fungbes do sémer
(Ledesma et al., 2014). Dentre estes componentes, as proteinas presentes no PS possuem pap
fundamental ao atuarem no remodelamento das membranas durante a maturacdo esperméatica
proporcionando protecdo contra o estresse oxidativo e agindo como fatores decapacitante ao
serem absorvidas na superficie do espermatozoide logo ap6s a ejaculacdo, mantendo a
establidade da membrana até que aconteca o processo de capacitacdo nos 6rgdos genitais d:
fémea, quando entdo, estas sdo removidas como pré-requisito para a fertilizacéo (Régo et al.,
2014).

As proteinas Binder Sperm Protein (BSP) secretadas pelas vesiculas seminais pertencem
a familia das proteinas de ligacdo a heparina e representam aproximadamente 0 % do
componentes proteicos total do PS bovino. As proteinas mais comuns do PS bovino estéo
representadas por trés proteinas acidas, designadas como BSP-A1/A2, A3 e BSP 30. As BSP
Al1l/A2 e A3 tem peso molecular de 15-16 kDa, enquanto que a BSP-30 tem de 28-30 kD
(Manjunath et al., 2002).
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Figura 1: Representacdo esquematica do sistema reprodutor do touro, ilustrando as fontes

fluxo do plasma seminal. Fonte: Juyena e Stelletta (2012).

A BSP-A1/A2 também conhecida como PDC-109 é uma mistura deARSPBSP-A2,
gue se diferenciam somente na glicosilacdo. Na ejaculacdo, os espermatozoides se misturam
com PS durante um periodmrto de tempo e durante esta exposicdo, as BSP integram
parcialmente o colesterol da membrana espermatica (5 a 8 %). As BPS também se ligam aos
fosfatidilcolina da membrana plasméatica do espermatozoide evitando o livre movimento dos
fosfolipidios, com conseguinte estabijzada membrana (Kurma et al., 2012).

A medida que os espermatozoides chegam a tuba uterina, as BSP ligadas aos
espermatozoides interagem com fatores de capacitacdo, como lipoproteinas de alta densidade
(HDL) e heparina, por meio de f@rs eletrostaticas geradas entre as cargas positivas dos
aminoacidos da proteina e as carga negativa dos glicosaminoglicanos, potenciaizando
capacitacdo espermatica mediante a estimulacdo do colesterol e o fluxo de fosfolgidios n
membrana do espermatozoide (Guasti et al., 2012; Plante et al., 2016).

As BSPs também participam na reserva de espermatozoides na tuba uterina ao permitir
gue os gametas masculinos se unam com o epitélio das tubas uterinas. Esta unido mantém
estavel a motilidade dos espermatozoides até que o ovOcito atinja o sitio de fertilizacdo
(Gwanthmey et al., 2006; Apichela et al., 2014).



Normalmente, as BSP nao estimulam o fluxo de lipidios durante a capacitacdo, a menos
que estejam presentes certos agentes capacitanted,Darecheparina. Nesse caso, o epitélio
dos ovidutos por meio das BSP estabilizam os espermatozoides até que 0s agentes capacitante:
ingressem a area de armazenamento para iniciar a capacitacdo. Durantetac@apas
espermatozoides perdem sua ligacdo com as BSP, o que leva a perda da afinidade de unido con
o epitélio dos ovidutos. Portanto, a perda das BSP durante a capacitacdo desempenha papel
importante na liberacdo dos espermatozoides do reservatorio nos ovidutos, sendo crucial na
fertilizacdo ao manter a motilidade das células espermaticas (Plante e Manjunath, 2015).

Todas as BSP tém em comum uma estrutura conservada por diversos N-terminais em sua
composicao e no comprimento, seguidos de dois dominios de fibronectina tipo I, dispostos em
tandem (Fn2-A e FnB) separados por um conector de sete resideamminoacidos. Os
dominios de fibroadina atuam como unidades funcionais para as proteinas. Algumas BSP
também possuem um dominio curto e C-terminal (Manjunath et al., 2009; Plante et al., 2016).

O papel das BSP na criopreservacdo dos espermatozoides ainda ndo esta totalmente
elucidado. Estudos mostram que a exposi¢ao prolongada dos espermatozoides as BSP ou a umz
concentracdo mais alta, leva mudancas na membrana plasmatica dos espermatozoides,
estimulando o fluxo da saida de colesterol. Este fluxo de lipidios ocasionado pelas BSP é
dependente do tempo e da concentragdo, o que resulta numa desestabilizacdo da membrans
seguida de uma leséo criogénica manifestada por capaciteg@hAo acrossomica prematura
(Srivastava et al., 2013).

Depois do conhecimento do efeito prejudicial das BSP nos espermatozoides
criopreservados, alguns autores (Manjunath et al., 2007; Lusignan et al., 2011) demostraram o
efeito benéfico da inclusdo da gema de ovo e o leite nos meios de criopreservacado ao sequestrat
as BSP por meio das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) da gema do ovo e a easeina e
lactoalbumina do leite, melhorando a motilidade espermatica, viabilidade e integridade do

acrassdma (Figura 3.
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Figura 2: Mecanismo de interacao entre a gema do ovo e o leite com as Binder Seminal Protein.
Fonte: Plante et al., 2016.

As epermadesiras (SPH) sdo uma familia de proteinas presente no plasma seminal que
se encontram principalmente em ungulados, com abundancia alta em porcos e javalis, onde
representam aproximadamente o 75 % das proteinas plasmaticas seminais (Schroter et al.,
2017). Em bovinos, séo o segundo grupo mais abundante e sua presenca tem sido relacionade
com a inibicdo do estresse oxidativo e a reducdo da peroxidacdo lipidica das células
espermaticas (Codognoto et al., 2018). As SPH sao proteinas multifuncionais que exibem ampla
de capacidade de unido, se ligando a carboidratos, glicosaminoglicanos sulfatados, fosfolipidios
einibidores de proteases. Isto sugere que podem participar em diferentes etapas da fertilizagéo
(Topfer et al., 1998). Durante a passagem dos espermatozoides pelo epididimo, tem sido
demonstrada uma unido forte das SPH a superficie dos espermatozoides mediante a interacac
com os fosfolipidios da bicamada da membrana (Calvete et al., 1996). Na ejaculacéo, estas
proteinas formam uma capa protetora ao redor da regido do ataaks@spermatozoide, o
que possivelmente evita reagdo acrossdmica prematura (Kraus et al., 2005).

A clusterina (CLU) é uma das principais glicoproteinas presentes nos espermsatozoide
dos mamiferos e desempenha papel importante durante a maturacao espermatica (Menezes e

al., 2017). Esta glicoproteina é sintetizada e secretada por uma ampla variedade de tecidos e
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células em diferentes espécies e nos 6rgaos represiasculinos, € produzida nos testiculos,
epididimos e vesiculas seminais (Salehi et al., 2013). A CLU apresentou correlacdes positivas
entre a motilidade espermatieao vigor espermatico, assim como com a integridade do
acrossoma em sémen fresco e criopreservados, ao aglutinar espermatozoides anormais
(Menezes et al., 2017). Esta proteina integra o complexo de defesa das células ao atuar como
chaperona, solubilizando proteinas parcialmente desestruturadas e reduzindo a citotoxicidade
da precipitacéo proteica induzida pelo estresse celular. A CLU também possui o papel de inibir
a lise pelo sistema do complemento presente nos epididimos e nas secrec¢des uterinas, 0 que
garante maior viabilidade dos espermatozoides durante o transito nos érgaos resrodutor
feminino (Régo et al., 2014).

A osteopontina (OPN) € uma fosfoproteina da matriz extracelular secretada e identificada
em varios tecidos e fluidos, incluidos os 6rgaos reproggnaasculinae feminino. A OPN foi
identificada previamente como um marcador de alta fertilidade de 55 kDa no plasma seminal
de touros da raca Holandés, produzida pelas ampolas e as glandulas vesiculares (Erikson et al.,
2007). A OPN patrticipa na adeséo celular, na remodelacéo tecidual e extracelular, a inflamacéao
e os eventos mediados pelo sistema imunolégico (Bouleftour et al., 2016). Alguns autores
sugerem que a OPN se une aos espermatozoides durante a ejaculagéao por meio das integrinas
0 complexo integrin®PN interage com a zona pelacida (D’Cruz, 1996). Este modelo esta
respaldado pelo fato de que o fluido dos ovidutos bovino contém OPN. Além disso, a OPN se
liga ao receptor CD44, que geralmente participa na adesao celular, e tem sido expressado tanto
nos espermatozoides, quanto na membrana dos ovécitos (Souza et al., 2008).

No touro, a OPN se liga membrana do acrossoma durante a ejaculacdo e essa uniao
persiste ainda depois que 0s espermatozoides entram em contato com as secrec¢des do fluidc
dos oviduto®in vitro quando sofrem reacdo acrossémica. Além da ligacao espermatica, a OPN
interage com a zona pelucida e o oolema dos ovécitos bovinos (Moura e Memili, 2016).

Além das propriedades anteriores, 0 PS proporciona protecdo aos espermatozoides contra
as espécies reativas de oxigénio (ROS) produto do estresse oxidativo por meio de uma
variedade de sistemas antioxidante que compreendem moléculas ndo enzimaticas (vitamina A,
C, E, glutationa e albumina) e enzing&ti, que incluem a superoxido desmutase (SOD),
glutationa peroxidase (GXP), glutationa redutase (GR) e catalase (CAT) (Macanovic et al.,
2015; Palani, 2018). Estas enzimas s&o0 expressas constitutivamente no sémen de muitos
mamiferos e captam os radicais livres protegendo a membrana dos espermatozoides contra a

peroxidacao lipidica, preservando sua integridade, e portanto, mantendo os parametros normais
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de motilidade e morfologia esperméatica (Bansal e Bilaspuri, 2011; Shiva et al., 2011; Ahmadi
et al., 2016; Patricio et al., 2016

A peroxidacao lipidica € uma reacdo em cadeia em que participam radicais livres que,
uma vez iniciada, pode produzir danos oxadato®acidos graxos poli-insaturados (PUFA)
da membrana dos espermazoides (Hampel et al., 2017). A acdo dos radicais livres sobre os
PUFA diminuem a fluidez da membrana e altera a capacidade de intercambio i6nico das células
ao desativar os canais de ions da membrana plasmatica. Estas mudancas aumentam a
permeabilidade dos espermazoides e reduzem a motilidade espermatica e a fertilidade dos
espermatozoides, além, de torna#ugs susceptiveis a mudancas de temperaturas (Stramova
et al., 2014; Wagner et al., 2018)

O estreseoxidativo é causado por um desequilibrio entre a producédo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e as atividades de captacéo de antioxidantes no sémen. As ROS séo agentes
oxidantes altamente reativos que pertencem a classe de radicais livres que contém um ou mais
elétrons ndo pareados essas molecedi@® em constante producao por meio dos processos
metabalicos e fisiopatoldgicos. Diferentemente de outras células, os espermatozoides sao mais
vulneraveis ao estresoxidativo porque sua membrana plasmatica € rica em acidos graxos
poli-insaturados (Kefer et al., 2009; Atig et al., 2017

Os espermatozoides dependem da fosforilagdo oxidativa nas mitocéndrias e da glicélise
na cabeca e na peca intermediaria para obter energia. A fosforilagdo oxidativa acopla-se com a
cadeia respiratoria (transporte de elétrons), um processo acompanhado pela geracéo de espécie
reativas de oxigénio (Roychoudhury et al., 2016). As ROS sdo produtos naturais do
metabolismo celular que, em quantidades fisiologicas sdo essenciais para 0S pProcessos
fisiologicos dos espermatozoides, como a capacitacao, a hiperativacao e a reacdo acrossdmica
gue conduzem a uma fertilizacdo bem-sucedida (Agarwal et al., 2014a).

As ROS observadas no plasma seminal sédo originarias de varias fontes enddgenas e
exogenas. O ejaculado consiste em diferentes tipos de células, incluindo células maduras e
imaturas, leucocitos e células epiteliais. Nestas, os leucécitos, principalmente neutrofilos e
macrofagos, e espermatozoides imaturos sao considerados as principais fontes endégenas de
ROS, enquanto varios fatores ambientais como radiacéo e toxinas podem contrilR@$ara

exdgena (Figura 3; Agarwal et al., 2014b).
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Figura 3. Papel do estresse oxidativo e das espécies reativas de oxigénio na fisiologia

reprodutiva masculina. Fonte: Agarwal et al. (2)0#odificado.

3.3. Perfil bioquimico do plasma seminal:

O plasma seminal € muito importante para o metabolismo, funcédo, sobrevivéncia e
transporte dos espermatozoides (Samanta et al., 2018). Cétions como sédio, potassio, calcio e
magnésio no plasma seminal estabilizam o balangco osmaético das células espermaticas,
enquanto, oligoelementos como cobre, zinco e ferro s&o componentes importantes de muitas
enzimas envolvidas na fisiologia reprodutiva masculina (Cevik et al., 2007; Malik et al., 2018).

O calcio é um elemento essencial, que se apresenta em grandes concentracdes no PS ¢
atua como regulador da fisiologia espermatica. Este cation esta envolvido na estimulacéo da
esteroidegénese nas células de Leydig dos testiculos, na maturacédo espermatica, na motilidade
espermatica e nos processos de capacitacao e reacdo danagrassttuar como ativador das
vias de sinalizacao celular (Olivera et al., 2006; Banjoko e Adeseolu, 2013).

O magnésio &€ um importante céation observado na maioria dos sistemas enzimaticos,
causa modificacbes em substratos especificos e desempenha papel fundamental como cofator

de muitas reagbes enzimaticas envolvendo o metabolismo energético e a sintese de acidos

9



nucleicos. Além disso, atua como antagonista do célcio intracelular e desempenha papel na
motilidade dos espermatozoides e na espermatogénese (Bezerra, 2015; Dobrakowski et al.,
2018). Adicionalmentey magnésio, 0 sodio e potassio estimutsATPase. Esta enzima com
funcdo hidrditica ajuda na transformacao de energia para os espermatozoides (Zhou et al.,
2015).

O ferro é o segundo oligoelemento mais importante em muitas enzimas e compostos de
metaloproteinas. Este metal participa nos processos de oxigenacao e reducédo, e os ions ferros
sao vitais para o crescimento e desenvolvimento normal das células, na sintese deaDNA e n
transferéncia de elétrons. O ferro pode induzir a peroxidacao lipidica no sémen, o que resulta
na inibicdo da motilidade dos espermatozides (Kasperczyk et al., 2015a)

A composicdo de acucares do PS esta relacionado com a fertilidade devido a sua
importancia na producdo de energia nos espermatozoides, que utilizam adenosina trifosfato
(ATP) para manter o meio intracelular e processos celulares como a motilidade espermatica
capacitacao, hiperativacé@o e a reacdo acrossomica nos espermatozoides. O ATP é formado por
meio da glicolise e a fosforilacdo oxidativa, dependendo da regido anatémica do
espermatozoide envolvido (Plessis et al., 2015).

Na motilidade espermatica, o0 metabolismo energético a partir da glicose é requerido para
a ativacao do axdmena e incluem a producao e regeneracdo de ATP e de intermextiérios ¢
o NADPH, necessarios para as vias de sinaliza¢do interna, que conduzem a fosforilacdo das
proteinas flagelares ao movimento. O ingresso da glicose ao citosol ocorre através de
transportadores como GLUT3 na peca intermediaria ou 0 GLUT8 na regido acrossomal. A
glicose é transformada em glicose-6-fosfato pela enzima hexoquinase para gerar ATP ou
NADPH, por uma das vias metabdlicas dependendo do dominio do flagelo (Olivera et al.,
2006).

O fésforo é importante no metabolismo celular, em especial pela sua participacdo direta
nos mecanismos bioquimicos ligados ao metabolismo energético. Além disso, o fésforo esta
ligado a ativacao e inativagao de enzimas via quinases e fosfatases, importante na sinalizagao
celular.

Uma caracteristica fundamental na funcéo dos espermatozoides é a composicéo lipidica
da membrana plasmatica e do PS. Os perfis lipidicos consistem em colesterol, fosfolipidios,
triglicerideose ésteres de cera. A possivel fonte de lipidios em PS pode ser os epididimos, assim
como 0s proprios espermatozoides. Os lipidios seminais, especificamente os fosfolipidios e o

colesterol, tem especial relevancia na estrutura e fungdo da membrana plasmética dos
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espermatozoides e podem desempenhar papeis significativos na estrutura espermatica,
metabolismo, capacitacéo e fertilizacdo dos ovécitos. Existem diferentes tipos de fosfolipidios
presentes no PS dentre os quais os @igy@énios de colina séo os principais fosfolipidios do

PS dos ruminantes (Juyena e Stelletta, 2RA8perczyk et al., 2015b).

4. MATERIAL E METODOS.

4.1. Aspectos Eticos

Todos os animais utilizados neste estudo foram conduzidos em estrita conformidade
com as normas de conduta para 0 uso de animais no ensino, pesquisa e extenséo preconizado
pela Comisséo de Etica para Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Vicosa -
UFV (protocolo N° 28/2017).

4.2. Local do Experimento e Animais

O estudo foi conduzido na fazenda S&o Francisco, pertencente a Agro - Pecuaria CFM
Ltda, situada no municipio de Magda, nordeste do estado de Sao Paulo (20° 38' 34" LS; 50° 13'
32" LO). Foram selecionados 20 touros da raca Nelore com idades compreendidas entre os 19,8
e 22,7 meses, os quais foram distribuidos em dois grupos de acordo com suas caracteristicas

reprodutivas em touros aptos e inaptos para a reproducdo de acordo com 0s critérios

estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Reproducéo Animal (CBRA).2013

4.3. Avaliagédo androlégica

Todos os touros foram submetidos ao exame androlégico, que apds a contencao
individual em tronco apropriado, consistiu no exame dos 6rgaos reprodutivos internos por meio
de palpacéo transretal das ampolas dos ductos deferentes, das glandulas vesiculares e prostate
e inspecdo e palpacdo do prepucio, pénis, testiculos e epididimos, observando-se forma,
tamanho, posicao, simetria e consisténcia de cada orgao. Posteriormente foi obtido o perimetro
escrotal com auxilio de uma fita métrica na regido mais larga do escroto, e realizada a coleta de
sémen pelo método de eletroejaculacdo avaliando-se os aspectos fisicos do sémen e a
morfologia espermatica (Vasconcelos, 2003; Siqueira, 2012).

ApoOs a coleta foi realizadaaaaliagédo das caracteristicas fisicas do sémen, avaliando-
se o turbilhonamento (movimento em massa dos espermatozoides) em uma gota de 10 pL sobre

uma lamina pré-aquecida, nhuma escala de 0 a 5, em microscopia optica convencional em
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aumento de 100 x. Para analise da motilidade espermatica progressiva retilineaor
esperméatico, uma aliquota de sémen (10 pL) foi colocada entre lamina e laminula (pré-
aguecidas em mesa térmica a 37 °C) e analisada em microscopia Optica convencional com
aumento de 100x, sendo observados minimos de quatro campos microscopicos. A motilidade
espermética foi avaliada de 0-100 % e o vigor espermatico em escala de 0 a 5.

Para a analise morfolégica dos espermatozoides, uma aliquota de sémen foi diluida em
1 mL de solucédo formol salina tamponada (Hancoch, 1957). As patologias foram avaliadas em
preparacdo Uumida, entre lamina e laminula em aumento de 1000x sob imersao e avaliada por
microscopia de contraste de fase. Em cada preparacdo foram contabilizadas 200 células, e se
determinou a percentagem de espermatozoides com defeitos de acréssoma, cabeca, pece
intermediaria e cauda. Posteriormente, as patologias foram classificadas em defeitos maiores,
menores e totais de acordo com Blom (1973), tal como preconizado pelo Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA, 1998).

4.4. Preparacao do plasma seminal
O ejaculado de cada touro foi centrifugado a X@0por 10 minutos para separar 0s
espermatozoides do PS. As amostrasP&foram armazenadas em palhetas de 0,5emL
estocadas em nitrogénio liquido a -196 °C até o dia das analises. Posteriormente, 3 mL de PS
de cada touro foram descongelados e filtrados através de uma membrana com malha de 0,22
um (Magalhaes et al., 2016).

4.5. Determinacdo dos componentes bioquimicos do plasma seminal

Apdsfiltracdo foram retirados 1 mL de PS para determinar a concentragcdo de Glicose
(GPO-PAP), Proteinas totais (biureto, colorimétrico), Albumina (verde bromocresol,
colorimétrico), Ureia (enzimatico-colorimétrico), Colesterol (enzimético-colorimétrico com
LCF), HDL (enzimético-colorimétrico), LDL (Enzimético colorimétrico), Triglicerideos
(enzimatico-colorimétrico), Calcio (o-cresolftaleina-complexona), Magnésio (azul xilidila),
Fosforo (fosfomolibdato UV), Cloreto (colorimétrico), Ferro (goodwin modificado), Sédio
Potéssio (fotometria de chama). As determinacfes foram realizadas por meio do analisador
automatico bioquimico HumanStar 300 (Diamond Diagnostics, USA) e o fotbmetro de chama
B462 (Micronal S.A, Brasil), de acordo com os protocolos preconizados pelos fabricantes.
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4.6. Extragdo e quantificacdo de proteinas solluveis

A extragdo das proteinas sollveis foi realizada a partir de 100 pL de PS filtrado, os quais
foram precipitads usados em 600 pL de solucdo de acetona gelada (50 %, v/v), é¥er (50
v/v), &cido tricloroacético (5 %, p/v) e 1 mM de ditiotreitol (DTT) e ressuspendidos em 250 pL
de solucdo de solubilizagéo (7 M Ureia, 2 M Tioureia, 4 % CHAPS (3-3-cholamidopropyl
dimethylammonio-1-propanesulfonate), 40 mM de DTT). Em seguida, foi determinada uma
curva analitica de calibracao obtida a partir de solucdes padrdes com concentracfes de albumin
sérica bovina (BSA). Quantidades conhecidas de BSA foram homogeneizadas em 150 pL do
reagente Bradford 1 X, adicionando-se posteriormente agua milli-Q até completar um volume
final de 200 pL.

A solucéo foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente e foram realizadas as
leituras em espectrofotdmetro com comprimento de onda de absorbancia de 595 nm. Além das
concentragdes de proteinas previamente conhecidas, uma triplicata foi realizada utilizando-se
apenas agua destilada (branco). Do resultado obtido, foram calculadas as médias da absorbancic
das leituras e subtraido a média da leitura do branco e da placa vazia, obtendo-se uma equacac
linear ajustada em funcdo da concentracdo. Para quantificar as proteinas do plasma seminal, o
procedimento foi igual ao da obtencg&o da curva de calibragéo, sendo o resultado baseado em
equacao (Bradford, 1976).

4.7. Processamento das proteinas do plasma seminal
As proteinas do plasma seminal foram processadas por meio de trés abordagens

eletroforéticas de separacéo:

4.7.1. Eletroforese Monodimensional (SDS-PAGE)

O SDS-Glicina-PAGE foi realizado correndo o gel em dois estagios (separagéo: 14 % T,
3,0 % C; empilhamento: 5,1 % T, 2,6 % C) a 80 volts por 15 minutos e 60 volts por 4 horas,
utilizado o equipamento mini-gel (Mini-PROTEAN Tetra Cell; Bio-Rad). Foram utilizados 25
ug de proteina sollveis por amostra e foi usado um marcador de peso molecular (Broad Range,
Bio-Rad) para comparagéo entre as amostras. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant

Blue R-250 (Bio-Rad) por duas horas e descorados por 10 horas (Laemmli, 1970).
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4.7.2. Short-Run

Apés a analise do perfil das proteinas separadas por SDS-PAGE, 60 ug de proteina de
cada amostra foram adicionados num tubo novo para formacéo dos pools por cada grupo de
animais segundo suas caracteristicas reprodutivas (aptos e inaptos a reproducdo).
Posteriormente, cinco réplicas de cada pool contendo 50 pg de proteinas de cada uma foram
submetidas a migracdo por aproximadamente um centimetro de resolucdo em gel SDS-Glicina-
PAGE 14%. Depois da corrida, os géis foram cortados em duas partes, as quais foram colocadas
em solucao fixadora (metanol 40 %, acido acético 5 %) por duas horas. Em seguida, uma das
partes foi submetida a revelacdo das proteinas em solugéo de coloracdo de Coomassie Brilliant
Blue R-250 (Bio-Rad) por 15 horas, aproximadamente, enquanto a outra parte foi armazenada
em solucéo de acido acético 5 %. Os géis foram digitalizados usando o programa ImageScanner
lIl (GE Healthcare, EUA) e salvos em formato .TIF (Resjo et al., 2017).

