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RESUMO

OKANO, Denise Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2019. Parametros
reprodutivos em touros: protedmica do plasma seminal. Orientador: Jos¢ Domingos
Guimaraes. Coorientador: Eduardo Paulino da Costa

Na espécie bovina existem animais que acumulam espermatozoides senescentes na cauda do
epididimo, devido a abstinéncia sexual, esses animais caracterizam-se por ejacularem grande
volume de sémen com baixa motilidade espermatica e que com coletas consecutivas tem o
aumento gradual dessa caracteristica. Essa condicdo se apresenta principalmente em touros
criados sob manejo extensivo, e o uso desses animais pode diminuir a eficiéncia reprodutiva
durante a estagdo de monta (BARTH 2007). O plasma seminal ¢ uma mistura bioquimicamente
complexa e que tem importancia significativa na regulacao da fungao espermatica. Diante disso,
0 objetivo desse estudo foi identificar o perfil protedmico em ejaculados de touros aprovados e
em repouso sexual imediatamente ap6s a avaliacao do primeiro ejaculado. Foram utilizados seis
touros em repouso sexual, e dois animais como controle. Trés grupos foram formados, sendo o
grupo A constituido por amostras do s€émen da primeira coleta dos touros em repouso sexual;
grupo B: amostra de sémen da ultima coleta dos touros em repouso sexual; e grupo C: amostra
de sémen dos touros controle. Todos os touros foram submetidos a avaliagdao androlédgica pelo
método de eletroejaculacdo e foram avaliados os aspectos fisicos e morfoldgicos dos ejaculado
por meio de microscopia Optica convencional e de contraste de fase. Depois das analises, os
ejaculados foram centrifugados e os sobrenadantes (plasma seminal) foram usados para estudo
protedmico. Depois da centrifugacao, as proteinas do plasma seminal foram quantificadas pelo
método de Bradford e analisadas por meio de eletroforese monodimensional e espectrometria
de massas (LC-MS/MS). As proteinas foram identificadas pelo MASCOT e validadas
estatisticamente usando o software SCAFFOLD Q+. As proteinas foram caracterizadas de
acordo a suas classes e processos biologicos pelo STRAP usando os termos de ontologia génica
depositados no banco de dados UniprotKB. As proteinas diferencialmente abundantes foram
quantificadas pelo método emPAI considerando unicamente aquelas proteinas com foldchange
superior a 1,5 vezes. Os dados referentes a motilidade espermdtica foram submetidos a
transformagdo angular (Y™=arcsen\Y). As variaveis quantitativas foram analisadas por
ANOVA. As variaveis qualitativas foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis. O nivel de
significancia adotado foi o = 5%. Foram encontratros 1,67% de touros em repouso sexual

(7/419). Houve diferenca (p<0,05) em relagdo a motilidade, vigor e turbilhonamento



espermatico entre os grupos, porém ndo houve diferenca das caracteristicas morfoldgicas. Na
andlise protedmica foram identificadas 93 proteinas no plasma seminal. A maioria delas
envolvidas no processo celular (36,22%), regulacdo biologica (35,20%) e interacdo celular
(19,12%). Das proteinas identificadas 6 foram diferencialmente expressas entre o grupo A ¢ B
(ALBU, NPC2, Z13, SPADI, CCL2, FIN1Z8), ¢ 4 (Q4R0OH2, SPADI1, NPC2 ¢ Z13) foram
diferencialmente expressas entre B e C. Em relacdo as fungdes moleculares das proteinas, as

principais funcdes foram de ligacdo (49,50 %) e atividade catalitica (35,34%).

Palavra-chave: Andrologia. Cruzamento. S€men



ABSTRACT

OKANO, Denise Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2019. Reproductive
parameters in bulls: seminal plasma proteomics Adviser: Jos¢ Domingos Guimaraes. Co-
Adviser: Eduardo Paulino da Costa

In bovine species there are animals that accumulate senescent sperm in the tail of the
epididymis, due to sexual abstinence, these animals are characterized by ejaculating large
volume of semen with low sperm motility and that with consecutive collections has the gradual
increase of this characteristic. This condition occurs mainly in bulls reared under extensive
management, and the use of these animals may decrease reproductive efficiency during the
breeding season. Seminal plasma is a biochemically complex mixture that is of significant
importance in regulating sperm function. Therefore, the objective of this study was to identify
the proteomic profile in ejaculates of approved bulls and in sexual rest immediately after the
evaluation of the first ejaculate. Six bulls were used in sexual rest, and two animals as control.
Three groups were formed, and group A consisted of semen samples from the first collection
of the resting bulls; group B: semen sample from the last collection of bulls at sexual rest; and
group C: semen sample from control bulls. All bulls were submitted to andrological evaluation
by the electroejaculation method and the physical and morphological aspects of the ejaculate
were evaluated by conventional optical microscopy and phase contrast. After the analyzes, the
ejaculates were centrifuged and the supernatants (seminal plasma) were used for proteomic
study. After centrifugation, seminal plasma proteins were quantified by the Bradford method
and analyzed by one-dimensional electrophoresis and mass spectrometry (LC-MS / MS). The
proteins were identified by MASCOT and statistically validated using SCAFFOLD Q +
software. Proteins were characterized according to their classes and biological processes by
STRAP using the gene ontology terms deposited in the UniprotKB database. Differentially
abundant proteins were quantified by the emPAI method considering only those proteins with
foldchange greater than 1.5 times. The sperm motility data were submitted to angular
transformation (Y ~ '= arcsen\Y). Quantitative variables were analyzed by ANOVA.
Qualitative variables were analyzed by the Kruskal-Wallis test. The significance level adopted
was o = 5%. A total of 1.67% (7/419) of sexually resting bulls were found. There was a
difference (p <0.05) in relation to motility, vigor and sperm swirling between the groups, but
there was no difference in morphological characteristics. In proteomic analysis 93 proteins were

identified in seminal plasma. Most of them involved in the cellular process (36.22%), biological



regulation (35.20%) and cellular interaction (19.12%). Of the identified proteins 6 were
differentially expressed between group A and B (ALBU, NPC2, Z13, SPAD1, CCL2, FIN1Z8),
and 4 (Q4R0OH2, SPADI, NPC2 and Z13) were differentially expressed between B and C. The

main molecular functions of proteins were binding (49.50%) and catalytic activity (35.34%).
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil ocupa o segundo lugar no mundo em producao de carne e em tamanho de
rebanho bovino, sendo 15,3% da produg¢ao mundial e 13% do rebanho mundial (216,1 milhdes
de cabecas) e o uso da inseminagdo artificial (IA) se restringe a apenas 14% (ASBIA, 2018).
Sendo assim, no Brasil, assim como ocorre em outros paises, a maioria do rebanho bovino ¢é
oriundo de animais em regime de monta natural, portanto a importancia do exame andrologico
em touros se insere tanto na questdo econdmica quanto na questdo do avango genético do
rebanho bovino. Isso porque os machos acasalam com um nimero maior de fémeas, e, portanto,
contribuem em maior propor¢ao com as mudancgas genéticas dentro do rebanho. Dessa forma a
escolha do macho gera maior impacto econdmico e genético na pecudria, fica claro entdo, a
importancia do exame andrologico na busca por melhoria continua desses dois aspectos dentro
da cadeia produtiva da carne. (CHENOWETH, 2016).

No exame androlégico, as caracteristicas mais correlacionadas com a fertilidade, sdo o
perimetro escrotal, a motilidade e a morfologia espermatica (BRINKS, 1994; PARKINSON,
2004). Porém, outros fatores podem influenciar a fertilidade dos touros como o manejo e/ou
ambiente, fatores intrinsecos dos espermatozoides como integridade de membranas e de DNA,
funcdo mitocondrial, proteinas e metabolitos, que sdo modulados pelo meio em que sdo
mantidos, o plasma seminal (FLOWERS, 2013; VIANA, 2018).

Os animais mesticos contribuem em cerca de 70% na producao de leite nacional, porém
varios estudos tém demonstrado grande variabilidade dos parametros reprodutivos nos animais
cruzados. Contudo, ha algumas décadas, com a implantagdo de plataforma de agdo de difusao
da raga, a Associacdo Brasileira de Criadores de Girolando em parceria com a Embrapa Gado
de leite tem focado na selecdo de machos para difundir a raga. Para isso, os touros precisam
passar por varios critérios de selecdo tais como avaliagdes genOmicas, andrologica,
comportamental, genealdgica e de produgdo. Apos essa filtragem os animais sdo submetidos
ao teste de congelabilidade quando entdo sdo enviados para centrais de insemina¢ao comercial,
para producao e distribuicao de s€émen para o rebanho nacional, ou entdo comercializados para
uso e em manejo de monta natural. Apesar dessas avaliagdes até 0 momento, ndo ha um modelo
ideal de selecdo para predizer com grande acuracia o potencial reprodutivo de touros doadores
de sémen. Em virtude das caracteristicas relacionadas a reproducdo avaliadas no
sequenciamento gendmico nao abrangerem os parametros reprodutivos em bovinos.

Os componentes do plasma seminal, exercem fung¢des fundamentais para capacidade
fertilizante do espermatozoide, como controle osmoético e de pH, transporte de ions, lipidios e

hormonios (KASIMANICKAM, 2019). Dentre esses componentes as proteinas do plasma



10

seminal se destacam pois tem capacidade de interagir com diferentes moléculas respondendo
as alteragdes do ambiente, controlando mecanismos como capacitacdo e interagdo com
secrecoes do trato reprodutivo feminino (ROBERTSON, 2005).

E, portanto, o plasma seminal tem sido objeto de estudo no ambito da reproducao
humana e animal para entendimento da fisiologia a nivel molecular. Com isso, a partir do estudo
protedmico do plasma seminal muitas pesquisas tém sido realizadas associando plasma seminal
e fertilidade nas diversas espécies, com o intuito de identificar possiveis marcadores
moleculares para fertilidade. (DRUART et al., 2019)

Diante do exposto o objetivo desse estudo foi identificar o perfil protedmico em
ejaculados de touros aprovados ou em repouso sexual imediatamente apés a avaliagdo do
primeiro ejaculado. E avaliar os parametros reprodutivos e a congelabilidade do sémen de

touros 3/4 e 5/8 Holandés x Gir (Girolando).
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CAPITULO 1

ANALISE PROTEOMICA DO PLASMA SEMINAL DE TOUROS NELORE
ACUMULADORES DE SEMEN (REPOUSO SEXUAL)

1. INTRODUCAO

Durante a ejaculagdo, os espermatozoides sdo misturados ao plasma seminal (PS),
aumentando o volume do ejaculado e assim facilitam o transporte no trato genital da fémea.
(MOURA et al., 2006). Portanto, no passado a fun¢do do PS era limitada a nutri¢ao e transporte
de espermatozoides para o trato reprodutivo da fémea e ainda hoje os aspectos bioquimicos e
fisiol6gicos do plasma seminal sdo pouco compreendidos. Porém, com a nova era de
tecnologias moleculares novas linhas de pesquisa surgiram na andrologia.

A protedmica ¢ uma area da biologia molecular para ajudar a identificar e entender a
funcdo das proteinas, com o potencial de que a identificacdo das diferencialmente expressas
possam servir como biomarcadores para fertilidade masculina (SELVAM et al., 2018).
Segundo Baker et al. (2012) a transcri¢do e a traducdo nos espermatozoides sdo inativas,
portanto, eles dependem de suas proprias proteinas para exercerem suas fungdes biologicas.

A maioria das proteinas do PS estdo envolvidas nas vias de sinalizacdo celular
(SELVAM et al., 2018) e tem importante fungdo na maturagdo final dos espermatozoides,
fornecem energia para o metabolismo, estimulam a motilidade, regulam e controlam a
capacitacdo espermatica, protegem contra o sistema imune feminino e estresse oxidativo e
atuam mediando a intera¢ao espermatozoide-ovocito (MANJUNATH et al., 2008; MOURA et
al., 2010; ALBERTS et al., 2014; da SILVA et al., 2016).

Entretanto, enquanto algumas proteinas presentes no plasma parecem ser benéficas para
as fungdes dos espermatozoides, outras proteinas parecem ser prejudiciais nos processos de
preservacao espermatica, como a criopreservacao (MANJUNATH, 2007)

Durante o transito epididimario, o principal local de armazenamento de espermatozoides
dentro do trato reprodutivo masculino ¢ a por¢ao caudal do epididimo. A cauda do epididimo
contém 70% do ntimero total de espermatozoides (AMANN, 1981). Embora o ambiente seja
favoravel a sua sobrevivéncia, os espermatozoides ndao sao preservados indefinidamente.

A maioria dos espermatozoides ndo ejaculados ¢ gradualmente eliminada por excregdo
para urina. Aqueles ndo eliminados na urina sofrem uma gradual senescéncia. Primeiro eles
perdem a capacidade de fertilizagdao, depois a sua motilidade e finalmente desintegram-se.
Ejaculados obtidos apds um prolongado descanso sexual usualmente contém uma alta

porcentagem de espermatozoides em degeneragdo ou “velhos” (HAFEZ, 1995).
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Na espécie bovina existem animais que acumulam espermatozoides senescentes na
cauda do epididimo. Essa condi¢do se apresenta principalmente em touros criados sob manejo
extensivo, € o uso desses animais pode diminuir a eficiéncia reprodutiva durante a estagao de
monta (BARTH, 2007). A causa do acimulo de espermatozoides em touros ¢ desconhecida.
Barth e Oko (1989), sugerem que exista alguma anormalidade no mecanismo de transporte que
resulta na retencao dos espermatozoides nas ampolas e cauda do epididimo. Essa condicao pode
afetar as taxas de gestacdo no periodo inicial da estacdo reprodutiva, e parece ser condicdao
permanente (BARTH, 2007). Dessa forma ¢ fundamental a identificagdo dessas proteinas para
o entender os mecanismos que modulam a fun¢do espermatica durante o armazenamento no

epididimo e seu efeito sobre o ejaculado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Aspecto ético

Todos os animais utilizados neste estudo foram conduzidos em estrita conformidade
com as normas de conduta para uso de animais no ensino, pesquisa e extensao preconizados
pela Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), protocolo nimero 712/2017.

2.2 Local do experimento e animais

Este estudo foi realizado na Fazenda Lageado, de propriedade da Agro-Pecuaria CFM
Ltda, CNPJ 51837284/0023-11, localizada no municipio de Dois Irmaos do Buriti, situado
regido centro-oeste do Mato Grosso do Sul, latitude: 20° 38° 68 S, longitude: 55° 44’ 15~

O repouso sexual foi definido como animais que ao primeiro estimulo para coleta de
sémen, ejacularam grande volume de sémen com baixa motilidade e que com coletas
consecutivas a motilidade aumentou gradualmente atingindo os valores minimos aceitos pelo
Colégio Brasileiro de Reprodu¢ao Animal (CBRA, 2013). Os animais escolhidos como controle
foram aqueles que tiveram excelentes parametros fisicos do sémen em uma tnica coleta.

As amostras foram colhidas em setembro de 2018, durante o exame androldgico dos
touros que fazem parte do rebanho base da fazenda e entraram em servigo durante a estagdo de
monta 2018/2019. Durante o exame em 419 touros, foram identificados 7 animais em repouso
sexual (1,67%), e um animal foi descartado do estudo por apresentar amostras contaminadas .
Foram entdo, utilizados 8 touros adultos da raga Nelore, sendo seis usados como tratamento e

dois como controle com idades variando entre quatro e oito anos de idade. Os animais eram
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criados em regime extensivo, a pasto predominantemente de capim Urochloa brizantha e
colonido (Panicum maximum), com sal mineral e dgua ad libitum.

As avaliagoes fisicas do s€émen foram feitas a campo, logo apds a coleta. A avaliagdo
morfologica do s€émen foi realizada posteriormente no laboratorio de Andrologia Animal do
Departamento de Veterinaria-UFV, e as analises protedmicas realizadas no Nucleo de Anélise

de Biomoléculas- UFV e no Instituto de Quimica da USP.

2.3 Avaliacao androlégica

Para avaliacdo os animais foram contidos individualmente em tronco apropriado e entio
realizado o exame andrologico seguindo os padrdes do CBRA. O exame constituiu na inspegao
e palpacao do prepucio, pénis, testiculos, epididimos, e cordao espermatico observando-se
tamanho posicao, simetria e consisténcia de cada 6rgdo. Em seguida as mensuragdes de
perimetro escrotal foram obtidas com auxilio de uma fita métrica na regido mais larga do
escroto, e com auxilio de um paquimetro mensurou-se a largura e comprimento (excluindo-se
a cauda do epididimo) testicular. Posteriormente, as vesiculas seminais foram avaliadas por
meio de palpagdo retal quanto a sensagdo dolorosa, tamanho (comprimento e largura) e
consisténcia.

A colheita de sémen foi feita utilizando-se o eletroejaculador e realizada a avaliagdo das
caracteristicas fisicas do sémen como turbilhonamento, motilidade e vigor sob microscopia
optica convencional em aumento de 100 x. O turbilhonamento foi avaliado em uma gota de
sémen sobre lamina pré-aquecida a 37 °C, numa escala de 0 a 5, e a motilidade (0 a 100%) e
vigor (0 a 5), em uma aliquota de sémen (10 pl) colocada entre lamina e laminula, pré-aquecidas
a37°C.

Nos animais em repouso sexual, a cada estimulo, era colhida uma amostra de s€men em
tubo graduado (15 ml) identificado, e realizada a avaliagao de turbilhonamento, motilidade e
vigor. E este procedimento foi repetido até que a motilidade espermatica atingisse valor maior
ou igual a 60%, ndo excedendo mais do que 5 coletas por animal.

Foram utilizadas duas amostras do s€émen dos animais em repouso sexual e uma amostra

dos animais controle, para formar os seguintes grupos:

Grupo A: amostra de sémen da primeira coleta dos touros em repouso sexual;
Grupo B: amostra de s€émen da ultima coleta dos touros em repouso sexual;

Grupo C: amostra de s€émen dos touros controle.
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Para andlise morfolégica dos espermatozoides, uma aliquota de cada amostra foi
armazenada em microtubos contendo 1 mL formol salina tamponada (HANCOCK, 1957). As
patologias foram avaliadas em preparacao umida, em aumento de 1000x sob imersao, e avaliada
por microscopia de contraste de fase. Para cada preparagdo, foram contabilizadas 200 células,
e se determinou a percentagem de espermatozoides com defeitos de acrossoma, cabega, peca
intermediaria e cauda. Posteriormente, as patologias foram classificadas em defeitos maiores,
menores ¢ totais de acordo de acordo com Blom (1973), tal como preconizado pelo CBRA
(1998).

Apoés a avaliacdao fisica do sémen, as amostras devidamente identificadas foram
imediatamente centrifugadas (700 g x 10 min). Posteriormente o sobrenadante (plasma seminal)
foi transferido para um novo tubo graduado, com o qual repetiu-se o procedimento. Em seguida
o plasma seminal foi envasado em palhetas de 0,5 mL e armazenadas em nitrogénio liquido (-

196° C) até o momento da analise protedmica.

2.4 Extracio e quantificacdo de proteinas

As amostras foram descongeladas a temperatura ambiente, filtradas em membrana com
malha de 0,22 um (MAGALHAES et al., 2016) e colocadas em microtubos (1,5 mL). Para
precipitagdo das proteinas do plasma seminal, 100 pL de amostra foi adicionada a 600 pl de
solugdo em acetona gelada (50%, v/v), acido ticloroacético (10%, p/v) e ImM de ditiotreitol
(DTT), ressuspendidos em 250 pL de solucdo de solubilizagcdo (40mM de DTT, 4% CHAPS
(3-3-cholamidopropyldimethylammonio-1-propanesulfonate),7 M Ureia, 2 M Tiureia).

A quantificagdo de proteina total foi determinada pelo método de Bradford (1976),
usando-se solugdo padrao com concentragdes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA) para
fazer a curva analitica de calibragao. As aliquotas de BSA foram homogeneizadas em 150ul do
reagente de Bradford 1X, adicionando-se posteriormente agua milli-Q até completar um
volume final de 200 pL.

A solucao foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente e foram realizadas as
leituras das triplicatas em espectrofotometro com comprimento de onda de absorbancia de 595
nm. Anteriormente a leitura das concentragdes de BSA previamente conhecidas, foi feita leitura
da placa vazia. E o resultado foi obtido subtraindo as médias da leitura do BSA das médias da
leitura da placa vazia, obtendo-se uma equagao linear ajustada em func¢do da concentragdo. E
entdo, para quantificar as proteinas do plasma seminal, o mesmo procedimento foi realizado,

sendo o resultado baseado na equacao obtida.
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2.5 Processamento das proteinas do plasma seminal
As proteinas do plasma seminal foram processadas por meio de duas abordagens

eletroforéticas de separagao.

2.5.1 Eletroforese Monodimensional (SDS- PAGE)

Os géis de resolugdo foram preparados a 14% da relacdo acrilamida/bisacrilamida e
corridos a 70 volts por 4 horas, no sistema de eletroforese no sistema de eletroforese
MiniProtean (Bio-Rad®). Foram utilizados 25 pg de proteina soliiveis por amostra, e foi usado
um marcado de peso molecular (Broad Range, Bio-Rad®) para comparagio entre as amostras.

Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad®) por duas horas e

posteriormente descorados por 10 horas (LAEMMLI, 1970).

2.5.2 Short-Run

Consiste na migragcdo das proteinas por aproximadamente um centimetro no gel de
separagio e alcancando esta marca a corrida é interrompida (LIEBLERe HAM, 2009; RESJO
et al., 2017). Essa metodologia visa reduzir o nimero de interferentes e perdas de proteinas,
sem a efetiva separagdo das mesmas.

As amostras foram agrupadas em “pools”, sendo um pool da primeira coleta de sémen
dos animais em repouso sexual, ou seja, do sémen com baixa motilidade, um segundo pool da
ultima coleta desses mesmos animais, consistindo no plasma seminal do sémen que teve
motilidade maior do que 60% e um terceiro pool dos animais controle.

Os pools foram formados com 60 pug de proteinas de cada animal, em quadruplicata, e
em seguida submetidos a migracdo em gel SDS-Glicina-PAGE 14%, assim como o marcador
molecular. A corrida foi interrompida ao se atingir aproximadamente um centimetro no gel de
separagao.

Ap6s a corrida, os géis foram colocados em solucdo fixadora (metanol 40%, acido
acético 5%) por duas horas. O gel foi cortado e a parte do marcador molecular foi corada em
solugdo de Coomassie Brilliant Blue-R-250 (Bio-Rad®) por 15 horas, e a outra parte foi
armazenada em acido acético 5%. Os géis foram digitalizados no equipamento ImageScanner

I1I (GE Healthcare®, EUA) e salvos em formato .TIF (RESJO et al., 2017)



16

2.6 Digestao de proteinas em gel

As bandas de proteinas dos géis foram excisadas individualmente, cortadas em pedagos
menores ¢ transferidas para microtubos novos e descoradas por trés lavagens em 200 pL de
50% (v/v) acetronitrila (ACN) e 25mM de bicarbonato de amodnio (pH 8.0). Em seguida, a
desidratagdo dos géis foi feita incubando-os por duas vezes em 200 ul de ACN 100% por 5
minutos e secos em sistema de concentra¢do a vacuo (AG22331, Eppendorf®, Alemanha).

A reducdo das proteinas presentes nos fragmentos dos géis foi feita em 100 uL de DTT
65 mM em bicarbonato de aménio 100 mM, pH 8,0, a 56 °C por 30 minutos. Em seguida a
alquilacao foi feita com 100 pL de iodocetamida 200mM e bicarbonado de amonio 100 mM a
temperatura ambiente por 30 minutos no escuro. Posteriormente, os fragmentos dos géis foram
lavados, hidratados e desidratados com bicarbonato de aménio e ACN por duas vezes,
respectivamente. Finalmente, eles foram secos no sistema de concentragdo de vacuo.

As amostras de gel seco foram reidratadas em banho-de-gelo com solugdo de tripsina
de pancreas suino, na concentragao final de 25 ng/uLL em solugdo de ativacao (bicarbonato de
amonio 40 mM, e ACN 10%). Apds 45 minutos em gelo, foram adicionados 50 e 100 puL da
solugdo de ativagdo aos tubos contendo os fragmentos dos géis provenientes da eletroforese
short-run.

As amostras foram colocadas em banho-maria a 37 °C por 22 h. Apoés a digestao
enzimatica, as amostras foram sonicadas por 10 minutos, agitadas em vortex por 20 segundos
e as solugdes foram removidas para microtubos limpos. Na sequéncia, foram adicionados 100
e 200 pL da solugdo contendo 4cido formico 5 % (v/v) em ACN 50 % (v/v) aos géis restantes
de eletroforese bidimensional e short-run, respectivamente. Cada microtubo foi submetido a
agitacdo em vortex por 20 segundos, mantido em temperatura ambiente por 15 minutos e
sonicado por 2 minutos. A solu¢do foi removida e adicionada a solu¢ao anteriormente reservada
no tubo limpo. Este passo foi repetido mais duas vezes e a solucao foi transferida para microtubo
limpo.

As amostras contendo os peptideos foram concentradas em sistema de centrifugacdo a
vacuo (SHEVCHENKO et al., 2006). Apos a secagem a vacuo, foram adicionados 10 puL de
solugdo de acido trifluoroacético (TFA) 0,1 % (v/v) em 4gua 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 solu¢do de ACN 50 %, acidificada com TFA
0,1 %.
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2.7 Espectrometria de massa LC-MS/MS

Os peptideos constituintes das réplicas oriundas do short-run foram solubilizados em
20 pL de solucao aquosa de acido formico 0,1 % (grau de pureza LCMS) e acondicionados em
tubos apropriados para a aplicacao no sistema nano LC-MS/MS. Apo6s o preparo da amostra, 1
pL da solucdo foi analisado por nano LC-MS, utilizando o sistema UPLC nanoAcquity (Waters,
EUA), contendo uma coluna trap modelo nanoAcquity UPLC® 2G-V/MTrap 5 pm Symmetry®
C18 180 um x 20 mm, em uma taxa de fluxo de 7 uL/min., durante 3 minutos.

A separacao dos peptideos ocorreu por uma coluna nanoAcquity UPLCe 1.7 um
BEHI130 100 pm x 100 mm, operando com taxa de fluxo de 0,3 pL/min. A fase mével do
processo cromatografico teve como solventes a dgua acidificada com 0,1 % de 4cido férmico
(solvente A) e a ACN acidificada com 0,1 % de acido férmico (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; manutengdo em
85 % de B por 5 minutos; gradiente de 85 a 2 % de B por 5 minutos; e, manutengdo em 2 % de
B por 5 minutos, totalizando 320 minutos de analise cromatografica.

Os peptideos eluidos foram automaticamente injetados em espectrometro de massas
modelo MAXIS 3G (Bruker Daltonics, Alemanha), atuando no modo online, com uma fonte de
ionizagao CaptiveSpray. A analise dos peptideos foi realizada por meio de método apropriado
para os mesmos, com o fluxo de gés de secagem de 3 L/min, temperatura da fonte de ioniza¢ao
de 150 °C e voltagem de transmissao de 2 kV. Os dados brutos foram convertidos em uma lista
de massas na extensao .mgf (Mascot Generic Format), a qual foi submetida ao Mascot Daemom

para o confronto com o banco de dados.

2.8 Identificacao das proteinas

As listas de massas geradas foram confrontadas com o banco de dados de proteinas da
familia Bovidae (download em 25/04/2019) depositado no Uniprot Consortium.

As listas de massas com extensao .mgf foram confrontadas contra o banco de dados de
proteinas por meio do aplicativo MASCOT, versao 2.4.0 (Matrix Science, London, UK). Os
parametros utilizados para a pesquisa foram: digestdo enzimatica pela tripsina com uma
clivagem perdida; carbamidometilagio da cisteina como modificagdo fixa e oxidagdo da
metionina como modificagdo varidvel. 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.



18

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

Os resultados obtidos pelo MASCOT foram validados estatisticamente pelo aplicativo
SCAFFOLD, versao 4.8.8 (Proteome Software Inc., Portland, OR97219). Para a validagao 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). 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.

2.9 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 biologicos e classes de
proteinas. As figuras para os termos foram geradas online do STRAP, versao 1.5 (MI et al.,

2016).

2.10 Analise quantitativa das proteinas identificadas

Das proteinas identificadas foram escolhidas aquelas que estavam presentes em pelo
menos trés réplicas técnicas de cada grupo. A 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., 2006). Apds a
verificacdo da normalidade e sua homogeneidade dos dados, foram submetidos ao teste
TStudent, 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 1,5

vezes foram consideradas diferencialmente abundantes (Saraswat et al., 2017).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacao androldgica de 419 touros da raca Nelore em regime extensivo, 1,67% de
touros foram considerados em repouso sexual. Semelhante observacao foi feita por Barh e Oko,
(1989) cuja incidencia dessa condi¢do em 1331 touros Western Canadian Range foi de 1,1%.

Nao houve diferencas (P<0,05) nas médias de defeitos menores, defeitos maiores e
defeitos totais entre os grupos estudados. A patologia espermatica, cabeca isolada normal foi a
de maior incidéncia, nossos resultados diferiram da maioria dos trabalhos com foco no repouso
sexual, pois os animais por nds identificados em repouso sexual apresentaram média de 77,7%
de espermatozoides morfologicamente normais na primeira coleta de sémen (grupo A) nao
diferindo da tultima coleta (grupo B) com 84,4%. Ja Barth (2007), em coletas didrias de 3
animais acumuladores, constatou aumento de 27% para 73%, 32% para 76%, e 28% para 76%.
Sendo a cabeca isolada o defeito de maior incidéncia de patologia espermatica encontrada em
todas as coletas.

Tais achados podem ser explicados devido ao fato dos animais do estudo serem oriundos
de um programa de selecao genética, desenvolvido para selecionar rigorosamente reprodutores
mais eficientes e adaptados aos sistemas de producao brasileiro.

Dentre as caracteristicas avaliadas para sele¢do genética estd o Perimetro Escrotal (PE),
que ¢ uma caracteristica com correlagdo favordvel a porcentagem de espermatozoides
morfologicamente normais (CHACON et al, 1999; MADRID et al., 1988) e tem moderada a
alta herdabilidade (0,36 a 0,69) fazendo com que a evolugdo genética para essa caracteristica
seja relativamente rapida. Portanto, ao longo dos mais de 35 anos de melhorameno genético
dessa fazenda, a porcentagem de espermatozoides anormais seja baixa devido a sele¢do
genética dos reprodutores. Além disso todos os animais constituem o rebanho base da fazenda
e passam por avaliacdo andrologica anual sendo portanto considerados aptos a reprodugdo e
com histérico reprodutivo normal.