4.7.3.Eletroforese bidimensional (SDS-PAGE 2-DE)

As amostras de plasma seminal foram submetidas a eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida para separacdo das proteinas com base em seu ponto isoelétrica e mass
molecular (Moura et al., 2006; Novak et al., 2010). Aliquotas de plasma seminal contendo 80
Kg proteina total de cada pool foram ressuspensas em solucao Destreak (GE Healthcare, EUA)
e DTT 1 M, aplicadas na bandeja de hidratacdo e incubadas em Drystrip de 7 gradiente
pH entre 4 a 7 por 22 horas a temperatura ambiente.

A focalizacio foi feita com auxilio do equipamento ETTANPGphor 3" (GE,
Lifesciences, EUA) de acordo a seguinte programacéo: 300 volts por 12 h, seguido de 500 volts
por 4 h. Posteriormente, foi aplicada uma corrente gradativa de 300 v/h até completar 1000
volts. Depois, 2000 volts por 4 h, 5000 volts por 6 horas, 8000 volts por 6 horas, e finalmente,
200 volts por 7 h. Apés a focalizagéo, as Drystrip foram incubadas por 30 minutos em tampéo
de reducao (6 M ureia, 30 % de glicerol, 2 % SDS, 2 % de DTMM5L-1 de Tris; HCL, pH
8,8) e reequilibradas por 30 minutos adicionais em tampéao de alquilacéo (similar ao tampéao de
reducédo, contendo 5 % de iodoacetamida, ao invés de DTT). Em seguida, foram dispostas sobre
géis de poliacrilamida (14 %) e seladas com solugéo agarose (0,5 % agarose, 0,002% azul d
bromofenol).

Em cada gel, foi colocado 7 uL de marcador de peso molecular (Broad RangegdiBio-

As fitas com as proteinas separadas por seu ponto isoelétrico foram submetidas ao sistema pare

separacdo das proteinas pelo peso molecular a 70 volts por aproximadamente 180 minutos.

14



Apés a separagdo com base na massa molecular, os géis foram corados com Coomassie Brilliant
Blue R-250 (Bio-Rad).

Os géis bidimensionais foram digitalizados (300 dpi) e salvos em formato MEL usando
o programa ImageScanner Il (GE Healthcare, EUA). As imagens dos géis SIESZBE,
foram analisadas no aplicativo ImageMaster 2D Platinum, versao 7.5 (GE Healthcarg, EUA)
no qual, os spots correspondentes as proteinas foram detectados automaticamente, conferidos ¢
editados manualmente quando necessario. A analise permitiu estimar a abundancia das
proteinas, por meio da aferéncia do volume de cada spot, baseado em parametros de densidad
Otica e area dos referidos spots. A andlise também nos forneceu a estimativa do ponto
isoelétrico, baseado no tamanho e na faixa de pH da fita, e das massas moleculares, baseado n.

referéncia dos marcadores de massa molecular utilizados (Magalhées et al., 2016).

4.7.4. Digestédo de proteinas em gel

As proteinas do plasma seminal separadas por eletroforese bidimensional e short-run
foram descoradas e submetidas a digestdo com tripsina no gel. Todos spots e as banda foram
excisados individualmente das replicas (técnica de triplicata para a eletroforese bidimensional
e quintiplicata para short-run), reunidos, cortados em pedacos menores e transferidos a micro
tubos limpos. O corante foi removido dos spots depois de trés lavagens em 200 pL de 50 %
(v/v) acetonitrila (ACN) e 25 mM bicarbonato de amdnio (pH 8.0).

Os pedacos de gel foram desidratados depois de duas incubacées com 200 pL de ACN
100 % por 5 minutos e secos usando o sistema de concentragéo de vacuo (AG22331, Eppendorf,
Alemanha). As proteinas presentes nos fragmentos dos géis foram reduzidas em 100 uL de DTT
65 mM em bicarbonato de aménio 100 mM, a 56 °C por 30 minutos. Em seguida, as proteinas
foram alquiladas com 100 pL de iodoacetamida 200 mM e bicarbonato de aménio 100 mM a
temperatura ambiente por 30 minutos no escuro. Posteriormente, os fragmentos dos géis foram
lavados, hidratados e desidratados com bicarbonato de amoénio e ACN por duas vezes,
respectivamente. Finalmente, eles foram secos no sistema de concentracdo de vacuo.

As amostras de gel seco foraamdratadas em banho-de-gelo com solugao de tripsina de
pancreas suino, na concentracao final de 25 ng/uL em solucdo de ativacéo (bicarbonato de
amonio 40 mM, e ACN 10%). Ap6s 45 min em gelo, foram adicionados 50 e 100 pL da solugéo
de ativacdo aos tubos contendo os fragmentos dos géis provenientes da eletroforese

bidimensional e short-run, respectivamente.
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As amostras foram colocadas em banho-maria a 37 °C por 22 h. Apos a digestdo
enziméatica, as amostras foram sonicadas por 10 minutos, agitadas em vortex por 20 segundos
e a solucdes foram removidas para microtubos limpos. Na sequéncia, foram adiciona&dos 100
200 pL da solucéo contendo acido férmico 5 % (v/v) em ACN 50 % (v/v) aos géis regeantes
eletroforese bidimensional e short-run, respectivamente. Cada microtubo foi submetido a
agitacdo em vortex por 20 segundo, mantido em temperatura ambiente por 15 min e sonicado
por 2 minutos. A solucéo foi removida e adicionada a solucdo anteriormente reservada no tubo
limpo. Este passo foi repetido mais duasegea solucao foi transferida para o microtubo limpo.

As amostras contendo os peptideos foram concentradas em sistema de centrifugacao a vacuo
(Shevchenko et al., 2006).

Apoés a secagem a vacuo, foram adicionados 10 pL de solucdo de acido trifluoroacético
(TFA) 0,1 % (v/v) em agua ultrapura a cada microtubo. Em seguida, os peptideos tripticos
foram dessalinizados utilizando-se micro colunas de fase reversa C18 (ZTC18S096, Millipore,
EUA) e eluidos em solucéo de ACN 50 %, acidificada com TFA®,1

4.8. Espectrometria de massa

4.8.1. LC-MS/MS

Os peptideos constituintes das réplicas oriundas do short-run foram solubilizados em
20 pL de solucdo aquosa de acido férmico 0,1 % (grau de pureza LCMS) e acondicionados em
tubos apropriados para a aplicacdo no sistema nano LC-MS/MS. Apds o preparo da amostra, 1
uL da solucéo foi analisado por nano LC-MS, utilizando o sistema UPLC nanoAcquity (Waters,
EUA), contendo uma coluna trap modelo nanoAcquity UPRG-V/MTrap 5 um Symmetfy
C18 180 pm x 20 mm, em uma taxa de fluxo de 7 pL/min., durante 3 minutos. A separacao dos
peptideos ocorreu por uma coluna nanoAcquity UPLG pm BEH130 100 pm x 100 mm,
operando com taxa de fluxo de @B/min. A fase mdével do processo cromatografico teve
como solventes a agua acidificada com 0,1 % de acido férmico (solvente A) e a ACN
acidificada com 0,1 % de acido formico (solvente B). A separagdo cromatografica ocorreu
conforme a seguinte programacao: 2 % de B por 1 minuto; gradiente de 2 a 30 % de B por 299
minutos; gradiente de 30 a 85 % de B por 5 minutos; manutengcdo em 85 % de B por 5 minutos;
gradiente de 85 a 2 % de B por 5 minutos; e, manutencédo em 2 % de B por 5 minutosdotaliza

320 minutos de andlise cromatografica.
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Os peptideos eluidos foram automaticamente injetados em espectrdbmetro de massas
modelo MAXIS 3G (Bruker Daltonics, Alemanha), atuando no modo online, com uma fonte de
ionizacdo CaptiveSpray. A analise dos peptideos foi realizada por meio de método apropriado
para os mesmos (IE_GCF_01-02-2017), com o fluxo de gas de secagem de 3 L/min,
temperatura da fonte de ionizagéo de 150 °C e voltagem de transmisséo de 2 kV. Os dados
brutos foram convertidos em uma lista de massas na extensdo .mgf (Mascot Generic Format),

a qual foi submetida ao Mascot Daemom para o confronto contra o banco de dados.

4.8.2. Maldi TOF/TOF

Os peptideos tripticos provenientes dos spots da estratégia de SDS-PAGE 2DE foram
ressuspendidos em 5 pL de solucdo de ACN 50 %, acidificada com TFA 0,1 %. A matriz
utilizada foi constituida por &cidaciano-4-hidroxicinamico- HCCA (Bruker Daltonics,
Alemanha), a qual também foi solubilizada em ACN 50 %, acidificada com TFA 0,1 %, na
concentracdo final de 10 mg/mL. Para a calibragcdo do método de analise NiSatitiwados
peptideos padrdes (Peptide Calibration Standard Il, Bruker Daltonics, Alemanha). A seguir, 1
puL da amostra de peptideos tripticos e 1 pL da matriz foram aplicados e homogeneizados em
cada spot da placa de aco polida apropriada para analise de MALDI, os quais tmsma se
temperatura ambiente.

Os espectros de MS1 e MS2 foram adquiridos em espectrometro de massas MALDI-
TOF/TOF, modelo Ultraflex Il (Bruker Daltonics, Alemanha). Para obtencédo dos dados de
MS1 utilizou-se o modo refletivo e positivo, com uma faixa de deteccédo de 500-3400 Da. Para
a realizacdo de MS2, foi utilizado o método LIFT no modo positivo, sendo selecionados os ions
com maior intensidade em relacdo a razdo massa carga (m/z).

Todos os dados obtidos foram gerenciados pelo software FlexControl, versdo 3.3
(Bruker Daltonics, Alemanha), sendo os espectros resultantes das analises MS1 e MS2
processados com o auxilio do aplicativo FlexAnalysis, versdao 3.3 (Bruker Daltonics,
Alemanha). As listas de picos de MS2 foram geradas no formato .mgf pelo aplicativo BioTools,

versao 3.2 (Bruker Daltonics, Alemanha).

4.8.3. Identificacdo das proteinas
Em ambas as estratégias, as listas de massas geradas foram confrontadas contra o banc
de dados de proteinas da familia Bovidae (download em 22/03/2018, com 91.453 entradas)

depositado no Uniprot Consortium.
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As listas de massas com extensdo .mgf foram confrontadas contra o banco de dados de
proteinas por meio do aplicativo MASCOT, verséo 2.4.0 (Matrix Science, London, UK). Os
parametros utilizados para a pesquisa foram: digestdo enzimatica pela tripsina com uma
clivagem perdida; carbamidometilacdo da cisteina como modificacdo fixa e oxidacdo da
metionina como modificacdo variavel. Para os dados adquiridos no LC-MS/MS foram
permitidas tolerancias de erro para o ion parental de 30 ppm e 0,6 Da para os fragmentos, com
a carga dos ions variando entre +2 e +4. Para os dados adquiridos pelo MALDI TOF/TOF, as
tolerancias de erro foram 0,2 Da para o ion parental e 0,5 Da para os fragmentos, na analise de
peptideos monocarregados (+1).

As proteinas identifictas pelo MASCOT como “Uncharacterized” foram analisadas
usando o software BLAST, versdo 2.4.0 (Altschul et al., 1990). Nessa andlise, foi possivel
identificar quais as proteinas depositadas no banco de dados protein non-redundant (nr) do
NCBI que apresentan maior identidade com as sequéncias das proteinas “Uncharacterized”.

Os resultados obtidos pelo MASCOT foram validados estatisticamente pelo aplicativo
SCAFFOLD, versao 3.6.4 (Proteome Software INc., Portland, OR). Para a validacdo dos
peptideos identificados foi aplicado o algoritmo Peptide Prophet (Keller et al., 2002) e para as
proteinas o algoritmo Protein Prophet (Nesvizhskii et al., 2003), como critério de aceitacdo dos
resultados adquiridos pelo MALDI TOF/TOF foram adotados os parametros com o0 minimo de
90 % de probabilidade de identificacdo para ambos, peptideos e proteinas, com a presenca de
pelo menos um peptideo Unico para cada proteina identificada. Nos resultados adquiridos pelo
LC-MS/MS foram aceitos com a probabilidade minima de 95 % para ambos e, pelo menos, dois
peptideos presentes em cada proteina identificada. A proteina foi considerada identificada se

foi encontrada em pelo menos duas réplicas com os mesmos peptideos encontrados.

4.8.4. Classificacao funcional das proteinas

Os termos de ontologia génica das proteinas identificadas foram obtidos do banco de
dados UniprotKB usando a taxonomia mamiferos para os processos biolégicos e classes de
proteinas. As figuras para os termos foram geradas online do PANTHER, verséo 10 (Mi et al.,
2016).

4.8.5. Analise quantitativa das proteinas identificadas
Das proteinas identificadas foram escolhidas aquelas que estavam presentes em pelo

menos trés réplicas técnicas de cada tratamento (touros aptos e inaptos a reproducdo). A
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abundancia das proteinas selecionadas foi estimada pelo método emPAI, usando o software
SCAFFOLD Q+, versdo 4.0 (Proteome Software, USA) (Pini et al., 2018). Para as proteinas
em que a quantificacdo ndo apresentou estimativa para alguma das réplicas estudadas, foi
considerado o menor valor observado dentre as réplicas de um mesmo tratamento (Lazar et al.,
2016). Os dados foram normalizados pelo teste de Shapiro (Lopes et al., 2013; Nascimento et
al., 2015) e homogeneidade foi verificada pelo teste de Bartlett (Correa et al., 20063. Apds
verificacdo da normalidade e sua homogeneidade dos dados, foram submetidos ao teste T-
Student, com erro menor que 5 % (p< 0,05) (Nowicka-Bauer et al., 2018). Além dos parametros
acima descritos, apenas as proteinas que apresentaram um fold change acima de 1&hvezes for
consideradas diferencialmente abundantes (Saraswat et a)., 2017

4.8.6. Analise das redes de interacdo das proteinas

As proteinas que foram expressas diferencialmente entre os grupos foram analisadas a
partir de base de dados STRING 10.5 (http://www.string-db.org), a partir de predi¢cdes coletadas
baseando-se em associac¢des diretas (fisicas) ou indiretas (funcionais), integrando evidéncias de
varias fontes, bem como contexto genémico, experimentos em larga escala, co-expressao e
dados obtidos a partir de publicacdes de pesquisa (Szklarczyk et al., 2011). ). A analise foi
realizada pela relacdo de evidéncia entre os pontos de interagdo apresentados nbasle e a
de dados pesquisada, com pontuacdo de confiabilidade maior que 0,9 (Viana et)al., 2018

4.8.7.Analise estatistico
Para a analise dos dados foram utilizados o programa estatistico SAEG versao 9.1.
(SAEG - UFV, 2007) e o pacote R. As variaveis foram submetidas a andlise de variancia.
Foram usados coeficientes de correlacdo de Pearson para determinar a relacdo entre as

caracteristicas estudadas. O nivel de significancia adotada foi de 5 %.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A fertilidade do touro € uma das caracteristicas mais importantes do rebanho de corte e
€ definida como a capacidade dos espermatozoides para fertilizar o ovécito e manter o
desenvolvimento embrionario (Parisi et al., 2014). Varios fatores determinam a capacidade de
fertilizacdo dos espermatozoides dos mamiferos, incluindo os intrinsecos a célula e os
componentes do plasma seminal (Viana et al., 2018). Para predizer a capacidade reprodutiva
dos touros, varios parametros envolvendo as medidas testiculares e a qualidade do sémen sac
avaliados por meio do exame androlégico (Oliveira et al., 2011).

Assim, no presente estudo foram avaliadas as caracteristicas andrologicas de touros
jovens da raca Nelore, classificados com aptos e inaptos a reproducédo. Nao foram observadas
diferenca (p>0,05) nas médias das caracteristicas fisicas dos ejaculados entre os grupos de
animais estudados, porém, houve difeep&0,001) na porcentagem de espermatozoides com
defeitos morfolégicos, sendo maior no grupo de touros classificados como inaptos a reproducéo
(Tabela 1).

TABELA 1: Valores médios, maximos e minimos do perimetro escrotal e caracteristica:
e morfolégicas dos espermatozoides de touros da raca Nelore, entre 19,8 a 22,7 mese
classificados como aptos e inaptos a reproducao

Touros Aptos Touros Inaptos

Variavel (n=10) (n=10) Media CcVv V. Min V. Max
PE 3491+1,22 3451+1,52 34,61+1,39 3,99 31,00 36,60
Vol 3,40 £ 0,69 4,70+1,33 4,05+1,23 26,35 2,00 6,00
Asp 2,70 £ 0,67 2,60 +0,51 2,65 +0,58 22,68 2,00 4,00
Turb 1,65+1,49 0,70 £0,82 1,17 £1,27 102,53 0,00 4,00
Mot 70,00+ 11,05 61,00+ 23,66 65,00+ 18,56 28,20 0,00 90,00
Vig 3,15+0,34 2,80+1,01 2,97 £0,75 - 0,00 4,00
Morf 12,30 +3,2% 3290+9,48 22,60+ 12,62 31,37 9,00 50,00

CV: Coeficiente de Variacdo; PE: Perimetro escrotal (cm); Vol: Volume do ejac@iadp Asp: Aspecto; Turb:
Turbilhonamento (0-5); Mot: Motilidade (%); Vig: Vigor (0-5); Morf: Mologia (%). P<0,05.

O perimetro escrotal (PE) € uma carateristica usada frequentemente nos programas de
Melhoramento Genético Animal por ser um parametro de facil mensuracdo e apresentar
moderada herdabilidade e alta repetibilidade (Penitente-Filho et al., 2018). Além de se
correlacionar positivamente com o ganho de peso ao nascimento, ao desmame e ao sobreano, ¢
com as caracteristicas reprodutivas das fémeas (idade ao primeiro parto, probabilidade de
prenhez, intervalo entre partos) e as caracteristicas reprodutivas dos machos como o volume

testicular, producéo diaria de espermatozogdessdefeitos espermaticos (Siqueira et al., 2013).
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Os touros avaliados no presente estudo pertencem a um rebanho submetido a um
programa de Melhoramento Genético desde 1983, com foco na selecdo do ganho de peso a
pasto, precocidade sexual e qualidade da carcaca, incluindo o PE como uma das caracteristicas
avaliadas, o que pode explicar porque nao foram observadas diferencas (p>0,05) nas medias do
PE nos animais do presente estudo. Ressadmda que as médias observadas neste estudo
para o PE foram superiores a reportadas por outros autores em touros jovens Bos taurus indicus
criados extensivamente (Lima et al., 2013; Maciel et al., 2015; Crisostomo et al., 2016)
demostrando assim a importancia da implementacao dos programas de Melhoramento Genético
Animal.

Observou-se neste estudo que as médias dos parametros volume do ejaculado,
motilidade espermatica e vigor espermatico se apresentaram dentro dos padrdes preconizados
pelo CBRA (2013) para o sémen bovino.

A motilidade espermatica € uma caracteristica usualmente avaliada na determinagéo da
funcionalidade dos espermatozoides por estar correlacionada com a capacidade da célula de se
locomover até o sitio de fertilizacdo e atingir o ovdcito no momento da fecundacao (Khatun et
al., 2018). Porém, tem sido observada baixa correlacdo entre a motilidade espermatica e
capacidade fertilizante dos espermatozoides, uma vez que, muitas células esperméaticas podem
apresentar motilidade mas estar danificadas de tal maneiggpgquetracéo afertilizacdo do
ovQcito sejam improvaveis (Oliveira et al., 201H3ta observacéo pode explicar o porqué néo
foram verificadas diferencas (p>0,05) da variavel motilidade espermatica entre os grupos de
animais estudadospagliferenca (p<0,001) na porcentagem de espermatozoides defeituosos nos
grupos de touros aptos e inaptos a reproducao.

Contrario ao observado com a motilidade espermética, a morfologia dos
espermatozoides apresenta uma correlacdo direta com sua capacidade fertilizante (Freneau,
2011). Dependendo do tipo de patologia, quanto o maior nimero de espermatozoides com
defeitos, menor € sua capacidade de penetracdo e desenvolvimento embrionario inicial (Arruda
et al.,, 2015). Fatores genéticos, ambientais, deficiéncias nutricionais, idade e alteracdes
anatdmicas ou fisioldgicas nos érgaos genitais masculinos apresentam relacdo com a incidéncia
de defeitos esperméticos nos touros (Garcia-Vazquez et al., 2016).

Por outro lado, ®valores das variaveis do perfil bioquimico do plasma seminal de
touros da raca Nelore no presente estudo apresentaram diepr€a05) entre as
concentracdes de triglicerideos, colesterol e ferro (Tabelas 2 e 3). O grupo de touros

classificados como aptos a reproducdo mostrou maior concentracao de triglicerideos e ferro e
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menor concentracdo de colesterol com relacdo ao grupo de reprodutores classificados como
inaptos a reproducéo.

A concentracdo média de colesterol no grupo de touros classificados como inaptos (34,1
mg/dL) foi inferior a reportada por Beer-Ljubic et al. (2009) em touros da raca Simental (178,9
mg/dL) com dois a quatro anos de idade, durante as quatro estacdes do ano na Croacia, e
maiores do que as observadas por Cevik et al. (2007) em touros adultos Bos taurus taurus (24,
mg/dL).

Sabe-se que a membrana das células espermaticas apresenta propriedades Unicas coms
alta capacidade de motilidade e de fuséo, as quais dependem em grande parte, de seu conteud
lipidico. Os lipidios da membrana dos espermatozoides estdo associados positivamente com a
motilidade e a viabilidade dos espermatozoides (Kasperczyk et al.,, 2015b). Oss esteréi
desempenham o papel mais importante na modificacdo das caracteristicas da membrana das
células espermaticas, sendo o colesterohas efetivo para modular as propriedades da
membrana (Rozman e Horvat, 2013).

O processo de maturacdo dos espermatozoides esta associado com diminuicdo na
proporcao de colesterol em relacdo a outros esterdis como o desmosterol. Consistentemente, a
maior concentracdo de colesterol esta presente em espermatozoides imaturos, emoveis
inférteis (Liu et al., 2015). Alguns estudos em homens tém evidenciado uma relacdo entre altas
concentracdo de colesterol e um reduzido niumero de espasgnatid dimetro menor dos
tubulos seminiferos e maior numero de espermatozoides com defeitos de acrossoma (Attarman
et al., 2012; Hagiuda et al., 2014; Withfield et al., 2015).

S&do varias as atribuicdes em relacdo ao papel do colesterol nos espermatozoides
(Schisterman et al., 2014; Lui et al., 2017), sendo corroboradas pelo presente estudo, porém séo
discrepantes em relac&a@ncentracdes reportadas por Cekiv et al. (2007) em sémen de touros
da raca Holandés com baixa motilidade espermatica. Essas discordancias podem ser resultado
das diferencas nos métodos de coletas, o preparo e andlises das amostras de sémen, com
também as variacbes genéticas e ambientais dos grupos de amosisigares onde foram
desenvolvidos os experimentos.