Em relacdo as caracteristicas fisicas avaliadas do sémen, houve difenca entre os grupos
em rela¢do a motilidade, ao vigor e ao turbilhonamento. No grupo A os animais apresentaram
caracteristicas consideradas insatisfatoria para um reprodutor de acordo com o CBRA e no
grupo B, que sdo amostras desses mesmos animais, os valores de motilidade e vigor
aumentaram, alterando o status desses touros de inaptos para aptos a reproducdo.
Provavelmente com as coletas consecutivas, os espermatozoides velhos foram eliminandos os

da reserva extragonadica, sendo a ultima coleta proveniente de reservas mais recentes.
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Tabela 1. Valores médios das caracteristicas fisicas (turbilhonamento, motilidade e vigor) e
morfologicas do sémen de touros da raca Nelore nos diferentes grupos

Grupo
Variaveis A B C
Turbilhonamento* 0.00°¢ 1.00° 4752
Vigor* 2.00°¢ 3.00° 4.50°
Motilidade* 28.0+£3.7°¢ 70.0 £2.7° 90.0+0.0°
Defeitos Maiores 11.7+£3.2° 73+14° 55+2.5°
Defeitos Menores 10.7+£29° 83+1.7* 2.8+03°
Defeitos totais 22.3+4.5" 156+2.1° 83+28?

* Valores de mediana. Letras diferentes na mesma linha diferem a P < 0.05.
A e B: animais em repouso sexual, sendo A s€émen da primeira coleta ¢ B sémen da tltima coleta
C: animais controle

Por meio da LC-MS/MS, foram identificadas um total de 93 proteinas no plasma
seminal dos touros avaliados. Essas proteinas foram caracterizadas de acordo com o banco de
dados do UniProt (Anexo 1), sendo 13 definidas como proteinas nao caracterizadas (Anexo 2).

De acordo com os termos de ontologia génica, as proteinas foram distribuidas de acordo
com o processo biologico em que estdo envolvidas (Figura 1). A maioria dessas proteinas
encontradas estdo envolvidas no processo celular (36,22%), na regulagdo biologica (35,20%) e
na interacdo celular (19,12%). Resultados semelhantes foram reportados por Viana et al. (2018)
no plasma seminal de touros Bos taurus com alta (24,3%; 23,2% e 8,7%) e baixa fertilidade
(24,5%; 22,8%; 8,6%) e por Westfalewicsz et al. (2017) no fluido do epididimo.

Esses autores também tiveram resultados semelhantes a este trabalho em relagdo as
funcdes moleculares das proteinas, que foram principalmente fun¢des de ligacao (49,50 %) e
atividade catalitica (35,34%). Entretanto, apesar dos resultados serem similares, existem
variaveis em relagdo as diferentes formas de obtencao e interpretagdo dos resultados que devem

considerados.
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Figura 1. Classificagdo das proteinas do plasma seminal de touros da raca Nelore baseada nos processos biologicos
(a) e na fungdo molecular (b). Dados de proteinas foram analisados utilizando o software para pesquisa de
anotacdes de proteinas STRAP. Os termos da ontologia genética foram obtidos a partir do banco de dados
UniProtKB.

Na comparagao entre os grupos de amostras (primeira coleta, tiltima coleta e controle)
das 93 proteinas identificadas, 76 foram encontradas no grupo A, 58 no grupo B, e 60 no grupo
controle. Trinta e nove proteinas foram comuns entre os 3 grupos, 6 comuns entre A ¢ B, 12

comuns entre o grupo A e C e 5 comuns entre B e C (Figura 2).
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Grupo C

Figura 2. Numero de proteinas encontradas no plasma seminal de touros da raga Nelore nos grupos A,
B e C. O diagrama de Venn foi erado por Bioinformatics & Evolutionary Genomics platform

A analise de Componentes Principais (PC) ¢ uma andlise estatistica multivariada que ¢é
utilizada para se ter uma visdo geral do conjunto de dados e verificar o estabelecimento de
possiveis conexdes entre os dados, reconhecendo padrdes entre as varidveis e agrupando classes
de acordo com esses padrdes. O grafico gerado (Score Plot) mostra que amostras com maior
similaridade entre si encontram-se mais proximas no grafico (ENGKILDE et al., 2007).

De acordo com o grafico baseado na andlise PC (figura 3) houve clara distribuicao de
proteinas com diferentes concentragdes entre as réplicas analisadas. Essa distribui¢ao agrupou
as réplicas em trés classes distintas, coincidindo com os grupos que foram comparados. Isso
demonstra que realmente hé diferenca nos perfis proteicos do plasma seminal entre os grupos
e que o processamento das amostras foi bem executado ja que nao houve dispersdo de nenhuma

réplica.
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Figura 3. Analise de Componentes Principais (PC), distribuicao das réplicas das amostras dos animais

dos grupos A, Be C.

Para identificagdo de proteinas diferencialmente expressas (DEP), os grupos foram
contrastados da seguinte forma: A vs B, A vs C e B vs C, de acordo com a quantificacdo da
abundancia relativas das proteinas (Label-free proteomics, emPAI). Dessa forma foi detectado
no plasma seminal dos touros 6 DEP entre A e B, e 4 DEP entre B e C. Porém nao foi detectada
nenhuma proteina diferencialmente expressa entre A e C.

Como mostrado na figura 4, entre A e B, primeira e Ultima coleta dos animais em
repouso sexual trés proteinas (ALBU, NPC2, Z13) foram mais abundantes grupo A e trés
(SPADI1, CCL2, FIN1Z8) mais abundantes no grupo B. Entre B e C, as proteinas Q4R0H?2,
SPADI, foram mais abundantes no grupo C, e NPC2 e Z13 no grupo B.

A Chemokine Ligand-2 (CCL2) também conhecida como Monocyte chemoattractant
protein 1 (MPC-1) pertence a familia das quimiocinas, sdo proteina de baixo peso molecular (8
a 10kDa) (DAS e YAN, 2007). As proteinas dessa familia sio mais conhecidas como agentes

pro-inflamatérios, pois recrutam tipos especificos de leucécitos (ALAM et al., 1993).
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Figura 4. Abundancia relativa de proteinas do plasma seminal de touros Nelore entre os grupos. No
heatmap, os tons de azul representam alta abundancia de proteina e os tons de vermelho baixa
abundancia de proteinas.

Westfalewicz et al. (2019), ao comparar a qualidade do sémen criopreservado e o perfil
protéico do PS entre estagdes do ano, obteve menores resultados de motilidade e uma maior
abundancia da proteina CCL2 no verdo, e sugeriu que a atividade pro-inflamatéria dessa
proteina impactou negativamente sobre a qualidade do sémen congelado. Da mesma forma,
Dietrich et al. (2017) observou que elevadas concentragdes de proteinas relacionadas a resposta
inflamatoéria no trato reprodutivo de carpas, estando relacionadas com baixa congelabilidade do
sémen.

Entretanto o mecanismo de como essas substincias afetam a congelabilidade dos
gametas, a localizacdo e o significado funcional dessas quimiocinas na fisiologia do
espermatozoide ¢ mal compreendida.

Por outro lado, a CCL2 quando ligado ao seu receptor CCR2 (receptor de chemokine
Ligand-2), também provoca influxo de célcio intracelular (ROLLINS et al., 1991). Vérios
estudos mostram que processos fisiologicos estao estreitamente relacionados com alteracdes na
concentra¢do de Ca*" no espermatozoide (MARQUEZ et al., 2007; Chung et al., 2014) entre
eles a motilidade espermatica sendo o Ca*" o principal elemento nessa atividade (DARSZON

etal., 1999).
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Além disso a presenca de CCR (receptor de chemokine Ligand) ja foi detectada em
espermatozoides de humano e ratos e segundo Caballero-Campo et al. (2014) esses receptores
tem fungdes através da ativacao/desativacao na motilidade espermatica e agem na quimiotaxia
no trato reprodutivo masculino e feminino.

A maior abundancia da CCL2 no grupo B em relagdo ao grupo A, talvez seja um dos
fatores responsaveis pelo aumento da motilidade espermatica no grupo B. J& que a CCL2
estimula o influxo de calcio para o interior da célula e esse influxo faz parte do mecanismo que
induz a motilidade espermatica. Possivelmente pela maior necessidade de sinalizagdo celular
para o acionar o mecanismo de motilidade dos espermatozoides nos animais em repouso sexual,
houve um aumento gradual da expressdo da CCL2, ja que esses animais apresentavam
inicialmente, alta porcentagem de espermatozoides imoveis, funcionando como feedback
positivo nesses animais.

No espermatozoide, o Ca*" é transportado via canais de Ca, dos trés existentes no gameta
masculino, o chamado Catsper, ¢ expresso exclusivamente nos espermatozoides e ¢ responsavel
por promover a motilidade espermatica (SUN et al., 2017).

A CCL2 tem sido pouco estudada em relagdao ao seu efeito no plasma seminal. Além
disso, todas as fun¢des relatadas como sinalizacdo celular, transporte molecular, metabolismo
de minerais e vitaminas, lipidios, homeostasia celular (fun¢do e manutencao celular), influxo
de calcio, transporte celular, efluxo de colesterol, e evidéncias de que essas quimiocinas sao
expressas tanto no trato masculino como no feminino dificultam a interpretagdao e conclusao
dos resultados.

Muitas quimiocinas se ligam a multiplos receptores e a maioria dos receptores se ligam
a multiplas quimiocinas, sugerindo a possibilidade de redundancia funcional. Entretanto
existem evidéncias de que ha especificidade nas interagdes receptor-ligante e que diferentes
ligantes induzem diferentes sinais, havendo um controle espacial e temporal de sua expressao
(ZLOTNIK e YOSHIE, 2000; GALANDRIN et al., 2008).

Nesse sentido, isso parece explicar o comportamento semelhante da proteina CCL2 com
a FIN1Z8 (Pancreatic adenocarcinoma upregulated factor-like) entre o grupo A e B. Isso
devido ao fato de que a superexpressdao da FINIZ8 aumenta a expressdo do receptor de
quimiocinas CXC tipo 4 (CXCR4) (LEE et al., 2010) que ¢ da mesma familia dos CCR2,
portanto, assim como a CCL2, a FIN1Z8 aparece em maior abundancia no grupo com melhor
motilidade espermatica. Ainda que de forma indireta, a maior presenca da FIN1Z8, pode ter
aumentado o nimero de receptores para a CCL2, aumentando assim sua fun¢do biologica e

influenciando na maior motilidade espermatica do grupo B.
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Apesar de haver raras descrigdes da fun¢do da FIN1Z8 na literatura associada com a
fertilidade, sua maior abundancia no PS de cordeiros esté significativamente associada a melhor
congelabidade do s€émen de carneiros (SOLEILHAVOUP et al., 2014).

A proteina FINIZ8 (Pancreatic adenocarcinoma upregulated factor-like), ¢ uma
proteina associada ao cancer de pancreas, e acredita-se que ela seja responsavel pelo processo
de progressao e metéstase desse tumor. Embora ndo tenha o mecanismo de atuagao esclarecido,
contribui através da proliferagdo celular, modulagao da adesdo, migragdao e invasao celular
(LEE et al., 2010; KIM et al., 2014).

A SPADHI (Spermadhesin-1), apesar de nao ter apresentado um resultado homogéneo
como as outras DEPs entre as réplicas do mesmo grupo, foi encontrada de forma mais
abundante no Grupo B do que no grupo A. Essa proteina estd envolvida no processo biologico
da fertilizagdo, tem papel de regular do metabolismo espermatico e de protegdo da membrana
espermatica do dano oxidativo (SCHONECK et al., 1996). Além disso, possivelmente evita a
reacdo prematura do acrossoma (TOPFER-PETERSEN et al., 1998) pois sua ligacdo ao
espermatozoide se restringe ao acrossoma e se perde apos a capacitacao (DOSTALOVA et al.,
1994).

A presenga da SPADHI no PS de touros foi positivamente associada com a
congelabilidade dos espermatozoides e a sua fertilidade (JOBIM et al, 2004;
KASIMANICKAM et al., 2018).

Na primeira amostra de s€émen colhida (grupo A), a motilidade espermatica foi muito
baixa (28%) e foi aumentando gradualmente até atingir média de 70% nas amostras do grupo
B. O aumento da expressao da SPADH1 pode ter sido em reposta a essa melhora da motilidade
espermatica. De forma que, o aumento gradual da motilidade dos espermatozoides, também
significa aumento do seu metabolismo, isso gera maiores quantidades de ROS no PS. Além
disso, também pode estar relacionada ao aumento simultaneo da CCL2, que apesar de ser
importante na motilidade via influxo de Ca?+, esse ion também ¢ regula a capacitacdo do
espermatozoide. Essa modificagdo do metabolismo dos espermatozoides, demanda maior
funcdo de prote¢ao da SPADH1 para o gameta masculino e seu acrossoma.

Ainda em relacdo a SPADHI, ao se comparar o grupo B com grupo C, a abundancia
dessa proteina foi maior no grupo B. A menor expressao da SPADHI1 nos touros controle,
aparentemente indica que o PS destes animais seja um meio mais equilibrado bioquimicamente
no que diz respeito as reagdes de oxidacao, ja que a motilidade espermadtica € satisfatoria (90%)

e tende a se manter constante (em animais controle foi colhida apenas uma amostra de s€émen).
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Assim, Menezes et al. (2017), encontrou relagdo inversa entre a SPADH1 com o vigor
espermatico de s€émen fresco e a motilidade de sémen criopreservado.

Além disso, a CCL2 nao foi uma DEP nessa comparacao (B vs C), fato que corrobora
com a hipdtese de que ela poderia estar induzindo a capacitagdo nos espermatozoides do grupo
B, fazendo com que a SPADHI se desacople do acrossoma migrando para o PS.

Tudo isso, também pode ser aplicado a espermadesina 2 (SPADH2 ou Q4R0H2), ja que
entre o grupo B e o grupo C, se comportou de forma similar 8 SPADH 1, encontrando-se mais
abundante no grupo dos animais controle.

A espermadesina Z13 se liga a superficie do espermatozoide (TOPFER-PETERSEN et
al., 1998) e tem sido relatada como um fator anti-fertilidade (KILLIAN et al., 1993) pelo fato
de altas concentragdes dessa proteina afetar a qualidade espermatica (SARSAIFI et al., 2015),
estando inversamente relacionada com a fertilidade de touros (MOURA et al., 2006). No
entanto, em condi¢des in vitro em concentragdes médias hd efeitos positivos sobre os
espermatozoides bovinos, porém em niveis elevados pode inibir a motilidade dos
espermatozoides e a atividade mitocondrial (SCHONECH et al.,, 1996 citado por
KASIMANICKAM et al., 2019).

Moura et al. (2006) sugeriram que essa baixa fertilidade pode ser atribuida a habilidade
da espermadesina em alterar aspectos da motilidade do espermatozoide, mas também
acreditavam que o modo como influénciam na motilidade ¢ dose-dependente.

No contraste A vs B, houve maior abundancia na expressao da espermadesina 13 no
grupo A. A maior abundancia dessa proteina no grupo A em relagao ao B, parece ter impactando
negativamente sobre a motilidade dos espermatozoides, fazendo com que essa fosse menor em
A.

Complementarmente em B vs C, a expressao da Z13, foi menor em B e maior em C.
Corroborando com a teoria de Moura et al. (2006) de que o mecanismo pelo qual as
espermadesinas atuam sobre os espermatozoides ¢ dose-dependente. E no caso do grupo C, a
maior abundéancia da Z13 ndo interferiu negativamente na motilidade. Assim, a Z13 foi
positivamente associada a fertilidade de touros (MENEZES et al., 2017), com a motilidade
espermatica e ao vigor de espermatozoides criopreservados (SOMASHEKAR et al., 2017).