As concentragfes de albumina no presente trabalho foram simflateglas por Trvda
et al. (2013) em touros da raca Simental, entretanto, o grupo de touros classificados como aptos
a reproducdo mostraram maior concentracdo em relacdo ao grupo de reprodutores inaptos a
reproducdo, o que pode ser benéfico para os espermatozoides do primeiro grupo (aptos a

reproducdo), pelo fato da albumina apresentar propriedades antioxidantes, devido aos grupos
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tiol da cisteina. Esses grupos estédo envolvidos nas reacdes de troca de tiol e atuam na eliminacac
de ROS. Além disso, a albumina sequestra moléculas pro-oxidantes e metais redox ativos
(Dobrakowski et al., 2014).

TABELA 2: Perfil proteico-energético do plasma seminal de todaosca Nelore, entre BE
e 22,7 meses de idade, classificados como aptos e inaptos a reproducao
Touros Aptos Touros Inaptos

Variavel (n=10) (n=10) Média CVv V. Min V. Max
PT 4,03+1,98 3,77 £ 2,49 3,90+2,19 57,61 0,90 7,74
Alb 1,14 + ,077 0,80 + 0,65 0,97 £0,72 74,02 0,17 2,52
Ure 65,92 + 14,69 62,30+23,40 64,11+19,10 30,48 26,80 95,90
Gli 2,00 +1,56 1,60+1,71 1,80 + 1,60 91,1 0,00 6,00
Tri 490 +1,9% 2,20 £ 0,92 3,565+2,01 42,25 1,00 7,00
Col 4,84 +1,78 34,10 £30,68 19,47 +25,91 - 2,00 83,00
HDL 7,30 +1,57 5,94 + 2,75 6,62 + 2,29 33,86 1,00 11,00
LDL 5,49 + 1,66 5,54 + 3,61 5,54 +2,74 50,76 0,30 11,03

BP: Baixa Patologia; AP: Alta Patologia; CV: Coeficiente de VariacdopRteinas totais (g/dL); Alb: Albumina (mg/dL);
Ure: Ureia (mg/dL); Gli: Glicose (mg/dL); Tri: Triglicerideos (mg/dL); Col: Colestdrob/dL); HDL: Hight Denside
Lipoprotein (mg/dL); LDL: Light Denside lipoprotein (mg/dL). P<0,05.

Os triglicerideos séo fonte de energia metabdlica para os espermatozoides e atuam como
substrato para a producéo de glicerol em espermatozoides maduros de mamiferos (Khalili et
al., 2009). O glicerol € um metabolito importante no organismo animal, que conecta as vias
metabodlicas dos carboidratos e os lipidios (Criséstomo et al., 2017). Este metébolito
convertido pela glicerolquinase em glicerol-3-fostato, o qual pode ser usado como base na
gliconeogénese, glicolise, lipogénese e gliceroneogénese, além de influir indiretamente
outras vias metabdlicas como a lipdlise, a via das pentoses-fosfato, o ciclo do Krebs e na
fosforilacdo oxidativa (Mohamad et al., 2015; Wu et al., 2015Dependendo do local
anatémico, os espermatozoides podem utilizar algumas destas vias para a geracao de energia
chave em processos como a capacitacdo espermdaitaperativacao (Flores e Vilanova
2015).

O glicerol entra acélula esperméatica por meio das aquagliceroporinas que regulam a
disponibilidade do substrato para o metabolismo do glicerol no interior da célula (Bernardino
et al., 2016). As aquagliceroporinas sao proteinas transmembrana que pertencem a familia das
aquaporinas, no qual regulam o balanco hidro e osmético dos espermatozoides, importante para
uma adequada motilidade (Chen et al., 2011; Bernardino et al., 2013).

Hagiuda et al. (2014) observaram associa¢cOes positivas entre as concentracdes de

triglicerideos e a motilidade espermatica e morfologia dos espermatozoides humanos, porém,
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alguns autores (Ergiin et al., 2007) reportaram correlacdes entre as altas concerdracoes d
triglicerideos e espermatozoides com baixa motilidade.

As concentracdes do componente mineral sdo apresentadas na Tabela 3. Os valores
meédios do calcio, fosforo e ferro foram menores aos observados por Machal et al. (2002), e
Tvrdé et al. (2013). Por sua parte, as concentragfes de sédio, patdasgieesidoram maiores
as reportadas por Asadpour (2012) e Cekiv et al. (2007). Todas as concentracdes do perfil
mineral foram menores as reportadas por Abdel-Rahman et al. (2000) e Valsa et al. (2013) em
ovinos e homens, respectivamente. Sao varias as causas (espécie animal, técnica de analises
nutricdo, entre outras) das diferencas entre as determinagdes das concentracdes dos elemento
minerais no plasma seminal, porém a falta de valores de referéncia para a espécie bovina
dificulta a interpretacédo dos resultados e sua importancia fisioldgica no presente estudo.

Os macros e microminerais sdo necessarios para as atividades de muitas enzimas nas
vias metabdlicas e desempenham papel crucial na espermatogénese, motilidade espermética e
na fertilizagdo (Wong et al.,, 2001). As interacdes entre estes elementos no sémen sao
complicadas e ainda pouco compreendidas. Alteracdes nas concentracdes em qualquer intervalo

fisiol6gico pode ter um efeito negativo na qualidade do sémen (Kasperczyk et al., 2015a).

TABELA 3: Perfil mineraldo plasma seminal de tourda raga Nelore, entre 19,8 e 22,7 mge
de idade, classificados como aptos e inaptos a reproducao
Touros Aptos  Touros Inaptos

Variavel (n=10) (n=10) Media Cv V. Min V. Max
Ca 10,79+ 2,16 11,57 £ 2,20 11,18 £ 2,16 19,49 7,70 14,30
Cl 98,78 +27,91 84,87 + 25,45 91,82 + 26,96 29,09 52,60 139,90
Fe 789,24 + 73,90 678,94 + 119,25 734,09+ 111,91 13,51 495,62 886,87
Mg 3,45+0,79 3,37 +0,31 3,41 +0,24 7,14 2,60 3,70

P 3,82 +0,79 3,24 +1,43 3,563+1,16 32,75 1,70 5,70

Na 130,20+9,31 123,90+10,17 127,05+10,02 7,68 104,00 143,00
K 19,91 +7,26 24,45 + 14,17 22,18 +11,20 50,78 12,10 62,20

CV: Coeficiente de Variagd@a Calcio (mg/dL); CI: Cloreto (mEg/L); Fe: Ferro (ug/dL); Mg: Magnésio (mg/dLfd3foro
(mg/dL); Na: Sédio (mmol/L); K: Potassio (mmol/L). P<0,05.

O ferro € um dos minerais mais abundantes no organismo e cumpre papel fundamental
como componente ecofisiolégico essencial das células e tecidos presentes nos 6rgdos genitais
masculino (Tvrda et al., 2015). Em quantidades relativamente pequenas, este microelemento
atua como cofator de ampla variedade de moléculas bioativas, entretanto, sua acumulagcdo em
grandes quantidades pode gerar transtornos metabolicos que podem comprometer a fertilidade

masculina (Wang e Pantopoulos, 2011)
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O ferro esta envolvido em uma grande variedade de rea¢gfes redox como constituinte de
enzimas antioxidante como a superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) que neutralizam
ou eliminam o excesso de ROS, protegendo os espermatozoides dos danos oxidativos (Letelier
et al.,, 2010). Kanwal et al. (2000) e Tvrda et al. (2012) reportaram correlacdes positivas e
significativas entre as concentracdes de ferro e a motilidade espermatica em bufalos e touros
respectivamente.

Entretanto, Kasperczyk et al. (2016) ndo observaram efeito do ferro sobre a motilidade
espermatica, mas sugerem, que altas concentracées podem influenciar no tipo de motilidade
exibida pelos espermatozoides ao diminuir a linearidade e velocidade dos movimentos das
células esperméticas. Este fendmeno pode estar relacionado ao efeito toxico do ferro
acumulado, sendo o resultado da reacéo de Fento e Haber-Weiss, no qual formam radicais livres
gue se ligam aos acidos graxos poli-insaturados da membrana plasmatica dos espermatozoides
ocasionando danos estruturais e funcionais (Kehrer, 2000; Aitken et al., 2016).

As concentracdes de sddio foram maiores no grupo de touros classificados aptos a
reproducéo, embora apresentaram menocernracdo de potassio. Este mesmo padrdo foi
observado por Tvrda et al. (2013) onde o sodio apresentou correlacdo positiva com a motilidade
de espermatozoides dos touros adultos da raca Simental, por participar do equilibrio osmatico
e o0 sistema antioxidante do plasma seminal.

O potassio € um inibidor metabdlico natural no plasma seminal, e em altas
concentracdes diminui a motilidade espermatica ao inibir a glicdhssintese de frutose. A
frutose é o sacarideo mais importante no PS dos ruminantes, a qual participa na formacéo de
ATP que é essencial no metabolismo celular e motilidade espermatica (Juyena e ,Spelletta
2012). Estas observacdes poderiam explicar o porqué o grupo dos touros inaptos a reproducao
apresentou, embora ndo significativa, menor porcentagem de espermatozoides moéveis em
comparagao com o grupo de animais classificados como aptos (61,0 e 70,0 %, respectivamente),
considerando que apg@taram menor concentracao de glicose, menor concentracdo de sédio
e maior concentracao de potassio.

Os valores das correlagfes simples de Pearson do perfil bioquimico do plasma seminal
estdo sumarizados na Tabela 4. O colesterol apresentou correlagbes negativas com a
concentracdes de proteinas totais, magneésio, triglicerideos, HDL e LDL. O HDL se
correlacionou positivamente com as concentracdes de magnésio e éosfgadivamente com
o cloreto e 0 sodio. A ureia ndo apresentou correlagdes com as outras variaveis, enquanto a

glicose correlacionou com o cloreto.
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TABELA 4: Correlacbes simples de Pearson das caracteristicas bioguimicas do
seminal de touros da raga Nelore, entre 19,8 e 22,7 meses de idade, classificados ct
e inaptos a reproducao.
PT Alb Ure Gli Col Tri Ca P Mg Fe ClI Na K HDL LDL
PT | 1
Ab | 053 1
Ue | NS NS 1
Gli | NS NS NS 1
Col |-048 NS NS NS 1
Tri [ NS NS NS NS -053 1
Ca [NS NS NS NS NS NS 1
P [ NS NS NS NS NS NS 043 1
Mg [059 NS NS NS -062 NN NS NS 1
Fe [-048 NS NS NS NS 045 NS 053 NS 1
Cl |-047 NS NS 047 NS NS NS NS -064 NS 1
Na | NS 051 NS NS NS NS -048 -04 NS NS 051 1
K | NS -05 NS NS NS NS 044 NS NS -049 NS -058 1
HDL (046 NS NS NS -044 042 053 071 0,71 0,43 -0,47 -057 NS 1
LDL | 0,7 NS NS NS -041 NS 047 041 064 NS -054 -049 NS 0,74 1

PT: proteinas totais; Alb: Albumina; Ure: Ureia; Gli: Glicose; Tri: Triglicerideos; Cdesterol; Ca: Célcio; CI: Cloreto; Fe:
Ferro; Mg: Magnésio; P: Fosforo; Na: Sédio; K: Potgsbl&: N&o significativo.

O mapa das proteinas do plasma seminal de touros classificados como aptos e inaptos a
reproducdo, separadas por eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida estédo
sumarizadas na Figura 4. A analise do software Image MHstltectou em média 41 spots
no conjunto de géis dos touros aptos (42 spots) e inaptos (40 spots) a reproducao. De acordo
com as andlises de densidade Optica do percentual de volume de cada spot detectado, ndo foran
observadas diferencas de abundéancia entre os grupos de animais estudados (p>0,05).

Dos 42 spots detectados no grupo de touros aptos a reproducdo, 31 spots foram
identificados por espectrometria de massa utilizando o MALDI TOF/TOF, o que correspondeu
a nove proteinas diferentes com peso molecular entre os 15,0 e 70,0 kDa, e ponto isoelétrico de
4 a 7 (Tabela 5). Duas proteinas da familia Spermadhesin (Spermadhesin 1, Spermaglhesin 2
as trés proteinas da familia BPS (BSP PDC-109, BSP A3, BPS-30 kDa) foram identificadas.
namero de spots detectados e o numero de proteinas identificadas foram menores aos reportados
por Assumpcao et al. (2005) e Régo et al. (2016) para touros adultos das racas Nelore e Guzera
respectivamente.

Entretanto, ndo foi possivel calcular o percentual de intensidade dos spots em relacao
as proteinas identificadas devido ao fato de que algumas proteinas de familias diferentes

apresentaram spots em comum, porém, considerando o nimero de spots identificados para cade
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proteina, a Spermadhesin 1 (8/31 Spots) foi a proteina com maior quantidade relativa dentro do
grupo de touros classificados como aptos a reprodkggara 5).

Algumas proteinas da familia BSP apresentam o-glicosilagéo nos residuos de treonina
do segmento N-terminal, proporcionando a estas proteimapriedade de formar agregados
entre elas e entre proteinas da familia das Spermadhesin (Serrano et al., 2013; Joiset al., 2015
Plante et al., 2016). Essa particularidade somada as difilcudaldes que sobrep®de a glicosilagcéo
na migracao e separacao das proteinas em géis de poliacrilasidalaridade entre os pesos
moleculaes e 0os pontos isoelétricos entre a BSP PDC-109 e a Spermadhesin 1 poderiam
explicar porque foram identificadas compartilhando alguns spots.

Outro aspecto a ser considergdabaixa sensibilidade do MALDI TOF/TOF na analise
de proteinas com as caracteristicas mencionadas anteriormente, dificultando ainda mais a
identificacdo das proteinas. Porém, ha de se ressaltar a importancia da utilizacdo da eletroforese
bidimensional no estudo das isoformas das proteinas e o baixo custo das analises por MALDI
TOF/TOF em comparacao com outras abordagens (Magalhaes et al., 2016).
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Figura 4. Perfil proteémico bidimensional do plasma seminal de touros da raca Nelore entre

19,8 a 22,7 meses de idade, classificados como aptos (A1-A3) e inaptos a reproducao (B1-B3)
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TABELA 5: Proteinas do plasma seminal de touros da raca Nelore, entre 19,8 a 22,7 meses de idadeloslassiiwaptos a reproducao,
separadas por eletroforese bidimensional e identificadas por MALDI TOF/TOF

Numero de Spot ] Escorede  Prob. Teorico Experimental . . Prob.
Proteina ; o Cobertura Sequéncia dos peptideos
acceso ID identificacao PT PM pl PM pl PP
2 119 100% 19%
3 89 99% 12%
4 194 100% 28% TNCVWTIQMPPEYHVR 98%
029302 5 Soermadhesind 154 100% 19% 150 ¢ e t‘s’;‘r 4.7 ICEGSLMDYR 97%
| = l
7 P 87 98% 12% kDa NTNCGGILKEESGVIATYYGPK  100%
9 117 100% 28% YIREPEHPASFYEVLYFQDPQA  99%
11 383 100% 45%
17 65 95% 12%
23 117 99% 4%
44 186 100% 4% RPQDTQYYSPFSSFPR 100%
P17697 45 Clusterin 215 100% 9% iéal 573 fgf 53 ASSIMDELFQDR 95%
46 207 100% 6% TQIEQTNEER 92%
58 112 100% 9%
5 269 100% 39%
7 . 63 97% 1% HFDCTVHGSLFPWCSLDADYVGR  100%
P02784 11 ;gg;gaggg‘:%a 237 99% 17% ig: 4,91 Ifgf 4.4 IGSMWMSWCSLSPNYDKDR ~ 100%
14 154 99% 17% CVFPFIYGGK 97%
17 353 100% 32%
19 _ 160 100% 10% FCTERDEPECVFPFIYR 99%
P81019 20 prgti?:]'gaég'_%%”fg 338 100%  20% iéj 5,73 &8;}7 4,5 VHSFFWR 96%
41 185 100% 13% WCSLTSNYDRDK 99%
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Continuacao

12 213 100% 22%
15 230 100% 22% 141
. 15,2 ' 5,3 ESLEIIEGPPESSNSR 100%
0, 0, ’ )
Q4R0H2 16 Spermadhesin 2 320 100% 22% kDa 5,92 kDa KPNHPAPDEELIER 100%
17 109 95% 10%
36 71 95% 10%
DGSASSTYYFK 95%
30 Platelet-activating 358 100% 11% 50.1 493 IPQPLFFINSER 100%
Q28017 L 6,12 > 61
31  factor acetylhydrolase 86 99% 3% kDa kDa FQYPSNIIR 92%
GSVHQNFVDFTFATSK 100%
32 145 100% 5%
. 69,3 67,7 RPCFSALTPDETYVPK 97%
0, 0, L )
P02769 33 Serum albumin 150 100% 5% o 582 o 52 KVPOUSTPTLVEVSR 100%
35 137 99% 3%
0 _ 96 100% 15%
P04557 1 Seminal plasma 110 100% 15% 161 490 198 44 CVFPFIYGNKK 99%
protein A3 kDa kDA
8 137 100% 15%
i<sue inhibi 110 95% 8%
AOAOE3UTO0 Tissue inhibitor of ) ° 2L7 7491 202 44 EVDSGNDIYGNPIKR 100%
metalloproteinase-2 122 95% 8% kDa kDa

Prob. PT: probabilidade de identificagdo de proteina; PM: peso molecular; pl: ponto isoeléthicB®F? probabilidade de identificacdo de pepti
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FIGURA 5: Mapa bidimensional dos spots do plasma seminal de touros da raca Nelore, entre
19,8 a 22,7 meses de idade. (A) representa o gel com os spots protéicos gerado pelas analises
no Image Master Ill para o grupo de touros aptos a reprode€Bp representa 0s spots

identificados por MALDI TOF/TOF
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Usando LC-MS/MS foram identificadas 298 proteinas no plasma seminal dos touros do
presente estudo (Anexo 1). A Spermadhesin 1 representou 39,6 % do total das proteinas
identificadas em ambos grupos, seguida da BSP PDC-109 (4,6 %) e Serine protease inhibitor
clade E member 2 (4,0 %). A quantificacdo relativa das proteinas nos grupos de animais revelou
maior abundancia da Spermadhesin 1, no grupo de touros aptos a reproducéo (48,6 %) em
relagéo ao grupo de animais classificados como inaptos a reproducéo (31,1%). Estes resultados
sao semelhantes aos reportados por Jobim et al. (2004), Roncoletta et al. (2006), e Codognoto
et al. (2018), em plasma seminal de touros e bufalos. No entanto, diferem dos registrados por
Régo et al. (2014) e Menezes et al. (2017), em que a BSP PDC-109 foi a proteina mais
abundante do plasma seminal de touros identificadas por meio de diferentes metodologias.

A Spermadhesin 1 é uma proteina multifuncional que participa na unido aos
carboidratos e na interacdo entre 0os espermatozoides e o ovocito, além de inibir o estresse
oxidativo e reduzir os danos ocasionados pela peroxidacdo lipidica das membranas dos
espermatozoides (Jobim et al., 2003). A Spermadhesin 1 atua como um fator de desativacao da
motilidade dos gametas masculinos estocados nas ampolas dos ductos deferentes antes dc
ejaculacao, evitando assim o consumo de energia (Kumar et al., 2012; Codognoto et al., 2018).
Tais funcdes podem ter contribuido para que os espermatozoides dos touros classificados como
aptos a reproducdo tenham apresentado maior motilidade espermatica (embora néo
significativa) e menor percentagem de defeitos espermaticos em relacdo aos touros
classificados como inaptos a reproducao.

A BSP PDC-109 é uma proteina glicosilada de baixo peso molecular e a mais abundante
de todas as BSP, contém dois dominios de fibronectina tipo Il que permitem a unido especifica
a fosfatidilcolina da membrana dos espermatozoides (Sankhala e Swamy, 2010). Durante a
ejaculacdo, a BSP PDC-109 liga-se a membrana das células espermaticas eandaudea
colesterol e fosfolipidios como mecanismo de inducdo da capacitacao (Viana et al., 2018). Nos
orgaos reprodutivos femininos, esta proteina participa da unido dos espermatozoides ao epitélio
do oviduto e mantém a saida de colesterol da membrana em presenca de LDL e
glicosaminoglicanos (Suarez, 2016). Em virtude disso, as BSP PDC-109 estabiliza as
membranas e melhora as taxas de fertilizagdo e desenvolvimento embrionario in vitro
(Rodriguez-Villamil et al., 2016).

Viana et al. (2018) identificaram a BSP PDC-109 como uma das proteinas mais
abundantes em touros da ra¢ca Holandés com alta fertilidade. Segundo Menezes et al. (2017),

esta proteina apresenta associagfes positivas com a motilidade de espermatozoides bovinos
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criopreservados devido a sua capacidade de auxiliar no dobramento, transporte e montagem de
proteinas em complexos e o controle dos fatores de estresse gerados pela criopreservacac
(Sankhala e Swamy, et al. 2010).

A Serine protease inhibitor clade E memlgenma proteina com atividade antiprotease
especifica das proteases de serina, sintetizada em uma grande variedade de tecidos incluindo o¢
orgaos reprodutivos. Alguns autores (Lu et al., 2011), ttm demonstrado a capacidade da Serine
protease inhibitor clade E member como fator decapacitante em espermatozoides de
camundongos, mediante o bloqueio do efluxo de colesterol das membranas plasmaticas das
células esperméticas, diminuicdo na entrada de calcio e a supressdo do aumento de fosforilacao
da tirosina dos espermatozoides, evitando a capacitacdo precoce e a reagcdo acrossmica ante
gue as células alcancem o local da fertilizacdo (Li et al., 2018).

De acordo com os termos de ontologia génica, as proteinas foram distribuidas em 21
classes, sendo as categorias hidrolases e moduladores enzimaticos as mais representativas, cor
49 e 29 proteinas classificadas, respectivamente (Figura 6). Das 49 proteinas da categoria
hidrolase, 59,2 % apresentaram atividade proteolitica e foram representadas por Serino-
proteases (41,4 %), Cisteino-proteases (24,1 %) e Metaloproteinases (27,6 %). Esta
classificagdo mostra variedade e diversidade de proteinas envolvidas nos processos fisiolégicos
da reproducao animal e sua complexidade.
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PANTHER Protein Class
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FIGURA 6: Classificacdo funcional das proteinas do plasma seminal de touros da ra¢ca Nelore

entre 19,8 e 22,7 meses de idade, classificados como aptos e inaptos a reproducéo.

As proteinas do plasma seminal foram classificadas em 13 categorias segundo seus
processos bioldgicos, sendo os processos celulares (94), metabdlicos (85) e de resposta a
estimulos (39) os grupos com maior numero de proteinas classififadas 7). Estes
resultados séo similares parcialmente aos reportados por Westfalewicz et al. (2017) e Menezes
et al. (2017), porém, devem ser considerados 0s numeros de proteinas identificadas em cada
um dos trabalhos e os softwares usados para a classificacdo, por serem variaveis relacionadas ¢
obtencao e interpretacdo dos resultados. Entretanto, somente, seis proteinas foram enquadrada
no processo bioldgico relacionado com a reproducéo, en6§e% estao relacionadas com
a espermatogéneses (BSP PDC-109, BSP A3, BPS-30kDa, Epididymal sperm binding protein
1) e 33,3 % com a fertilizagcdo (ADAM metallopeptidase domain 9, ADAM metallopeptidase

domain 15).
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A Epididymal sperm binding protein 1 é uma proteina constituinte do fluido da cauda
do epididimo de caracteristica lipofilica, que tem sido identificada no PS de touros das racas
Holandés (Moura et al., 2010) e Brahman (Régo et al., 2014). Esta psat&daee a superficie
dos espermatozoides intactos e desempenha papel fundamental na maturacédo espermatica. Po
outro lado, tem sido reportada relagdes positivas entre a Epididymal sperm binding peotein 1
o efeito do PS sobre motilidade espermatica em ovinos (Bernardini et al., 2011).