A proteina Transportador intracelular de colesterol 2 (NPC2) tem papel fundamental na
regulagdo do transporte de colesterol intracelular e homeostase e foi detectada em varios tecidos
diferentes ou fluidos secretados, como leite, bile e plasma, indicando amplo significado

biologico e extracelular. Entretanto a participagdo da NPC2 na homeostase do colesterol in vivo
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e suas func¢des no plasma ainda ndo foram descobertas e existem poucos dados publicados a
respeito dessa proteina (KLEIN et al., 2006; XU et al., 2019)

Considera-se que a NPC2 ¢ uma das proteinas com maior afinidade ao colesterol
(MANASKOVA-POSTLEROVA et al., 2011), estando intimamente relacionada com a
estrutura lipidica da membrana plasmatica, e ¢ a mais secretada no epididimo de humanos
(OKAMURA et al., 1999). LEGARE et al. (2006) também relatou secre¢ao pelas vesiculas
seminais, prostata e ducto deferente.

Altos niveis dessa proteina no plasma seminal foram relacionados a alta taxa de
colesterol na membrana espermatica pois ela se liga mais eficientemente nos espermatozoides
com maior teor de colesterol (LEGARE et al., 2006). Esse fato sugere uma maior prote¢ao do
espermatozoide durante o congelamento/descongelamento do sémen e, portanto, melhor
congelabilidade em animais com maiores concentracdes de NPC2 no os. Além disso, quando
espermatozoides foram incubados em PS rico em NPC2, essa proteina se aderiu ao
espermatozoide, diminuindo sua concentragdo no meio (VALENCIA et al., 2017).

Em nosso trabalho entre os grupos A e B, maior expressao da NPC2 foram detectadas
no grupo A. Portanto acreditamos que a menor abundancia dessa proteina no grupo B seja
devido a ligacdo da mesma nos espermatozoides, assim como nos trabalhos de VALENCIA et
al. (2017).

J& na comparacao dos grupos B vc C, a maior abundancia no grupo B corrobora os
resultados de LEGARE et al. (2006), que ao compararem a abundancia da NPC2 no PS de
homens vasectomizados e férteis, apesar dos resultados terem apresentado grande variagao
individual, essa proteina foi aproximadamente 40% menor nos individuos que tinham obstrugao
do vaso deferente acumulando espermatozoides. Esses autores ainda sugerem que, em
individuos vasectomizados hd um “down-regulation” da expressdo da NPC2 que afeta o
processo normal de maturacdo dos espermatozoides, aumenta o colesterol nessas células e
diminui a motilidade espermatica.

Houve diferenca de abundancia entre dos grupos A e B, sendo maior no primeiro grupo.
Entretanto, ao se analisar o heat map (figura 3 a) isso parece ter sido efeito de apenas em uma
réplica (A1) do grupo A, que foi responsavel por aumentar a média da abundancia relativa neste
grupo.

A ALBU ¢ uma proteina multifuncional, e estd envolvida em varios aspectos da
homeostase do PS, da qualidade de s€émen (ELZANATY et al., 2007), o metabolismo de
lipideos e da resposta inflamatéria (WESTFALEWICZ et al., 2007).
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A diminui¢do dessa proteina no plasma seminal do grupo A para o grupo B, assim como

relatado por Byrne et al. (2012) e Westfalewicz et al. (2007) pode significar que a ALB foi
adsorvida pelos espermatozoides, ¢ detectada em menor quantidade no PS.
Lindholmer et al. (1974) verificaram uma significativa correlagdo positiva entre a ALB ¢ a
concentragdo espermadtica, porém nao encontraram correlacdo com a motilidade espermatica.
Isso coincide com nossos achados pois, houve maior abundancia de ALB no grupo A, que sdo
amostras dos animais em repouso sexual colhidas no primeiro tempo e, portanto, mais
concentradas (BARTH, 2007).

Elzanaty et al. (2007) também encontraram correlagdo positiva entre a ALBU e o tempo
de abstinéncia sexual em humanos, que pode ser explicada pela constatagcdo de que a atividade
secretora do epididimo e da préstata aumentam com um periodo mais longo de abstinéncia
sexual (COOPER et al., 1993; ELZANATY et al., 2005).

Entretanto a ALB tem capacidade de se ligar aos radicais livres, protegendo os
espermatozoides da peroxidacao lipidica. E de acordo com Kasimanickam et al. (2019) a baixa
expressao de ALB no PS foi apontada como causa do aumento da producdo de ROS,

contribuindo para a baixa qualidade seminal e baixa congelabilidade de espermatozoides.

4. CONCLUSAO
- Este € o primeiro trabalho a realizar anélise protedmica do plasma seminal de animais em

repouso sexual.

- O Repouso sexual em touros Nelore ndo afetou os padrdes de morfologia espermatica em

touros selecionados geneticamente.

- O plasma seminal dos animais em repouso sexual apresenta perfis protedmicos diferentes

em relacdo ao tempo de coleta em relagdo aos animais ndo acometidos por essa condi¢ao.

- O efeito das proteinas do plasma seminal sobre os espermatozoides depende nao somente da

presenca ou auséncia, mas também da abundancia em que ela ¢ secretada.

-A interpretacdo dos resultados das andlises protedmicas associados ao metabolismo
espermatico ¢ de dificil interpretagdo devido a discrepancias nos estudos em relagdo a

identificacdo de proteinas e sua associacao com a qualidade espermatica.
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-As diferencas nos perfis de proteinas observadas no presente estudo em comparacdo com
outros estudos podem ser devidas a variagdo nas espécies, protocolos de digestao usados para
extracdo de proteina espermatica e a otimizagdao dos parametros de identificagdo de proteinas

por espectrometria de massa.
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CAPITULO 2

PARAMETROS REPRODUTIVOS E CONGELABILIDADE DO SEMEN DE TOUROS
3/4 E 5/8 HOLANDES X GIR

1. INTRODUCAO

O potencial da pecudria brasileira ainda se mostra muito grande diante do mercado
consumidor brasileiro ¢ mundial. De acordo com a Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Alimentacdo e a Agricultura FAO (2018) a populagdo humana mundial estd estimada em 20
bilhdes de habitantes pra o ano de 2050. Atualmente o Brasil possui o segundo maior rebanho
comercial do mundo, perdendo somente para os Estados Unidos da América e ¢ o maior
produtor de carne bovina do mundo e entre os maiores paises produtores de leite.

O rebanho comercial ¢ constituido em sua maioria por racas de origem indiana ou
zebuinas, racas que apresentam menor producao de leite/lactagcdo/animal quando comparada as
ragas de origem taurina, principalmente as ragas Holandesa, Jersey e Pardo Suiga. No entanto,
essas ragas, predominantemente de origem do hemisfério norte, onde a condi¢des de
temperatura sao muito favoraveis as condigdes fisiologicas dos animais (homeostasia) quando
comparadas as condic¢odes climaticas dos paises do Hemisfério Sul cuja maioria das regides nao
oferecem condi¢des climaticas favoraveis para propiciarem condigdes de conforto para os
animais, tornando-os menos produtivos, mesmo para as ragas mais produtivas. Demonstrando
assim, o efeito ambiental sobre a fisiologia desses animais (FACANHA et al., 2013).

Em paises tropicais, a temperatura ¢ a umidade relativa do ar s3o muito mais elevadas
que em paises de clima temperado, de modo que o manejo para as ragas leiteiras de origem de
clima temperado exigem dos produtores o uso de técnicas de manejo e alimentacdo mais
dispendiosas e muitas vezes ndo atendem as necessidades fisioldgicas para que o animal atinja
seu potencial produtivo, ficando muito aquém do desejado, além de apresentarem vida
produtiva e reprodutiva abaixo dos indices alcancadas pelos animais criados em regides de
clima temperado (COLLIER et al., 2006; DAS et al., 2016).

Diante deste quadro, muitos criadores brasileiros passaram a desenvolver plantéis de
bovino para aptiddo leiteira com ragas zebuinas, inicialmente com animais da raca Nelore,
Indubrasil, Gir, Guzera e Sindi, sendo que a primeira atualmente possui aptiddo somente para
producdo de carne. Contudo, apesar de haver grandes plantéis dessas ragas em diferentes
regides do no Brasil, a produg@o desses animais se mostra muito abaixo daquelas apresentadas

pelas ragas de origem taurina, provavelmente pela falta de programa de selecdo para leite em
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tempos iniciais da criacdo desses rebanhos. Atualmente ha programas de sele¢do, ndo somente
baseados em morfologia, mas também empregando as caracteristicas de produgdo, Os
programas de melhoramentos, embora recentes, ja demonstram resultados no progresso
genético dos rebanhos, apesar de serem pouco expressivos (FACO et al., 2002)

Neste contexto, uma das grandes alternativas surgidas entre os criadores de rebanho
leiteiro foi o cruzamento entre as racas de aptiddo leiteira de origem taurina com as ragas
zebuinas, principalmente as racas Gir (Girolando) e Guzerd (Guzolando). Dentre esses
cruzamentos o Girolando se destaca, sendo a raca a mais difundida no Brasil e apresentando
satisfatoria producdo de leite, com manejo mais acessiveis aos produtores, vida produtiva e
reprodutiva mais longeva e melhor adaptabilidade ao clima tropical em relacdo as ragas taurinas
puras e outros cruzamentos praticados nas condigdes climaticas do Brasil (LIMA et al., 2013).

No Brasil 70% da producao de leite ¢ oriunda de ragas mesticas Holandés-Zebu
(EMBRAPA, 2003) nio considerando os rebanhos que ndo sdo controlados pela Associagdao
Brasileira de Criadores de Girolando. Em sua maioria, o cruzamento praticado para a obtencao
do Girolando ¢ feito com uso de s€émen de reprodutores da raga Holandesa em fémeas da raga
Gir e em fémeas Holandés x Gir, exigindo assim o emprego da inseminagdo artificial e
infraestrutura para sua implantacdo, o que dificultava a maior difusdo da raga pelo pais junto
aos pequenos produtores. Contudo, ha algumas décadas, com a implanta¢ao de plataforma de
acdo de difusdo da raga, a Associagdo Brasileira de Criadores de Girolando, vem orientando os
produtores na selecao de reprodutores da raga Girolando para uso em manejo de monta natural
ou como doadores de sémen em Centrais de Inseminagdo. Isso possibilitou o cruzamento entre
animais Girolando ou mesmo a obten¢do de animais Girolando, diminuindo a necessidade do
uso de sémen ou reprodutor da raca Holandesa quando para uso em rabanhos da raga Gir ou
mesticos Holandés x Gir, ou uso de reprodutor da raca Gir para uso em rebanho de vacas
Holandesas e mestigas Gir x Holandés (SILVA, et al. 2019;CANAZA-CAYO et al., 2014).

Desde modo, no programa de Melhoramento Genético tem-se dado énfase as
caracteristicas genealogicas, produtivas e reprodutivas do rebanho e dos potenciais reprodutores
a serem comercializados. Para tanto a Associagao Brasileira de Criadores de Girolando, possui
parceria com a EMBRAPA Gado de leite e a Universidade Federal de Vigosa - UFV, as quais
sdo responsaveis, respectivamente, pela Selecdo Genética das matrizes e dos reprodutores.
Apbs a selecdo genética, os reprodutores passam por diversas avaliacdes androldgicas
(doadores de sémen e para uso em monta natural), comportamentais e de congelabilidade de

sémen para serem aprovados como doadores de sémen (GONCALVES et al., 2019).
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Estudos anteriores tém demonstrado grande variacdo nos parametros reprodutivos
(maturidade sexual, qualidade seminal, congelabilidade e principalmente sobre a longevidade
dos animais na produgdo de sémen) o que tem induzido a implantacdo de maior rigor no
processo de selecdo desses animais (BRUSHI, 1997, GUIMARAES, 1997, GUIMARAES,
2005). No entanto, esses estudos tiveram como objetivo avaliar o efeito ou a relagdo dos graus
de sangue com as caracteristicas produtivas, reprodutivas e congelabilidade do sémen.

Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar a caracteristicas seminais e as biometrias
dos 6rgaos genitais de dois grupamentos genéticos da raca Girolando e verificar sua relagdo

com a congelabilidade do s€émen em um programa de selecdo de touros da raga Girolando.

2. MATERIAL E METODOS

Os animais do presente estudo foram manejados de acordo com as normas de conduta
preconizadas pelo CONCEA para uso de animais em ensino, pesquisa e extensao, e foram
aprovadas pela Comissio de Etica para Uso de Animais — CEUA da Universidade Federal de

Vicosa - UFV, processo n. 89/2017, em 23 de margo de 2018.
2.1. Local, animais e manejo

Este experimento foi conduzido em uma unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo do
Instituto Federal do Triangulo Mineiro, situada no municipio de Uberaba — MG, coordenadas
geograficas de 19°39°17.1” na latitude e 47°57°41,4” de longitude, em colaboragdo dos
profissionais da Associagdo Brasileira dos Criadores de Girolando -GIROLANDO. O total de
88 reprodutores foram manejados extensivamente em piquetes de Urochloa brizantha , com sal
mineral e dgua fornecidos ad libitum. Submetidos ao manejo sanitdrio e antiparasitario de

acordo com manejo empregado na unidade.

2.2. Mensuragdes biométricas dos orgaos genitais

Apo6s contengdo individual dos animais em tronco de contensdo apropriado (modelo
Aracatuba), foram realizadas mensuracdes testiculares. As mensuragdes do comprimento e
largura testicular foram obtidas com auxilio de paquimetro, sendo o comprimento mensurado
no sentido mais longo da gonada (dorso-ventral), incluindo a cabega e excluindo a cauda do
epididimo, e a largura, na regido mais larga da gonada, no sentido latero-medial, utilizando

como referéncia o corpo do animal. O perimetro escrotal foi obtido com auxilio de fita métrica,
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apos leve tracionamento ventro-caudal das gonadas e na regido mais larga do escroto e a
consisténcia testicular foi classificada de 1 (consisténcia firme) a 5 (consisténcia muito flacida).
Posteriormente, realizou-se a palpacdo no intuito de verificar consisténcia, comprimento e

largura das glandulas vesiculares (VASCONCELOS, 2001).
2.3. Coletas e avalicoes dos ejaculados

Todos os touros foram submetidos a coleta de sémen pelo método de eletroejaculagao
avaliando-se os aspectos fisicos do ejaculado e a morfologia espermatica (Vasconcelos, 2003;
Siqueira, 2012).

ApOs a coleta foi realizada a avaliacao das caracteristicas fisicas do sémen, avaliando-
se o turbilhonamento (movimento em massa dos espermatozoides) em uma gota de 10 puL sobre
uma lamina pré-aquecida, numa escala de 0 a 5, em microscopia Optica convencional em
aumento de 100 x. Para analise da motilidade e do vigor espermatico, uma aliquota de sémen
(10 puL) foi colocada entre lamina e laminula (pré-aquecidas em mesa térmica a 37 °C) e
analisada em microscopia Optica convencional com aumento de 100 x, sendo observados
minimos de quatro campos. A motilidade espermadtica foi avaliada de 0-100 % e o vigor
espermatico em escala de 0 a 5.

Para a analise morfologica dos espermatozoides, uma aliquota de sémen foi diluida em
1 mL de solugdo formol salina tamponada (Hancoch, 1957). As patologias foram avaliadas em
preparacao umida, entre ldmina e laminula em aumento de 1000 x sob imersdo e avaliada por
microscopia de contraste de fase. Em cada preparagdo foram contabilizadas 200 células, e se
determinou a percentagem de espermatozoides com defeitos de acrossoma, cabeca, peca
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
Reprodu¢ao Animal (CBRA, 2013).Apds a avaliagdo andrologica, somente os touros aprovados
foram submetidos ao teste de congelabilidade, sendo os demais descartados como reprodutores
de forma definitiva, por tratar-se de um quadro espermatico com indices elevados de patologias
espermaticas ou alguma alteracdo adquirida e irreversivel nos 6rgdos genitais, tais como

calcificacdo testicular, assimetria testicular adquirida por atrofia, hidrocele.

2.4. Congelamento de sémen e analise do sémen pos-descongelamento
No total de 76 touros (76/88; 86,36 %) foram submetidos ao teste de congelabilidade do
sémen, sendo 41 touros 3/4 (Holandés x Gir) e 35 touros 5/8 com idade variando de 15 a 36

meses e peso corporal entre 400 a 600 kg.
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Ap6s a contencdo em tronco apropriado e a higienizag¢do prepucial com trés lavados
com solug¢do de Kilol a 2 % (Quinabra®), os animais foram submetidos a coleta de s€émen pelo
método de eletroejaculagdo. Apds a coleta, avaliou-se os aspectos fisicos do sé€men
(turbilhonamento, motilidade espermatica, vigor espermatica (como descrito no item 2.3) e
concentragdo espermatica por mL e por ejaculado, sendo efetuado com auxilio de uma camera
de Neubauer e a diluicdo do sémen na propor¢do de 1:100). Posteriormente, efetuou-se a
diluicao do s€émen em meio de congelamento (Botu-Bov®; Botupharma) de modo a obter uma
concentragio de 30 x 10° de espermatozoides por dose. Um total de 10 doses foram
criopreservadas por touro.

Apo6s a diluicdo, o sémen diluido foi envasado em palhetas finas modelo francés
(IMV®) e condicionadas na plataforma de congelamento da maquina de criopreservagao
(NEOVET MOD. CRYOGEN HSE®) e submetida a curva de resfriamento a -0,7 °C por minuto
e posterior estabilizagdo por quatro horas a 4 °C e posterior congelamento até -146 °C.
Posteriormente as palhetas foram raqueadas e estocadas em botijao de nitrogénio liquido a -196
°C até o dia das anélises.

As doses de sémen foram descongeladas em agua a 37 °C por periodo minimo de 20
segundos, sendo avaliado quanto a motilidade espermadtica e o vigor espermatico com mesmo
procedimento adotado para avaliagdo do sémen pds coleta. As doses de sémen foram
consideradas aprovadas quanto se verificou no minimo de 30 % de motilidade espermatica
progressiva retilinea e vigor espermatico de 3, de acordo com o preconizado pelo Colégio

Brasileiro de Reproducao Animal (2013).

2.5. Avaliagao ultrassonografica

Para as andlises ultrassonograficas foi utilizado o aparelho de ultrassom (modelo 2200,
Mindray®), com transdutor linear transretal. Os animais foram submetidos a avaliagdes do
parénquima testicular com o transdutor de frequéncia de 7,5 MHz, sendo realizada uma imagem
de cada testiculo no plano longitudinal-lateral, com a probe paralela ao eixo maior do testiculo.

Os valores de escala de cinza foram determinados a partir das imagens
ultrassonograficas do parénquima testicular. A amplitude total da escala de cinza foi definida
por valores numéricos de 0 (zero) a 255, em que o valor 0 representou a cor preta (anecdica) e
o valor 255 representou o branco (hiperecoica) (MANRIQUE AYALA, 2011). A avaliagdo das
imagens foi realizada utilizando o software ImagelJ versao 1.52a (National Intitutes of Health,

EUA). A média das escalas de cinza de cada testiculo foi calculada a partir de cinco campos de
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1264 pixels, selecionados aleatoriamente dentro do parénquima testicular (Figura 1). A escala

de cinza por animal foi obtida pela média dos dois testiculos.

FIGURA 1: Esquematizagdo da selecdo aleatoria de cinco campos com area de 1264 pixels cada, no
parénquima testicular de touros da raga Girolando.

2.6. Analises estatisticas

Para andlise dos dados foi utilizado o Statistical Analysis System (SAS, 2002). As
variaveis quantitativas foram submetidas aos testes de Kolmogorov-Smirnov e de Bartlett para
verificacdo de normalidade dos erros e homogeneidade de variancias, respectivamente. Os
dados de motilidade espermatica foram submetidos a transformagéo angular (Y’ = arcsenVY),
os dados de defeitos espermaticos de cabeca e defeitos espermaticos menores foram submetidos
a transformacdo inversa da raiz quadrada (Y' =1/4/Y +0.5), e os dados de defeitos
espermaticos de peca intermediaria e defeitos espermaticos totais foram submetidos a
transformacio raiz quadrada (Y’ = VY + 0.5).

Os dados foram avaliados em modelos lineares mistos (MIXED procedure) com
medidas repetidas no tempo (Littell et al., 2006) de acordo com o modelo:

Y=Xf+Zv+e
Em que: »,Y; € o vetor das observagdes; .X,+; € a matriz de incidéncia dos efeitos fixos (grau de
sangue e idade); »+11 € o vetor de efeitos fixos desconhecidos; »Z; ¢ a matriz de incidéncia dos

efeitos aleatorios (coleta, valor genético da mae e habilidade predita de transmissao do pai); 4v;
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¢ o vetor de efeitos aleatorios desconhecidos; »e; € o vetor de erros aleatérios. Em que n € o
nimero de observagdes, p ¢ o nimero de pardmetros € g ¢ o niimero de efeitos aleatorios.
Assumiu-se que os efeitos aleatorios e os erros tiveram distribuicao normal com média zero e
foram nao correlacionados.

As relagdes entre as variaveis foram avaliadas pela correlacdo simples de Pearson
(CORR procedure).

Os dados de vigor espermatico e turbilhonamento (movimento em massa) foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis (NPARIWAY procedure). Os dados de aspecto seminal
em cada grau de sangue foram arranjados em tabelas de contingéncia e analisados pelo teste de
Freeman-Halton (FREQ procedure). O nivel de significancia adotado foi o = 0,05.

O efeito das variaveis em estudo sobre a probabilidade de aprovacao do touro baseado
na motilidade espermatica pos-descongelamento (> 30 %) foi avaliado por regressao logistica
univariada (LOGISTIC procedure). As variaveis foram consideradas significativas quando
p<0,10. A associagdo entre as probabilidades preditas e as respostas observadas foi avaliada

pela area sob a curva ROC (receiver operator characteristic; c; Hosmer e Lemeshow, 2000).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Nas analises dos parametros biométricos dos testiculos e desenvolvimento corporal

(tabela 1) ndo se observou nenhuma diferencga entre os valores médios obtidos para os animais
dos genotipos 3/4 e 5/8 Holandés x Gir (p>0,05), demostrando assim que nao ha influéncia do
genotipo sobre o desenvolvimento das gonadas e desenvolvimento corporal. Desde modo, ao
se avaliar as mensuracOes testiculares em animais da raga Girolando, se deve ter como
referéncia os valores preconizados para animais das racas taurinas (CBRA, 2013).

Nao havendo diferenga entre os valores médios para ambos gendtipos estudados, os
dados biométricos foram analisados conjuntamente para avaliar seu comportamento em fungao
da idade. Nas figuras 2, 3, 4, 5 e 6 sao demonstrados os comportamentos dos parametros
biométricos testiculares e de desenvolvimento corporal, onde se verificou para todos os
parametros, o comportamento linear para o intervalo das faixas etarias avaliadas.

Em todos os parametros, exceto para o peso corporal, foi observado grande dispersao
dos valores em relagdo a reta (com valores de R? entre 0,29 e 0,33), provavelmente em fungio
do pequeno niimero de animais utilizados neste experimento, além dos estudos anteriores
demostrarem que o desenvolvimento gonadal e corporal ocorrerem até os seis ou sete anos de
idade ( PENITENTE-FILHO et al. 2018), de modo que no presente estudo, pequeno percentual

de animais apresentaram idades proximas a seis anos.



TABELA 1: Peso corporal, biometrias testiculares, vesiculas seminais e nimero de pixels em escala

47

de cinza do parénquima testicular de touros da raca Girolando, de acordo com o grau de sangue 3/4 ¢

5/8 Holandés x Gir, criados em regime extensivo

Variaveis 3/4 5/8 P-valor
Peso corporal (kg) 611,1 +£16,7 589,7+ 17,1 0,3772
Perimetro escrotal (cm) 36,3 +0,5 37,1 +£0,6 0,2612
Comprimento testicular (cm) 12,8 £0,2 13,3+0,2 0,0596
Largura testicular (cm) 7,1 £0,1 7,2+0,1 0,3398
Razio testicular ! 0,555 £ 0,005 0,547 + 0,006 0,2790
Volume testicular (cm?) 701,2 +31,2 765,5+32,4 0,1466
Escala de cinza 57,3+1,8 61,1+1,9 0,1260
Comp. Vesicula seminal (cm) 10,1 £0,2 9,9+0,3 0,7623
Larg. Vesicula seminal (cm) 2,2+0,05 2,1 £0,06 0,7450

! Razdo entre largura e comprimento testiculares, Comp.: comprimento testicular; Larg.: largura

testicular.
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FIGURA 2: Peso corporal de touros da raga Girolando (3/4 ¢ 5/8 Holandés x Gir), criados em regime

extensivo

Peso = 363,58 + 0,2478 x Idade; R*>=0,63; P < 0,0001
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FIGURA 3: Perimetro escrotal (PE) de touros da raca Girolando (3/4 ¢ 5/8 Holandés x Gir),
criados em regime extensivo
PE = 33,9595 + 0,003604 X Idade; R*>=0,31; P < 0,0001
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FIGURA 4: Comprimento testicular (CT) de touros da raca Girolando (3/4 e 5/8 Holandés x
Gir), criados em regime extensivo
CT = 11,4618 + 0,00211 x Idade; R*=0,29; P < 0,0001
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FIGURA 5: Largura testicular (LT) de touros da raca Girolando (3/4 e 5/8 Holandés x Gir),
criados em regime extensivo
LT = 5,5409 + 0,0019 x Idade; R*> = 0,30; P < 0,0001
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FIGURA 6: Volume testicular (VT) de touros da raga Girolando (3/4 ¢ 5/8 Holandés x Gir),
criados em regime extensivo
VT = 428,18 + 0,3852 X Idade; R?> = 0,33; P < 0,0001

Com relagdo as correlagdes entre parametros biométricos testiculares e de peso corporal,
verificou-se os parametros biométricos estao altamente correlacionados entre si (tabela 2).
Embora ndo tenham sido analisadas as correlagdes genéticas destes parametros, os valores
obtidos de correlagdes de Person indicam que ¢ possivel a selecdo para todos os parametros
biométricos estudados, utilizando somente para a formagao de banco de dados e selecdo de um

animal melhorador. Corroborando assim com os programas de Sele¢ao de Reprodutores atuais,
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no qual empregam o perimetro escrotal como pardmetro reprodutivo no modelo de avaliagdo
(SCHMIDT et al., 2019).

No presente estudo, corroborando com estudos anteriores, ndo se verificou correlagdao
da razdo testicular e da ecogenicidade testicular com os demais parametros biométricos
testicular (PINHO et al. 2013) e corporal avaliados (tabela 2), sendo o primeiro relacionado

principalmente largura testicular e o segundo relacionado ao grau de maturidade sexual.

TABELA 2: Correlagdes Simples de Pearson das caracteristicas biométricas e escala de cinza do
parénquima testicular de touros da raga Girolando, acordo com o grau de sangue (3/4 e 5/8 Holandés x
Gir), criados em regime extensivo

Variaveis PC PE CT LT VT RT ECPT
PC 1 0,71 0,70 0,68 0,73 0,16 -0,03
PE 1 0,82 0,91 0,91 0,33 -0,06
CT 1 0,80 0,89 -0,12 0,04

LT 1 0,97 0,50 -0,06
VT 1 0,31 -0,02
RT 1 -0,16
ECPT 1

P <0,05; PC: peso corporal em kg; PE: perimetro escrotal em cm; CT: comprimento testicular em cm;
LT: largura testicular em cm; VT: volume testicular em cm?®; RT: razio testicular (LT/CT); ECPT:
escala de cinza do parénquima testicular.

Nas andlises dos parametros fisicos do s€émen fresco e pos-descongelamento (tabela 3),
nao se verificou diferengas entre os valores médios obtidos nos ejaculados dos animais 3/4 e
5/8 Holandés x Gir (p>0,05). Ao se avaliar o comportamento da motilidade espermatica em
relacdo a idade dos animais, verificou-se o comportamento linear (figura 7) porém com grande
dispersao dos valores obtidos, provavelmente em fun¢do no nimero de animais avaliados e da
permanéncia de touros classificados como inaptos a reproducao permanecerem nas analises até

o ultimo exame.
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TABELA 3: Caracteristicas fisicas e morfoldgicas do sémen de touros da raga Girolando, de acordo
com o grau de sangue ¥ e 5/8 Holandés x Gir, criados em regime extensivo

Variaveis 3/4 5/8 P-valor
Volume (ml) 44+0,2 4,1+0,2 0,2546
Motilidade (%) 68,4+ 2,0 72,5+1,9 0,4080
Vigor ! 3,0 (3,0—-3,5) 3,0 (3,0-3,5) 0,5569
Turbilhonamento ! 1,0 (0,0 —2,0) 1,0 (0,0 —2,0) 0,9543
Motilidade pos cong, (%) 40,0+ 1,2 35,8+1,1 0,2387
Defeitos maiores (%) 30,3+3,5 20,0+ 3,8 0,0465
Defeitos menores (%) 4,8+0,8 4,6 +04 0,7537
Defeitos totais (%) 33,3+2,3 234 +£2,1 0,0282
Defeitos de acrossoma (%) 6,1 £0,9 51+£1,0 0,3998
Defeitos de cabega (%) 6,009 4,0£0,7 0,0195
Defeitos de PI (%) 2,1+0,31 1,5+0,27 0,1144
Defeitos de cauda (%) 7,7+0,7 6,0+0,7 0,0824
Gota proximal (%) 3,7+0,8 29+0,9 0,4992

! Mediana (primeiro e terceiro quartis), teste de Kruskal-Wallis, cong,: congelamento; PI: peca
intermedidaria.

Com relagdo aos aspectos do sémen, foram registrados a maior frequéncia de ejaculados
com aspectos leitoso, seguidos pelos aspectos opalescentes, aquoso e cremoso (Figura 8).
Ressalta-se que ejaculados que apresentaram aspectos aquoso e opalescentes ndo foram
submetidos ao processo de congelamento, por ndo apresentarem concentragcdes espermaticas
que permitisse dilui¢do ao meio de congelamento na propor¢ao acima de 1 para 3 (1 de sémen:
2 de diluente) e uma concentragio final de 30 x 10° espermatozoides por dose.

No entanto foi verificado diferenga nos aspectos morfologicos do sémen, onde o
percentual de defeitos espermaticos maiores e totais se mostram maior em ejaculados obtidos
de touros 3/4 Holand€s x Gir (tabela 3). Porém, os valores se encontravam nos limites inferiores
aceitaveis para touros aptos a reproducao, tal como preconizados pelo Colégio Brasileiro de
Reprodugdo Animal (2013). Entre as anomalias espermaticas, os defeitos de cabeca foram os
mais frequentes nos ejaculados, e as demais anomalias espermaticas analisadas estavam
presentes em percentuais baixos e ndo diferiram entre os grupamentos genéticos estudados
(p>0,05). Os defeitos espermaticos maiores apresentaram comportamento linear inverso em
funcdo da idade (figura 9), com reducdo para indices aceitdveis para touros aprovados em

exames andrologicos. O grande grau de dispersao dos valores percentuais obtidos por touros se
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deveu a presenga consecutiva de touros classificados como inaptos a reproducdo e que até a
ultima avalia¢do andrologica do presente estudo, os mesmos se encontravam ainda inaptos a
reproducgdo, apresentando elevados percentuais de anomalias espermaticas. Assim ¢ esperado
que com o avangar da idade, as anomalias espermaticas caiam para valores baixos ou inexistam
(Guimaraes, 1993, 1997).