PANTHER GO-SLIM Biological Process
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mm 6
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Multiceullular organismal process (G0:0032501)
Developmental process (G0:0032502)
Localization (G0:0051179)

Cellular component organization (G0:0071840)
Biological regulation (GO:0065007)
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Cellular process (GO:0009987)
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FIGURA 7: Classificacdo funcional das proteinas do plasma seminal de acordo com seus
processos bioldgicos, anotadas no UniprotKB, de touros da raca Nelore entre 19,8 e 22,7 meses
de idade, classificados como aptos e inaptos a reproducéo.

Das proteinas agrupadas na classe de processo celular, 60,6 % estdo vinculadas com a
comunicacéao celular, 16,8 % com o movimento celular, 10,4 % com o ciclo celular, 5,3 % estédo
relacionadas com o crescimento e reconhecimento celular e 2,1 % com a proliferagéo celula
(Figura8).
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PHANTER Biological Process
Level 1: Cellular Process

H Cell comunication u Cell cycle = Cell growth

H Cell proliferation m Cell recognition = Cellular component movement

FIGURA 8: Classificacdo das proteinas do plasma seminal de touros da raca Nelore, entre
19,8 e 22,7 meses de idade, classificados como aptos e inaptos a reproducado, enquadradas n

sub-processo Cellula Process.

Contudo, as proteinas identificadas pelo o MASCOT como ndo caracterizadas foram
identificadas realizando-se um alinhamento de sequéncias de aminoacidos por meio do
algoritmo BLASTp (Tabela 6). Assim, foram recuperadas dez proteinas, as quais em sua
maioria estdo relacionadas com a resposta imune, ativacdo do sistema de complemento e o

remodelamento tissular da matriz extracelular.
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TABELA 6: BLASTp das proteinas do plasma seminal bovino identificadas no banco de dados
UniProt KB como néo caracterizadas
Protein

Protein Access : Max  Query : o
Ac_cess NCBI Protein Name Score Cover © value Identificagédo
Uniprot
L8I2G8 XP_024840291 Ovalbumin 369 84%  4el27 97%
G3NOVO AQT27059 Mmunodlobuingama g6 10090 00 98%
eavy chain
E1BHO6 DAA16335 TPA: complement C4 3588 100% 0.0 100%
G3MWX7 XP_010808932  EPididymal-specific 227 100% 0.0 100%
lipocalin-5
G3MX67 XP_010806841 Protein LEG1 homolog 647  100% 0.0 98%
G5E604 AAB66569 Immunoglobulinlight =, g5 950 1669 100%

chain variable region

Membrane-bound
G5E5TS ANN46370 immunoglobulin mu2 547 99% 0.0 81%
heavy chain constant regic

Immunoglobulin lambdd-

0, 0,
FIMLWS XP_024833614 | o O oform x5 455 100%  9e165 98%
FIMY12 XP_024834626 Meta"Oproltffi'ste INhibto1 119 9606 20151 100%
G3N2D8 DAA20447 TPA: gamma- 1165 100% 0.0 100%

glutamyltransferase lik

De acordo com a quantificacdo da abundancia relativa das proteinas (Label-free
proteomics, emPAl), identificadas no plasma seminal de touros classificados como aptos e
inaptos a reproducad4 proteinas foram diferencialmente abundantes em ambos os grupos de
animais (Figura 9). Entre elas, 26 proteinas apresentaram maior abundancia no grupo de touros
aptos a reproducéo (POOL 1: R1, R3, R4) e oito no grupo de touros classificados como inaptos
areproducao (POOL 2: R1, R3, R4; Tabela 7). As proteinas com maior abundancia 80s touro
inaptos estdo relacionadas com a adesdo celular, metabolismo energético da glicose e sua
relacdo com a motilidade espermatica.

Dentre as proteinas com maior abundancia no grupo dos touros classificados como aptos
a reproducao, algumas apreseatarelacao direta com a ativacao do sistema do complemento
(Complement factor B, Complement C3). O complemento € um componente central da
imunidade inata do organismo que esta presente no plasma sanguineo e outros liquidos
bioldgicos como muco cervical, secre¢cdes endometriais, fluido folicular e plasma seminal
(Harris et al., 2006).

A ativacdo do complemento MRS contribui na selecdo dos espermatozoides com as

caracteristicas mais apropriadas para a fertilizagdo por meio da fagocitose de espermatozoides
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mortos, com defeitos espermaticos ou iméveis (Régo et al., 2014). Assim como, ativacao do

sistema de complemento nos espermatozoides esta relacionada a eventos fisioldgicos como a

reacado acrossébmica e a unido entre as células espermaticas e o ovoécito, por meio da unido

mediada pela Complement @8tre o regulador CD46 do acrossoma dos espermatozoides e seu

homaélogo no ovécitgDorus et al., 2012

TABELA 7: Proteinas diferencialmente abundantes em plasma seminal de touros da raca
Nelore, entre 19,8 a 22,7 meses de idade, classificados como aptos e inaptos a reproducao

ID Protein Name Touros Aptos Touros Inaptos
G5E5M8 Alpha-mannosidase Up
D4QBD1 Hemoglin Beta Up
P17697 Clusterin Up
L8HPF5 Ilg Gamma-1 chain Up
D4QBC5 Hemoglin Beta Up
P63103 14-3-3 Protein Zeta/Delta Up
Q29451 Lysosomal alpha-mannosidase Up
A5PKI3 Protein FAM3C Up
Q76LV2 Heat shock protein HSP 90-alpha Up
P81187 Complement factor B Up
QOVD19 Sphingomyelin phosphodiesterase Up
A5D984 Pyruvate kinase Up
Q7SIH1 Alpha-2-macroglobulin Up
W5P198 Vasoactive intestinal peptide Up
Q3zCI9 T-complex protein 1 subunit theta Up
Q2UVvX4 Complement C3 Up
P81134 Renin receptor Up
Family with sequence similarity 3
E1BQ21 Y mergber B ’ Up
Q3zBZ1 45 kDa calcium-binding protein Up
P29392 Spermadhesin-1 Up
L8IQM7 Vitamin K-dependent protein S Up
E1BHO6 TPA: complement C4 Up
Q17QR9 Testican 1 Up
P81425 Dipeptidyl peptidase 4 Up
Q9BGU5 Cathepsin D Up
A2I17N1 Serpin A3-5 Up
P81265 Polymeric immunoglobulin receptor Up
Q3ZBMO A proliferation-inducing ligand Up
Q3MHM5 Tubulin beta-4B chain Up
E1BHPO Alpha-mannosidase Up
Q3T010 Phosphatidyletha_nolamine-binding Up
protein 4
Q3zZBHO T-complex protein 1 subunit beta Up
Q1JPBO Leukocyte elastase inhibitor Up
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G1CW25 Lactoferrin Up

Outra proteina diferencialmente abundantafdiusterin, que participa na protecao dos
espermatozoides e é secretada em resposta ao dano celular e ao choque térmicoirA Cluster
atua como uma chaperona, blindando as células contra a precipitacdo de proteinas e do ataque
do sistema imunitario mediado pelo complemento (Boe-Hanse et al.,, 2015). Em homens, a
Clusterin auxilia na eliminacédo das células espermaticas defeituosas no epididimo (Zalata et
al., 2012), e segundo Saadi et al. (20E3% lusterin é um indicador de baixa qualidade
espermética ao estar relacionada com o aumento de espermatozoides morfologicamente
anormais em touros.

Contréario a estas observacfes, no presente eatGtigsterin foi mais abundante no
grupo de touros com baixo percentual de patoldgicas espermaticas (touros aptos a reproducao).
Este fato pode estar relacionado ao papel da Clusterin como inibidor do complemento no PS
para manter o equilibrio entre a eliminacdo de espermatozoides inviaveis e o nimero de células
espermaticas necessarias para garantir a fertilizacao (Bailey et al., 2002). Além dissesMenez
et al. (2017) reportaram associag0es positivas entre isoformas de Clusterin e a motilidade e
vigor espermatico, assim como, com espermatozoides com acrossoma intacto, atribuindo essa
associacdo ao papel antioxidante da Clusterin que é capaz de proteger as células espermatica:
da apoptose induzida pelo excesso de ROS. Observacdo que pode ser aplicado no presente
estudo, devido as similaridades entre os resultados das duas pesquisas.

A acao de protecdo da Clusterin é reforzada pela T-Complex Protein e a Lactoferr
proteinas diferencialmente abundantes no grupo de touros classificados como aptos a
reproducdo que atuam como chaperonas e protegem aos espermatozoides da precipitacdo de
proteinas e do excesso de fagocitoses mediado pelo complemento e aos radicais livres produtos
do metabolismo de ferro (Régo et al., 2015).

A imunoglobulina G é a molélula principal do sistema imunitario e antigamente
acretava-se que era produzida exclusivamente pelos linfécitos B diferenciados. Estudos
recentes verificaram a presenca desta moléentaespermatozoides humanos estando
relacionada com a unido entre os gametas masculinos e femininos (Yan et al., 2016). Gonzalez-
Cadavid et al. (2014) identificaram a imunoglobulina G no plasma seminal de varrbes adultos
sadios e observaram correlacdo negativa desta proteina com defeitos da peca intermediaria e
cauda espermatica. No entanto, a imunoglobulina G foi associadaa cubfertilidade

autoimune em homens, devido a formacdo de auto-anticorpos contra os espermatozoides
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(Brazvdova et al., 2016), que promoviam a aglutinacédo e imobilizacdo das células espermaticas
evitando a penetracdo no muco cervical e a interagdo com o ovdcito.

No presente estudo a Ig Gamma-1 chain, foi diferencialmente abundante no grupo de
touros classificados como aptos a reproducéo, informacdo que se supde ser uma,novidade
devido a poucos trabalhos relatando o papel benéfico desta proteina sobre os espermatozoides
bovinos e sua identificacdo no PS, porém, serdo necessarios outros testes para validar
biologicamente o resultado do presente estudo.

A Cathepsin D é uma protease aspatismssomal produzida saélulas somaticas dos
testiculos e epididimos envolvida na maturacdo espermatica por meio de modificacdes de
alguma proteinas da membrana dos espermatozoides durante o transito epididiméario (Moura
et al., 2010; Saewu et al., 2012). Esta proteina é sintetizada e secretada pelas células principais
da cabeca do epididimo e transportada a superficie dos espermatozoides por meio de
epididimossomos (Asuvapoongpatana et al., 2013). A Cathepsin D esta relacionada com a
degradacdo de proteinas da matriz eettdar vaginal (Brazdova et al., 2016)tem sido
identificada em fluido epididiméario de touros de alta fertilidade (Moura et al., 2006). Esta
observacdo coincide com os achados do presente estudo onde a Cathepsin D foi
diferencialmente abundante no grupo de touros com maior numero de espermatozoides moveis
e menor percentagem de defeitos esperméticos.

Semelhante a Cathepsin ®14-3-3 Protein Zeta/Delta € uma molécula produzida nos
epididimos, que participa na sintese e transporte de proteinas e atua como canal na interacaa
entre 0s espermatozoides e macromoléculas, desempenhando papel importante na
espermatogénese e espermiacdo (Codognoto et al., 2018). A 14-3-3 Protein Zeta/Delta
participa em varias etapas da maturacdo espermatica e desenvolvimento da motilidade dos
espermatozoides nos epididimos, e segundo Huang et al. (2015) apresenta associacdes cornr
espermatozoides de bufalos com alta motilidade espermética e fertilidade, devido a sua
capacidade de regular a acao inibitéria da protein phosphatase 1, na cauda dos espermatozoides

A Tubulin beta-4B chain € um membro da superfamilia das tubulinas que sdo um
componente dos microtulms do axonema do flagelo dos espermatozoides (Hu et al., 2017).

As tubilinas consistem de um heterodimero de alfa-tubulin e beta-tubulin, que participam no
inicio e na manutencao da motilidade espermatica (Horokhovatskyi et al., R@lfa e beta-

tubulin experimentam varias modificacbes pos-traducionais, as quais desempenham funcdes
nos microtubulos relacionadas com a estabilidade e a interacdo entre os microtubulos e outras

proteinas associadas (Parab et al., 2015). Alguns estudos em ratos e humanos tém observadc
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diferencas na abundéancia das tubulinas em ejaculados com alta e baixa motilidade espermatica,
sendo mais abundante nos espermatozoides com maior motilidade e menor alteracao da peca
intermediaria (Shen et al., 2013; Hong et al., 2014). O que explicaria seu papel no PS do grupo
de touros aptos a reproducéo.

A protein Family with sequence similarity 3 memi&@rn(FAM3C) e a Family with
sequence similarity 3 member B (FAM3B), sdo proteinas similares a citocinas, pegsrice
familia FAM3 (familia com similitude na sequéncia 3), sintetizadas e secretadas pele@figado
pancreas desempenhando papel importante no metabolismo da glicose e lipidios (Bendre et al.,
2017). A FAM3B é ativada pelos acidos graxos livres e citocinas proinflamatoérias, e atua como
um regulador negativo da glicose, ao induzir a apoptose em células beta secrotoras de insulina,
por meio do aumento das caspasda resisténcia a insulina nos tecidos periféricos (Wang et
al., 2018; Zhang et al., 2018). Por sua vez, a FAM3C melhora a resisténcia a insulina hepéatica
e diminui a hiperglicemia por meio da ativacdo do fator de choque térmico 1, queainduz
expressdo do gene CALM1 e aumenta a concentragcdo da proteina calmodulina a qual
finalmente, suprimird a producdo da glicose ao induzir a ativacdo do receptor Akt nos
hepatocitos (Chen et al., 2017). Segundo Régo et al. (2015), a FAM3C pode ser expressada no
PS como resposta ao dano celular induzido pelo aumento nas concentracdes de cobre.

Estas moléculas sao alvo de muitos estudos relacionados com seu papel em doencas
metabolicas, porém, foram encontrados poucos trabalhos explicando seu papel no plasma
seminal. Considerando as informacdes disponiveis e relacionando o fato que estas duas
proteinas foram diferencialmente abundantes no PS dos touros classificados como inaptos a
reproducdo, podemos supor que a FAM3C e FAM3B estdo envolvidas em mecanismos
relacionados a incapacidade dos espermatozoides de utilizar os substratos energé8cos do
importantes em varios processos fisiolégicos como a motilidade espermaética e sua tentantiva
de reestabelecer essa condicdo. Porém, semelhante ao caso da imunoglobulina G, serdo
necessarios outros estudos para validar esta hipétese.

A hipotese anterior pode ser reforcada devido ao fato da Vasoactive intestinal peptide
(VIP), um neuropeptideo envolvido na geragdo de enegia, também apresentou maior
abundéancia no grupo dos touros inaptos a reproducao (Valiente et al., 2008). Esta proteina tem
sido relacionada com a motilidade espermatica rapida e de curta duracéo, apresentada pelos
espermatozoides em algumas condicbes como em contato com o fluido folicular, onde também
esta presenta o VIP. Os mecanismos pelo quais esta proteina aumenta a motilidade ndo est

totalmente esclarecidos, mas Siow et al. (1999) acreditam que esteja relacionado ao papel do
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VIP como ativador a adenilato ciclase, que por sua vez, eleva as concentracdes intseacelulare
de cCAMP e ativa a proteina kinase, a qual é importante na fosforilagéo proteica.

Baseados no mecanismo agiodo VIP sobre os espermatozoides, entende-se que a
diferenca de abundancia desta proteina no grupo de touros classificados como inaptos a
reproducdo pode constituir num mecanismo de compensacado do organismo para tentar
equilibrar a alta percentagem de espermatozides defeituosos, apresentando células espermatica
mais rapidas para garantir a fertilidade. Além de estabelecer uma alternativa as alteracoes
metabolicas geradas pela alta concentracdo de potassio no PS e a expressédo da FAM3B (Wilson
et al., 2010; Bolanca et al., 2016).

A Polymeric immunoglobulin receptor € uma proteina transmembranar produzida pelas
células epiteliais da protasta e as glandulas uretrais, essa proteina atua como precursor da
imunoglobulina A secretora, que por sua vez atua como uma defesa imune especifica d
antigenos contra patdbgenos que a mucosa estd comumente exposta (Menezes et al., 2017)
Segundo Cunningham et al. 2008, a Polymeric immunoglobulin receptor medeia a translocacéo
da imunoglobina A no sistema reprodutor masculino. Régo et al. 2014, acreditam que a
Polymeric immunoglobulin receptor forma parte da linha de defesa do trato reprodutivo

masculino junto a proteinas como Clusterin e Complement factor B contra agentes infecciosos.

42



s 2%

<15 41 05 0 05 1 15
Row Z-Score

P29392
E1BH06
Q3MHMS
Q7SIH1
E1BHPO
A2I7N1
LslQm7
Q76LV2
Q3ZCI9
P63103
QoVD19
Q17QR9
A5D984
G5E5M8
Q29451
Q3ZBHO
Q3ZBMO
P81425
P81265
Q37010
Q1JPBO
E1BQ21
P81187
P81134
Q2UVX4
A5PKI3
Q9BGUS
G1CW25
Q3ZBZ1
L8HPF5
D4QBCS
P17697
W5P198
D4QBD1

POOL2.R3
POOL2.R4
POOL2.R1
POOL1.R3
POOL1.R1
POOL1.R4

FIGURA 9: HeatMap das proteinas diferencialmente abundantes do plasma seminal de touros da raca Nelore2éntnesk® ele idad

classificados como aptos e inapto a reproducéo.



As redes de interacdo das proteinas do plasma seminal identificadas por meio de LC-
MS/MS sdo apresentadas na Figura 10. Em termos gerais, as proteinas identificadas
apresentaram associacdes com 17 vias relacionadas com o metabolismo celular, a resposta
imune, o sistema de complemento, entre outras. A Albumina parece desempenhar papel-chave
ao atuar como ponte de unido entre as proteinas envolvidas na via da glicélise/gliconeogénese
(nodos vermelhos), a via do complemento e coagulacéo (nodos azuis), e a via relacionada com
0 processamento e apresentacao de antigenos (nodos amarelos).

Algumas redes compartilham vias metabdlicas, como observado no subconjunto dois,
em que as proteinas relacionaram-se com a via do processamento de proteinas no reticulo
endoplasmatico (nodos roxos escuros), a via de sinalizacdo do estrégeno (nodos azuis celestes)
fagossomos (nodos verdes escuros) e processamento e apresentacdo de antigenos (nodo
amarelos). Também foi evidenciado um vinculo entre as proteinas involvidas na via metabdlica
dos lisossomos (nodos verdes) e outras vias metabdlicas gerais (nodos roxos) (subconjunto 4).

A Albumina (ALB) é a proteina principal do plasma sanguineo e participa na regulacao
osmoética e na ligacdo diferentes moléculas, ions e horménioBSNestimula a saida de
colesterol das membranas espermaticas e coestimula a capacitacao e reacao acr@déamica
de atuar como inibidor natural do sistema de complemento nos espermatozoides.

Como mencionado anteriormente, o sistema de complemento € uma parte central da
imunidade inata que serve como uma primeira linha de defesa contra células hospedeiras
estranhas ou alteradas (Noris e Remuzzi, 2013). Este sistema é composto de proteinas
plasmaticas produzidas no figado ou proteinas de membrana expressas na superficie celular
(Merle et al., 2015). O complemento pode ser ativado por trés vias distintas (via classica, lectina
e via alternativa), cada uma levando a uma via terminal comum (Elvington et al., 2016).

Nos érgdos do sistema reprodutivo, as proteinas ativadoras do complemento do PS
interagem com as células epiteliais do endométrio, induzindo ou suprimindo a traducédo de
alguns mRNA (Robertson et al., 2016). Esse evento estimula a sintese de citocinas e
guimiocinas que recrutam células imunologicas do sangue para a luz endometrial por meio de
anafilotoxinas as quais fagocitam espermatozoides ndo compativeis com a fertilidadee limpa
o0 ambiente endometrial, promovendo a receptividade embrionaria (Schjenken et al., 2015).

O papel do complemento na fertilidade depende do equilibrio entre os factores
ativadores do sistema e o0 mecanismo de regulacéo e inibicdo do mesmo encontradas no PS €

nos espermatozoides. A Albumina, a Clusterin e a lactoferrin sdo proteinas multifuncionais que
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protegem aos espermatozoides vidveis do ataque do sistema de complemento (Régo et al., 2015
Viana et al., 2018).

Na via da glicose a albumina interage por meio da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPD) com outras enzimas como a alfa enolase (ENOL1) e piruvato kinase que participam nas
vias da glicdlise e da gliconeogénese como catalizadores de metabolitos secundarios no
processo de geracdo de energia (Broetto, 2010). Os espermatozoides a semelhanca do que
ocorre em toda célula viva, requer energia para seu desenvolvimento e funcéo, utilizando ATP
como combustivel em processos celulares como a motilidade, capacitacdo espermatica,
hiperativacéo e reacao acrossdmica (Mannowet et al., 2012).