Os aspectos fisicos e morfologicos do sémen apresentaram baixas ou moderadas
correlagdes simples de Person com as caracteristicas biométricas testiculares, corporais e
ecogenicidade do parénquima testicular (tabela 4). Estas observagdes ressaltam a importancia
dos exames andrologicos na predicdo do potencial reprodutivo dos reprodutores (BARTH,
2018), de modo que valores elevados para biometrias testiculares e corporal ndo foram garantias
de qualidade seminal no presente estudo em touros da raga Girolando, independente do grau de

sangue %2 ou 5/8 Holandés x Gir.
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FIGURA 7: Motilidade espermatica progressiva e retilinea (%) em sémen fresco de touros da
raca Girolando (grau de sangue 3/4 e 5/8 Holandés x Gir), criados em regime extensivo

Arcsen(vVMotilidade) = 0,8483 + 0,000195 x Idade; P < 0,0340; R* = 0,01
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FIGURA 8: Aspectos fisicos do s€émen de touros da raga Girolando, acordo com o grau de
sangue (3/4 ou 5/8 Holandés x Gir), criados em regime extensivo; (P = 0,0982) pelo teste de

Freeman-Halton
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FIGURA 9: Defeitos espermaticos maiores (% DMa) de touros da raga Girolando (3/4 e 5/8
Holandés x Gir), criados em regime extensivo
DMa = 35,9603 — 0,01827 X Idade; P <0,0233; R?=0,01
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TABELA 4: Coecficientes de correlagdo simples de Pearson das caracteristicas biométricas, escala de
cinza do parénquima testicular e parametros seminais de touros da raga Girolando, acordo com o grau
de sangue (3/4 e 5/8 Holandés x Gir), criados em regime extensivo

Varidveis PC PE CT LT VT RT EC

Vol 0,19 0,13 0,11 0,13 0,12 0,07 -0,10
Mot 0,24 0,36 0,39 0,36 0,35 0,05 0,06
DMa -0,29 -0,43 -0,44 -0,41 -0,41 -0,04 0,00
DMe 0,02 0,02 -0,04 0,07 0,04 0,15 -0,04
Acr -0,26 -0,35 -0,35 -0,33 -0,35 -0,04 0,00
Cab -0,20 -0,25 -0,27 -0,21 -0,23 0,05 -0,02
PI -0,20 -0,37 -0,36 -0,37 -0,33 -0,10 -0,02
Cau -0,10 -0,17 -0,21 -0,16 -0,17 0,03 -0,07
Pro -0,14 -0,25 -0,22 -0,22 -0,22 -0,05 0,01

Mot C 0,27 0,29 0,06 0,25 0,19 0,28 -0,20

Em negrito p < 0,05; PC: peso corporal (kg); PE: perimetro escrotal (cm); CT: comprimento testicular
(cm); LT: largura testicular (cm); VT: volume testicular (cm®); RT: razdo testicular (LT/CT); EC: escala
de cinza; Vol: volume de sémen (mL); Mot: motilidade espermatica (%); DMa: defeitos maiores (%);
DMe: defeitos menores (%); Acr: defeitos de acrossoma (%); Cab: defeitos de cabega (%); PI: defeitos
de pega intermediaria (%); Cau: defeitos de cauda (%); Pro: gota citoplasmatica proximal (%); MotC:
motilidade pds congelamento (%).

Do total de touros avaliados nos exames androldgicos, 76 foram submetidos ao teste de
congelabilidade do sémen (76/88; 86,36 %) e destes, 63 animais foram aprovados (63/76; 82,89
%), indicando assim que o exame andrologico ¢ uma ferramenta determinante na selecao de
doadores de sémen, como preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reproducao (CBRA, 2013).

No presente estudo, quando os dados obtidos foram avaliados por anélise de regressao
logistica, verificou que outros pardmetros mostraram-se eficazes na selecdo dos potenciais
doadores de sémen, tais como o valor genético das maes, idade dos animais e a escala de cinza
ou ecogenicidade do parénquima testicular (tabela 5).

A ecogenicidade, quando analisada em termos de probabilidade de congelamento do
sémen avaliada com motilidade espermatica progressiva retilinea com valores superiores a 30
%, se mostrou eficaz em demonstrar que animais com maior nimero de pixels ao exame
ultrassonografico (maior ecogenicidade) tiveram menor probabilidade de congelamento do
sémen (figura 10), embora este parametro tenha apresentado baixa ou nula correlacdo com a
motilidade espermatica pds-descongelamento (tabela 4), provavelmente pelo fato de pouca
varia¢ao na motilidade pos-descongelamento. Este comportamento também foi observado para

os parametros biométricos testiculares e formato testicular (tabela 4).
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TABELA 5: Estimativas de maxima verossimilhanca ¢ area sob a curva ROC (c¢) da analise de
regressao logistica univariada usada para predizer a probabilidade de aprovagao por motilidade
espermatica (> 30 %) no teste de congelamento de s€émen de touros da raca Girolando, criados em
regime extensivo

Variavel n bo b1 p-valor c

Escala de cinza 108 5,3900 -0,0525 0,0444 0,690
Idade (dias) 148 4,7603 -0,00230 0,0390 0,656
Defeitos maiores 148 3,3560 -0,0358 0,0082 0,754
Valor genético da mae 135 -0,3182 0,00516 0,0029 0,921

N: niimero de observagdes utilizadas na analise; c: area sob a curva ROC (receiver operator
characteristic).
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FIGURA 10: Probabilidade de aprovacao por motilidade espermatica (> 30 %) no teste de

congelamento de acordo com a escala de cinza do parénquima testicular (ECPT) de touros da raca
(5,39-0,0525%EC)
e

Girolando (3/4 ¢ 5/8 Holandés x Gir), criados em regime extensivo, P = e »

4. CONCLUSAO

- Animais da raga Girolando apresentam precocidade sexual compativeis aos animais
das ragas taurinas, apresentando qualidade seminal e excelente congelabilidade do sémen;

- Apo6s a maturidade sexual o grau de sangue na composicao racial (3/4 ou 5/8
Holandés/Gir, respectivamente) ndo influencia na qualidade seminal ou na congelabilidade do
sémen de reprodutores doadores;

- Caracteristicas seminais fisicos e morfoldgicos sdo paradmetros mensuraveis e
correlacionados a congelabilidade do sémen de facil emprego e determinate na selecao de

reprodutores para uso em programa de melhoramento genético em bovinos da raga Girolando;
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- A diluicdo do sémen ao diluente de congelamento na propor¢ao de 1:3 (1 parte de
sémen e 2 partes de diluente) proporciona elevado indice de sucesso no congelamento de sémen
de reprodutores da raca Girolando;

- O exame androldgico mantém- se como a melhor ferramenta na avaliagado e selecao de

doadores de sémen.
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Anexo 1. Caracterizacdo geral de proteinas do plasma seminal de Touros Nelore.

Protein accession Protein Protein Best Peptide Sequence
Protein name molecular PI Peptide sequence identification identification coverage
numbers weight (Da) probability probability  FASTA

Clusterin CLUS BOVIN 51114,70 5.73 ASSIMDELFQDRFFLR 100,00% 97,90% 31,89%
CQEILEVDCSASNPTQTLLR 100,00% 99,70%
GSLFFNPK 100,00% 99,70%
IDSLMENDR 100,00% 99,70%
KLLLSSLEEAK 100,00% 99,70%
LYDQLLQSYQQK 100,00% 99,70%
RPQDTQYYSPFSSFPR 100,00% 99,70%
TQIEQTNEER 100,00% 99,70%
LENSFPITVTVPQEVSSPNFMENVAEK 100,00% 99,70%
ELQEMSTEGSK 100,00% 97,20%

Spermadhesin-1 SPAD1_BOVIN 15036,60 5.07 ICEGSLMDYR 100,00% 99,70% 80,60%
NTNCGGILKEESGVIATYYGPK 100,00% 99,70%
SSGSIMTVK 100,00% 99,70%
TNCVWTIQMPPEYHVR 100,00% 99,70%
VSIQYLQLNCNKESLEIIDGLPGSPVLGK 100,00% 99,70%
YIREPEHPASFYEVLYFQDPQA 100,00% 99,70%

Seminal ribonuclease RNS BOVIN 16376,60 9.32  CKPVNTFVHESLADVK 100,00% 99,40% 48,00%
ETGSSKYPNCAYK 100,00% 99,70%
HIIVACGGKPSVPVHFDASV 100,00% 98,70%
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QHMDSGNSPSSSSNYCNLMMCCR 100,00% 99,70%

Metalloproteinase

inhibitor 2 TIMP2 BOVIN 24355,23 7.44  EVDSGNDIYGNPIKR 100,00% 99,70% 40,45%
FFACIKR 100,00% 99,70%
GAAPPKQEFLDIEDP 100,00% 94,60%
IQYEIK 100,00% 96,40%
KEYLIAGK 100,00% 97,90%
RSDGSCAWYR 100,00% 98,70%
GPDQDIEFIYTAPSSAVCGVSLDIGGKK 100,00% 99,70%

Plasma serine protease

inhibitor IPSP_BOVIN 45296,80 940  AKWETSFNLK 100,00% 99,60% 38,12%
AQILEGLGIGPGEGSEEELHSASQR 100,00% 99,70%
DFVFDLYR 100,00% 99,60%
ELQQPQDSLQLSLGNALFTKPR 100,00% 99,70%
GKIVDLIK 100,00% 99,50%
HILFLGK 100,00% 98,20%
INDYVAK 100,00% 97,00%
LPIQEAFLGAMR 100,00% 99,70%
QQDQFYYLLDR 100,00% 99,70%
RLELYLPK 100,00% 97,40%
STHEQDFYVTPETVVR 100,00% 99,70%
TLYLADTFPTNFEDPEGAKK 100,00% 99,30%

Seminal plasma protein A3 SFP3 BOVIN 16141,20 490 KDPASGAETK 100,00% 97,90% 23,57%
CVFPFIYEGK 100,00% 99,40%
DNKCVFPFIYGNK 100,00% 99,30%
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Platelet-activating factor

acetylhydrolase PAFA_BOVIN 50137,19 612  ASLAFLQK 100,00% 99,50%  32,88%
DGSACSTYYFK 100,00% 99,70%
EYFLGLSK 100,00% 99,70%
FLGTHWLVGK 100,00% 99,30%
FQYPSNIIR 100,00% 98,10%
GSVHQNFVDFTFATSK 100,00% 99,70%
TAIIGHSFGGATVIQTLSEDQR 100,00% 99,00%
TIGYLFTLK 100,00% 99,60%
IPQPLFFINSER 100,00% 99,70%
IQALMAAANIGQSK 100,00% 99,70%
RGEEEFPLR 100,00% 99,20%
TGEKYPLIIFSHGLGAFR 100,00% 99,10%

NPC intracellular

cholesterol transporter 2 NPC2 BOVIN 16639,90 8.20 AVVHGIVMGIPVPFPIPESDGCK 100,00% 99,70% 55,03%
EVNVSPCPTQPCK 100,00% 99,70%
FKDCGSWVGVIK 100,00% 99,60%
DKTYNYVNK 100,00% 99,50%
LPVKNEYPSIK 100,00% 99,70%
VVVEWELTDDKNQR 100,00% 99,70%

Spermadhesin 2 Q4ROH2 BOVIN 1522120 592  DVHLNCNKESLEIEGPPESSNSR 100,00% 99,70%  3731%
ILLEVR 100,00% 99,70%
KPNHPAPDFFLIFR 100,00% 99,70%
MDPGYR 100,00% 96,40%

Complement C3 CO3 BOVIN 187253,19 641  AAVYNHFISDGVKK 100,00% 95.90%  2523%
ACEPGVDYVYK 100,00% 95,80%
AFLDCCEYITQLR 100,00% 99,70%
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AILYNYR 100,00% 97,00%
DICEAQVNSLGR 100,00% 99,70%
DPLTITVR 100,00% 99,70%
DYDTTPPVVR 100,00% 97,60%
FYYIDDPDGLK 100,00% 97,30%
HIPVVTQGSNVQSLTQDDGVAK 100,00% 99,70%
HQQTITIPAR 100,00% 99,70%
IGLHEVEVK 100,00% 99,20%
ILWESASLLR 100,00% 97,10%
ISLTHSLTR 100,00% 99,70%
ISYIIGK 100,00% 99,70%
KGYTQQLAFR 100,00% 98,90%
KIWDVVEK 100,00% 98,60%
LLPVGQTVFITIETPDGIPVKR 100,00% 98,90%
LMNVFLK 100,00% 96,30%
LPYSVVR 100,00% 97,60%
LVAYYTLINAK 100,00% 99,70%
NYAGVFTDAGLTLK 100,00% 95,90%
QVLLNGVQPSR 100,00% 99,70%
RQESLELIR 100,00% 99,70%
SSVAVPYVIVPLK 100,00% 97,20%
TGIPIVTSPYQIHFTK 100,00% 99,70%
TIYTPGSTVLYR 100,00% 98,90%
TLNPEHLGQGGVQR 100,00% 98,30%
VELKPGETLNVNFHLR 100,00% 98,50%
VELLYNPAFCSLATAK 100,00% 99,70%
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VGLVAVDK 100,00% 99,70%
VHQYFNVGLIQPGAVK 100,00% 98,40%
VPINDGNGEAILKR 100,00% 99,70%
VSHTVEDCLSFK 100,00% 99,70%
VSIRPAPETVK 100,00% 97,40%
VYSYYNLDETCIR 100,00% 99,70%
WLILEK 100,00% 96,30%
Serum albumin ALBU_BOVIN 69293,41 5.82  AEFVEVTK 100,00% 97,30% 50,91%
CCAADDKEACFAVEGPK 100,00% 99,70%
CCTESLVNR 100,00% 99,70%
DAFLGSFLYEYSR 100,00% 99,70%
DDPHACYSTVFDKLK 100,00% 97,10%
EYEATLEECCAK 100,00% 98,10%
FKDLGEEHFK 100,00% 99,70%
HLVDEPQNLIK 100,00% 99,70%
KQTALVELLK 100,00% 99,70%
KVPQVSTPTLVEVSR 100,00% 99,70%
LCVLHEKTPVSEK 100,00% 99,70%
LFTFHADICTLPDTEK 100,00% 99,70%
LGEYGFQNALIVR 100,00% 99,70%
LKECCDKPLLEK 100,00% 99,70%
LKPDPNTLCDEFKADEK 100,00% 99,70%
LVNELTEFAK 100,00% 99,70%
LVTDLTK 100,00% 99,50%
MPCTEDYLSLILNR 100,00% 99,70%
RHPEYAVSVLLR 100,00% 99,70%
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RHPYFYAPELLYYANK 100,00% 99,20%
RPCFSALTPDETYVPK 100,00% 99,10%
SLHTLFGDELCK 100,00% 99,70%
YICDNQDTISSK 100,00% 99,70%
TVMENFVAFVDK 100,00% 99,70%
LSQKFPK 100,00% 99,50%

Serine protease inhibitor

clade E member 2 Q8HZY1 BOVIN 43877,12 9.56  AKIEVSEDGTK 100,00% 99,60% 26,45%
ASAATTAILIAR 100,00% 99,70%
DVFQCEVR 100,00% 99,50%
FTAVAQTDLKEPLK 100,00% 99,70%
LVLVNAVYFK 100,00% 99,70%
MEVPFVTR 100,00% 99,70%
NKDVFQCEVR 100,00% 99,40%
RVQVILPK 100,00% 99,60%
SENLHVSHILQK 100,00% 99,70%
VLGITDMFDPSK 100,00% 99,70%

Sulthydryl oxidase A6QQA8 BOVIN 62975,17 926 AKAQEVLQAIR 100,00% 96,30% 33,86%
DFNIPGFPTVR 100,00% 97,40%
FFFGCR 100,00% 96,90%
FGVTNFPSCYLLSR 100,00% 99,10%
FSVLEGQR 100,00% 99,50%
IPYGFFK 100,00% 99,10%
LAGAPSEDPQFPK 100,00% 97,60%
LEEITGFFAR 100,00% 99,70%
SALYSSSDPLTLLR 100,00% 99,70%
SFYTTYLR 100,00% 99,60%
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TGSGTTLSVAGADVQTLR 100,00% 99,70%
THFSPSNIVLDFPSAGPGPWR 100,00% 98,90%
VNWVGCQGSEPHFR 100,00% 99,70%
GTPVWDLDNILK 100,00% 96,50%
VGSLNSAVLWFWSSHNK 100,00% 97,20%
VPALTESR 100,00% 99,40%
Spermadhesin Z13 Z13 BOVIN 13383,90 5.58  DSTDGLLVKDK 100,00% 99,70% 30,17%
DVHENCNKESLEIIEGPPESSNSR 100,00% 94,60%
Lactotransferrin TRFL BOVIN 78057,00 8.69 AFALECIR 100,00% 99,70% 41,24%
ANEGLTWNSLK 100,00% 99,70%
APVDAFKECHLAQVPSHAVVAR 100,00% 99,70%
CLQDGAGDVAFVK 100,00% 99,60%
DSALGFLR 100,00% 99,70%
EPYFGYSGAFK 100,00% 99,70%
ESPQTHYYAVAVVKK 100,00% 99,70%
ETTVFENLPEK 100,00% 99,70%
FFSASCVPCIDR 100,00% 99,70%
GEADALNLDGGYIYTAGK 100,00% 99,70%
IPSKVDSALYLGSR 100,00% 99,70%
KGSNFQLDQLQGR 100,00% 99,50%
LCALCAGDDQGLDK 100,00% 99,70%
LGAPSITCVR 100,00% 96,70%
LGGRPTYEEYLGTEYVTAIANLKK 100,00% 99,70%
LLCLDGTR 100,00% 97,50%
LRPVAAEIYGTK 100,00% 99,50%
NLLFNDNTECLAK 100,00% 99,30%
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SFQLFGSPPGQR 100,00% 99,70%
SVDGKEDLIWK 100,00% 95,80%
VDSALYLGSR 100,00% 99,70%
VVWCAVGPEEQKK 100,00% 98,30%
YYGYTGAFR 100,00% 96,80%
Uncharacterized protein A0A3QIMS858 BOVIN 19569,00 8.49  AVEQGLSVSNVQLLTK 100,00% 99,70% 26,11%
EVIVVATDYK 100,00% 99,70%
FKIPLESGGK 100,00% 99,20%
TYAIMNIILNR 100,00% 99,70%
Angiotensin-converting
enzyme FIMQJO_BOVIN 150100,80 590 ENYNQEWWSLR 100,00% 99,70% 11,26%
FHIPASVPYVR 100,00% 94,60%
LEGPFVGSGR 100,00% 99,70%
LEPDLTNLMATSR 100,00% 99,70%
LKYQGVCPPLAR 100,00% 99,70%
LNGYQDGGDSWR 100,00% 99,50%
NYQDLAWAWK 100,00% 98,00%
QGWTPLR 100,00% 97,00%
SILPYFPK 100,00% 98,80%
SQDDFDPGAK 100,00% 97,20%
VFDGSVTR 100,00% 99,70%
VNFLGLNLEEQQAR 100,00% 98,70%
YVELTNK 100,00% 99,20%
LGWPQYNWTPNSAR 100,00% 98,00%
Complement factor H CFAH_BOVIN 140372,40 6.43 CQAYYELR 100,00% 96,20% 20,31%
EAFTMIGPR 100,00% 99,70%
ENYLIQDAEEIVCK 100,00% 98,20%
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IENGFLSESTFTYPLNK 100,00% 99,70%
IQCVDGEWTALPVCIEEER 100,00% 99,70%
ISILCK 100,00% 97,30%
KGFFPEIR 100,00% 99,70%
QIHCSAGGVWSAETPK 100,00% 98,90%
SGEQVAFK 100,00% 99,70%
SGWTPAPTCIEITCDPPR 100,00% 99,40%
TPVILNGQAVLPK 100,00% 94,70%
TSGLITCLK 100,00% 99,70%
TTGSIVCGQDGWSDK 100,00% 99,70%
WVSLHPSR 100,00% 99,10%
YLQGETVR 100,00% 99,50%
FITCISGEWTQPPQCIATDELRK 100,00% 94,80%
LNDRLDYECVDGYENR 100,00% 99,30%
LYYSYR 100,00% 95,20%
SWDHLTCTAEGWSPEEPCLR 100,00% 98,80%
TLGSIVMMCR 100,00% 97,80%
Carboxylic ester hydrolase E1BN79 BOVIN 64341,20 5.83  AIMESGVAIIPYLK 100,00% 99,70% 21,88%
ELLSINQK 100,00% 99,20%
FVFGGAFLK 100,00% 97,00%
GLPLWPAYR 100,00% 94,80%
HSLVDIR 100,00% 97,90%
LGIFGFFNTGDEHAR 100,00% 99,70%
LKELELK 100,00% 99,20%
VSEDCLYLNIYAPAHAETGSK 100,00% 95,30%
VVDGLFFPNEPLDLLAQK 100,00% 99,60%
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GNIVMFEEATEEEKGLSR 100,00% 95,50%

Uncharacterized protein EIBLI4 BOVIN 14167,70 9.35 CTWTILLER 100,00% 99,70% 23,20%
FCSGGHLVFR 100,00% 99,70%
ISSYSSWEPK 100,00% 99,70%

C-type natriuretic peptide =~ ANFC_BOVIN 13292,20 10.13  GCFGLKLDR 100,00% 99,70% 31,75%
TPGGGGANLKDDR 100,00% 99,70%
TPSGEEVAEPQAAGGGQK 100,00% 99,70%

Seminal plasma protein

PDC-109 SFP1_BOVIN 15480,60 491 CVFPFIYGGKK 100,00% 94,90% 40,30%
IGSMWMSWCSLSPNYDKDR 100,00% 99,70%
KHFDCTVHGSLFPWCSLDADYVGR 100,00% 99,30%

Beta-mannosidase MANBA BOVIN 101176,43 6.52  AGESVLLYTKPVPELLK 100,00% 99,70% 20,71%
AVNIIEVR 100,00% 99,70%
FNNLDYR 100,00% 99,30%
FQSPVVYANQR 100,00% 99,70%
GSNWIPADSFQDR 100,00% 94,90%
IESSFDVVSSK 100,00% 95,00%
IIKDPYYR 100,00% 99,70%
INGLPIFLK 100,00% 99,70%
SSFALHR 100,00% 99,70%
TSAVAPFVWLDVGSIPGR 100,00% 99,70%
TVFFYPWKPTSK 100,00% 97,30%
VSSEEDWSYR 100,00% 99,70%
VVSISLR 100,00% 98,30%
YSFDITHTVK 100,00% 99,70%
FVSEYGYQSWPSFSTLEK 100,00% 98,20%
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SELEQSFHVTSLADTY 100,00% 98,10%

Secretoglobin family 1D

member SG1D _BOVIN 11294,30 8.38  NRLIITNILGK 100,00% 98,80% 21,57%
YNAPPEAVAAK 100,00% 99,40%

Uncharacterized protein AOA3QIMDAS _BOVIN 43386,10 6.54 GVDAQVAALIAR 100,00% 99,70% 20,52%
IKPFLGGASTEDLR 100,00% 99,70%
KLDEFYPQGYPQSLIER 100,00% 94,80%
LLGPNLVGLK 100,00% 99,70%
QVNLIPFTYQQLHIFK 100,00% 96,10%
YVGGGGQLDK 100,00% 99,70%

Seminal plasma protein

BSP-30 kDa SFP4 BOVIN 21269,90 5.73  ANDLNAVFEGPACAFPFTYK 100,00% 99,70% 40,98%
FCTERDEPECVFPFIYR 100,00% 99,70%
VHSFFWR 100,00% 98,70%
WCSLTSNYDRDK 100,00% 99,70%
KNSVLLWCSLDTEYQGNWK 100,00% 99,30%

domain g A F6R69S_BOVIN 16937,63 45  ACVLDEDCDDNLK 99,80% 99,70%  21,95%
DQCQVDSQCPDALK 99,80% 99,70%

Uncharacterized protein AO0A3QIM3L6 BOVIN 40474,30 5.16 EPQVYVLAPPQEELSK 100,00% 99,70% 19,35%
IQHQDWTGGK 100,00% 99,70%
PEPVTVTWNSGALK 100,00% 99,70%
VHNEGLPAPIVR 100,00% 99,70%
YGTTPPQLDADSSYFLYSK 100,00% 98,70%

Tissue factor pathway

inhibitor 2 TFPI2_BOVIN 26674,39 9.06 IPSYYYDR 100,00% 99,70% 10,26%
YYFNPR 100,00% 97,40%
RAPVFCYSPK 100,00% 97,90%
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Beta-nerve growth factor ~NGF_BOVIN 26669,48 9.72 HWNSYCTTTHTFVK 100,00% 99,30% 22,41%
IDTACVCVLSR 100,00% 99,70%
LQHSLDTVLR 100,00% 99,70%
QYFFETK 100,00% 98,80%
AHSAPAGPIAAR 100,00% 97,60%

Complement factor B CFAB_BOVIN 85366,31 7.87 GIPEFYDYDVALVR 100,00% 99,70% 15,64%
LEDRVTYYCNR 100,00% 98,80%
STGSWSTLQTQDR 100,00% 99,70%
VKDVSEVVTPR 100,00% 99,70%
YETTIRPICLPCTEGSIQALR 100,00% 98,70%
YGLVTYATEPK 100,00% 99,70%
YLLDIGR 100,00% 99,60%
AGQVLEYLCPSGFYPYPTQIR 100,00% 94,80%
RPQQVPGYAR 100,00% 98,90%

Ribonuclease pancreatic RNAS1 DAMKO 13.711,17 9.60 QTGSSKYPBCAYK 100,00% 99,70% 16,13%
YPDCAYK 99,70% 97,30%

Beta-hexosaminidase H7BWW2 BOVIN 61263,70 7.64  AGPSCAVLQEAFRR 100,00% 99,20% 21,42%
GILIDTSR 100,00% 98,00%
GPVATLTANR 100,00% 99,70%
GSYSLSHVYTPNDVR 100,00% 98,20%
LFYLSPGNFFFGHSPTSK 100,00% 97,90%
LLPGTVVQVWK 100,00% 99,70%
TVIEYAR 100,00% 97,50%
VLPEFDSPGHTESWGK 100,00% 94,80%
VWGVLR 100,00% 96,20%
YYDYIFGFYK 100,00% 97,70%
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Uncharacterized protein ~ G3NOVO_BOVIN 35951,52 8.05 AVGVSIDCSK 100,00% 99,60% 21,17%
EPSVFIFPPKPK 100,00% 99,40%
GLSAPIVR 100,00% 99,60%
VVSALPIQHQDWTGGK 100,00% 94,60%
VYPLASR 100,00% 95,70%
EPQVYVLDPPKEELSK 100,00% 95,70%

SCGB2A2 protein A6QPK0_BOVIN 10427,09 495  AYLKDFAQTDVEK 100,00% 99,70% 27,17%
SVDPTVSKDEYR 100,00% 99,70%

Ephrin-Al EFNA1 _BOVIN 23838,27 6.69 FTGFTLSK 99,80% 98,10% 9,27%
FWNEDYTVHVR 99,80% 99,70%

Acrosin GSE5C6_BOVIN 4549422 9.64 EVEWGSNKPVKPPLQER 100,00% 99,70% 28,38%
ITPPVICGHFIGPGCLPQFR 100,00% 99,70%
RLQQLIEVLK 100,00% 94,60%
STNVCAGYPEGK 100,00% 99,70%
VPQTCWVAGWGFLR 100,00% 99,70%
YSASSEANDIALIK 100,00% 99,70%
AKRPGVYTSTWSYLNWIASK 100,00% 96,90%

Beta-microseminoprotein

OS=Bos taurus OX=9913

GN=MSMB PE=3 SV=2  G3X8E3 BOVIN 12161,81 500 DLSGVTHELK 99,80% 99,60% 18,02%
ETCTYTVLEK 99,80% 99,70%

5'-nucleotidase AOA3QIMCG3 BOVIN  63050,28 6.44  ISGLYSPYK 100,00% 99,70% 13,76%
KVPVVQAYAFGK 100,00% 99,70%
VILPSFLVSGGDGFR 100,00% 99,70%
VLYPAVEGR 100,00% 99,70%
VPSYEPLR 100,00% 98,50%
EVPAGQYPFIVTSDDGR 100,00% 99,70%
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LEVLCTQCR 100,00% 99,70%
C-C motif chemokine A5PJF7_BOVIN 11100,12 9.57  EAVIFK 100,00% 99,70% 19,19%
QKWVQDSINYLNK 100,00% 99,70%
Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase B PPIB_BOVIN 23743,52 9.33  IEVEKPFAIAK 100,00% 98,80% 25,46%
IGDEDIGR 100,00% 99,60%
TVDNFVALATGEK 100,00% 99,70%
VVIGLFGK 100,00% 99,70%
VYFDLR 100,00% 98,50%
VLEGMDVVR 100,00% 99,70%
Deoxyribonuclease FIMGQI1_BOVIN 34936,31 9.36  DFVIVPLHTTPETSVR 100,00% 98,40% 42,95%
EIDELADVYTDVKR 100,00% 99,70%
EPFVVWFQSPYTAVK 100,00% 99,70%
EQYAFLYK 100,00% 96,80%
GITYNYVISSR 100,00% 99,70%
KGITYNYVISSR 100,00% 99,50%
ALDVSDHFPVEFK 100,00% 95,20%
FVWLIGDQEDTTVKK 100,00% 99,30%
GQNIVNSVVPQSNLVFDFQK 100,00% 99,10%
ICSFNVR 100,00% 98,20%
Hyaluronidase FIMTV1_BOVIN 62281,12 8.79  NPQLSFPEASK 100,00% 99,30% 15,19%
SATGQFITLFYADR 100,00% 99,70%
STQNAALYVR 100,00% 99,70%
IAKVDFETAGK 100,00% 98,90%
YTVPGTVTLEDLQK 100,00% 95,80%
DVYRDESVELVLQK 100,00% 99,40%
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LGYYPHIDEK 100,00% 99,20%

Pancreatic

adenocarcinoma

upregulated factor-like FIN1Z8 BOVIN 16970,30 8.71  DNENEITGIR 100,00% 99,70% 32,90%
GGGSYFSTTK 100,00% 97,90%
SFSAFPDGSEK 100,00% 99,70%
VFIGIGGIIK 100,00% 99,70%
VLTGVFGQHK 100,00% 99,60%

IGL@ protein Q3T101_BOVIN 24640,00 5.84  TLIYGDTSR 99,80% 96,30% 10,21%
YAASSYLSLTSSDWK 99,80% 99,70%

Galectin-3-binding protein LG3BP_BOVIN 62126.88 539  EVEALVGQVR 100,00% 99,60% 12,07%
GCDLFITVK 100,00% 99,30%
LILSTNPEAHGLWK 100,00% 98,40%
RIDVSLSSVK 100,00% 99,70%
SNPTIGYENR 100,00% 95,70%
STSLFPCPSGVFSR 100,00% 98,80%

Osteopontin OSTP_BOVIN 30904,01 449  GDSVAYGLK 100,00% 99,70% 13,67%
ISHELDSASSEVN 100,00% 99,70%
YPDAVATWLKPDPSQK 100,00% 98,10%

Glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase,

testis-specific G3PT _BOVIN 43287,96 8.32  AGIALNDNFVK 100,00% 99,40% 21,77%
ELIVGINGFGR 100,00% 99,60%
GAHQNIIPASTGAAK 100,00% 94,70%
LAQPTPYSAIKDAIK 100,00% 97,00%
LISWYDNEYGYSNR 100,00% 99,70%
VPTPDVSVVDLTCR 100,00% 99,70%
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VVDLVR 100,00% 99,30%
Beta-actin (Fragment) AO0A344MNR4 SYNCA  40578,45 5.66  AGFAGDDAPR 100,00% 99,70% 19,78%
GYSFTTTAER 100,00% 99,50%
ITAPPER 100,00% 97,70%
SYELPDGQVITIGNER 100,00% 99,70%
VAPEEHPVLLTEAPLNPK 100,00% 99,50%
AVFPSIVGRPR 100,00% 97,20%
Glutathione peroxidase FIMCF5_BOVIN 23986,73 820 FLVGPDGIPVMR 100,00% 99,70% 28,64%
QEPGENSEILPGLK 100,00% 95,70%
TDILAYMK 100,00% 98,90%
VFTFLK 100,00% 96,80%
YVRPGGGYVPNFQLFEK 100,00% 96,90%
Uncharacterized protein AO0A3Q1IM1V3 BOVIN 16015,40 5.66 CVFCNAVVESR 100,00% 99,70% 27,08%
GIGIACTK 100,00% 98,90%
GTLYFVK 100,00% 99,50%
TYSNECMYCFLNR 100,00% 99,70%
Glutathione peroxidase
(Fragment) L8HZT1 9CETA 16176,62 6.66 FLVGPDGVPVMR 100,00% 99,70% 32,39%
NSEILMGLK 100,00% 99,70%
SDMLEYLK 100,00% 98,30%
YVRPGGGFVPNFQLFEK 100,00% 97,00%
Carboxypeptidase Q CBPQ_BOVIN 51679,11 555 LALLVDTVGPR 99,80% 99,70% 4,24%
VGALASLIR 99,40% 99,10%
Uncharacterized protein G3MX67_BOVIN 40778,77 592 NIVDPWK 100,00% 99,20% 17,75%
SNFCYSIEECR 100,00% 97,70%
AAHPQIMDIANR 100,00% 99,70%

74



ALITVAK 100,00% 99,70%
ILITESNK 100,00% 97,60%
LLTDQDR 100,00% 97,60%
STGGLLLTIWK 100,00% 99,70%
Lactoferrin G1CW25 BOSIN 78158,40 870  AAHVEQVLLR 99,80% 99,00% 2,54%
LLCLDGSR 99,80% 99,60%
Uncharacterized protein FIMBJ3 BOVIN 113904,09 6.71 FIAVEQEYFR 100,00% 99,70% 7,22%
VGPLELNR 100,00% 99,70%
ALISGLR 100,00% 97,20%
GLGSVVSVEER 100,00% 99,70%
GSQGSDGVLLCHHIEQEYR 100,00% 95,00%
VSITDESGLPVPAQVQR 100,00% 98,80%
BPI fold-containing family
B member 1 FIMLW2 BOVIN 51715,97 8.87  LLNNITTK 100,00% 95,30% 10,78%
VIDETAAAQLGPTQIVK 100,00% 99,70%
VISLLTPALPK 100,00% 99,70%
APLDVVAGFNVPLFK 100,00% 99,70%
Phosphatidylethanolamine-
binding protein 4 Q3T010_BOVIN 25145,74 5.87  HWLVSDIK 100,00% 98,90% 17,94%
IQGQELSPYHPPSPPAHSGLHR 100,00% 97,40%
ITTWPEPIVK 100,00% 99,20%
Peptidoglycan recognition
protein 1 PGRP1_BOSIN 21037,01 9.62 AAQSLLACGAAR 99,90% 99,70% 15,79%
GYLTPNYEVK 99,90% 98,40%
VPPASALR 100,00% 99,70%
Uncharacterized protein G3MXB5 BOVIN 36405,39 5.57 SAEGASFTWNPTGGK 100,00% 99,70% 9,88%
SSLTATIKK 100,00% 99,70%
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WLQGNQELPR 100,00% 99,70%

Cystatin Q5DPW9 BOVIN 16355,94 7.63  AHSQLVAGIK 100,00% 95,40% 37,58%
KVGELQELSPNDPQVQK 100,00% 99,70%
DITILR 100,00% 98,70%
SAVAGDHVDLTTCPLAAEAQQEK 100,00% 97,40%

Prosaposin SAP BOVIN 58051,38 5.08 DVITAAGNLLK 99,90% 99,70% 7,43%
EQILAALEK 99,90% 99,50%
KLVGYLDR 99,80% 95,70%
GCSFLPDQYRK 100,00% 95,20%

DPP7 protein A6QNX2 BOVIN 53642,32 5.07 DLTQLFGFAR 99,80% 99,70% 3,89%
RLEAALIGK 99,80% 99,70%

C1QTNFS5 protein AS5PJL8 BOVIN 25349,48 6.06 ASLQFDLVK 100,00% 99,30% 15,23%
VLVNEQGHYDAVTGK 100,00% 95,40%
VPPPSDAPLPFDR 100,00% 99,70%

Ig gamma-3 chain C

region (Fragment) L8HKR7 9CETA 33279,67 7.98  GLPAPIVR 99,80% 98,40% 8,50%
TTPPQLDADSSYFLYSK 99,80% 98,10%

Beta-glucuronidase A3KMYS8 BOVIN 74469,62 6.00  EITLPQR 100,00% 95,80% 10,12%
ELDGLWSFR 100,00% 99,10%
FDFFNYAGLHR 100,00% 99,40%
LVQSGPLSSCR 100,00% 97,90%
SAAFLLR 100,00% 99,60%
LTAQTAVGPVSDFYTLPVGIR 100,00% 96,10%

UDP-Gal:betaGlcNAc

beta 1,4-

galactosyltransferase,

polypeptide 4 Q32LF7 BOVIN 39460,53 934 LVFKPDLTLEEVQAK 100,00% 99,50% 10,56%
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VAILIPHR 100,00% 97,20%
YSGYFGGVTALSR 100,00% 99,70%
Phosphoglycerate kinase =~ L8HZ66 9CETA 44749,97 847  ALENPERPFLAILGGAK 100,00% 99,70% 11,75%
LGDVYVNDAFGTAHR 100,00% 99,70%
AEPDKIEAFR 100,00% 99,10%
ELDYFSK 100,00% 98,70%
Gelsolin GELS BOVIN 81105,11 5.44  AGALNSNDAFVLK 100,00% 95,50% 4,38%
AGKEPGLQIWR 100,00% 95,90%
TGALELLR 100,00% 99,70%
PIGR protein PIGR_BOVIN 82434,82 7.07  FYSFEK 100,00% 97,90% 7,40%
TVTINCPFTR 100,00% 99,10%
VVQGEPSLK 100,00% 99,70%
GGSVTVSCPYNPK 100,00% 98,90%
SSVTFDCSLGPEVANVPK 100,00% 99,70%
Cathelicidin-1 CTHL1_BOVIN 17600,07 7.58  AVDQLNEQSSEPNIYR 100,00% 99,70% 29,68%
CEGTVTLDQVR 100,00% 99,30%
LLELDQPPQDDEDPDSPKR 100,00% 98,80%
Uncharacterized protein AOA3QIMGLS BOVIN  35988,55 4.69 GSWGTVCDDSWDTNDANVVCR 100,00% 99,70% 12,43%
QLGCGSAISAPGGAR 100,00% 99,70%
VEVLYR 100,00% 98,10%
Alpha-mannosidase E1BHPO BOVIN 113630,64 7.34  FIIVDQEFFR 100,00% 99,00% 4,33%
LWWDGVASAK 100,00% 95,90%
YANTLSYNVR 100,00% 99,70%
SLTGTWDVSTLHR 100,00% 97,20%
Cathepsin D AO0A3QIM3Z5 BOVIN 42465,74 6.71  VGLAEAARL 100,00% 95,80% 9,72%

77



LLDIACWTHR 100,00% 99,10%
YATGEPAVR 100,00% 99,10%
VSSLPQVTVK 100,00% 96,90%

Acrosin binding protein EIB7S8 BOVIN 61272,56 4.99 FFALLTPTWK 99,90% 99,70% 3,87%
FYGLDLYGGLR 99,90% 94,70%

Uncharacterized protein E1B9P4 BOVIN 26014,70 8.27 ANSLSPWCSTR 100,00% 99,70% 28,70%
CVFPFIYR 100,00% 98,60%
DSCIFPFTYK 100,00% 98,80%
GSTYFSCTR 100,00% 98,40%
HCLTEDYPR 100,00% 99,70%
ISSLVPGFPCHFPFNYK 100,00% 97,30%

Zinc-alpha-2-glycoprotein  ZA2G_BOVIN 33851,73 5.11  EGSHTFQGAFGCELR 100,00% 99,70% 17,39%
SIGLHWTR 100,00% 97,60%
SLTRPLTVPWDPR 100,00% 98,40%
EIPAWVPLDPAAQNTK 100,00% 95,60%

Cathepsin L1 CATL1 _BOVIN 37346,90 6.55 LFHEPLLVDVPK 99,90% 99,00% 7,78%
LVSLSEQNLVDCSR 99,90% 99,70%

GLIPR1-like protein 1 GPRL1 BOVIN 27167,23 8.84  FIEECLR 99,80% 96,80% 6,22%
KFYDFNTR 99,80% 99,70%

Fibrinogen gamma-B

chain FIMGU7_BOVIN 50231,97 544  FLQEIYNSNSQK 100,00% 99,70% 13,77%
IHLISTQSTIPYVLR 100,00% 99,70%
LAIGEGQQHQLGGAK 100,00% 98,00%
TSTADYASFK 100,00% 99,70%
IQLEDWNGR 100,00% 96,00%

Vanin 2 ASD9D1_BOVIN 52621,36 7.25  ILFAEVDSHPR 100,00% 99,70% 8,78%
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LAPEKFEVLEDGR 99,90% 99,70%
STDVTTCGQPVETALTR 99,90% 98,90%

Uncharacterized protein W5PS94 SHEEP 5352166,00 5.13  ELDFVSHHVR 99,80% 97,80% 7,17%
LSQETEALGR 100,00% 99,70%
LVTLEEFLASTQR 100,00% 99,70%

Prostaglandin-H2 D-

isomerase PTGDS BOVIN 21229,22 6.43  SLGFTEEGIVFLPK 100,00% 99,70% 13,61%
AEVKEHFTTFAK 100,00% 98,70%

Cysteine-rich secretory

protein 2 Q3ZCLO BOVIN 27453,25 8.64 FADLSNTLK 99,80% 98,20% 10,25%
YLYVCQYCPAGNIVGR 99,80% 99,70%

Immunoglobulin J chain ~ Q3SYR8 BOVIN 17857,34 5.07 IIPSAEDPSQDIVER 99,80% 99,70% 14,65%
IIVPLNSR 99,80% 99,60%

Adenylate kinase

isoenzyme 1 KAD1 BOVIN 21663,94 8.40 IIFVVGGPGSGK 100,00% 99,70% 12,89%
YGYTHLSTGDLLR 100,00% 99,40%

Endoplasmic reticulum

chaperone BiP BIP_BOVIN 72400,03 5.07 IINEPTAAAIAYGLDKR 100,00% 99,70% 4,73%
ITPSYVAFTPEGER 100,00% 98,50%

Ubiquitin-60S ribosomal

protein L40 RL40 BOVIN 14728,32 9.87  ESTLHLVLR 99,80% 99,50% 19,53%
TITLEVEPSDTIENVK 99,80% 98,90%

Serotransferrin TRFE_BOVIN 77753,15 6.75  DKPDNFQLFQSPHGK 100,00% 99,70% 5,40%
ILESGPFVSCVK 100,00% 97,80%
ELPDPQESIQR 100,00% 99,50%

MGC148336 protein A6QPE2 BOVIN 17816,30 594  AVQGLLQYINK 100,00% 99,40% 23,38%
ELHLAIPAEITR 100,00% 99,70%
EKLNQVANAVYQR 100,00% 97,20%
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Heat shock 70 kDa protein

13 HSP13 BOVIN 51920,49 5.18  ILVPIQQVLK 99,80% 98,40% 3,61%
LLQYLYK 99,80% 98,90%

Glutathione peroxidase 3 ~ GPX3 BOVIN 25663,37 6.84  FLVGPDGIPIMR 100,00% 95,70% 15,49%
FYTFLK 100,00% 94,70%
YVRPGGGFTPNFQLFEK 100,00% 97,40%

Glutaminyl-peptide

cyclotransferase QPCT BOVIN 41224,03 6.04 SFSNIISTLNPTAK 99,80% 99,50% 6,93%
YPGSPGSFAAR 99,80% 96,90%

Phosphatidylethanolamine-

binding protein 1 PEBP1 _BOVIN 20985,75 6.96  GNNISSGTVLSDYVGSGPPK 99,80% 97,70% 24,60%
YGGAEVDELGK 99,80% 97,70%
NRPTSITWDGLDPGK 99,10% 99,10%

Interleukin 4 induced 1 FIN191 BOVIN 64479,10 9.57  IAFTPPLTR 99,90% 95,50% 6,06%
LALDDVAALHGPIAYR 99,90% 99,50%
IVGGWDLLPR 99,10% 99,20%
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Anexo 2. Proteinas ndo caracterizadas do plasma seminal de touros Nelore.

Max  Total Query Perc. Protein Access
Protein Access Uniprot Protein Name e-value
Score  score cover Identify NCBI
AO0A3Q1IMS858 BOVIN Epididymal-specific lipocalin-5 [ Bos taurus] 368 368 100% 9,00E-129 100.00% XP 010808932.1
Carbohydrate-binding protein AQN-1 isoform X2
E1BLI4 BOVIN 227 227 86% 2,00E-74  100.00% XP_010818423.1
[Bos taurus]
AO0A3QIMDAS5 BOVIN Mesothelin precursor [ Bos taurus] 758 758 96% 0.0 100.00% NP_001093844.
Membrane-bound immunoglobulin gammal heavy
AO0A3QIM3L6_BOVIN 742 784 100% 0.0 98.09% ANN46376.1
chain constant region [ Bos taurus]
G3NOV0_BOVIN Immunoglobulin gamma heavy chain [ Bos taurus 667 707 100% 0.0 98.47% AQT27059.1
G3MX67 BOVIN Protein LEG1 homolog [ Bos taurus] 734 734 100% 0.0 100.00% XP 010806841.1
Epididymis-specific alpha-mannosidase-like [ Bos
FIMBJ3 BOVIN 1863 1863  100% 0.0 92.76% XP 024849427.1
taurus]
G3MXB5 BOVIN IgM precursor [ Bos taurus] 698 698 100% 0.0 100.00% NP _001192115.1

Deleted in malignant brain tumors 1 protein isoform
AO0A3QIMGLS BOVIN 607 5079 97% 0.0 88.07% XP_024841759.1
X15 [Bos taurus

Epididymal sperm-binding protein 1 precursor [ Bos
E1B9P4 BOVIN | 463 463 100% 3,00E-165 100.00% NP_001179487.1
taurus

WS5PS94 SHEEP Nucleobindin-1 isoform X1 [Bos taurus] 776 776 100% 0.0 94.78% XP_005219247.1

Double-headed protease inhibitor, submandibular
A0A3QIM1V3 BOVIN 300 300 100% 5,00E-103  100.00% XP_002689349.1
gland [ Bos taurus]