O ATP nos espermatozoides é formado por meio de duas vias metabdlicas, a glicolise e
a fosforilacdo oxidativa (Mukai e Travis, 2012). A glicolise que envolve a quebra de
monossacarideos de carbono durante uma serie de rea¢des catalisadas por enzimas glicélicas
como GAPD, ocorre na cabeca e a cauda nos espermatozoides, regides anatdmicas desprovida:

de enzimas respiratorias (Plessis et al., 2015).
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6. CONCLUSOES

O perfil bioquimico do plama seminal parace ndo ter um efeito sobre as caracteristicas
fisicas e morfoldgicas dos ejaculados de touros jovens da raca Nelore, classificados

como aptos e inaptos a reproducao;

A analise do plasma seminal por LC-MS/MS permitiu a identificacdo de 298 proteinas,
das quais 34 foram diferencialmente abundantes dentre os dois grupos de animais
estudados. As proteinas mais abundantes no grupo de touros classificados como aptos
a reproducdo estavam relacionadas a diferentes caracteristicas que favorecem a
fertilizacdo, enquanto, aquelas mais abundantes no grupo de touros inaptos parecem
constiuir mecanismos de compensacdo para tentar suprir o alto numero de

espermatozoides com defeitos esperméticos;

A classificagdo por ontologia génica permitiu confirmar a diversidade funcional das

proteinas de plasma seminal de touros jovens da raca Nelore;
Devido a sua diversidade as proteinas formaram parte de varias vias metabdlicas

relacionadas com a geracao de energia metabdlica e a selecao dos espermatozoides cor

as melhores caracteristicas morfofuncionais.
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ANEXO 1 Eletroforese monodimensional do plasma seminal de Touros da raga Nelore

classificados como aptos e inaptos a reproducéo.
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ANEXO 2 Caracterizacao das proteinas do plasma seminal de touros da raca Nelore, entre 19,8 a 22,7 meses de idade, classificados como aptos €
inaptos a reproducdo, identificadas por LC-MS/MS

Prob. Pro. id.
ID Proteina Nome Proteina MW pl id. Secuencia de Peptideos de Cobertura
Proteina Peptideos
AKIEVSEDGTK 100%
ASAATTAILIAR 100%
DIVMVANAVFVK 100%
DVFQCEVR 100%
FLLPVPQLK 100%
FLPENTK 100%
FTAVAQTDLKEPLK 100%
HNPTGAVLFMGQINKP 100%
IEVSEDGTK 100%
KQLTTVMR 100%
LASVAAGAFR 100%
Q8HZY1 Serine protease ingibitor clade E mem| 438KDa 956  100% LQVLGEGLLAPQPK 100% 5706
LVLVNAVYFK 100%
MEVPFVTR 100%
NANFEDPASACASINAWVR 100%
NKDIVMVANAVFVK 100%
QLTTVMR 100%
RVQVILPK 100%
SENLHVSHILQK 100%
SQPHDNIISPHGIASVLGMLQLGADGR 100%
SSPPWFIVDRPFLFFIR 100%
SYQVPMLAQLSVFR 100%
TIDSWVSTMVPK 100%
VLGITDMFDPSK 100%
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VQVILPK

100%

EESGVIATYYGPK 100%
EPEHPASFYEVLYFQDPQA 100%
ESLEIIDGLPGSPVLGK 100%
ICEGSLMDYR 100%
P29392 Spermadhesin-1 15.0KDa 5.06 100% NTNCGGILK 100% 81%
NTNCGGILKEESGVIATYYGPK 100%
SSGSIMTVKYIR 100%
TNCVWTIQMPPEYHVR 100%
VSIQYLQLNCNK 100%
YIREPEHPASFYEVLYFQDPQA 100%
ASSIMDELFQDRFFLR 100%
CQEILEVDCSASNPTQTLLR 100%
ELQEMSTEGSK 100%
EQSHVMDVMEDSFTR 100%
GSLFFENPK 100%
IDSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR 100%
P17697 Clusterin 51.1 KDa 5.73 100% KLLLSSLEEAK 100% 43%
LFNSFPITVTVPQEVSSPNFMENVAEK 100%
LYDQLLQSYQQK 100%
QQLNASLQLAEK 100%
RPQDTQYYSPFSSFPR 100%
TPYHFPTMEFTENNDR 100%
TQIEQTNEER 100%
AAVYNHFISDGVKK 100%
Q2UVX4 Complement C3 187.2KDa 6.41 100% ADIGCTPGSGR 100% 37%
AFLDCCEYITQLR 100%
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AILYNYR
AYYEDSPQQVFSAEFEVK
DGALELAR
DPLTITVR
DSCMGTLVVK
DSITTWEILAVSLSDKK
EEVPAADLSDQVPDTESETK
EKDVSLTAFVLIALHEAK
EVTLEDRLDK
EVVADSVWVDVK
EYVLPSFEVQLEPEEK

FFKPAMPFDLMVYVTNPDGSPAR

FYHPDKEDGMLSK
FYYIDDPDGLK
GQGTLSVVTVYHAK
GSMILDICTK
GVFVLNKK
GYTQQLAFR
HQQTITIPAR
IGLHEVEVK
ILLQGTPVAQMTEDAIDGER
ILWESASLLR
ISLTHSLTR
KDYDTTPPVVR
KGYTQQLAFR
KIWDVVEK
LLPVGQTVFITIETPDGIPVK
LMNVFLK

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
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LPYSVVR

100%

NYAGVFTDAGLTLK 100%
QVLLNGVQPSR 100%
RDPLTITVR 100%

RPYTVAIAAYALALLGK 100%
RQESLELIR 100%

SDLDDDIIPEEDIISR 100%

SQFPESWLWTVIEDLK 100%
SSVAVPYVIVPLK 100%

TGIPIVTSPYQIHFTK 100%
TIYTPGSTVLYR 100%

TLNPEHLGQGGVQR 100%

TMQALPYNTQGNSNNYLHLSVPR 100%

VELKPGETLNVNFHLR 100%

VFALAANLIAIDSK 100%
VGLVAVDK 100%

VHQYFNVGLIQPGAVK 100%
VPINDGNGEAILK 100%
VSHTVEDCLSFK 100%
VSIRPAPETVK 100%
VYSYYNLDETCIR 100%

WLILEK 100%
YYTYMIMNK 100%
AOAOE3UTO0 Tissue inhibitor of metalloproteinase-: 21.7 KDa 7.01 100% CPMIPCYISSPDECLWMDWVTEK 100% 49%
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EVDSGNDIYGNPIKR

100%

EYLIAGK 100%
GAAPPKQEFLDIEDP 100%
IQYEIKQIK 100%
KEVDSGNDIYGNPIK 100%
KEYLIAGK 100%
RIQYEIK 100%
RSDGSCAWYR 100%
SDGSCAWYR 100%
YQMGCECK 100%
AQEVLQAIR 100%
DFENIPGFPTVR 100%
ECAGHFEQMASGSMHR 100%
ELCSACHNELR 100%
EVTLDLSQHQGIAVR 100%
FFFGCR 97%
FGVTNFPSCYLLSR 100%
FMAVLAK 100%
) FSVLEGQR 100%
A6QQAS8 Sulfhydryl oxidase 629 KDa 9.26 100% 52%
GRPLVQNFLHSMNDWLK 100%
GTPVWDLDNILK 100%
IPYGFFK 100%
IYMADLESALHYILR 100%
KFMAVLAK 100%
KIPYGFFK 100%
LAGAPSEDPQFPK 100%
LEEITGFFAR 100%

LIDALESHSDTWPPACPPLEPAR

97%
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NNEEYLALIFEK 100%
SALYSSSDPLTLLR 100%
SFYTTYLR 100%
TGSGTTLSVAGADVQTLR 100%
THFSPSNIVLDFPSAGPGPWR 100%
VGSLNSAVLWFWSSHNK 100%
VNWVGCQGSEPHFR 100%
VPALTESR 100%
ASLAFLQKHLGLQK 100%
CGIALDAWMFPVGDEVYSR 100%
DGSASSTYYFK 100%
EYFLGLSK 100%
FLGTHWLVGK 100%
FQYPSNIIR 100%
GDIDSNVAISLSNK 100%
GEEEFPLRNEQLR 98%
GSVHQNFVDFTFATSK 100%
Q28017 Platelet-activating factor acetylhydrola: 50.1 KDa 6.12  100% 49%
IAIIGHSFGGATVIQTLSEDQR 100%
IIGYLFTLK 100%
IMGLFFGSMTTPAAWNAHLR 100%
IPQPLFFINSER 100%
IQALMAAANIGQSK 100%
KMITIR 99%
RGEEEFPLR 100%
TGEKYPLIIFSHGLGAFR 100%
YPLIIFSHGLGAFR 100%
Q28085 Complement factor H 140.3 KDa 6.43 100% CAAGFEYGQR 100% 25%
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CLSYYQLDGSNTIQCIK

100%

CQAYYELR 100%
EAFTMIGPR 100%
ECSIPEMDPYLNAYPR 100%
EIHKEEYAHNEVVEYACNPR 98%
ENYLIQDAEEIVCK 100%
GFFPEIR 98%
GSTLFPPEGR 100%
IENGFLSESTFTYPLNK 100%
IMVGADSVQCYHFGWSPK 98%
ISILCK 100%
KGFFPEIR 100%
LDYECVDGYENR 100%
LNDRLDYECVDGYENR 100%
LYYSYR 100%
NGEWSQLPK 100%
QIHCSAGGVWSAETPK 100%
SCDRPVFEK 100%
SDGTWFR 100%
SGWTPAPTCIEITCDPPR 100%
TPVILNGQAVLPK 100%
TSGLITCLK 100%
TTGSIVCGQDGWSDK 100%
VVYTCDEGYQMVGEMNFR 99%
WVSLHPSR 100%
YLQGETVR 100%
P02769 Serum albumin 69.3KDa 5.82 100% AEFVEVTR 100% 46%
DAFLGSFLYEYSR 100%
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DDPHACYSTVFDK

100%

EACFAVEGPK 100%
EYEATLEECCAK 100%
FKDLGEEHFK 100%
HLVDEPQNLIK 100%
HPEYAVSVLLR 100%
HPYFYAPELLYYANK 100%
KQTALVELLK 100%
KVPQVSTPTLVEVSR 100%
LCVLHEK 100%
LFTFHADICTLPDTEK 100%
LGEYGFQNALIVR 100%
LKECCDKPLLEK 99%
LVNELTEFAK 100%
MPCTEDYLSLILNR 100%
NECFLSHKDDSPDLPK 100%
QTALVELLK 100%
RHPEYAVSVLLR 100%
RPCFSALTPDETYVPK 99%
SLHTLFGDELCK 100%
TVMENFVAFVDK 100%
VPQVSTPTLVEVSR 100%
YICDNQDTISSK 100%
AKWETSFNLK 100%
AQILEGLGIGPGEGSEEELHSASQR 100%
Q9N2I2 Plasma serine protease inhibitor ~ 45.2 KDa 9.40 100% DFVFDLYR 100% 49%
DIFTSDADLTGISNHSSIR 100%
EGEMEQVENGLK 100%
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ELQQPQDSLQLSLGNALFTKPR

100%

FSIEGSYQLEEVLPK 100%
HILFLGK 100%
IVDLIK 100%
LELYLPK 100%
LPIQEAFLGAMR 100%
QQDQFYYLLDR 100%
RLELYLPK 100%
SLDGTQVMVMVNYIFFK 100%
STHEQDFYVTPETVVR 100%
TLYLADTFPTNFEDPEGAK 100%
WETSFNLK 100%
DLAQYDAAHHEEFKR 100%
DLELLIQTATR 100%
ELDFVSHHVR 100%
ELQQAVLQMEQR 100%
EVWEELDGLDPNR 100%
FEEELAAR 99%
LQAANAEDIK 100%
o LSQETEALGR 100%
QOP569 Nucleobindin-1 549KDa 5.11 100% 41%
LVTLEEFLASTQR 100%
MDAQQEPNIQLDHLNLLK 98%
NEDDDMREMEEER 99%
QFEHLDPQNQHTFEAR 100%
RFEEELAAR 100%
TFFILHDINSDGVLDEQELEALFTK 100%
VNVPGSQAQLK 100%
YLESLGEEQRK 100%
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YLQEVINVLETDGHFR

100%

AFALECIR 97%
ANEGLTWNSLK 100%
CLQDGAGDVAFVK 100%

DSALGFLR 100%
ETTVFENLPEK 100%
FFSASCVPCIDR 100%

GEADALNLDGGYIYTAGK 100%
GSNFQLDQLQGR 100%

G1Cw25 Lactoferrin 78.1 Kba 8.70 100% KGSNFQLDQLQGR 100% 39%
LCALCAGDDQGLDK 100%

LGAPSITCVR 100%
LRPVAAEIYGTK 100%
NLLFNDNTECLAK 100%
SFQLFGSPPGQR 100%
VDSALYLGSR 100%
WCTISQPEWFK 100%

YYGYNGAFR 100%
DFMIQGGDFTR 100%
DKPLKDVTIADCGK 100%
DTNGSQFFITTVK 100%

FPDENFK 100%

P80311 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B 23.7 KDa 9.33  100% HYGPGWVSMANAGK 100% 58%
IEVEKPFAIAKE 100%

IGDEDIGR 100%

TAWLDGK 99%
TVDNFVALATGEK 100%
VIKDFMIQGGDFTR 100%
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VLEGMDVVR

100%

VVIGLFGK 100%
VYFDLR 100%
ESLEIIEGPPESSNSR 100%
ICDTSHAEYTSCTNTMTVK 100%
ILLEVR 100%

Q4R0H2 Spermadhesin 2 152 KDa 5.92 100% 46%
KICDTSHAEYTSCTNTMTVK 100%
KPNHPAPDFFLIFR 100%
MDPGYR 99%
AGESVLLYTKPVPELLK 100%
AVNIIEVR 99%
FNNLDYR 100%
FQSPVVYANQR 100%
FSDNGFLMTEK 100%
GSNWIPADSFQDR 99%
IESSFDVVSSK 100%
INGLPIFLK 100%
LLLQSVVDANMNALR 100%

Q29444 Beta-mannosidase 101.1 KDa 6.52 100% MLHYFAR 98% 23%
SELEQSFHVTSLADTY 100%
SSFALHR 99%
TSAVAPFVWLDVGSIPGR 100%
TVELFVK 99%
TVFFYPWKPTSK 100%
VSSEEDWSYR 100%
VVSISLR 100%
WIALDNWTYIK 98%
YSFDITHTVK 100%
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P81019

Seminal plasma protein BSP-30 kDa 21.2 KDa

ANDLNAVFEGPACAFPFTYK
DEPECVFPFIYR
FCTERDEPECVFPFIYR
KNSVLLWCSLDTEYQGNWK
KYYMCTR
NSVLLWCSLDTEYQGNWK
RWCSLTSNYDR
VHSFFWR
WCSLTSNYDRDK
YYMCTR

573 100%

100%
100%
100%
100%
97%
100%
100%
98%
100%
98%

45%

P04557

Seminal plasma protein A3

16.1 KDa

CVFPFIYGNKK
DNKCVFPFIYGNK

4.90  100% NDYAKCVFPFIYEGK

SYDTCIHIGSTFMNYWCSLSSNYDEDGVWK

YFDCTLHGSLFLWCSLDADYTGR

100%
97%
100%

100%

100%

59%

P81187

Complement factor B

85.3 KDa

AAYYNLSDEISFR
AGQVLEYLCPSGFYPYPTQIR
ALLEVYNMMSR
CYDGYTLR
DFHINLYQVLPWLK
DIEALFVSESKK
DVSEVVTPR
GDSGGPLIIHK
GIPEFYDYDVALVR
LQGMENLEDVFVQMLDESR
RPQQVPGYAR
STGSWSTLQTQDR

7.87  100%

98%
100%
100%

97%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

20%
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TLGLCGMVWEHK

98%

VKDVSEVVTPR 100%
YGLVTYATEPK 100%
YLLDIGR 99%
AIGAVPLIQGEYMIPCEK 100%
AQPGGELMLGGTDSK 100%
DYAISPEDYALK 100%
ISVNNVLPVFDNLMQQK 100%
LLDIACWTHR 100%
NVFSFFLNR 100%

Q9BGUS Cathepsin D 419KDa 7.33 100% QGPIPELLK 100% 37%
QPGVVFIAAK 100%
TMSEAMGPVEHLIAK 100%
VGLAEAAR 100%
VSSLPQVTVK 100%
YATGEPAVR 99%
YYTVFDRDQNR 97%
ECNMGNLICDAMINNNLR 100%
ETPFLSNPGTNLVFEDEITALQPEVDK 100%
EVNFPILSANIK 100%
EVPAGQYPFIVTSDDGR 100%

L8ICO2 5 nucleotidase 625KDa  6.61  100% GTEVAHFMNALGYDAMALGNHEFDNGVEGLIDPLLK 100% 36%
HDSGDQDINVVSGYISK 100%
IIALGHSGFEVDK 100%
IKHDSGDQDINVVSGYISK 100%
ILTVGDEVVGIVGYTSK 100%
ISGLYSPYK 100%
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KVPVVQAYAFGK

100%

LEVLCTQCR 100%
TIVYLDGTAQSCR 100%
VILPSFLVSGGDGFR 100%

VLYPAVEGR 100%

VPSYEPLR 99%
VPVVQAYAFGK 100%

YLGYLK 97%
ALDVSDHFPVEFK 100%
ANCNAMDVIVK 100%
DFVIVPLHTTPETSVR 100%
EIDELADVYTDVKR 100%
EPFVVWFQSPYTAVK 98%

EQYAFLYK 97%
FVWLIGDQEDTTVKK 100%

FIMGQ1 Deoxyribonuclease 35.1KDa 9.37 100% KGITYNYVISSR 100% 53%

GITYNYVISSR 100%

GONIVNSVVPQSNLVFDFQK 100%

ICPTLMEK 96%

ICSFNVR 98%
KANCNAMDVIVK 99%
NTYKEQYAFLYK 97%

QSYLYHDYQAGDADVFSR 100%

RCDIILLMEIK 98%
AKEEGIVMYAVGVGK 99%

E1BDF3 Matrilin 4 64.3KDa 559 100% FGRVDLVLLVDGSK 99% 36%

EGYDLLPDGR 100%
FVNQIVDFLDVSPEGTR 100%
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GIEIYAVGVQR 100%
GSICPEEGIGAGTELR 100%
GTMTGLALR 99%
LEDLENQLATQK 100%
QAVLAVEYMER 100%
QFLVGLLR 100%
SPCECESLVEFQGR 100%
SQDNISVWAAR 100%
SVRPFEFETMR 100%
TEFPLGR 99%
VAVIVTDGRPQDR 99%
VGLVFTDGR 100%
VGVIQYSSQVQSVFPLR 100%
DNENEITGIR 100%
FGSSWSEK 99%
GGGSYFSTTK 100%
HLVIHTSYGR 100%
M5FKI8 Pancreatic adfzrc‘fo"r"j‘lriﬁg‘oma”preg”'a‘ 16.9KDa 8.71 100% LLGISSIGFDWDYPIVR 100% 73%
SFSAFPDGSEK 100%
VFIGIGGIIK 100%
VLTGVFGQHK 100%
YGAPGGTLQEFVLQSGEYITGVDGSYK 100%
AKDLVASLSK 100%
DQGNEVNIGR 100%
Q32LF7 Beta-1,4-galactosyltransferase 4 39.4KDa 9.34 100% GTVIDEAFVEK 100% 47%
ITRPLPEVGK 100%
KGTVTDEAFVEK 100%
LDNCPSVSPHLK 98%
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LVFKPDLTLEEVQAK 100%

MNLLHQVSR 100%
QQLDYGIYVIHQAGSK 100%
VAILIPHR 100%
VNGFSNNYWGWGGEDDDLR 99%
YSGYFGGVTALSR 100%
YTMIFHK 98%
AGFEDMR 100%
APLDVVAGFNVPLFK 100%
DVVVAIIAALIHSGK 100%
IHLMNSDIGVFNPK 100%
ILTSILLPNENGK 99%
IMSQTTPMLILDQGNAK 100%
KDVVVAIIAALIHSGK 100%
LDFISPVIDHSVVHLILGAR 100%
LFNVAGDSLNLPTLNQTPFR 100%
F1IMLW2 BPI fold-containing family B member 1 51.7 KDa 8.87  100% VISLLTPALPK 100% 50%
LFNVAGDSLNLPTLNQTPFR 99%
LLNNITTK 100%
LSFLLK 99%
LTVLLDYVLPEVAR 100%
LVLSECSNTGGSLR 100%
NHDVTNTLQQLPLLTAMEEESSR 100%
SGIPVSMVK 97%
SISLSLTK 100%
VIDETAAAQLGPTQIVK 100%

VPMSLNSEHLK 99%




VTSASIGQLQVQPLANGR

100%

GDSVAYGLK 100%
HSNLIESQENSK 100%
P31096 Osteopontin 30.9KDa 4.49 100% ISHELDSASSEVN 100% 31%
LSQEFHSLEDK 100%
QLNNKYPDAVATWLKPDPSQK 100%
YPDAVATWLKPDPSQK 100%
DTANWLEINPETGAISTR 97%
ETGVISVLTTGLDR 98%
Q6R8F2 Cadherin-1 979 KDa 4.75 100% TVYVSDDTR 100% 7,0%
VHTDGVLTVR 100%
VSFEGCAGLPR 100%
DKPDNFQLFQSPHGK 100%
DNPQTHYYAVAVVK 100%
DQTVIQNTDGNNNEAWAK 100%
EDVIWELLNHAQEHFGK 100%
ELPDPQESIQR 100%
FDEFFSAGCAPGSPR 100%
GEADAMSLDGGYLYIAGK 100%
GYLAVAVVK 100%
Q29443 Serotransferrin 77.7KDa 6.75 100% 30%
ILESGPFVSCVK 100%
KTYDSYLGDDYVR 100%
LCQLCAGK 98%
NYELLCGDNTR 99%
TAGWNIPMGLLYSK 100%
TSDANINWNNLK 100%
TYDSYLGDDYVR 100%
YYGYTGAFR 97%
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CVFPFIYGGK 100%
DYAKCVFPFIYGGK 100%
P02784 Seminal plasma protein PDC-109 154 KDa 4.91 100% IGSMWMSWCSLSPNYDKDR 100% 43%
KHFDCTVHGSLFPWCSLDADYVGR 100%
AIMESGVAIIPYLK 100%
ELLSINQK 99%
FVFGGAFLK 99%
GLPLWPAYR 98%
E1BN79 Carboxylic ester hydrolase 64.3KDa 5.83 100% CNIVMFEEATEEEK 100% 21%
HSLVDIR 100%
LGIFGFFNTGDEHAR 100%
LKELELK 100%
VSEDCLYLNIYAPAHAETGSK 99%
VVDGLFFPNEPLDLLAQK 100%
AANSLEAFIFETQDK 100%
AEFEELCADLFER 98%
AHFNLDESGVLSLDR 100%
DAGIQPQLQIR 99%
DAVIYPILVEFTR 100%
EVEEETGVR 100%
E1B748 Hypoxia up-regulated 1 111.6 KDa 5.26 100% EVQYLLNK 97% 25%
FFGDSAASMAIK 100%
KTPVTVTLK 100%
LCHGLFFR 99%
LDEIEQVILVGGATR 98%
LPATEKPVLLSK 99%
LQDLTLR 99%
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SLAEDFAEQPIK
TLGGLEMELR
TPVTVTLK
VAIVKPGVPMEIVLNK
VESVFETLVEDSPEEESTLTK
VLQLINDNTATALSYGVFR
YFQHLLGK

100%
99%
100%
99%
100%
100%
99%

P0O0669

Seminal ribonuclease

16.3 KDa

CKPVNTFVHESLADVK

032 100% HIIVACGGKPSVPVHFDASV
. (

QHMDSGNSPSSSSNYCNLMMCCR

YPNCAYK

100%
99%
100%
99%

44%

ATE3W2

Galectin-3-binding protein

62.1 KDa

ALLHCEGSFVVDVIDFK
EVEALVGQVR
GCDLFITVK
GVYTLDLSGELPAALEQIFESQK
LILSTNPEAHGLWK
LYTSPTWSQSVMSSSYNPSR
RIDVSLSSVK
STSLFPCPSGVFSR
TELVVPSELVLLLAVDK
VREEDEIAMCAHK
VTMEVDAECVPVVK

539 100%

98%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

25%

P79345

NPC intracellular cholesterol transport
2

16.7 KDa

AVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK
DCGSWVGVIK
DKTYNYVNK
EVNVSPCPTQPCK
FKDCGSWVGVIK
LPVKNEYPSIK

8.25 100%

100%
100%
99%
99%
100%
100%

54%
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VVVEWELTDDKNQR
NEYPSIK

100%
100%

QOVCX2

Endoplasmic reticulum chaperone Bif 72.4 KDa

FEELNMDLFR
IEWLESHQDADIEDFK
IINEPTAAAIAYGLDKR
ITPSYVAFTPEGER
LTPEEIER
MKETAEAYLGK
NQLTSNPENTVFDAK
SDIDEIVLVGGSTR
SQIFSTASDNQPTVTIK
VEIIANDQGNR
TFAPEEISAMVLTK
TKPYIQVDVGGGQTK
TWNDPSVQQDIK

5.07 100%

100%
99%
100%
100%
99%
100%
100%
99%
100%
100%
99%
99%
99%

30%

P55206

C-type natriuretic peptide

13.2 KDa

TPGGGGANLKDDR
TPSGEEVAEPQAAGGGQK

10.25 100%

100%
100%

28%

FIN3U5

Vanin 2

52,6 KDa

EGDEVYVLGAFAGLHGR
ELCCHLSYR
FEVLEDGR
FGHTPVQAR
ILFAEVDSHPR
MTGSGIYAPHSPK
LAPEKFEVLEDGR
NGLSEPVLTVSLFGR
QAAEQGAQIIVTPEDALYGWK
STDVTTCGQPVETALTR
YHLYR

7.25  100%

100%
100%
100%
97%

100%
100%
100%
100%
100%
100%
96%

23%
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DSTDGLLVKDK 100%
ESLEIIEGPPESSNSR 100%
P82292 Spermadhesin 213 13.3KDa 5.58 100% KICDTSHAEYTSCTNTMTVK 100% 53%
KPNHPAPDFFLIFR 100%
AVDPDGDGHVSWDEYK 100%
DFHQEVFLGK 100%
GMLQFMVK 100%
Q3zBZ1 45 kDa calcium-binding protein 41.1KDa 4.79 100% KLMVIFSK 100% 31%
LEMDGHLNK 100%
TAEHFQEAVAESR 100%
YSEFFTGSK 100%
AREDIFMETLSDIMDYYK 100%
AYLEEECPGMLR 100%
CLAYDFYPR 100%
EGFPSFQAVAYLNDQPFFHYNSEGR 100%
EGSHTFQGAFGCELR 100%
) ) EIPAWVPLDPAAQNTK 100%
Q3ZCH5 Zinc-alpha-2-glycoprotein 33.8KDa 5.11 100% 48%
FDKEIPAWVPLDPAAQNTK 100%
KWEAEAVYVQR 100%
YLPYSR 97%
QESPSVSVTGHAAPGHK 100%
SIGLHWTR 98%
SLTRPLTVPWDPR 100%
AGFAGDDAPR 100%
P63258 Actin, cytoplasmic 2 41.7 KDa 5.31 100% AVFPSIVGRPR 99% 36%
DLTDYLMK 100%
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DLYANTVLSGGTTMYPGIADR

100%

EITALAPSTMK 100%
GYSFTTTAER 100%
HQGVMVGMGQK 100%
IIAPPER 97%
IWHHTFYNELR 100%
QEYDESGPSIVHR 100%
RGILTLK 100%
SYELPDGQVITIGNER 100%
VAPEEHPVLLTEAPLNPK 100%
AQGNQGCNGGLMDNAFQYIK 100%
IIDLHNQEYSEGK 100%
LDPNLDAHWHQWK 98%
LFHEPLLVDVPK 100%
Q5E998 Cathepsin L2 37.3KDa 6.55 100% LVSLSEQNLVDCSR 100% 36%
LYGMNEEEWR 100%
MAMNAFGDMTNEEFR 100%
RLYGMNEEEWR 99%
SGIYYDPDCSSK 100%
FLVGPDGVPVMR 100%
NSEILMGLK 100%
F1IMCF5 Glutathione peroxidase 15.6 Kba 8.87 100% SDMLEYLK 100% 54%
VFTFLK 100%
YVRPGGGFVPNFQLFEK 100%
AGPSCAVLQEAFR 100%
H7BWW2 Beta-hexosaminidase 61.2KDa 7.64 100% GILIDTSR 29% 22%
GPVATLTANR 100%
GSYSLSHVYTPNDVR 97%
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LFYLSPGNFFFGHSPTSK

98%

LLPGTVVQVWK 100%
LWSPQEVTDLDDAYR 100%
VLPEFDSPGHTESWGK 100%
SIVWQEVYDDEGK 98%
TLDAMAFNK 100%
VWGVLR 98%
YYDYIFGFYK 99%
AVGVSIDCSK 100%
EPQVYVLDPPKEELSK 100%
G3NOVO Uncharacterized protein 35.9KDa 8.05 100% EPSVFIFPPIPK 100% 31%
GLSAPIVR 100%
VVSALPIQHQDWTGGK 100%
VYPLASR 99%
GKEVMVLGEVNINNSVFK 100%
HWNSYCTTTHTFVK 100%
P13600 Beta-nerve growth factor 26.6 Kba 9.72 100% IDTACVCVLSR 100% 30%
LQHSLDTVLR 100%
QYFFETK 99%
ADTDILEDALAENDTPYYDVSR 100%
HADGVFTSDYSR 100%
HSDAVFTDNYTR 100%
IPFEGANEPDQVSLK 100%
W5P198 Vasoactive intestinal peptide 19.1 KDa 5.48 100% KYLESLIGK 99% 71%
MGDRIPFEGANEPDQVSLK 100%
SSEGESPDFLEELEK 100%
VSNSISEDQGPIKR 100%
YLESLIGKR 100%
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ENYNQEWWSLR 100%
FHIPASVPYVR 100%
GPQFGSEVELR 100%
IAFIPFSFLVDQWR 100%
INLLSSGDGGYEEDINFLMK 100%
LEGPFVGSGR 100%
LEPDLTNLMATSR 100%
L8HZP9 Angiotensin-converting enzyme 1414 KDa 6.13 100% LGFSQPWPEAMR 100% 10%
LLADAMK 100%
MDATEAMIK 100%
QGWTPLR 100%
SILPYFPK 99%
VFDGSVTR 98%
VNFLGLNLEEQQAR 100%
YQGVCPPLAR 100%
FNTFIHEDLWNIR 100%
NGQMNCHEGVVR 98%
QHVDPDETGGNDSYCNLMMQR 99%
Q58DP6 Ribonuclease 4 16.9 KDa 9.04 100% RFNTFIHEDLWNIR 99% 52%
RVVIACEGNPEVPVHFDK 100%
SICSTTNIQCK 100%
VVIACEGNPEVPVHFDK 100%
FLVGPDGIPVMR 100%
GTIYDYDAFTLNGK 99%
G3N2N9 Glutathione peroxidase 25.0KDa 8.19 100% HISWEPIMVR 100% 36%
QEPGENSEILPGLK 97%
QSCPHPSEIMGSIK 96%
TDILAYMK 100%
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VFTFLK

99%

AALQASLQHK 100%
ALLEPALETPPQAK 100%
DGETIELR 100%
DPDTPLQQGIADYRPK 100%
EFWQVLR 98%
Q9XSC9 Transcobalamin-2 479 KDa 9.22 100% FIDVLLK 100% 30%
HSVSVPAGSSLEDILK 99%
INLALKR 100%
LLPWMDR 99%
TFQNPLMISQLLPVLNQK 100%
TQASLSGPFLTSVLGR 100%
VSGISPSYR 100%
DVITAAGNLLK 100%
EIVDSYLPVILDMIK 100%
EQILAALEK 100%
GCSFLPDQYR 100%
L8IXW5 Proactivator polypeptide 58.8KDa 5.05 100% IGACPAAHKPLLGAEK 97% 21%
KLVGYLDR 99%
LGPGMSDMCK 100%
LVGYLDR 96%
TLVPAEVVSENVIPALELVEPIKK 100%
CLQDGVGDVSFVR 100%
DDPQTHHYVVAVVK 98%
DLLFSDDTECLANLQDR 100%
Q2HJFO Serotransferrin-like 69.1 Kba 8.21 100% 31%
DLLFTDSAIGFLR 100%
EPYFGYSGAFK 100%
GSNFQLNQLQGK 100%
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GYYVVAVVK
HPTVLQNTDGKNPEAWAK
YLGPEYLQAIANVK
MLFNQQELFGR
KPVTEAQSCHLAIVPSHAVVSR
LCQLCAGK
LYLGYEYFSVIQHLGR
MLLPSDWSQEAAAK
SAEFQLFYSPHGK
SDANLTWNSLR
SELLDACTFHGN
SVDGKEDLIWELLSQAQEHFGK
TSYLDCIR
WCTVSNLEASK

100%
97%
100%
100%
97%
98%
100%
100%
98%
100%
100%
99%
99%
99%

E1BHO6

Uncharacterized protein

192.7 KDa

AEFQGVLEK
AELADQAASWLTR
ALVALGAVDTALYAVGGK
AMELLQEEDLIEEDDIPVR
DGSYGAWLHR
DSSTWLTAFVLK
FGLLGEDGEK
GDPQYLLDSNSWIEEMPSER
GHLFLQTDQPVYNPGQR
IGVPLSVAVK
ILSLAQDQVGGSAEK
ITQVLHFTK
LELNVDSSK
LLLFSPSVVR

7.20 100%

99%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

13%
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LQDAPSGQVVR

97%

LQETATWLLSQQR 100%
LVDGQCQISLQK 100%
SHVLQLTNHQVHR 100%
VTASDPLEALGSEGALSPGGLASLLR 100%
YVLPNFEVK 97%
AOAOM4B6EN2 Binder of sperm 3 16.2KDa 6.54 100% EMEDIASGAETK 100% 21%
CVFPFTYK 100%
ALLDSLQLGPDALTVHLINEVTK 100%
FGAVWTGDNAAEWDHMK 100%
FSFSGNTLVSSSADPK 97%
GLLNLEHQR 100%
IRIDELEPR 97%
KLVAIVDPHIK 98%
KPGVNVASDWTIHLR 100%
LDLLEDR 100%
LSFQHDPETSVLILR 99%
A6QNJ8 GANAB protein 109.0 KDa 5.83  100% LVAIVDPHIK 100% 24%
LYNLDVFQYELYNR 100%
MALYGSVPVLLAHSPLR 100%
MLDYLQGSGETPQTDVR 100%
NPEPELLVR 98%
REPWLLPSQYHEIIR 100%
SGGIERPFVLSR 100%
SLLLSVNAR 97%
VPDVLVADPPTAGLSVSGR 98%
VSLTLGSIWDR 100%
WYQMGAYQPFFR 100%
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YHGPQTLYLPVTLSSIPVFQR 99%

YRVPDVLVADPPTAGLSVSGR 99%
AELQETDLFHHSK 100%
AQFDLAFVVR 100%
FEMGQVR 99%
FLGSGGFIGYAPNLSK 100%
FLVEYIAPMTEK 100%
IFLDPEKR 99%
IFQNLDGALDEVVLK 100%
IQALGLGEDWPGEAMLAGGGLK 100%
077588 Proco"aged”i;){;g”eeﬁiézxfg'”tarate > g34KDa 617 100% LDPDMAFCANIR 100% 22%
LLIEQNK 100%
LQLNYLGNYIPR 96%
LVGPEVR 100%
LWSNFWGALSADGYYAR 100%
LYPGYYTR 96%
SEDYVDIVQGR 100%
SQVVFSAEELIYPDR 100%
VGVDYEGGGCR 100%
EVIVVATDYK 100%
G3MWX7 Uncharacterized protein 11.9KDa 9.07 100% FKIPLESGGK 100% 28%
TYAIMNIILNR 100%
AETGNMFLR 100%
GVDAQVAALIAR 100%
IKPFLGGASTEDLR 100%
ABQP39 MSLN protein 442KDa 6.61 100% 26%
KLDEFYPQGYPQSLIER 100%
LLGPNLVGLK 100%

LTTEAVLSLTVAEVQK 100%




QVNLIPFTYQQLHIFK

100%

YVGGGGQLDK 100%
RDETIEVTGHGHVQSPR 100%
FPNSYPR 100%
HMALVDIQLDHHER 100%
A4IFCO PDGFD protein 421 KDa 8.14 100% LTNVVFFPR 100% 23%
SDDYFVAKPGFK 100%
TIAEFDTVEDLLK 100%
YDFVEVEDISETSTVIR 100%
CTWTILLER 100%
E1BLI4 Uncharacterized protein 154 KDa 8.96 100% FCSGGHLVFR 100% 21%
ISSYSSWEPK 100%
SAEGASFTWNPTGGK 100%
SSLTATIK 100%
L8HP94 Ig alpha-1 chain C region 36.7 KDa 5.97 100% VDAEVWK 100% 18%
WLQGNQELPR 100%
YLTWGPLPEAGQSVATFAVTSVLR 100%
ADPEEELSLTFALR 95%
ALAPHVDFVGGLHR 100%
GLPPLGFLNPR 100%
HGAGLFDVTR 100%
QOV8B6 Tripeptidyl-peptidase 1 61.3KDa 6.28 100% 22%
LFGGDFAHQASVAR 100%
LPPGWVSLGR 99%
LSELVQAVSDPGSPR 100%
WLLAAGAR 98%
ILVPIQQVLK 100%
Q2TBX4 Heat shock 70 kDa protein 13 51.9KDa 5.18 100% KLFDTLNEDLFQK 100% 20%
LFDTLNEDLFQK 99%
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LLQYLYK 100%

QIYQTYGFLPSR 100%
VFTPEELEAEIGR 100%
TEIDEVVLVGGSTR 100%
VINEPTAAAMAYGLHK 100%
ATFQVWDK 99%
ATLPGFR 100%
EIDDHDAVLR 100%
EYQVLQGLEK 100%
FSAEALLCHLR 100%
FIMHF1 ST6 beta-galactoside alpha-2.6- 455 pa 909 100% KGNYYEFLK 100% 28%
sialyltransferase 1
LVNSQLVTTEAGFLK 100%
NIQALGGPK 100%
NPDYSFFNNFK 100%
TDVCYYYQR 100%
YLNLGTDEDIYLLGK 100%
AAQSLLACGAAR 100%
DVQQTLSPGDELYK 100%
_ - _ GYLTPNYEVK 100%
B5T255 Peptidoglycan recognition protein 1 21.0 KDa 9.62 100% 38%
IQQWPHYR 100%
VPPASALR 100%
YVVVSHTAGSVCNTPASCQR 100%
AGATLDLLVENMGR 98%
ILTNWEIFPLDMEDAVR 100%
) QYFGFVLYR 100%
F1MUF4 Beta-galactosidase 73.4KDa 7.03 100% 16%
SSDPDYLAAVDK 100%
RTFQIDYRR 100%

SVYPLTFIDVK 100%




TVEDALNILCPSGPIK 100%
VNYGSSINDFK 100%
YISGSIHYFR 96%
FLVGPDGIPIMR 100%
LFWEPMK 98%
P37141 Glutathione peroxidase 3 25,6 KDa 6.84 100% MDILTYMR 100% 54%
NSCPPTSELLGSPDR 100%
QEPGENSEILATLK 99%
YVRPGGGFTPNFQLFEK 98%
AAPAGAAIQSR 98%
CTTLISSEGYVSDDYVGR 98%
DNGVFSVHITSLR 100%
EDEGWYWCGVK 98%
FYSFEK 96%
P81265 Polymeric immunoglobulin receptor 82.5KDa 7.07 100% GGSVTVSCPYNPK 100% 16%
LSDAGMYVCQAGDDAK 100%
SPIFGPEEVTSVEGR 100%
SSVTFDCSLGPEVANVPK 100%
TVTINCPFTR 97%
VVQGEPSLK 99%
P28291 C-C motif chemokine 2 11.1 KDa 9.57 100% EAVIFK 100% 18%
WVQDSINYLNKK 100%
AAVTAFWGK 100% 75%
EFTPVLQADFQK 100%
D4QBD1 Hemoglobin beta 159 KDa 7.02 100% FFETFGDLSTADAVMNNPK 100%
GTFAALSELHCDK 100%
LHVDPENFK 97%
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LLGNVLVVVLAR 100%
VKVDEVGGEALGR 100%
LLVVYPWTQR 100%
VVAGVANALAHR 100%
EGHSYYYISKPIHHQEDR 98%
Q3zC64 EphrinAl 23.8 KDa 6.69 100% FTGFTLSK 100% 19%
FWNEDYTVHVR 100%
LFNSFPITVTVPQEVSSPDFMENAVEK 100%
F1IMWI1 Clusterin 425KDa 8.45 100% 13%
TQIEQTNEER 100%
FSWFVDDVEVNTATTKPR 100%
L8HPF5 Ilg gamma-1 chain C region 11.3KDa 5.89 100% IQHQDWTGGK 100% 40%
VHNEGLPAPIVR 100%
APVFCYSPK 99%
Q7YRQS8 Tissue factor pathway inhibitor 2 26.6 Kha 9.06 100% IPSYYYDR 100% 15%
YYFNPR 100%
AEPDKIEAFR 100%
AHSSMVGVNLPQK 98%
ALENPERPFLAILGGAK 100%
FHVEEEGKGQDPSGNK 100%
L8HZ66 Phosphoglycerate kinase 447 KDa 8.47 100% LGDVYVNDAFGTAHR 100% 26%
NSVNITFPVDFVTADKFEENAK 98%
VDFNVPMK 97%
VLNNMEIGASLFDEEGAK 100%
YSLEPVAAELK 100%
AVLHVALR 100%
EWFLLSAK 95%
Q3zBD7 Glucose-6-phosphate isomerase 62.8 KDa 7.33  100% 18%
HFVALSTNTAK 100%
ILLANFLAQTEALMR 100%
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NLVTETVMQMLVDVAK 100%
SNAPILVDGK 100%
TFTTQETITNAETAK 100%
TLATLNPESSLFIIASK 100%
TWYEQHGSDLNLR 100%
ASLQFDLVK 100%
A5PJL8 C1QTNF5 protein 25.3KDa 6.06 100% VLVNEQGHYDAVTGK 100% 24%
VPPPSDAPLPFDR 100%
DFADIPNLR 100%
ESAYLYAR 100%
) LDFTGNLIEDIEDGTFSK 100%
P19879 Mimecan 34.2KDa 5.43 100% 26%
LSLLEELTLAENQLLK 100%
LTLENAK 97%
RLDFTGNLIEDIEDGTFSK 100%
ELISNASDALDKIR 100%
FAFQAEVNR 100%
GTTITLVLK 100%
GVVDSDDLPLNVSR 100%
Q95M18 Endoplasmin 92.4KDa 4.76 100% HINSLYK o8% 13%
LSLNIDPDAK 99%
NLLHVTDTGVGMTR 100%
SILFVPTSAPR 100%
YNDTFWK 100%
YSQFINFPIYVWSSK 100%
AEFVEVTK 100%
] DAFLGSFLYEYSR 100%
BOJYQO ALB protein 69.2 KDa 5.95 100% 43%
EACFAVEGPK 99%
EYEATLEECCAK 100%
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FKDLGEEHFK

100%

HLVDEPQNLIK 100%
HPEYAVSVLLR 100%
LGEYGFQNELIVR 100%
MPCAEDYLSLILNR 100%
HPYFYAPELLYYANK 100%
KQTALVELLK 100%
LCVLHEK 100%
LFTFHADICTLPDTEK 100%
LVNELTEFAK 100%
NECFLSHKDDSPDLPK 100%
QTALVELLK 100%
RHPEYAVSVLLR 100%
RHPYFYAPELLYYANK 100%
SLHTLFGDELCK 100%
TVMENFVAFVGK 100%
VPQVSTPTLVEVSR 100%
YICDNQDTISSK 100%
ALGMVDAFIFR 100%
EVDLYLPR 100%
FLQEYLDNVQK 100%
FVSLEDVQAK 100%
A6QPZ4 SERPINB4 protein 38.6 KDa 6.19 100% FYLASVESADFK 100% 29%
ILEIPYK 100%
LIAWTSPQNMR 100%
STDAYELSVANR 100%
VANFSGMTGSGDLAISK 100%
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AGALNSNDAFVLK

100%

AQPVQVAEGSEPDSFWEALGGK 100%
DSQEEEKTEALTSAK 100%
EPGLQIWR 100%
Q3SX14 Gelsolin 80.7 KDa 5.54 100% EVQGFESATFLGYFK 100% 14%
HVVPNEVVVQR 98%
QTQVSVLPEGGETPLFK 100%
SEDCFILDHGK 100%
TGALELLR 100%
TPSAAYLWVGAGASEAEK 100%
ANSVFEDLSVTLR 100%
ATVMVMVK 100%
DHSPDLYSLELAGLDEIGK 100%
DISSLLSR 100%
P81134 Renin receptor 39.4KDa 5.35 100% EDLSWPGLAVGNLFHRPR 100% 32%
IPDVAALSMGFSVK 100%
NNEVDLLFLSELQVLR 100%
LFQENSVLTSLPLNSLSR 100%
SPGSVVFR 99%
GDSVAYGLK 100%
ISHELDSASSEVN 100%
us5Ye6uU2 Osteopontin 31.0KDa 4.49 100% LENNKYPDAVATWLKPDPSQK 100% 32%
LSQEFHSLEDK 100%
RSNVESPDATEEDFTSHIESEEMHDAPK 100%
YPDAVATWLKPDPSQK 100%
FHPTHLTMPR 100%
E1BMJO Factor Xlla inhibitor precursor 51.7KDa 6.20 100% FPVFMGR 100% 18%
KYPVASFTDR 100%
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LLDSLPEDTR 100%
LYQDFSVLK 100%
SAEAVLGEALTDFSLR 100%
ALHFYLTR 97%
EMADHALLR 100%
--argini - EPGQVVFR 100%
E1BI74 NAD(P)(*)-arginine ADP 33.7KDa 7.77 100% Q 23%
ribosyltransferase LGQFTSSSLDETVAR 100%
TCFGAPIQALSVFPK 100%
TGGGSWESYMNHFPFK 100%
) ) LIITNILGK 100%
AOJINP2 Secretoglobin family 1D member 11.2KDa 8.38 100% 20%
YNAPPEAVAAK 100%
HVTLEQPR 100%
) ] IKSEQSDLSFSK 100%
P01888 Beta-2-microglobulin 13.6 Kba 7.79  100% 47%
IQVYSR 100%
SEQSDLSFSK 100%
o ) ACVLDEDCDDNLK 100%
Q3T0z0 WAP four-disulfide core domain 2 12.7KDa 4.31 100% 22%
DQCQVDSQCPDALK 100%
DFAQTDVEK 100%
A6QPKO Mammaglobin-A precursor 10.4 KDa 4.95 100% QMLQIIYDSIYCK 100% 37%
SVDPTVSKDEYR 100%
AGHNFYNVDLSYVK 100%
EIMAEIYK 97%
EQWPNCPTIK 99%
P07688 Cathepsin B 36.6 KDa 5.69 100% KLCGAILGGPK 100% 26%
NGPVEGAFSVYSDFLLYK 100%
SGVYQHVSGEIMGGHAIR 100%
SSLYFPPLSDELVNFVNK 99%
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AVQDAFR

96%

DLTQLFGFAR 100%
ABQNX2 DPP7 protein 53.6 KDa 5.07 100% GSHPDDPASVVEAR 100% 12%
RLEAALIGK 100%
SLPFGER 97%
NGFVDVVEDMR 100%
WOUVF3 Ribonuclease A M1 17.7KDa 9.60 100% NVYIWAPYPFK 100% 32%
QHHLSPNWEFSK 100%
DIQYLPLIK 100%
GDSVSQGTGLAPGSPR 100%
GLIDEVDQDFTSR 100%
GNLDDFFHR 100%
MSTITGPVPR 100%
P02672 Fibrinogen alpha chain 66.9KDa 6.73 100% 19%
MVLETFGGDGHAR 100%
NIVELMR 100%
QLEQVIAINLLPSR 100%
SQLQEAPLEWK 100%
TGLAPEFAALGESGSSSSK 100%
DTQSIIFLGK 100%
GSTLTEILEGLK 100%
IHELYLPK 100%
A217TM9 Serpin A3-2 46.2 KDa 5.67 100% LTPETLTR 100% 15%
TVEVPMMTLDLETPYFR 97%
VNRPFLIAVVLK 98%
DPTLDHHWDLWK 100%
P25326 Cathepsin S 37.1KDa 6.85 100% GPVSVGIDASHSSFFLYK 100% 19%
LPDSMDWR 99%

83



LVSLSAQNLVYDCSTAK 100%
NSWGLHFGDQGYIR 100%
VPSQWPR 100%
YIELPFGSEEALK 100%
ALLAYAFALAGNQER 100%
ASFSVLGDILGSAMR 100%
DMYSFLQDMGLK 100%
FEVQVR 96%
GATEITTTITK 100%
GNSEGNTWLTAFVLK 100%
IQEEGTEVELTGK 100%
Q7SIH1 Alpha-2-macroglobulin 167.5KDa 5.71 100% IQHHTLLASPVR 100% 11%
LSFVTVDSNLR 100%
LLIYAILPDGEVVGDSAR 97%
NALFCLDSAWK 100%
SLFTDVVAEK 100%
TQTVQAHYVLK 100%
VFQPFFVELTMPYSVIR 100%
VSESLSLK 98%
VTASPQSLCALR 97%
GFSEVEPHNMK 100%
GVHYISVSAAR 100%
LFDMSAFMAGPGNAK 100%
FIN7D7 Dystroglycan 97.3 KDa 8.60 100% LGCALNQNSVPDIR 100% 9,0%
LVPVVNNR 96%
VTIPTDLIASNGEVIK 100%
VVENGALLSWK 100%
Q3MI05 Lysosomal protective protein 53.9KDa 5.92 100% ALHIPEQLPR 100% 13%
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DTVVVQDLGNIFTR

100%

EFSHIAFLTIK 98%
HEKDTVVVQDLGNIFTR 100%
RPWLVDYGESGEQIAGFVK 100%
VWHQTLLR 100%
AAQVAVANYNMGSNSDYYYR 100%
AHSQLVAGIK 100%
CDFEILVVPWK 100%
Q5DPW9 Cystatin 16.3 KDa 7.63 100% DITILR 100% 51%
KVGELQELSPNDPQVQK 100%
YYLTVDMGSTACR 100%
ADTDGGLIFR 100%
GSQVTINTLK 97%
IQAGQIDAVTLK 100%
E1BG25 Melanotransferrin 80.6 KDa 5.52 100% 12%
LSVMGCDVLR 99%
TVGWNVPVGYLVESGR 100%
YYDYSGAFR 97%
AVEHLDDLPGALSELSDLHAHK 100%
FLANVSTVLTSK 100%
LRVDPVNFK 100%
P01966 Hemoglobin subunit alpha 15.1 KDa 8.07 100% MFLSFPTTK 100% 52%
TYFPHFDLSHGSAQVK 99%
VGGHAAEYGAEALER 100%
VDPVNFK 99%
AALTIDEK 100%
P34955 Alpha-1-antiproteinase 46.1 KDa 6.05 100% DFHVDEQTTVK 100% 20%
LSISETYDLK 100%
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LVDTFLEDVK 100%
NLYHSEAFSINFR 100%
SVLGDVGITEVFSDR 100%
VLDPNTVFALVNYISFK 100%
AIQDGTIVLMGTYDDGATK 100%
DNWVFCGGK 99
GINVALVNGK 97%
ICLEDNVLMSGVK 100%
A5PKI3 Protein FAM3C 24.7KDba 8.75 100% LIAELGSTSITHLGFR 100% 42%
MASGAANVVGPK 100%
MDASLGNLFAR 100%
SALDAVVR 100%
TGELIDTR 100%
APLTEHACYQTAVSHFR 100%
KIVTLVSGSAAEVDR 100%
LDLTPSPEVPLSIMK 100%
Q95M12 Legumain 49.2 KDa 6.12 100% LMQFQGLK 97% 20%
LMSTNDLQESR 100%
NFLAVLR 100%
SHCFNWHNPTYEYALR 95%
AFLGQEAGNLADLK 100%
ASSLPTGTSLPAR 100%
EDFESLLHSAK 100%
) ) FWLQTGVDGFQVR 100%
Q5EA54 Solute carrier family 3, member 2  63.1 KDa 4.96 100% GEVLGPIHK 95% 18%
LLIAGTDSSDLQQILR 100%
NSLLSLFR 100%
VILDLTPNYK 100%
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ALWTGALTPGR 100%
FPLGPVTSTTR 98
Q2KJF1 Alpha-1B-glycoprotein 535KDa 5.30 100% GAEEQLVPR 98% 12%
SLLSELSDPVELR 100%
VLSPAGPEAQFELR 100%
IIATSQGLLIR 100%
ILLMDEDQDR 100%
NAAEIVQYGVK 100%
. TSEYFSLSQYPLDYR 100%
A7TMB70 Semaphorir3C 85.2KDa 8.90 100% 11%
VNAADGTYNVLFLGTDR 100%
VYFFFK 96%
VYLTFDELR 100%
WSPWTWASSVR 100%
AVDQLNEQSSEPNIYR 100%
CEGTVTLDQVR 100%
P22226 Cathelicidin-1 17,6 KDa 7.58 100% LLELDQPPQDDEDPDSPKR 100% 37%
QPWAPPQAAR 100%
RCEGTVTLDQVR 100%
IQEPNTFPAILR 100%
LMFSNHGSVR 98%
. SDVLVEYQGEGR 100%
Q1LZH9 N-acetylglucosamine-6-sulfatase = 62.7 KDa 8.71  100% 11%
TPGVFDPGYR 100%
TQMDGMSFLPILK 100%
WQTLLSVDDLVEK 100%
AAHPQIMDIANR 100%
_ _ ALITVAK 98%
G3MX67 Uncharacterized protein 36,5KDa 8.01 100% 18%
IIVDPWK 100%
SNFCYSIEECR 100%
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STGGLLLTIWK 100%
DAQWVGFIIR 100%
GPVPWYTINLDLPPYK 100%
] ) GQFETYLR 97%
Q170B3 Acid ceramidase 449 KDa 6.95 100% 16%
NIVNAFVPSGK 98%
NPFFLDDR 100%
WYVVQTNYDR 100%
DSWVFLGAQNLK 98%
EYINFNMK 98%
) GLNVVLVDGTTGAVLTQK 100%
L8IC40 Protein FAM3D 240KDa 8.84 100% 29%
LFSNLGSTHAK 100%
SFDMYSGDASLLTK 100%
SPFEQFLK 100%
GRNDEYCFNMMK 98%
) ] SEFQITICK 100%
P10152 Angiogenin-1 169 KDa 9.10 100% 23%
YIHFLTQHYDAKPK 98%
ALAQQQAVIR 100%
EGHVAYAFDTHTGTDAR 100%
E1B818 Olfactomedin like 2A 73.6 Kha 871 100% ELSSLGLQLLQK 96% 10%
LDPGDLSVQR 100%
VASQMNTLEESIK 100%
AIEALGSTEIR 100%
FIQSAPSK 99%
i i imilari GFELPAGIQR 97%
E1BQ21 Family with sequence similarity 3~ o 0\ o0 gas 1000 Q 350%
member B GINIAIVNYVTGK 99%
SLLFMVTHDDGSSR 100%
SSWVFVAAK 98%
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FIIVDQEFFR 100%
LHHLYEADEDPVR 100%
LMSAIVQDR 98%
LWWDGVASAK 99%
E1BHPO Alpha-mannosidase 115.2KDa 7.56 100% SGVALQHRPVVLIR 100% 10%
SLTGTWDVSTLHR 100%
VGPLELNR 100%
SQPVTVNLQSVLQGLGSVVSVEER 100%
YANTLSYNVR 99%
ALLGHLEEVVLALLK 100%
GDRSEELAVNDDLADSDAR 100%
GLGTDEDTLNEILASR 100%
) GTDVNVFTTILTTR 100%
L8J3G6 Annexin 389KDa 6.37 100% 22%
ILVALCGRD 100%
SEELAVNDDLADSDAR 100%
TPAQFDAEELR 100%
VLDLELK 98%
ESTLNMVVR 100%
IAPAVVHIELFR 99%
) LHQPPVIVLQR 98%
F1N152 Serine protease HTRAL 51.9KDa 8.08 100% 13%
LPVLLLGR 100%
VTAGISFAIPSDK 100%
YNFIADVVEK 100%
ADLINNLGTIAK 100%
ALLFVPR 100%
Q76LV2 Heat shock protein HSP 90-alpha 84.7 KDa 4.92 100% APFDLFENR 100% 15%
DQVANSAFVER 100%
ELHINLIPNK 98%
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GVVDSEDLPLNISR 100%
HLEINPDHSIIETLR 100%
SLTNDWEDHLAVK 98%
TLTIVDTGIGMTK 96%
AGHIIPMQGPALTTTESR 100%
DHFGDFPAMVQELHQGGR 100%
FSETAQQAMR 100%
ITLWNR 100%
QIMYM4 Lysosomal alpha-glucosidase 104.7 FDa 5.30 100% 10%
LDMLMETESR 100%
LVHVSSEGASLQLR 100%
WTQLGAFYPFMR 97%
YEVPLETPR 100%
DSAPNTLSDLTTQALR 100%
LFSLKPTSGPVLTVTLFGR 100%
MTGSGIYAPDSPR 100%
Q58CQ9 Pantetheinase 56.9KDa 5.31 100% NLDLLEGAVTSASK 100% 20%
QNLFLNEDQFNAPK 97%
VNFLASNLHYPLK 99%
YQYNTDVVFDSK 100%
GNYVNWFQQIPGSAPR 100%
G5E604 Uncharacterized protein 11.0KDa 8.02 100% QAVLTQPSSVSGSLGQR 100% 52%
VSITCSGSSSNVGR 100%
AIGVSNFNHLQVEK 97%
ILNKPGLK 96%
P16116 Aldose reductase 359KDa 5.76 100% MPILGLGTWK 100% 13%
TTAQVLIR 100%
VAIDLGYR 100%
QOIIH5 Nucleobindin 2 49.1 KDa 5.12 100% EHVMNEVDTNKDR 100% 11%
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ELDLVSHHVR

99%

IEPPDTGLYYDEYLK 100%
LEYHQVVQQMEQK 97%
LVTLDEFLK 100%
NEEDDMVEMEEER 100%
QVIDVLETDSHFR 100%
APEIANSHVEYSVR 99%
VDIGLIK 99%
Q2TBUO Haptoglobin 448KDa 7.83 100% VGYVSGWGR 100% 14%
VTSILDWVR 100%
YVMLPVADQDK 100%
AQDHFILYCDGELDGR 100%
AVTTDQDVPGK 100%
FIMS23 Lipocalin 1 197KDa 4.62  100% EVLVLPLR 100% 41%
NQENSPEAWEEFTEFAK 100%
NQESVTAMTFSVLEGGDLEAK 100%
DVTELYLEGNHLTAVPK 97%
Q1RMNS 'mm“”(’g'oggmiﬁ:‘;‘;ai”' lambda 5 5kpa  7.54  100% GSYSCEVTHEGSTVTK 100% 28%
INNELQDFK 100%
IPSHLPEYVTDLR 99%
LDLSENQILGIPR 97%
LITVNFVGK 100%
LLSLYDNR 100%
L8J3B9 Slit-like protein 3 protein 155.0KDa 7.93 100% LNDNEISVLEATGIFK 100% 10%
SLTSLVLYGNK 99%
VNTFQDLQSLSLLSLYDNK 100%
VSITCSGSSSNIGR 100%
YAASSYLSLTSSDWK 100%
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DDLCDYWIR 100%
ENFINFAK 100%
IPLQPNFQADQFQGK 100%
] ) ITLYGR 100%
E1B6Z6 Lipocalin 2 229KDa 9.35 100% 47%
SLGLTDDHIVFTVPIDR 100%
TFVPSSQPGQFTLGNIK 100%
VVNTDYNQFAIVYFK 99%
WYTVGVAGNAIK 100%
ETQGSGPLPGTVTVTSR 100%
LLPVILSVR 100%
) ) LSFVNTAPSSGAGQGSELEVR 97%
Q17QC7 Nectin cell adhesion molecule 2 43.2KDa 5.95 100% 13%
VQVAAEVR 100%
VSWLSPLDGEAK 100%
YTVTPLSEADGVK 98%
INIYTVNSLR 100%
) KSSLIHISPDIYK 100%
A5D7U1 Placenta-expressed transcript 1 prote 26.6 KDa  9.49 100% 16%
SVIGSWENPSDHCEGR 99%
ITNPQLLELGLVQSPDGHR 100%
o ] LYVTIPLGMILNVK 99%
Q8SPU5 BPI fold-containing family A member 1 26.5KDa 6.13  100% 21%
TSLVGSLLK 96%
VTSLTPLLNNIIELK 100%
AGPSCAVLQEAFR 100%
DLNLWPLPLSVMTTPR 100%
o _ GILIDTSR 100%
L8IEAL Beta-hexosaminidase subunit beta 51.6 KDa 8.48 100% 20%
GPVATLTANR 100%
LLYLSPR 100%
TLDAMAFNK 100%
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VWGVLR

99%

YYDYIFGFYK 98%
DPAGGQYLTVSAAK 99%
GDVFIPR 100%
GFDLMYIGGK 100%
) IDCCWGWAR 100%
E1BBK6 Nephronectin 65.0 Kba 8.47 100% 14%
QIVSSIGLCR 100%
QPSNDLFEIFEIER 97%
VMIEPSGPIHVPK 100%
VTGLHSGTLQVLVR 100%
GGWTVIQNR 97%
HQLYIDETVK 100%
o ] ISQLTNMGPTK 96%
P02676 Fibrinogen beta chain 53.3KDa 8.45 100% 14%
LLIEMEDWK 100%
TSSSTFQYITLLK 97%
VTALYEGFTVQNEANK 100%
. . GSYSCEVTHDGSTVTK 100%
L8IAF4 Ig lambda-1 chain C regions 111 KDa 8.83 100% 34%
SPPSVTLFPPSTEELSANK 100%
AEVLSPVVSVFVPPR 99%
AYSMLTITER 100%
) ) DFVPNSVSFSWK 96%
G5E5T5 Uncharacterized protein 42.4KDa 4.89 100% 12%
FWTFPEVLR 100%
QISLSWFR 100%
SSLICQATDFSPK 100%
EQLGPVTQEFWDNLEK 100%
] ] LLDNWDTLASTLSK 100%
P15497 Apolipoprotein A-I 30.2KDa 5.71 100% 23%
LSPLAQELR 100%
QGLLPVLESLK 100%

93



VAPLGEEFR
VSILAAIDEASK

95%
96%

EVLMGNDEVIGQVLSTLK 100%
LGASPLHVDLATLQELK 98%
P40682 V-type proton ATPase subunit S1  51.7 KDa 4.97 100% LPYTASSGLMAPK 100% 16%
LSIEDFTAYGGVFGNK 100%
NVLLFLQDK 98%
ELSDFISYLK 100%
FVMQEEFSR 100%
S GFPTIYFSPANK 100%
P38657 Protein disulfide-isomerase A3 596.9KDa 6.23 100% 15%
LAPEYEAAATR 100%
TADGIVSHLK 99%
YGVSGYPTLK 100%
APTAGFEADVGR 100%
ELFQVVPGDVDPLLEK 100%
] ) ESWYGPQIDSHDFVLR 96%
Q9BEG4 Putative alpha-2,3-sialyltransferase 37.2 KDa 9.10 100% 22%
NALLEEDTYNWWLR 100%
VSSWFDER 100%
YVFDSWLQGHGR 100%
EWTRPESLDLLEVR 98%
FKLEESYDLQEPLAR 98%
o HKPSSNILFLGR 99%
Q1JPBO Leukocyte elastase inhibitor 42.2KDa 5.70 100% 22%
IEQQLTLEK 100%
IPELLASGMVDSLTK 100%
VLELPYEGK 100%
GHGDWDAAELLLPPLPPR 99%
FIMX50 Ce”“'arrepre;:ggsflElASt'm”'ated 239KDa 6.89  100% GRPFADVLSLSDGPPGK 100% 26%
NSLFIR 96%
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TWPSSHNWFFAK

98%

VSETEMDVAK 100%
ATEPVIAFYEK 98%
. ) GQLVPLETVLDMLR 99%
P00570 Adenylate kinase isoenzyme 1 216 Kba 8.40 100% 26%
IIFVVGGPGSGK 100%
YGYTHLSTGDLLR 100%
DILSQLGIK 100%
) ETQSIIFLGK 100%
AOAOAOMP92 Serpin A3-7 47.0KDa 5.82 100% 14%
IFTSDADFSGITDDHK 100%
LTPETLTR 99%
FDFFNYAGLHR 100%
GLLQQYHVVLDQK 100%
KELDGLWSFR 100%
A3KMY8 Beta-glucuronidase 744 KDa 6.00 100% LTAQTAVGPVSDFYTLPVGIR 100% 9,0%
LVQSGPLSSCR 99%
SAAFLLR 97%
FSAEFDFR 100%
o . LSTNAYPDLR 100%
L8IQM7 Vitamin K-dependent protein S 75.1KDa 5.29 100% 7,0%
NNLELSTQLR 98%
VYFAGVPR 97%
. SVHPYEVAEVIALPVEQGNSPYLQWVR 100%
F1MTI7 Protein CutA 16.4KDa 541 100% 27%
TQSSLVPALTDFVR 100%
DPVADLGAWVTSFAAR 99%
LLGPGPAAAFSVSVER 100%
A6QMO01 N-acetyl-alpha-glucosaminidase 740KDa 5.81 100% LPQPLPAVPEELTEATPNR 98% 16%
NAFQLEQTFVLGTR 99%
QLAGLVADYYAPR 99%
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SDVFEAWR

99%

SLATESGLDTYR 100%
VOQVLGSTGVAAAAGLHR 100%
YGVSHGDAEAAWR 100%
HWLVSDIK 100%
Q3T010 PhOSpha“d%fgt‘;rr‘lofm'”e'b'”d'“g 25.1KDa 5.87 100% IQGQELSPYHPPSPPAHSGLHR 99% 18%
ITTWPEPIVK 97%
ISFDEFIK 97%
LNLAFIANLFNK 100%
FIMYX5 Lymphocyte gﬁg;g')'c protein 1 (L= 791 kpa 517  100% LSPEELLLR 99% 9,0%
MINLSVPDTIDER 100%
NEALAALLR 100%
ILEFFGLK 100%
S LLDFIK 99%
P05307 Protein disulfide-isomerase 57.2KDa 4.80 100% 10%
THILLFLPK 100%
VDATEESDLAQQYGVR 100%
_ _ _ DLSGVTHELK 100%
F1MDF2 Beta-microseminoprotein 12.2 KDa 5.00 100% 18%
ETCTYTVLEK 100%
DQPFTILYR 100%
Q5EA62 Fibulin-5 50.1 KDa 4.55 100% SVPADIFQMQATTR 100% 8,0%
YPGAYYIFQIK 96%
LALDGDSWADIFKR 96%
LTLLOLK 99%
_ _ _ SLLLDPETGQLR 98%
Q2KIY5 Putative phospholipase B-like 2 65.6 Khba 8.46 100% 11%
VLTVLEQIPGMVVVADR 99%
YGPWFSYDGSPR 100%
YWFQFR 99%
G3MX66 213Kda 4.36 100% GQADLNAHVVESQSGR 100% 26%
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Vitelline membrane outer layer 1

homolog VEAPVTFGDNTAANNVR 100%
) GVAQVISHEK 100%
F1MUB9 Serine protease 8 36.6 KDa 6.14 100% 8,0%
LGAHQLDYFSTDTQVR 100%
FVYHLSDLCK 100%
Q3SYRS8 Immunoglobulin J chain 17.8KDa 5.07 100% IIPSAEDPSQDIVER 100% 21%
IIVPLNSR 100%
DYGVYLEDSGHTLR 100%
) ] GLFIIDDK 98%
Q9BGI2 Peroxiredoxin-4 30.7KDa 6.01 100% 16%
LVQAFQYTDK 100%
QITLNDLPVGR 100%
ESTLHLVLR 100%
P62992 Ubiquitin-40S ribosomal protein S27e 17.9 KDa 9.68  100% MQIFVK 100% 20%
TITLEVEPSDTIENVK 100%
EPAGAVIWGYGTPR 96%
FASYIDDYMVLQR 99%
FLYDTLR 98%
F1NOF2 Sialic acid acetylesterase 59.6 KDa 8.50 100% ILSVSSTQAQQELEDLAK 100% 15%
LIFQGPLPQK 100%
NSPFGSIHPR 100%
WHQTADFGYVPNQR 98%
EGFGHLSPTGNTEFWLGNEK 98%
FLQEIYNSNSQK 100%
o ) IHLISTQSTIPYVLR 100%
FIMGU7 Fibrinogen gamma-B chain 50.2KDa 5.44 100% 16%
IQLEDWNGR 100%
LAIGEGQQHQLGGAK 97%
LDGSLDFKK 100%
_ _ AIADTGANVVVTGGR 100%
Q3zCI9 T-complex protein 1 subunit theta 59.6 KDa 5.39  100% 14%
FAEAFEAIPR 100%
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LATNAAVTVLR 100%
LFVTNDAATILR 100%
ALTTITALVK 100%
QOVvD19 Sphingomyelin phosphodiesterase 69.3 KDa 6.13 100% GLFTAIDFGLR 98% 8,0%
LATLCAQLSAR 100%
AAVPSGASTGIYEALELR 100%
DATNVGDEGGFAPNILENK 100%
GNPTVEVDLFTAK 100%
Q9XSJ4 Alpha-enolase 47.3KDa 6.37 100% 15%
IGAEVYHNLK 100%
LAMQEFMILPVGAENFR 97%
VNQIGSVTESLQACK 100%
ALDLDEAAYK 96%
IAVAGDLFQLDR 100%
B LELQLR 97%
F1MZz40 Growth arrest specific 6 74.6 KDa 5.60 100% 7,5%
LVAEFDFR 98%
TFDPEGILFFAGGHR 100%
TTWAVEAVAR 99%
AVNFAMHELQLVR 100%
AYQFYYGGNR 99%
F1IMNJ4 APC down-regulated 1 559KDa 8.38 100% HPTFTLYAR 100% 8,0%
LVEELFLGDVHTDTAQR 99%
VLGGTEFVFK 100%
ALIAGGGAPEIELALR 100%
AYILNLVK 96%
DALSDLALHFLNK 100%
L8IvU7 T-complex protein 1 subunit delta  58.6 KDa 7.52  100% 10%
LVIEEAER 99%
MLVELSK 97%
VIDPATATSVDLR 100%
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ALPFWNDEIAPQIK

99%

Q32KV0 Phosphoglycerate mutase 2 28.6 Kha 8.99 100% FLGDEETVR 97% 17%
VLIAAHGNSLR 100%
APDFVFYAPR 100%
P31976 Ezrin 68.7 Kha 6.06 100% IALLEEAR 100% 5,0%
IGFPWSEIR 100%
EIYLVEPLAFEGSPEQK
GLETFSQLIWR
QOV8R6 Beta-hexosaminidase subunit alpha 60.3 KDa 5.68 100% GLLLDTSR 100% 12%
MVSNLDFAFK
TDIEDFPR
EGAYSLPK 100%
HIAGFWVK 100%
LACVNISASLK 100%
E1BI28 GM2 ganglioside activator 209 KDa 5.33 100% LQTILSNSAK 100% 25%
SDFMLPDLELPSWLSTGNYR 100%
TSAILSDPLK 100%
TSAILSDPLKVELTVEK 100%
] ] DLVGELGTAIR 100%
Q2KIMO Tissue alpha-L-fucosidase 540KDa 6.86 100% 11%
FFEFNPDSWADLFKAAGAK 100%
DGSLELMVHR 98%
ETTLAANQLLAYASR 100%
LEHQFAVGEDSGR 100%
Q29451 Lysosomal alpha-mannosidase 11.2KDa 9.16 100% 5,0%
LIQLVNAQQR 100%
VAWHIDPFGHSR 100%
WGPETLLLR 100%
) DFGHIQYVAAYR 96%
Q95114 Lactadherin 47.3 KDa 6.81 100% 15%
INLFDTPLETQYVR 100%
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QFQFIQVAGR

96%

VTGIITQGAR 100%
ATVLVYGSDDTR 100%
GQLLLVWSDER 100%
) LDYIALHK 100%
E1BDR2 Iduronidase, alpha-L- 715KDa 8.65 100% 9,0%
LGMPVFPSAAQFR 100%
NLVSLLAR 100%
YLDLLR 100%
AILALTSTLNK 100%
Q3MHX6 Protein OS-9 75.8KDa 4.84 100% ELEGILLPSDR 99% 5,0%
LPAGAIHFQR 100%
N FVPSYQAVEYMR
Q1RMNO Aspartylglucosaminidase 27.1KDa 8.65 100% 100% 13%
LSTFTQFPFMVYNPLK
DNIQGITKPAIR 100%
P62803 Histone H4 11.3KDa 11.36 100% ISGLIYEETR 100% 29%
VFLENVIR 100%
AVHSDQVAWQVR 100%
FIAVEQEYFR 100%
G5E5M8 Alpha-mannosidase 115.1 Kba 6.50 100% GLGSVVSVEER 100% 6,0%
LMASIIQDR 96%
LWWDGVASDR 100%
LTTVAVDQVDAADGR 100%
SHPLMYQAIYPLQR 100%
. SIEAPQSPAVYAR 99%
F1IMGNO Semaphorin 3F 89.0Kda 8.50 100% 9,0%
TEQGLLLR 98%
VQLHVLGQEDIR 100%
YEVLFLGTDR 99%
Q9BGI1 Peroxiredoxin-5, mitochondrial 23.2Kda 828 100% FSMVIEDGIVK 100% 20%
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LLADPSGTFGK 100%
THLPGFVEQADALK 98%
VNLAELFK 100%
EQNYSDDVLANIISEPR 100%
LALENYITALQAVPPRPR 97%
QO8E54 Amyloid beta (A4) protein 78.5KDa 4.75 100% THAHMVIPYR 99% 9,0%
VESLEQEAANER 100%
YLETPGDENEHAHFQK 98%
HSYTASYDIYDLNKR 100%
IQLNDYTK 100%
o _ LGTFEVEDQIEATR 100%
P81425 Dipeptidyl peptidase 4 88.3KDa 5.92 100% 6,5%
RTYTLADYLK 97%
VTCLSCELNPDR 98%
YMGLPTPEDNLDSYR 100%
AELAVFHR 98%
FEVWAHR 99%
GNVLSLSLLR 99%
ILHDVELLSSLALAR 100%
FIMWTO Mannosidase alpha class 2C member 115.8 KDa 5.97 100% 9,2%
KPVLGQAGTLAVGTEGGVR 100%
LTSLVLVASGR 100%
RDPTGPLLLR 100%
STQFLYPAALLQDLWR 100%
FFDANQWADILQASGAK 100%
IPAYVDFMK 99%
F1N5H2 Alpha-L-fucosidase 2 53.6 KDa 6.40 100% MLPELYELVNK 96% 10%
NAGIADYLTIEELVK 99%
QLPAWFDK 99%
F1MU34 Aminopeptidase 107.0 KDa 5.78 100% ASLINNAFQLVSIGK 99% 5,50%
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GFPLITITVR

99%

ILASTQFEPTAAR 97%
NPVGYPLAWQFLR 99%
TQEFPDILR 97%
DVWGIEGPIDAAFTR 100%
Q3zZBS7 Vitronectin 535KDa 5.92 100% FQDGVLEPDFPR 99% 10%
LLFWGGSYGGAGQPQLISR 100%
AKDDSELEGQVISCLK 99%
ALNEACESVIQTACK 99%
LDPVLYR 98%
E1BDY3 Golgi glycoprotein 1 134.6 KDa 6.46 100% LLELQYFISR 100% 5,0%
VAELSSDDFHLDR 100%
VEELEMTEDIR 100%
VQSLPLLLGR 100%
GLPAPIVR 100%
L8HKR7 Ig gamma-3 chain C region 33.2KDa 7.98 100% 19%
TTPPQLDADSSYFLYSK 100%
AFQVWSDVTPLR 100%
Q9GLES5 72 kDa type IV collagenase 73.7KDa 5.42 100% 5,0%
WCGTTEDYDR 97%
APIIAVTR 100%
A5D984 Pyruvate kinase 579KDa 7.96 100% LDIDSPPITAR 100% 5,50%
VNLAMNVGK 99%
AMTTGAIAAMLSTILYSR 99%
G5E589 Proteasome subunit beta type 26.3KDa 7.66 100% DVFISAAER 99% 15%
LSEGFSIHTR 100%
DFDPALTEYVQR 100%
Q3szB7 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 36.7KDa 6.54 100% GSIYSLNEGYAK 97% 15%
YVGSMVADVHR 100%
Q4W1E4 Angiotensin-converting enzyme 826 KDa 6,55 100% NYQDLAWAWK 99% 14%
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VNFLGLDLEEQQAR 100%
ASFIDDAFALAR 100%
ETNLLYDPDESASSNK 98%
Q32LQ0 Glutamyl aminopeptidase 109.8 KDa 5,14 100% GIPLTIYVQPEQK 98% 6,0%
MLENWITR 97%
YLWLHLR 97%
GHYTEGAELVDSVLDVVR 100%
INVYYNEATGGK 100%
ISEQFTAMFR 100%
ubulin beta-4B chain . a , ) 0)
Q3MHM5 Tubulin beta-4B chai 49.8 KD 4,79  100% 11%
LAVNMVPFPR 99%
LHFFMPGFAPLTSR 99%
YLTVAAVFR 98%
GVSVWPVGLVGGLR 100%
Qse3kg ~ Ccalactosylgalactosyixylosylprotein 3- 57 4 o 913 1000 ISOLQADLR 100% 10%
beta-glucuronosyltransferase
LSQTLSLVPR 100%
ALLAQLHAR 100%
G3Mz03 Alpha 1,4-galactosyltransferase 416 KDa 9,18 100% DTPLAAWYAAVQR 100% 10%
RWEPYLLPVLSDASR 100%
GNVVDWQNDFWNIPTLALK 100%
LLLGSNQHDIGSLK 99%
W5NTH3 Adhesion G protein-coupled receptor ¢ 139.4 Kba 8,37 100% 4,0%
SGYFLSFFGSK 100%
VILPQSLDSYQVSVAK 99%
APEPINTQSHSIQILFR 100%
Mannan-binding lectin serine peptidase IEPLQTTYSFK 100%
Q08DW4 (C4/C2 activating component of Ra- 81.2KDa 5,02 100% 5,0%
reactive factor) TGVITSPDFPSPYPK 100%
TLSDVLQYVK 100%
; ; ivei IIEIMEKPR 98%
Q148N3 Matrix metallopepydase 7 (Matrilysin, 29.6KDa 8,74 100% 13%
uterine) IWSEAIPLTFK 100%
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MEGFFHLPITGILSPR 100%
) AEIPVGSGIK 100%

L8IAH9 Sulfhydryl oxidase 73.0KDa 9,03 100% 38%
DTGAVLLAEFLAGR 100%
DAPSPVDAAFR 100%
) DYFMSCPNR 100%

Q3szv7 Hemopexin 52.2KDa 9,03 100% 9,4%
LDLNLGAQATWTELPWLHTK 100%
NSVLLIK 100%
AVLGPAVQLLPWQR 100%

Q3TOA3 Complement factor D 27.8KDa 7,64 100% 17%
LQHLLLPVLDR 100%
) FPVSIR 98%

Q2LGB2 Lymphocyte antige®6 189 KDa 8,14 100% 13%
GILYLYYIPR 100%

o o ] ] AVDQLNELSSEANLYR
AOAOA7NM57 Preprocathelicidin antimicrobial peptid 16.5 KDa 6,31 100% 100% 28%
LLELDPPPKDNEDLGTR

. ELPNFLKK 99%

F1IMHS5 Protein S100A9 17.0KDba 6,29 100% 21%
LGHYDTLIQK 99%
DICNDVLSLLEK 100%
) DSTLIMQLLR 99%

P63103 14-3-3 protein zeta/delta 27.7KDa 4,73 100% 16%
SVTEQGAELSNEER 100%
YLAEVAAGDDKK 100%
LYDFNSYWR 100%

L81064 Iduronate 2-sulfatase 579KDa 5,41 100% VPLMFYVPGR 100% 9,1%
YSNFDVTTR 100%
LNSLLSIPEK 100%

Q3SX46 C1GALT1-specific chaperone 1 36.4KDa 6,23 100% VDFFSSENVK 100% 13%
VYCILLVRPK 97%
SLELGHGGLYACFHR 100%

F1IMLR4 Ciliary neurotrophic factor receptor 40.6 KDa 6,45 100% EYIIQVAAK 99% 7,5%
HSPQETPHVQYER 100%
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SDTTATLTIR 100%

F1IMLWS8 Uncharacterized protein 246 Kba 5,58 100% VTVLGQPK 99% 15%
YAASSYLSLTDSDWK 100%
] ALETHTYFER 99%

W5NXW9 Immunoglobulin heavy constant mu  49.8 KDa 5,44 100% 8,1%
ESASVTCLVK 99%
IVGGEDSSDAEWPWVVSIR 100%

E1BNJ9 Serine protease 22 34.0KDa 9,16 100% IVQGVQLR 100% 13%
NRPGVYISLAAHR 100%
) AMGNMNSFVNDIFER 100%

Q32L48 Histone H2B type 1-N 13.9KDa 10,31 100% 19%
LLLPGELAK 100%
DFHINLFR 100%
DVTEVENSLR 100%
GESGGAVFLER 99%
HAIILLTDGK 100%

Q3SYW2 Complement C2 829 Kba 8,67 100% IIMSVLEDR 99% 5,1%
DILSQLGIK 99%
ETQSIIFLGK 100%
IFTSDADFSGITDDHK 100%
LTPETLTR 98%
DAGTIAGLNVLR 100%

P19120 Heat shock cognate 71 kDa protein 71.2 KDa 5,37 100% FEELNADLFR 100% 12%
TTPSYVAFTDTER 100%
) ] LSRIVTDPK 100%

W5Q3V3 ATPase H+ transporting V1 subunit E  26.1 KDa 8,75 100% 8,0%
LLEPVVIVR 100%
o o , LAELGADFK 100%

Q1ZYRO Ceroid-lipofuscinosis neuronal protein  41.2 KDa 8,04 100% 5,0%
LQAPVWEFK 99%
) o ETIPLQESTLYTQDR 100%

P45478 Palmitoyl-protein thioesterase 1 341KDa 6,31 100% 17%
KIPGIHVLSLEIGK 100%
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LQQGYNAMGFSQGGQFLR 100%
LVQAEYWHDPIR 100%
o , IALGGLLFPASDLR 100%

Q6T182 Sex hormone-binding globulin 40.0KDa 5,43 100% 11%
VVLSSGSGPGLDLPLILGLR 100%

_ _ TSQQSQLLIAGYLR
F1IMY12 Uncharacterized protein 24.4 KDa 9,04 100% 100% 11%
LGFQELYK

FDTSILPICK 99%

Q17Qrg  Sparclosteonectin, cwev and kazal-lik g 4y 534 1000 SLLGAFIPR 99% 9,0%

domains proteoglycan (Testican) 1

LKDWFGALHEDANR 100%
. GPTLTEILEGLK 100%

A2I7N1 Serpin A3-5 46.3KDa 6,48 100% 14%
VLYSSEAFPTNFR 100%
GTLLAFAEAR 100%
o IPLITTTPR 100%

A6BMK7 Sialidase-1 454KDa 6,40 100% 9,0%
LIVCGHGTLER 98%
NQYMESISLVK 95%
ATVQVVGGLK 100%

P01045 Kininogen-2 68.9KDa 6,09 100% SPDLEPVLR 99% 4,5%
SGNQFVLYR 99%
HLGAYELLLK 99%

Q3T052 '”ter'a'pha'tryps'm”h'b'tor heavychai 1) 4kpa 622  100% LLLONTDR 99% 3,5%
LREQSPDVLLAQIR 99%
GFGGAMTDAAALNILALSPAAR 100%
LLMLDDQR 96%

Q2KHZ8 Glucosylceramidase 59.8KDa 8,06 100% NFVDSPIIVDIAK 99% 11%
SVSLFASPWTSPTWLK 98%
TGTGLLLTLQPDQK 99%
_ _ _ EYAQWEEATR 100%

Q863C3 Gastrin-releasing peptide 149 KDa 7,02 100% 22%
NLLSLLQAK 100%
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VGLSDAFVVVHR 100%

AO0JN47 Plexin domain containing 2 59.4KDa 6,14 100% 6,2%
MLTATQYIAPLMANFDPSVSR 99%
FQETFEDVFSASPLR 100%

E1B8AO Tartrate-resistant acid phosphatase tyy 37.7 KDba 9,46  100% FVAVGDWGGVPNAPFYTAR 100% 14%
EMSVTYIEASGK 100%
AADETWEPFASGK 100%

046375 Transthyretin 15.7KDa 5,9 100% 24%
SLGISPFHEFAEVVFTANDSGPR 100%

A7MBIS Cullin-associated l_\IEDD8-dissociatec 136.3KDa 5,52 100% ISGSILNELIGLVR 100% 4.0%
protein 1 AVAALLTIPEAEK 99%
VGLLQYSTLVR 100%

F1IMHRS8 Matrilin 2 106.9 KDa 6,55 100% Q 4,0%
VAIVFTDGR 99%

FINS54 acetylgalactosaminyltransferase 63.4Kba 83 100% KPLEDYMALFPSVR 99% 6.0%

poos17  CAMP-dependent protein kinase cataly 4o w2 871 100% ILQAVNFPFLVK 100% 6.20
subunit alpha NLLQVDLTK 100%
KIGGIGTVPVGRV 100%

P68103 Elongation factor 1-alpha 1 50.1KDa 9,1 100% 7,0%
KQLIVGVNKM 100%
VGPLLACLLGR 100%
IHGFDLAAINLQR 98%

P80025 Lactoperoxidase 80.6 KDa 8,83 100% Q 4,4%
ISNVFTFAFR 100%
VPCFLAGDFR 95%
VHVIFNYK 99%

P52193 Calreticulin 48.0 KDa 4,31 100% 5,3%
FYALSAR 97%
SHIVIPFK 100%

L8J2B5 Amyloid-like protein 2 86.7KDa 4,69 100% 6,0%
ADMDQFSSSFSETPVDVR 99%
AASEFESSEGVFLFPELR 100%

F1MD95 Calsyntenin 1 106.4 KDa 4,73 100% 4,0%
GNLAGLTIR 100%

Q3T149 Heat shock protein beta-1 22.3KDa 5,98 100% LFDQAFGLPR 100% 21%
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SATQSAEITIPVTFQAR

97%

VSLDVNHFAPEELTVK 99%
FLLPVPQLK 99%

Q2KIF2 Leucine-rich alpha-2-glycoprotein1 38.3KDa 6,50 100% LASVAAGAFR 100% 12%
LQVLGEGLLAPQPK 100%
RLPSAYSFSVSRR 100%

W5P1A8 Pr°t°'°“Cogfenc‘zgg‘fg;'p“’te'” Kinas 15 hkpa 6,35  100% RVFDADVVPASGELLRR 100% 3.2%
LLGGESLPFR 100%
GATQOQILDEAER 100%

Q3ZBHO T-complex protein 1 subunitbeta  57.4KDa 6,18 100% QQ 4,0%
LAVEAVLR 100%
; i DLYLLLR 100%

FIN303 k’?DAM metallopeptidase W.']Eh 133.7KDa 826  100% 1,3%
thrombospondin type 1 motif 19 SLGVQVNLR 99%
AGLQFPVGR 100%

POC0S9 Histone H2A type 1 140KDa 10,9 100% 12%
HLQLAIR 99%
LLELDPPPEEDVEHPGAR 100%

B9TUD2 Cathelicidin 7 18.8KDa 9,23 100% 16%
KPVSFTVK 99%
LISWYDNEFGYSNR 100%
0,

P10096 Glyceraldehyde-3-phosphate 55 5y 851 1000 VPTPNVSVVDLTCR 99% 8,4%
dehydrogenase AITIFQER 97%
LTGMAFR 99%
VYGAPLLQVEK 99%

Q5E914 MGAT1 protein 51.7KDa 8,82 100% GIVSFLYR 100% 7,0%
LAQDAEVELER 98%
TLVLLMGK 98%

P02584 Profilin-1 15.0KDa 8,46  100% 17%
TEVNITPAEVGILVGK 99%
LVPGPVFGSK 99%

ABQP36 LMANZ2 protein 40.4KDa 7,21 100% 6,4%
NLHGDGIALWYTR 99%

Q95121 Pigment epithelium-derived factor 46.2 KDa 6,57 100% LAAAVSNFGYDLYR 99% 9,0%
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DLLASVTAPQK 99%

EPIYFTGLASEPGAR 100%
E1BKZ9 Sortilin 91.8KDa 5,69 100% 5,0%
ADLGALELR 100%
TGEAIVDAALSALR 100%
A6QNL5 PDIAG protein 49.6 Kha 5,11 100% 6,40%
LAAVDATVNQVLASR 100%
GLEAQGYVVR 100%
Q3zBMO A proliferation-inducing ligand 276 Kba 9,40 100% 10%
LSLSPHGTFLGLVK 99%
LIAPVAEEETR 100%
Q5E9B1 L-lactate dehydrogenase B chain  36.7 KDa 6,02 100% 9,0%
FIIPQIVK 100%
IPFYIFSESYGGK 99%
Q2NKZ9 Carboxypeptidase 50.8 KDa 5,6 100% 8,3%
VVSNLEFTQK 99%
LLLIGDSGVGK 100%
A6QLS9 RAB10 protein 225KDa 8,58 100% 11%
LQIWDTAGQER 99%
E1BKX1 Cell migration inducing hyaluronan 152.7 KDa 7.62 100% IFQVVPIPVVR 100% 3.5%
binding protein ' ’ LAQYLNAVPDGR 100% ’
RVPALNLAPWRE 100%
AB6QPT4 MPO protein 81.8KDa 9,9 100% RVVLEGGIDPILRG 100% 8,0%
ALLPFDTLR 99%
TAVETAVLLLR 99%
Q3TOK2 T-complex protein 1 subunit gamma 60.5 KDa 6,38 100% 6,0%
IVLLDSSLEYK 99%
LASDLLEWIR 100%
Q3B7N2 Alpha-actinin-1 102.9KDa 5,25 100% 2,5%
VGWEQLLTTIAR 99%
VLDQYIFELSR 99%
Q3MHN5 Vitamin D-binding protein 53.3KDa 5,36 100% Q 7,0%
VPTAHLEDVLPLAEDITTILSK 99%
LFQPSIELAR 100%
G3N2D8 Uncharacterized protein 60.9KDa 594 100% Q 3,7%
GIDQAVVAALK 100%
o SCDLALLETYCATPAK 100%
P07456 Insulin-like growth factor 11 19.6 Kba 9,11 100% 14%
GIVEECCFR 99%
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VSFELFADK 100%

P62935 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 17.8 KDa 8,34  100% VNPTVFFDIAVDGEPLGR 99% 16%
FDDENFILK 97%
- ini -1.3- APVVWEGTYNR 100%

P14769 N-acetyllactosaminide alpha-1,3 422KDa 598  100% 8.2%
galactosyltransferase LSDWFENPEK 100%

QOVCQO Reticulocalbin 2, EF-hand calcium oo o v oo 408 100% EALLGGQEEVDEYVK 100% 11%
binding domain ' ’ VIDFVENTALDDAEEESFR 100%
IQPILAVADDGWHILR 100%

FIN5W4 Ectonucleotide 417KDa 568 100% IIEWFTSK 100% 9,1%

pyrophosphatase/phosphodiesterase

VLLVSFDGFR 97%
EAPRPFSEQVSYVIQAEGK 99%

F1MzJ5 ADAM metallopeptidase domain 9 88.1 KDa 6,85 100% Q Q 4,5%
EHIIHLER 97%
ISDSVLVDMK 100%

F1IMWD3 Chaperonin containing TCP1 subunit 59.5 KDa 5,62 100% 3,3%
LGFAGLVK 100%
VGALASLIR 100%

Q17QK3 Carboxypeptidase Q 51.6 KDa 5,55 100% 6,0%
LALLVDTVGPR 100%
QDGQFSVLFTK 100%

P12763 Alpha-2-HS-glycoprotein 38.4KDa 5,26 100% 7,2%
HTLNQIDSVK 99%

GIX6G7 Meteorin like, glial cell differentiation 35 5 02 g g3 100% VFRPAPEGEGGGWR 100% 8.1%
regulator TTGFQYELTSR 99%
LISQIVSSITASLR 100%

P81947 Tubulin alpha-1B chain 50.1 KDa 4,94 100% EIIDLVLDR 100% 5,1%
NLDIERPTYTNLNR 97%
IGDKLDIICPR 100%

Al1L570 EphrinB1 38.0KDa 9,10 100% 7,2%
GLVIYPK 98%
GVGFVASPLLK 100%

A6QLZ3 ARSB protein 59.3 KDa 6,79 100% 5,0%
LLPQLLK 97%

E1B9P4 Epididymal sperm binding protein1 26.0 KDa 8,27  100% WSLCADTR 99% 7,2%

110



CVFPFIYR

99%

IDPYLGDISLR 98%

L8IHR1 Protocadherin Fat 2 479.3 KDa 5,06 100% 1,0%
LLVDSASSTSLK 98%
IQDLLLPR 100%

E1BBU4 ADAM metallopeptidase domain 15 93.2 KDa 6,58 100% Q 2,0%
GLVILSPER 99%
GETAVPGAPETLTALR 99%

Q27954 Glycerol-3-phosphate phosphatase 34.3 KDa 5,18 100% 9,0%
TILTLTGVSSLR 100%
LYTLVLTDPDAPSR 100%

P13696 PhOSpha“dﬂfé?;ﬂc’l'am'”e'b'”d'“g 209KDa 6,96  100% NRPTSITWDGLDPGK 100% 26%
GNNISSGTVLSDYVGSGPPK 100%
AVVSIQPAWINVLR 99%

A8DC37 FcgammaRli-D 31.3KDa 8,99 100% Q 8,0%
TNFSIPR 100%
KIVEVLVGKE 97%

Q5E946 Protein/nucleic acid deglycase DJ-1 20.0 KDa 6,84 100% 12%
KGAEEMETVIPVDVMRR 98%
AAVTAFWSK 100%

D4QBC5 Hemoglobin beta 159KDa 6,36 100% VHVDEVGGEALGR 100% 50%
NFGNEFTPVLQADFQK 100%
VAAALAGVLADIAR 99%

A6QLR7 ARSG protein 56.6 KDa 8,22 100% 5,0%
VPALAYWPGR 99%
VAIIPFR 100%

P08037 Beta-1,4-galactosyltransferase 1 44.8 KDa 9,38 100% 4,0%
LLNVGFK 100%
LVDEFSLNSGK 97%

Q5W5U3 Hexokinase 1 102.2 KDa 6,29 100% 3,0%
SANLVAATLGAILSR 100%
EQLAIAEFAR 96%

Q32L40 T-complex protein 1 subunit alpha 60.2 Kba 5,8 100% TSASVILR 100% 5,2%
FATEAAITILR 97%
DASLGQVI 99%

L8I2G8 Uncharacterized protein 339KDa 84 100% ? 11%
LNNWISSGNMK 99%
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LSMVIILPSK 100%
] ] ) IPLENLQIIR 100%
FIN7F3 Receptor protein-tyrosine kinase  131.6 KDa 6,75 100% 2,0%
NLQEILQGAVR 100%
] LGSSLGGPYLGVHLR 97%
Q7YRES Protein O-fucosyltransferase 2b 52.8 KDa 5,82 100% 6,3%
IPWSDFFDLPSLNR 100%
) APLAPPGSPVVNALFR 100%
Q2NL29 Inositol-3-phosphate synthase 1 60.7 Kba 5,68 100% 5,2%
SVLVDFLIGSGLK 100%
) ILTGIADTEAVAAPR
A4IFR2 PCSK1N protein 27.2KDba 7,99 100% 100% 14%
LDPAALAAQLVPAPAPAAALR
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